Proceedings of ECOpole
DOI: 10.2429/proc.2020.14(1)015 2020;14(1)

Ewa ZABL OCKA-GODLEWSKA" i Wioletta PRZYST/A?

POZYSKIWANIE BAKTERII WYKAZUJ ACYCH ZDOLNO SC
DEKOLORYZACJI BARWNIKOW AZOWYCH

OBTAINING OF BACTERIA WITH THE ABILITIES
OF DECOLOURIZATION OF AZO DYES

Abstrakt: Barwniki azowe to najliczniejsza i najgeiej stosowana grupa barwnikéw syntetycznych.
W wigkszaici 53 to substancje odporne na dziatanie czynnikéw finych, chemicznych oraz biologicznych, co
wptywa na trudnéci w efektywnym ich usuwaniu ze&ciekéw i stwarza ryzyko ich przenikania dmdowiska
wodnego. Badania nad akiszeniem sprawrci konwencjonalnych metod oczyszczaniziekéw barwnych
obejmuj m.in. pozyskiwanie mikroorganizméw o wysokim patite dekoloryzacyjnym, ktére moa k:dzie
wykorzyst& np. do bioaugmentacji uktadéw biologicznego oceyamia. Celem badabyt screening bakterii
wykazupcych zdoInéé¢ dekoloryzaciji dwoch barwnikéw azowych ¢kitu Evansa (BE), czerwieni Kongo (CK)).
Mikroorganizmy izolowano zesciekbw komunalnych, kompostu oraz spréchniategowdee bukowego.
W pierwszym etapie izolacji wykorzystano pagio state (mineralne i agar idvczy) suplementowane
barwnikami naléacymi do dwéch grup chemicznych (disazowykit Evansa (BE), trifenylometanowa ziéle
brylantowa (ZB)). Izolaty kilkukrotnie pagewano w celu potwierdzenia ich czy&td i potencjatu
dekoloryzacyjnego. W drugim etapie badaastosowano hodowle plynne na padtobulion odywczy
zawierajcym barwniki syntetyczne (BE lub CK) weseniu 0,1 g/drh Pomiary spektrofotometryczne prob po
dekoloryzacji postiyty do okrelenia zawartéci barwnikéw i obliczenia ich procentowego usiom. \Wykazano,
ze wszystkie wykorzystane materialy mogtanowt zrédto pozyskiwania bakterii dekoloryagych. Najwiksz

ich liczbe izolowano zesciekéw komunalnych, naginie kompostu i préchna. Bardziej skomplikowany
strukturalnie BE byt efektywniej usuwany przez hmle nii CK. Wicksz efektywnad¢ dekoloryzacii
wykazywaly szczepy izolowane na padio mineralnym. Spg@déd nich 3 izolowane na podie MM
charakteryzowaty i szczegdlnymi whkciwosciami, usuwaly zadane barwniki Zupo 48 h hodowli

z efektywndcia przekraczajca 90 %.

Stowa kluczowe:barwniki syntetyczne, barwniki azowe,ckit Evansa, czerwie Kongo, bakterie, screening,
dekoloryzacja

Wprowadzenie

Wspéiczesny konsument ma wysokie wymaganiagzavie z estetyk produktu.
Dazenie do zaspokojenia tych oczekiwprzyczynito s¢ do wzrostu zapotrzebowania na
barwniki syntetyczne. Powszechadch stosowania jest zedana z fatweécia produkciji
i niskimi jej kosztami oraz oferowanszeroly gamy kolorystyczm [1, 2]. Wérdd tych
substancji najliczniejsz i najczsciej stosowas grup s3 barwniki azowe, obejmuge
ponad 3000 rinych zwizkdéw, wagowo stanowtych okoto 70 % globalnie stosowanych
barwnikéw syntetycznych [3, 4].

