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Abstract

Synthetic dyes are a serious threat if they get into the environment, even in small quantities. Therefore, studies to improve
the treatment of waste water containing dyes is still a challenge. One of the most frequently used groups of dyes in the
dyeing are those belonging to the anthraquinone class. The aim of the study was to determine the possibility of using fungi in
decolorization of dye belonging to this group as is Remazol Brilliant Blue R. The tests were carried out on solid media of
different composition. Among the 9 strains tested, the highest activity was recorded for species: Pleurotus ostreatus (strain
K4), Xerocomus badius (strain K45) and Hypholoma fasciculare (strain K47). They were effectively removing dye added to
the medium rich in organic compounds, but reduction of nutrient concentrations in medium stimulated discoloration of the
dye.
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Streszczenie

Badania przesiewowe grzybéw podstawkowych w kierunku wykorzystania w dekoloryzacji barwnika RBBR

Barwniki syntetyczne stanowig powazne zagrozenie jesli dostang sie do Srodowiska nawet w niewielkiej ilosci. Dlatego tez
praca nad udoskonaleniem oczyszczania Sciekdw zawierajacych te substancje stanowi wcigz wyzwanie. Jednymi z czesciej
wykorzystywanych w procesach barwienia s barwniki antrachinonowe. Celem badan byto okreslenie mozliwosci
wykorzystania grzybow podstawkowych w dekoloryzacji zaliczanego do tej grupy remazolowego btekitu brylantowego R.
Testy prowadzono na podtozach statych o réznym skiadzie. Sposrod 9 testowanych szczepéw najwigkszg efektywno$ce
dekoloryzacji stwierdzono w przypadku: Pleurotus ostreatus (szczep K4), Xerocomus badius (szczep K45) i Hypholoma
fasciculare (szczep KA47). Usuwaly one efektywnie barwnik dodany do podioza bogatego w zwigzki organiczne, natomiast
obnizenie stezenia sktadnikéw odzywczych stymulowato dekoloryzacije tego barwnika.

Stowa kluczowe: grzyby, dekoloryzacja, barwnik antrachinonowy, RBBR

1. Wprowadzenie

Produkcja barwnikow syntetycznych zaliczana jest do najnowoczesniejszych i najszybciej rozwijajacych si¢
branz, ze wzgledu na stale unowoczes$nianie technologii, w tym réwniez zmniejszanie ryzyka srodowiskowego.
Nacisk kfadzie si¢ na produkcje¢ barwnikow wysokiej jakosci iwydajnosci [1]. Ocenia si¢, iz rocznie
rejestrowanych jest 7000 patentow dotyczacych syntetycznych barwnikow i pigmentow [2]. Powszechne
wykorzystanie tych zwiazkéw powoduje, ze sa one obecne w Srodowisku naturalnym, co szczegélnie widoczne
jest w przypadku wod powierzchniowych. Juz niewielkie ich stg¢zenia w wodzie powoduja wyrazne zmiany jej
barwy, a poprzez pogorszenie warunkow swietlnych hamuja procesy produkcji pierwotnej ekosystemach. Wiele z
tych zwigzkow jest rowniez toksycznych, a przemiany, jakim podlegaja w $rodowisku, moga tez prowadzi¢ do
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powstania toksycznych pochodnych [3-5]. Konieczne jest wiec eliminowanie tych zanieczyszczen ze $ciekow
jeszcze przed odprowadzeniem do odbiornikow. Szczegdlnym utrudnieniem W procesach oczyszczania jest ich
zroznicowana Struktura chemiczna, co znaczaco zmniejsza efektywno$¢ i zwigksza koszty usuwania ich ze
sciekow . .Tradycyjne metody fizykochemiczne i biologiczne (w tym wykorzystujace osad czynny) nie pozwalaja
czesto osiggna¢ zadowalajacej efektywnoséci. Metody takie jak ozonowanie, techniki elektrochemiczne i
ultradzwickowe, filtracja membranowa, fotokataliza i adsorpcja sa z kolei drogie i prowadza do gromadzenia
niebezpiecznych odpadow poprocesowych [6-11]. Duze nadzieje wiaze sic z wykorzystaniem procesow
biologicznych. w eliminacji barwnikow ze $ciekow i dlatego prowadzone sa obecnie w tym Kkierunku liczne
badania. Wérdd testowanych organizmow sa gtéwnie bakterie, grzyby, ale réwniez drozdze, glony i rosliny
wyzsze. W badaniach biologicznej dekoloryzacji wykorzystuje si¢ mechanizm adsorpcji na zywej lub martwej
biomasie, jak rowniez procesy biotransformacji. Zainteresowanie organizmami zywymi wigze si¢ z mozliwoscia
ich wykorzystania do akumulacji, sorpcji i degradacji réznorodnych zanieczyszczen [12-13].

