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Zastosowanie podtoza
po uprawie owocnikow boczniaka ostrygowatego
do odbarwiania roztworow wybranych barwnikow

Wprowadzenie

Boczniak ostrygowaty (Pleurotus ostreatus) nalezy do naj-
czesciej uprawianych wielkoowocnikowych grzybow jadal-
nych [1]. Podczas jego uprawy powstaje odpadowe podtoze po-
uprawowe zawierajace resztki substancji ligninocelulozowej,
strzepki grzybni oraz rézne metabolity. Najcenniejszym
z nich jest lakaza majaca zdolnoéé degradowania zwigzkow
chemicznych o skomplikowanej strukturze [2]. Niska specy-
ficznoéé lakazy oraz jej wlasciwosci oksydacyjno-redukeyjne
predystynuja ja do rozktadu trudnodegradowalnych substan-
¢ji oraz odbarwiania roztworéw réznych barwnikow [3].

Wzrastajaca produkcja owocnikéw boczniaka powoduje po-
wstawanie coraz wiekszych iloéci odpadowego podloza po-
uprawowego, ktore trudno jest zagospodarowac lub zutylizo-
wac. Obecnie podloze takie stosuje sie jako nawéz do wzboga-
cania gleb, jako dodatek do pasz zwierzecych oraz jako sub-
strat do produkcji humusu z wykorzystaniem dzdzownic. La-
kaza obecna w tym podlozu umozliwia zastosowanie go do
utylizowania bardzo ucigzliwych dla srodowiska odpadéw, ja-
kimi sa écieki zawierajace rézne barwniki. W prezentowanej
pracy przedstawiono wyniki badan odbarwiania roztworéw
trzech wybranych barwnikow (Acid Red 27, Reactive Blue 81
i1 Acid Blue 62) przeplywajacych w sposéb ciagly przez
warstwe podloza po uprawie owocnikéw boczniaka.

Materialy i metody

Podlozem stosowanym w badaniach byla mieszanina pozo-
stalo§ci rozdrobnionej stomy pszennej ze strzepkami grzybni
boczniaka oraz wydzielonymi metabolitami. Podloze to
uzyskano w wyniku uprawy trwajacej 76 dob, w czasie kto-
rych zebrano 3 rzuty owocnikéw. Grzybnia boczniaka pocho-
dzila z wlasnej kolekgji.

Odbarwianiu poddano wodne roztwory barwnikéw Acid
Red 27 (AR 27) 1 Reactive Blue 81 (RB 81) o stezeniu 0,2 g/l
oraz Acid Blue 62 (AB 62) o stezeniu 0,1 g/l. Proces odbarwia-
nia prowadzono w przeplywowym bioreaktorze o pojemnosci
250 ml, w ktéorym znajdowalo sie podloze pouprawowe
w ilosci 50 g suchej masy. W pierwszej czesci eksperymentu,
do badan uzyto podtoze zawierajace aktywna lakaze, a w dru-
giej podloze zawierajace lakaze zdezaktywowana termicznie
(termostatowane przez 30 min w komorze cieplnej w 105°C).
W celu wyznaczenia aktywnoéci lakazy probke podloza o ma-
sie 7 g wytrzasano w kolbach Erlenmayera z dodatkiem bufo-
ru fosforanowego (pH 7,53) w ilosci 13,93 g przez 2 h
w wytrzasarce typu SHAKER 358 S pracujacej z czestotli-
woscig 135 Hz 1 amplituda 9 cm. Uzyskana zawiesine filtro-

wano przez bibuh? Odbarwiane roztwory
MUNKTELL (Grade: barwnikéw
388), a przesacz wirowa-
no w wiréwce TYW W3
(ELPO, Wroctaw) przy 3
6000 obr/min przez 20
min. Aktywnos$c¢ lakazy
w uzyskanym przesgczu
oznaczano metoda Le-
onowicza 1 Grzywnowi-
cza, stosujac jako sub-
strat syringaldazyne [4].
Do pomiaréw spektrofo-
tometrycznych uzywano
spektrofotometru V 530
(JASCO, Japonia).

W pierwszym przypad-
ku aktywnoéé lakazy wy-
niosta 5,45 U/ml, natomiast w drugim przypadku enzym nie

(O

Rys. 1. Aparatura stosowana do ba-

dan odbarwiania roztworéw wybra-

nych barwnikéw za pomoca podloza

po uprawie owocnikéw boczniaka:

1 - zbiornik z roztworem barwnika,

2 - pompka perystaltyczna, 3 — biore-
aktor kolumnowy

wykazywal zadnej aktywnogci.

Zastosowanie tych dwdch réznych podlozy miato na celu
zbadanie wpltywu fizycznej sorpcji oraz katalitycznego dziata-
nia lakazy na przebieg procesu odbarwiania roztworéw barw-
nikéw. Aparature stosowana do badan przedstawiono sche-
matycznie na rys. 1.

Roztwory barwnikéw przeplywaly przez warstwe podloza
pouprawowego przez 48 h dwoma réznymi strumieniami ob-
jetosci: V; = 0,71 ml/min i V;, = 1,55 ml/min w temperaturze
25°C. Z roztworéw wyplywajacych z bioreaktora pobierano
proébki (w okreslonych odstepach czasu), w ktérych po odwiro-
waniu oznaczano spektrofotometrycznie stezenie zawartych
w nich barwnikéw. Poszczegdlne roztwory barwnikéw badano
przy réznych diugosciach fali éwiatta [5]:

—dlaAB62 A=638nm,
—dla AR 27 A =520 nm,
—dlaRB81 A =584 nm.