Powszechne stosowanie barwnikdw azowych, wke#@dgci odpornych na dziatanie
czynnikéw fizycznych, chemicznych oraz biologiczhystwarza ryzyko ich przenikania
do ekosysteméw wodnych i pogarszania biologicznyiliykochemicznych wiéciwosci.
Jest to wynikiem trudrigi efektywnego usuwaniu tych substancji &gekow [1, 4, 5].
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W eliminacji zanieczyszcaebarwnikowych stosuje siréznorodne metody. Zadowalae
wyniki uzyskuje st w przypadku metod fizycznych i chemicznych (npokéllacja,
koagulacja, sorpcja, gtranie, utlenianie, metody membranowe i inne). Pealsae
zastosowanie ich jest jednak ograniczone ze gglzgha wysokie koszty oraz generowanie
dwzych ilosci osadéw stanowcych trudny do zagospodarowania odpad niebezpieczny
[5, 6]. Powszechnie stosowanymi metodami usuwaniawhikéw ze Sciekow g
biologiczne metody, prowadzone wznych warunkach i przy wykorzystaniu zrg/ch
organizmoéw [1-3, 5-10]. $to procesy bezpieczrieodowiskowo, atrakcyjne ze wzglow
finansowych, dajce szerokie mdiwosci, zwlaszcza w przypadku wykorzystania
mikroorganizméw, ktoére cechyjsic dwymi zdolngciami adaptacyjnymi. Ztmny,
zmienny i cesto toksyczny charaktdciekdw barwnych sprawiae najczsciej stosowane
konwencjonalne metody biologicznego oczyszczakigekéw barwnych, oparte na
technologii osadu czynnego, wykagugfektywnd¢ nizszz od oczekiwanej. Istotnym
czynnikiem wplywagcym na sprawrkg tych procesoéw, oprécz warunkéw ich
prowadzenia, jest odpowiedni sktad mikroflory zgatdsavanej do obecdoi tych
specyficznych zanieczyszazél, 5, 7]. W celu poprawy efektywsa konwencjonalnych
metod oczyszczaniasciekbw barwnych prowadzi i badania ukierunkowane na
pozyskiwanie mikroorganizmoéw o wysokim potencjakekaloryzacyjnym, ktére mama
bedzie wykorzysta jako czynnik wzbogacagy i wspomagajcy w istniepcych juz
ukladach biologicznego oczyszczania [11-13]. Celbada byt screening bakterii
wykazugcych wysoki potencjat dekoloryzacyjny wzdem dwéch barwnikéw disazowych
(bekitu Evansa (BE), czerwieni Kongo (CK)).

Metodyka badan
Barwniki wykorzystane w badaniach

W badaniach screeningowych wykorzystano 3 barwsikitetyczne: dwa barwniki
azowe (disazowy bkit Evansa (BE) i czerwieKongo (CK)) oraz jeden barwnik nalgy
do grupy trifenylometanéw - ziglebrylantowa (ZB). Wszystkie barwniki zakupiono
w firmie Sigma-Aldrich. Charakterystgk barwnikbw hcznie z eksperymentalnie
wyznaczonymi wiéciwosciami spektralnymi (spektrofotometr UV-VIS Hitacti900)
przedstawiono w tabeli 1.

Wykorzystane w badaniach roztwory wodne barwnikomygotowano w jatowej
wodzie destylowanej. Roztwory przedzygiem poddano sterylizacji mechanicznej
z wyciem celulozowych filtréw strzykawkowychrédnica poréw 0,2 um). W sterylnych
roztworach przy odpowiedniej dlugm fali okreSlono spektrofotometrycznie
(spektrofotometr UV-VIS Hitachi 1900) rzeczywistetezenie barwnikéw. Tak
przygotowane roztwory wygiowe przechowywano w lodéwce w szczelnie zarmtiych
butelkach z ciemnego szkta.