Jednymi z najczesciej badanych w aspekcie dekoloryzacji organizmami sg grzyby strzepkowe. Wynika to z ich
zdolnosci do produkcji znacznej ilo$ci wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych enzymow (np. peroksydaz i lakaz),
dzigki ktorym dochodzi do rozktadu réwniez takich zanieczyszczen organicznych, jak weglowodory
pierscieniowe, typowe dla struktury barwnikéw syntetycznych [14-17]. Niska specyficzno$¢ substratowa wielu z
tych produkowanych réwniez przez grzyby enzymow,, pozwala na ich wykorzystanie do degradacji wielu
barwnikdw, o zroznicowanej strukturze [18]. Na szczegdlng uwage zastuguja przedstawiciele ogdlnie dostepnych
w $rodowisku grzybow podstawkowych (Basidiomycota), z ktorych wiele ma rowniez zdolno$¢ wytwarzania
takich enzymow.

Celem pracy byto znalezienie posérdd, izolowanych ze $rodowiska grzyboéw podstawkowych, —szczepdw
potencjalnie zdolnych do efektywnego rozktadu barwnikow antrachinonowych. W badaniach przesiewowych
(screeningowych) wykorzystano w tym celu jeden z lepiej przebadanych barwnikow - remazolowy blekit
brylantowy R (RBBR). Substancja ta zaliczana jest do barwnikow reaktywnych, stabo wigzanych przez widkna
(75-80%) i czesto wykorzystywana jest w procesach technologicznych do syntezy barwnikéw polimerowych, o
duzej trwatosci i silnych whasciwosciach toksycznych [19-20].

2. Metodyka badan

2.1. Charakterystyka uzytego w badaniach barwnika

W badaniach dekoloryzacji poddawano podioza zawierajace barwnik antrachinonowy remazolowy bfekit
brylantowy R (C.l. 61200),. 0 wzorze chemicznym Cy,H;sN>Na,01:S; ; masie molowej 626,54 g/mol (rys. 2.1).
Wyznaczona do$wiadczalnie dtugosé¢ fali (spektrofotometr UV-VIS Hitachi 1900), przy ktoérej obserwowano
maksymalng absorbancje wynosita A =593 nm. Wykorzystano produkt Reactive Blue 19 firmy Acros
Organics.
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Rys. 2.1. 2D struktura chemiczna barwnika RBBR
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2.2. Metody izolacji szczepow grzybow podstawkowych

Wykorzystane w doswiadczeniu grzyby podstawkowe zebrano w potudniowej Polsce z terendéw parkow i
ogrodow. Na podstawie cech morfologicznych owocnikow zakwalifikowano je do gatunku badZz rodzaju.
Egzemplarze owocnikéw bgdacych reprezentantami 42 gatunkéw w iloéci 58 sztuk, zebrano do papierowych
torebek i bezposrednio po przetransportowaniu do laboratorium dokonano izolacji szczepéw metoda tkankowa
lub zarodnikows. lzolacji dokonywano na podtozu MEA (Malt Extract Agar, (- Fluka). W przypadku metody
tkankowej powierzchni¢ owocnikow oczyszczono alkoholem izopropylowym, a nastgpnie z wnetrza owocnika
pobrano fragment tkanki i umieszczono na ptytce Petriego z podtozem. Izolacja metoda zarodnikowa (spore
print) polegata na oczyszczeniu owocnikow i odcieciu trzonkéw, a nastepnie pozostawieniu kapeluszy na czystej
kartce papieru na okres 24h pod przykryciem (po pierwszych 2h kartke zmieniano na $wieza). Otrzymane w ten
sposo6b spory przeniesiono sterylng igta na podloze hodowlane. Szczepy inkubowano przez 7 dni w temp. 26°C i
pasazowano, az do uzyskania czystej hodowli.