Wyniki i dyskusja

Na rys. 2 1 3 przedstawiono zmiane stezenia barwnikéow
w ich roztworach podczas odbarwiania w podlozu zawie-
rajacym aktywna lakaze. Natomiast na rys. 4 i 5 pokazany
jest przebieg odbarwiania tych samych barwnikéw przez
podloze zawierajace zdezaktywowanag termicznie lakaze.

Analiza wynikow przeprowadzonych badan wskazuje, ze na
proces odbarwiania wplyw maja dwa zjawiska. Pierwsze
z nich, fizyczne, zwiazane jest z sorpcjq czasteczek barwnika
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Rys. 2. Zmiana stezenia barwnikéw w roz-

tworach przeplywajacych przez podloze

z aktywna lakaza strumieniem objetoSci
V1=10,71 ml/min
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Rys. 4. Zmiana stezenia barwnikow w roz-

tworach przeplywajacych przez podloze ze

zdezaktywowana lakaza strumieniem obje-
tosci V3 = 0,71 ml/min
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Rys. 3. Zmiana stezenia barwnikéw w roz-

tworach przeplywajacych przez podloze

z aktywna lakaza strumieniem objetoSci
V2 =1,55 ml/min
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Rys. 5. Zmiana stezenia barwnikéw w roz-

tworach przeplywajacych przez podloze ze

zdezaktywowana lakaza strumieniem obje-
tosci Vo = 1,55 ml/min

wyzsze od wyjsciowych. W przypadku
podloza ze zdezaktywowana lakaza ste-
zenia barwnikow przekraczaly bardzo
znacznie ich poczatkowe wartoSci. Byto
to dowodem intensywnej desorpcji
wezeénie] unieruchomionych czasteczek
barwnika na powierzchni podioza. Tak
gwattowna desorpcja barwnikéw wyni-
kata prawdopodobnie ze zmiany struktu-
ry powierzchni podloza pouprawowego.
Zmiana ta powodowana byla znacznym
pecznieniem oraz rozluznianiem czastek
podloza w wyniku dlugotrwalego prze-
plywu roztworéw barwnikéw. Skutko-
walo to zmniejszeniem ilo§ci miejsc
aktywnych 1 wielkoéci sil sorbujacych
barwniki. Efekt ten dodatkowo intensyfi-
kowata szybko$§¢ przeptywu roztwordw
(Rys. 4 1 5). Dalsze wydtuzanie czasu od-
barwiania zblizalo uktad do osiagniecia
stanu réwnowagi z tendencja obnizania
stezenia barwnikéw w roztworach wy-
plywajacych z podloza.

Wnioski

7 przeprowadzonych badan wynika, ze
proces fizycznej sorpcji zachodzil w przy-
padku wszystkich trzech barwnikéw.
Natomiast katalityczne dzialanie lakazy
dotyczyto gtéwnie tylko dwéch barwni-
kow (AB 62 1 RB 81). Azowy barwnik AR
27 byt bardzo oporny na enzymatyczne
dziatanie lakazy. Potwierdzito to znane
juz wezeéniej informacje o znacznie wie-
kszej opornosci barwnikéw azowych na
dzialanie lakazy niz antrachinonowych
[6]. Skuteczno$é dziatania podioza po-
uprawowego byla wysoka tylko w pierw-

na powierzchni strzepek grzybni i pozostatoéci nieroztozonej
stomy. Drugie natomiast, enzymatyczne, jest efektem katali-
tycznego dziatania lakazy.

W pierwszym okresie trwania badan (0-8 h) stezenie
wszystkich trzech barwnikow w roztworach szybko sie
zmniejszato. Jednoczeénie bylo ono praktycznie niezalezne
ani od rodzaju stosowanego podloza (z aktywna lakaza lub
zdezaktywowana) ani od wielko$ci strumienia przeptywa-
jacych roztworéw. Swiadczylo to o Intensywnie przebie-
gajacych procesach sorpcji czastek barwnikéw na powierzch-
ni podloza. Jednoczeénie nastepowalo czeSciowe wymywanie
lakazy z podloza pouprawowego, co potwierdzaja dane przed-
stawione na rys. 21 3. Stezenia barwnikéw na wylocie z biore-
aktora przy strumieniu ich przeptywu V; = 0,71 ml/min byty
nizsze niz wartosci uzyskane przy przeptywie V, = 1,55
ml/min. Oznacza to, ze wzrost szybkosci przepltywu powoduje
wzrost intensywnos$ci wyptukiwania lakazy. Podczas nastep-
nych 16 h trwania odbarwiania stezenie barwnikéow w wy-
plywajacych roztworach rosto, osiagajac wartosci zblizone lub

szych 8 h trwania procesu odbarwiania.

Pézniej efektywno$é odbarwiania bardzo
szybko sie zmniejszata. Powodowane bylo to prawdopodobnie
stosunkowo szybkim wymywaniem duzych ilo$ci lakazy
z podtoza 1 desorpcja barwnikéw. By¢é moze, mimo desorpcji,
efekt odbarwiania mozna by zwiekszy¢ zatrzymujac
w podlozu maksymalnie duze iloSci lakazy. Mozna to
osiggnaé przez dodanie odpowiednich stalych sorbentow, ta-
kich jak wegiel aktywny, ziemia okrzemkowa, bentonity itp.
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