Jalowe roztwory barwnikbw wprowadzano do mikrobgtaznych podtay
hodowlanych w oljtosciach pozwalajcych na uzyskanie tenia wygciowego
barwnikéw na poziomie 0,1 g/dm
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Tabela 1
Barwniki uzyte w badaniach - charakterystyka (opracowano xatpovie [14])
Table 1
Dyes used in the study - characteristics (basdd4jn
Barwniki azowe
Btekit Evansa
Na
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Barwnik trifenylometanowy
Zielea brylantowa
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Podtaza hodowlane i roztwory

Izolacjg  bakterii  wykazujcych  potencjat dekoloryzacyjny, oczyszczanie
wyizolowanych szczep6w i badania potwierdeajich zdolné¢ do usuwania barwnikéw
prowadzono na dwoch #ych, zestalonych agarem pogoh mikrobiologicznych,
wzbogaconych zielegibrylantows lub bkkitem Evansa (stenie barwnika w podia
0,1 g/dni). Zastosowano agar ogivczy (BTL) oraz podige mineralne minimalne MM
(sktad [g/dm]: 1,75 g KHPOy; 0,75 g KHPOy; 0,025 g MgS@ 7H,0; 0,25 g (NH),SOy;

20 g agar-agar). Podta poddano sterylizacji w autoklawie (121 °C przézniin). Do
gorgcych, sterylnych podiky mikrobiologicznych wprowadzono jalowe roztwory
barwnikéw (ZB lub BE) w oklgtosciach pozwalajcych na uzyskanie ich wigiowych
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stezen na poziomie 0,1 g/din Tak przygotowane podia rozlano na sterylne ptytki
Petriego i pozostawiono do zastygma.

Wyizolowane szczepy bakterii przechowywano i namana w probéwkach na
skosach z agaru egwczego (BTL).

Drugi etap screeningu prowadzono na ptynnym padtbulion odywczy (BTL).
Podtare przed ayciem poddano sterylizacji w autoklawie (121 °Cgzr45 minut).

W celu przygotowania roztwordéw do posiewdw matewsgsciowy ($cieki, kompost,
prochno bukowe) rozciezano w jatowej soli fizjologicznej (0,85 % wodryztwor NacCl).

Materiat wyjsciowy - przygotowanie oraz izolacja bakterii dekglujgcych

Bakterie dekoloryzujce izolowano z trzech zdych materiatdw wyciowych, ktérych
cechy wspélry byta obecné&t aktywnych bakterii uczestnigeych w dekompozycji materii
organicznej. Do izolacji wybrano:

- scieki komunalne pobrane z komory napowietrzania yszzzalni sciekéw

w Bytomiu (S);

- kompost pobrany z przydomowego kompostownika (K);
- prochno drzewa bukowego, pobrane z lasu miespanwdgargtéwce (P).

Materiat wygciowy poddano obrébce przygotowawczej (kompost paz® przez sita
o srednicy oczek 2 mm, préchno bukowe rozdrobnion@viniez przesiano przez sita).
Z przygotowanego wgpnie materialu wyiciowego oraz sciekbw wykonano segi
rozcieiczen w jatowej soli fizjologicznej (w zakresigcieki i kompost: 10-107°, préchno
bukowe: 10%-107). Rozcigiczone proby posiano metpdpowierzchniow w dwéch
seriach:

Seria | - posiew na podie agar odywczy wzbogacony ZB lub BE;

Seria Il - posiew na agar MM wzbogacony ZB lub BE.

Piytki z materiatem biologicznym inkubowano w seafiermostatycznej (w temp.
26 °C przez 96 h). Po inkubacji dokonano izolacjiktierii wykazugcych zdolnéé
usuwania barwnikdw obecnych w pogh@h. Wybrano kolonie, wokét ktorych
obserwowano wyrme strefy przejmienia (odbarwienia podia) i/lub intensywne
zabarwienie biomasy odpowiadeg¢ kolorowi obecnego w podio barwnika. W celu
oczyszczenia i potwierdzenia zdodab dekoloryzujcych wybrane kolonie pobrano
i poddano pag@waniu na podizach o skladzie identycznym z tym, na ktérych baétes
wyrosty. Tak wyizolowane szczepy przeniesiono nasgkagarowe w celu namipenia
biomasy.