2.3. Badania screeningowe dekoloryzacji RBBR

Sposrod 58 grzybow pochodzacych z rdznych miejsc udato sie wyizolowaé 14 szczepoéw. W dalszych badaniach
wykorzystano 9 szczepow, charakteryzujacych si¢ intensywnym wzrostem grzybni (tab. 2.3.1). Badania
prowadzono na dwoch agarowych podlozach hodowlanych, do ktérych dodano barwnika RBBR w stezeniu 0,07
o/l. Wykorzystane w badaniach podtoze MEA (Fluka) charakteryzowato si¢ bogatsza zawartoscia sktadnikow
organicznych (ekstrakt stodowy 30g/1, pepton 5g/1), zas MSB zawierato jedynie glukoze (10 g/I), winian amonu
(0,2 g/l) i tiaming (10 mg/1), oraz substancje mineralne: KH,PO, (2 g/l), MgSO,-7H,0 (0,5 g/l), CaCl, (0,1 g/l).
Podloze zestalono agarem (20 g/1), a pH ustalono na poziomie 5,6.

Tabela 2.3.1 Wyizolowane i wykorzystane w badaniach szczepy grzybow

Szczep Gatunek Metoda izolacji
K4 Boczniak ostrygowaty Pleurotus ostreatus Zarodnikowa
K10 Mleczaj Lactarius sp. Tkankowa
K11 Mleczaj welnianka Lactarius torminosus Tkankowa
K34 Lactarius sp. Zarodnikowa
K44 Mleczaj mity Lactarius quietus Zarodnikowa
K45 Podgrzybek brunatny Boletus badius Zarodnikowa
K47 Maslanka wigzkowa Hypholoma fasciculare Zarodnikowa
RSW2 Czernidtak gromadny Coprinus disseminatus Zarodnikowa
RSW3 Drobnotuszczak Pluteus sp. Zarodnikowa

W centralnej czesci ptytek Petriego zawierajgcych wyzej wymienione podioza hodowlane z barwnikiem,

umieszczono krazek grzybni o srednicy 0,5 cm pobrany z 7 dniowej hodowli na podtozu MEA. Kazdg probke

badawczg przygotowano w 6 powtorzeniach dla kazdego z podtozy. Codziennie prowadzono obserwacje wzrostu

grzybni oraz mierzono strefy przejasnienia wokot kazdej kolonii, $wiadczgce o zdolno$ci do dekoloryzacji

uzytego w dos§wiadczeniu barwnika. Obserwowano réwniez odbarwianie podtoza pod kolonig rozwijajaca si¢ na

ptytkach. Eksperyment zakofczono po 9 dniach i wyznaczono wspdtczynniki dekoloryzacji z zaleznosci 2.3.1.
p-PP (2.3.1)

Dk

gdzie:

D — wspotczynnik dekoloryzacji;

Dp — $rednica strefy przejasnienia na podtozu [mm];

Dk — $rednica kolonii rozwijajacej si¢ na podtozu [mm].
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3. Wyniki i dyskusja

Badania dekoloryzacji z udzialem grzybow prowadzone sa od szeregu lat. NajczeSciej badanymi
przedstawicielami tej grupy organizméw sa grzyby zaliczane do Basidiomycota, w tym szczegdlng uwage zwraca
si¢ na Bjerkandera adusta, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus i Trametes versicolor [21 -24].
Gatunki te maja zdolno$¢ tlenowej depolimeryzacji i mineralizacji ligniny, celulozy czy hemicelulozy, co
umozliwiajg produkowane przez nie niespecyficzne zewnatrzkomorkowe enzymy ligninolityczne, takie jak
peroksydaza ligninowa (LiP), peroksydaza Mn-zalezna (MnP) oraz lakaza [13-14, 16, 21, 24].

Do najpopularniejszych testow, pozwalajacych oceni¢ mozliwo§¢ wykorzystania danego szczepu do
dekoloryzacji, zalicza wzrost na podtozach statych, przy czym mozna wykorzysta¢ podtoza o ré6znym sktadzie i
udziale sktadnikow odzywczych [16, 25, 25-30]. Przeprowadzone badania potwierdzily, iz nie kazdy grzyb
podstawkowy moze zosta¢ wykorzystany do dekoloryzacji barwnikéw (tabela 3.1). Dekoloryzacj¢ podtoza
zawierajacego RBBR stwierdzono jedynie w przypadku 4 sposrdéd 9 badanych szczepoéw. Byly to szczepy:
Pleurotus ostreatus (K4), Pluteus sp. (RSW3), Xerocomus badius (K45) i szczep Hypholoma fasciculare (K47).
Zaden ze szczepoéw zaliczanych do rodzaju Lactarius nie usuwal tego barwnika niezaleznie od wykorzystanego w
badaniach podtoza. ten moze dziwi¢, poniewaz dane literaturowe wskazuja , ze grzyby z tego rodzaju produkujg
zarowno peroksydaze Mn-zalezng, jak i, w mniejszej ilosci, lakaze, [31]. Jednocze$nie stwierdzono, iz w
przypadku szczepu RSW3 ogromne znaczenia ma sktad podtoza, bowiem barwnik ulegat usunieciu jedynie na
ubogim w sktadniki odzywcze podlozu MSB,. Na podlozu MEA, mimo intensywnego i szybkiego wzrostu
grzybni, bedacego wynikiem zasobnosci podtoza w zwigzki wegla i azotu, nie obserwowano procesu
odbarwiania. Mniejsza zawarto$¢ zwiazkdéw organicznych W podiozu MSB i obecno$¢ tiaminy, moze
stymulowa¢ produkcje enzyméw ligninolitycznych, a przez to istotnie zwigkszy¢ efektywno$é dekoloryzacji
w przypadku grzyboéw zgnilizny drewna, co jest w zgodzie z danymi literaturowymi [13, 16, 21-23].

Tabela 3.1 Wzrost i dekoloryzacja RBBR przez wyizolowane szczepy grzybow na dwoch podtozach.

Szczep RSW2 | RSW3 K4 K10 K11 K34 K44 K45 K47
MEA +0 +0 ++ +0 +0 +0 +0 ++ ++
MSB +0 ++ ++ +0 +0 +0 +0 ++ ++

++wzrost na podlozu i jego dekoloryzacja; +0 wzrost bez dekoloryzacji;