Bakteriom przypisano kody literowo-cyfrowe w sposdikreilajgcy zrédto ich
pozyskania oraz rodzaj barwnika i rodzaj padtchodowlanego, wykorzystanego do
izolaciji:

- S, K, P - bakterie izolowane odpowiednioszekéw komunalnych (S); kompostu (K);

prochna bukowego (P);

- Z, B - rodzaj barwnika, ktérym suplementowano fpad, z ktérego dokonano izolacji
bakterii: Z - zielé brylantowa; B - bjkit Evansa,;

- cyfra w kodzie - odpowiada liczbom padkowym przypisanym kolejnym szczepom
izolowanym z danego podie;
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- ,m" - bakterie izolowane na podta mineralnym minimalnym MM (kod zakezony
cyfra - bakterie wyizolowane na agarzezgadiczym).

Badania meliwosci dekoloryzujcych izolowanych szczepow

Badano maliwosci usuwania dwoéch barwnikow azowych:ekitu Evansa (BE)

i czerwieni Kongo (CK). Test probowkowy wykonanaiz/ciem ptynnego podia bulion
odzywczy (kazda probéwka zawierata 10 émpodiaza). Dla kadego z badanych szczepéw
przygotowano dwie serie testu - jeddio okr&lenia maliwosci usuwania BE, drugCK.
Kazdg sere wykonano w 4 powtorzeniach. Dla Akej serii nastawiono rownieproby
kontrolne zawierace jedynie podize hodowlane i badane barwniki (préby
niezaszczepiane biomgs Przed przyapieniem do testow przygotowano zawiesiny
bakteryjne. W tym celu sptukano jatgwsoh fizjologiczrg skosy z namnmng, 48 h
biomag bakteryjr. Sptukan biomag poddano ocenieegtasci optycznej, wykorzystag
wzorce McFarlanda. €tas¢ optyczrmy wszystkich zawiesin bakteryjnych ustalono na
poziomie 15-1HCFU/cn?. Prob6éwki zawierajce jatowe podige hodowlane inokulowano
przygotowanymi wczéniej zawiesinami bakteryjnymi w aofipsci 0,1 cni. Proby
inkubowano w szafie termostatycznej (temp. 26 °@epr48 h) w celu nammenia
biomasy. Do tak przygotowanych prob wprowadzonoowdpdnie roztwory wyciowe
barwnikéw (BE lub CK) w olgjtosciach pozwalajcych na uzyskanie ichegenia w probie
na poziomie 0,1 g/diPo wprowadzeniu barwnikéw préby ponownie poddammbacii

w szafie termostatycznej (w temp. 26 °C przez 960u 24 godziny oceniano wizualnie
postp dekoloryzacji. Dla préob, w ktérych stwierdzono seki poziom odbarwienia,
pierwszy odczyt wykonano po 48 h. Kamwy odczyt wszystkich prob wykonano po
uptywie 96 h.

Po zakaczeniu inkubacji, w celu okéenia zawartéci barwnikéw w prébach, prébki
odwirowano (5000 rpm/10 min). Zawafto barwnikbw oceniano w uzyskanym
supernatancie. Dokonano pomiaréw spektrofotometiyctz (spektrofotometr UV-VIS
Hitachi U-1900) przy odpowiednich diugwach fal (BE - 606 nm; CK - 490 nm).c3&nie
barwnikéw w prébach obliczono w oparciu o przygoame krzywe wzorcowe. Procentowe
usunkcie barwnikal [%)] obliczono, korzysta ze wzoru:

U=(K-B/K) - 100 %
gdzie: K - zawarté¢ barwnika w prébie kontrolnej (pozbawionej biomaggg/dn];
B - zawartéé barwnika w probie badawczej (zawiex@j biomas bakteryjm) [mg/dnT].