Cze$¢ z testowanych szczepoéw usuwala jedynie barwnik znajdujacy si¢ bezposrednio pod grzybnig (rys. 3.1).
Takim szczepem byl wilasnie szczep RSW3, ktéry dekoloryzowat jedynie w przypadku podtoza MSB, co
wskazuje na niski potencjat dekoloryzacji barwnikéw antrachinonowych przez ten szczep. Dla odmiany szczep
K45 wytwarzal intensywne strefy dekoloryzacji wokot kolonii na obu wykorzystanych w badaniach podtozach.
Najwyzszy uzyskany w przypadku tego szczepu wspotczynnik dekoloryzacji wynosit 1,53 po 4 dniach wzrostu
grzybni na podlozu MSB i 1,17 po 4 dobach na podlozu MEA. Potwierdza to, iz podloze MEA jest
korzystniejsze dla intensywnego wzrostu grzybni, jednak do zwigkszenia produkcji enzymoéw konieczny jest
niedobor sktadnikéw organicznych w podlozu. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku szczepoéw K4 i
K47. Najwyzsze wspotczynniki dekoloryzacji na podlozu MSB i MEA dla szczepu K4 wynosity odpowiednio
1,70 (9 doba) i 1,27 (5 doba), a dla szczepu K47 odpowiednio 1,44 (5 doba) i 1,17 (4 doba). Szczegolnie
wysokie wspotczynniki uzyskane dla przedstawiciela gatunku Pleurotus ostreatus (szczep K4) podkreslaja
mozliwo$¢ wykorzystania tego szczepu w dekoloryzacji barwnikéw. Szczepy zaliczane do rodzaju Pleurotus
znajduja szczegdlne zainteresowanie badaczy [16, 26, 32]. Knapp i Newby [16] udowodnili, ze grzyby te sa
zdolne do dekoloryzacji barwnikow azowych, trojfenylometanowych, ftalocjanin, jak i antrachinonowych.
Przedstawione powyzej badania sa rowniez tez zgodne z doniesieniami Novotny i wsp. [26], ktorzy wykazali, ze
P. ostreatus dekoloryzowat efektywnie RBBR na wszystkich wykorzystanych w testach podlozach. Test
plytkowy wykorzystano roéwniez w badaniach Moreira-Neto i wsp. [33], ktorzy przebadali zdolnosé
dekoloryzacji u 12 przedstawicieli Basidiomycetes. Wszystkie wyizolowane szczepy wykazaly wzrost
w obecnosci dwoch barwnikow reaktywnych dodanych do podtoza, jednak tempo wzrostu i intensywno$é
dekoloryzacji badanych szczepéw byly zréznicowane. W przeciwiefistwie jednak do omawianego powyzej
szczepu K4, testowany przez Moreira-Neto i wsp. [33] szczep P. ostreatus, nie nalezat do najbardziej
aktywnych.

Szczep K47 H. fasciculare dekoloryzowat podtoza z mniejsza intensywnoscia. Szczep UHH 1-4-03 tego gatunku
zostal wyizolowany z probek wody przez Junghanns i wsp. [34] i aktywnie usuwal barwniki, w tym RBBR, na
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podtozach statych, za$ na podtozach ptynnych usungt barwnik RBBR w 82%, a inne barwniki, jak acid blue 62 i
diazo-1 direct blue, odpowiednio w 87 i 95% w ciaggu 7 dni.
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Rys. 3.1. Efektywnos¢ dekoloryzacji RBBR przez wybrane gatunki grzybow podstawkowych (test na podtozach
statych).

3. Whioski

Przeprowadzone badania wykazaty, iz sposrod wyizolowanych 14 szczepdéw 9 wykazywato zdolnosci wzrostu w
obecnosci barwnika antrachinonowego.RBBR, jednak tylko 4 z nich mogg by¢ wykorzystane do efektywnej jego
dekoloryzacji Najwickszym potencjatem charakteryzowaty si¢ gatunki Pleurotus ostreatus, Xerocomus badius i
Hypholoma fasciculare. Stwierdzono réwniez, iz pomimo obiecujacych danych literaturowych, dotyczacych
zdolno$ci dekoloryzacji barwnikow przez grzyby z rodzaju Lactarius, wyizolowane i uzyte w badaniach szczepy
nie wydaja si¢ by¢ uzyteczne do usuwania ze $ciekow barwnikow antrachinonowych. Badania wykazaly, ze sktad
podtoza ma duzy wptyw na efektywnos$¢ rozktadu barwnikéw, prawdopodobnie przez pobudzanie produkcji
enzymoOw. Na ubozszych pod wzgledem zawarto$ci sktadnikdéw organicznych podtozach, uzyskano lepsze efekty
dekoloryzacji. Szczegdlnie wysoka efektywno$¢ dekoloryzacji barwnika RBBR przez szczep K4 wymaga
dalszych badan i wskazuje na potencjalne mozliwo$ci aplikacji tego szczepu w procesach usuwania barwnikoéw
antrachinonowych.
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