Wyniki badan i ich dyskusja

Scieki barwne produkowane gs przez réne brage przemystu. Wytwoes
najwickszych ich ildgci jest jednak brara witokiennicza. Skladiciekow barwnych jest
bardzo zigony i zmienny w zalenosci od aktualnego zapotrzebowania na substancje
barwigce i inne, co stwarza problemy podczas ich oczysiez Weksza¢ stosowanych
barwnikéw syntetycznych to substancje stabilne dbeme, odporne na dziatanie
czynnikéw biologicznych i fizykochemicznych, gsto toksyczne i mutagenne, stangoe
powane zagraenie zaréwno dla ekosystemow wodnych, jak i calgiti troficznych
z nimi powhzanych. W najogciej stosowanych biologicznych metodach oczyszezani
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bardzo istotna jest obeci®o w uktadzie oczyszczania mikroorganizméw ozyth
zdolnaciach adaptacyjnych wzglem zmiennych warunkéw siedliskowych i jednocze
posiadajcych maliwos¢ efektywnego metabolizowania 2finych  zwazkow
organicznych. Bioaugumentacja biologicznych syst®mdczyszczania biopreparatami
zawierajcymi odpowiednio wyselekcjonowane drobnoustrojé fieslal obiecujca metod
wspomagania tych ukladéw, me3 na celu zwikszenie efektywn@i usuwania
zanieczyszcze
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Rys. 1. Wyniki usuricia bkkitu Evansa przez szczepy bakteryjne izolowanezaych materiatowzrédiowych:
a) cieki, b) kompost, c) prochno

Fig. 1. Results of Evans blue removal by bactestedins isolated from various source materialsseyage,
b) compost, c) rotten wood

Przeprowadzone badania byly ukierunkowane na ippldwakterii efektywnie
usuwajicych barwniki syntetyczne. Prezentowane wyniki dafy oceny potencjatu
dekoloryzacyjnego izolowanych bakterii wgdém dwdch barwnikéw azowych: ¢sdtu
Evansa (BE) i czerwieni Kongo (CK). Bakterie wyiaalano z materiatéw wygiowych,
ktérych cech wspdllny byly zachodzce w nich intensywne procesy biodegradacyjne,
zlozonej czsto z materii organicznej (np. zki ligninowe). Mikroorganizmy aktywne
w procesach dekoloryzacji pozyskuje¢ shajczsciej ze sciekdw przemystowych.
Wykazano,ze wartéciowym zrodiem pozyskiwania tych mikroorganizmoéw naoby¢
rébwniez inne materialy orazze o sukcesie decyduje odpowiedni dobér czynnikéw
selekcyjnych. W przeprowadzonych badaniach g@odjproly pozyskania bakterii
dekoloryzugcych zesciekdw komunalnych, kompostu oraz préchna drzewkowego.
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Najwieksz liczbe szczepdw bakteryjnych wyizolowano s@ekow (18), z kompostu udato
si¢ pozyska 9 izolatow, z prochna drzewa bukowego tylko 61 Jeszrozumiate, biarc
pod uwag wysoky bioréznorodnad¢ typows dla sciekow komunalnych oraz zachede
w tych sztucznych ekosystemach procesy adapta@yjigzane z obecrigia ztozonych

i r6znorodnychzrédet wegla, w tym réwnie barwnikow trafiagcych dosciekow, jako
wynik  uzytkowania barwionych  produktéw. $6d szczepdéw izolowanych
z poszczegblnych materiatdw usgnie bkkitu Evansa przekraczgje po 96 h 50 %
stwierdzono w przypadku 67 % mikroorganizmdéw izadawch zesciekdw, 33 % izolatow
z kompostu oraz 33 % izolowanych z préchna (rysUkunicie BE przekraczage 80 %
stwierdzono odpowiednio w przypadku 28, 22 i 17 26zepéw. Wyniki te wskazyj ze
najwyzszy potencjat dekoloryzacyjny wzglem beékitu Evansa wykazuje mikroflora
izolowana zesciekOw, co nie umniejsza wakm pozostatych materiatowzrodiowych
(kompostu i préchna), z ktdrych pozyskano mnigjfizzbe izolatéw, ale o wysokiej
efektywngci usuwania badanego barwnika. Najpezs efektywnd¢ dekoloryzacii
stwierdzono w przypadku 3 szczepow, ktére odbarvghpby juz po 48 h hodowli
(usunkcie ~ 90). Dwa z nich izolowano z&iekéw (SZ3m i SB7m), a jeden z préchna
bukowego (PB2m). Naky podkrali¢, ze wszystkie, wykazgge najwysz efektywnaé
dekoloryzacji izolowano na podio mineralnym MM, w ktérym barwnik syntetyczny byt
jedynymzrédiem wegla i energii.

a)

m96h
48h

Usuniecie btekitu Evansa [%]

Szczepy bakterii
Rys. 2. Wyniki usunicia bkkitu Evansa przez szczepy bakterii wyizolowane rwmligzgach hodowlanych
rézniacych s¢ sktadem: a) agar agwczy, b) podtége mineralne minimalne MM

Fig. 2. Results of Evans blue removal by bactetiairss isolated on culture media differing in corsition:
a) nutrient agar, b) minimal mineral medium MM
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Z poréwnania wynikéw usuetia barwnika (BE) przez bakterie izolowane na padlto
organicznym i mineralnym minimalnym (MM) wynikae réwnie istotny jak materiat
wyjsciowy jest sktad podia wykorzystanego do izolacji (rys. 2). W przypadk8 %
bakterii wyizolowanych na podio MM suplementowanym barwnikiem syntetycznym
(ZB lub BE) usunjcie BE po 96 h bylo powgj 50 %, a w przypadku 56 % szczepow
usunicie bylo powyej 80 %. W tej grupie mikroorganizmoéw 33 % izolatGsurgto 90 %
BE juz po 48 h. Byly to opisane wcgdej 3 izolaty: SZ3m; SB7m; PB2m. W przypadku
bakterii izolowanych na podia organicznym usuetie BE powyej 50 % odnotowano

w przypadku 42 % szczepow, powey 80 % ju tylko w przypadku 13 %Zaden szczep
Z tej grupy nie odbarwit podi@a po 48 h.

a)
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Rys. 3. Wyniki usunicia bkkitu Evansa przez szczepy bakterii wyizolowane rwaliggach hodowlanych
suplementowanych #aymi barwnikami: a) ZB, b) BE

Fig. 3. Results of Evans blue removal by bactanairss isolated on culture media supplemented dlifferent
dyes: a) BG, b) EB

Oprécz skladu podia podstawowego selektywnym czynnikiem byly rowvinie
wykorzystane w suplementacji podiobarwniki syntetyczne (BE lub ZB) (rys. 3). Jak
mozna bylo s§ spodziewd, bakterie izolowane na podio suplementowanym azowym
bickitem Evansa wykazywalty wgzy potencjat dekoloryzacyjny wzglem tego barwnika
anizeli szczepy izolowane w obedmd trifenylometanowej zieleni brylantowej.
W przypadku bakterii izolowanych na pogdoz BE usuricie tego barwnika po 96 h
powyzej 50 % uzyskano w przypadku 59 % izolatow, a pmiB0 % w przypadku 29 %.
Spdairdd izolowanych w obecroi ZB byto to odpowiednio 44 i 18 % szczepéw. Spd
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opisywanych wyej 3 szczepbw, ktére uselg =~ 90 % BE po 48 h hodowli, dwa byly
izolowane na podias MM z BE (SB7m; PB2m), a jeden na padidMM z ZB (SZ3m).

Drugim badanym barwnikiem disazowym byla czefwi&ongo (CK), ktora
strukturalnie podobna jest do BE i podobnie jak Bfwiera 6 pieitieni aromatycznych
(tab. 1). Zwaywszy na niszg od BE masg czasteczkovg oraz brak grup hydroksylowych,
CK powinna by bardziej podatna na biodegradaapizeli BE [15-18]. Uzyskane wyniki
nie potwierdzaj jednak tego zal@nia. Usunjcie CK przez izolowane bakterie byto na
dwo nizszym poziomie aneli BE. Dekoloryzagj powyzej 50 % po 96 h inkubacji
stwierdzono jedynie w przypadku 28 % szczepow waloych zesciekdw komunalnych,
a powyej 80 % tylko w przypadku 6 % (rys. 4). Stabsza gtad¢ CK na biologiczny
rozktad mae mig€ zwigzek 2z mniejsz, ankeli w przypadku BE, liczip
elektronoakceptorowych grup sulfonowych wasteczce [15-18]. Uswtie CK przez
bakterie izolowane z kompostu i prochna bukoweg®@d inkubacji byto porgj 50 %.
Sklad podiea podstawowego, wykorzystanego w screeningu, istoiptyrgt na jego
wyniki (rys. 5).

a) b) <)

100 7

90 4

m96h

Usuniecie czerwieni Kongo [%]

Szczepy bakterii
Rys. 4. Wyniki usunicia czerwieni Kongo przez szczepy bakteryjne izalogr z rénych materialdw
zrodtowych: a)cieki, b) kompost, c) préchno

Fig. 4. Results of Congo red removal by bacteriediiss isolated from various source materials: eyage,
b) compost, c) rotten wood

Screening przeprowadzony na padio MM, suplementowanym barwnikami
syntetycznymi (ZB lub BE), pozwolit pozyskabakterie wykazujce wyzszy potencjat
dekoloryzacyjny arkeli w przypadku #ycia suplementowanego pod& organicznego.
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Wzrost determinowany konieczétdg wykorzystania barwnika syntetycznego, jako
jedynego zrodla wegla i energii, umgliwit bardziej restrykcyjm selekcg
mikroorganizméw pod dtem ich maliwosci dekoloryzacyjnych, bazagych

z koniecznéci na biochemicznych mechanizmach rozktadu barwmikGSpdrod

9 szczepdw wyizolowanych na po#toMM 60 % usurto CK z efektywndcia wyzsz niz

50 %, a 22 % z nich usgio ~ 80 % barwnika, podczas gdy jego usgig przez szczepy
izolowane na podfas organicznym byto ponej 50 %.
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Rys. 5. Wyniki usunicia czerwieni Kongo przez szczepy bakterii wyizadme na podieach hodowlanych
rézniacych se¢ sktadem: a) agar agwczy, b) podtée mineralne minimalne MM

Fig. 5. Results of Congo red removal by bacteriairss isolated on culture media differing in comipos:
a) nutrient agar, b) minimal mineral medium MM

Rodzaj uytego w screeningu barwnika (ZB lub BE), jako czyanselektywnego,
miat znacznie mniejszy wplyw na potencjat dekolagygny wyizolowanych bakterii
wzgledem CK, anieli stwierdzony wzgidem BE (rys. 3 i 6).

Zaskakujce jest,ze bakterie wyizolowane na podto suplementowanym disazowym
BE wykazywaly nieco stabszy potencjal usuwania zbs&] CK od tych, ktore
wyizolowano na podku suplementowanym trifenylometangwB (po 96 h hodowli
usungcie > 40 % odnotowano w przypadku odpowiednio 4D i% izolatow). Szczepy,
ktérych efektywné¢ usuwania BE byla najwgza i byta na poziomie > 90 % po 48 h
hodowli (SZ3m; SB7m; PB2m), nie wykazaty tak wysjkiefektywndci wzgledem
disazowej CK. Wydhzenie czasu inkubacji do 96 h pozwolito jednak wypadku dwéch
z nich uzyska najwyzsze, odnotowane wyniki usgoia CK (Sz3m - 84 %; SB7m -



Pozyskiwanie bakterii wykazgych zdolné¢ dekoloryzaciji barwnikéw azowych 151

67 %). Reasumag, screening prowadzony na podidVM suplementowanym barwnikami
pozwala na wyizolowanie bakterii wykazoych wysoki potencjat dekoloryzgy
wzgledem obu disazowych barwnikow.
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Rys. 6. Wyniki usunicia czerwieni Kongo przez szczepy bakterii wyizadme na podieach hodowlanych
suplementowanych #ymi barwnikami: a) ZB, b) BE

Fig. 6. Results of Congo red removal by bacterniairs$ isolated on culture media supplemented witflerént
dyes: a) BG, b) EB

Bakterie uzyskujce najlepsze wyniki uswgia obu barwnikdw azowych nale
podda dalszym badaniom w celu wykazania ich potencjazglydem innych grup
barwnikéw, a nagpnie ich mieszanin. Takie dziatanie pozwoli na vigkegonowanie
odpowiednich szczepbéw, ktére pma Ikgdzie wykorzystd do komponowania
biopreparatéw i #ycia ich w bioaugmentacji systemow oczyszczaoiakow barwnych.

Podsumowanie i wnioski

Z doniesié literaturowych wynikaze najczsciej stosowanym materiatemédiowym
w celu pozyskania bakterii efektywnie dekolorymyjch barwniki syntetycznegsicieki
przemystu widkienniczego. Wyniki przeprowadzonegoeeningu, ukierunkowanego na
izolacje bakterii usuwajcych barwniki azowe, wskazupa maliwos$¢ pozyskiwania tego
typu mikroorganizméw réwnie z innych zrodet. Najweksz liczbe szczepéw o takich
mozliwosciach wyizolowano zesciekéw, nasfpnie kompostu i prochna bukowego.
Stwierdzonoze zastosowane w screeningu czynniki selekcyjneymightyw na potencjat
dekoloryzacyjny pozyskanych bakterii. lzolacja mmzevadzona na podia MM
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suplementowanymi barwnikami syntetycznymi, stamowini jedyne zrodto wegla

i energii, pozwolita na wyselekcjonowanie mniejzhiej grupy bakterii, ale wykazigej
dwzy potencjat deokoloryzacyjny. Rodzaj zastosowanegsuplementacji barwnika miat
nieco mniejszy wptyw na nitiwosci dekoloryzacyjne izolowanych bakterii. Wykazape,
pomimo mniej skomplikowanej struktury i mniejszefsy casteczkowej azowa czerwie
Kongo byta mniej podatna na bakteryjne procesy ekpacyjne ni azowy btkit Evansa.
Spardd pozyskanych szczepdw 3 z nich, izolowane ndogadVM, wykazaty szczeg6lne
zdolnaici dekoloryzacyjne, usuwaty zadane barwniki po 48 h hodowli z efektywrioia
przekraczajca 90 %.
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OBTAINING OF BACTERIA WITH THE ABILITIES
OF DECOLOURIZATION OF AZO DYES

Environmental Biotechnology Department, Facultfakrgy and Environmental Engineering
Silesian University of Technology, Gliwice, Poland

Abstract: Azo dyes are the most numerous and most commaag group of synthetic dyes. Most of them are
resistant to physical, chemical and biological dest It causes difficulties in effective removal @fes from
wastewater and creates the risk of their penefrdtito the aquatic environmenResearch on increasing the
efficiency of conventional methods of treatment tbé coloured wastewater includes, inter alia, olai
microorganisms with high decolourization potentf&lich microorganisms can be used e.g. for bioautgtiem of
biological treatment systems. The aim of the stwdg screening of bacteria showing the ability toodterize two
azo dyes (Evans blue (EB), Congo red (CR). Micranigms were isolated from municipal sewage, compodt
rotten beech wood. At the first stage of screemiege used two kinds of solid growth media (minarad nutrient
agar) supplemented with dyes belonging to two chalmyroups (disazo Evans blue (EB); triphenylmeg¢han
brilliant green (BG)). Isolates were passaged sgwenes to confirm their purity and decolourizatipotential.

In the second stage of research, liquid culturesnatrient broth containing synthetic dyes (EB or)CR
at a concentration of 0.1 g /dmvere used. The content of dyes in samples aftenlderization were measure
spectrophotometrically and their percentage remeal calculatedit has been shown that all used materials can
be a source for obtaining decolorizing bacteriae Targest number of them was isolated from municipa
wastewater, followed by compost and rotten wooducdtrally more complicated EB was more efficiently
removed by bacteria than CR. Strains isolated oneral media showed greater decolourization effijen
Amongst the strains isolated on MM, 3 of them reatbdyes already after 48 h of culture with an &fficy
exceeding 90 %.

Keywords: synthetic dyes, azo dyes, Evans blue, Congo retetia, screening, decolourization



