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Abstract

Bacteria from different taxonomic groups are commonly used in processes of biological decolourization of azo dyes. The
propper choice of the strain of bacteria and optimization of growth conditions impact on decolourization results. The aim of
experiment was estimation of influence of dye concentration, a various level of sample aeration and type of solid supports
used for biomass immobilization on efficacy of Evans blue (EB) decolourization. The results of dye concentration test showed
that content of 0.1 g/L is too high for studied strain of E. coli. In the main experiment concentration 0.08 g/L was used. The
tests of many solid supports indicate that the choise of them should not be a random. From the 14 tested solid supports for
the main experiment only 2 were selected (wheat straw, flush grid). The type of used solid supports without living bacteria
significantly influenced on the dye removal effects. Wheat straw had definitely better sorption properties than flush grid and
differences were statistically important. Statistically important differences were also observed in case of usage the solid
support with immobilized bacteria biomass. Definitely better results were reached for bacteria immobilized on the wheat
straw. The growth conditions: static, semistatic, dynamic had no crucial influence on efficacy of Evans blue removal.
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Streszczenie

Wptyw warunkéw hodowli na usuniecie azowego btekitu Evansa przez szczep Escherichia coli

W biologicznej dekoloryzacji barwnikéw azowych szerokie zastosowanie znajdujg bakterie nalezace do roznych grup
taksonomicznych. Odpowiedni dobér szczepu oraz optymalizacja warunkéw jego wzrostu decydujg o wynikach dekoloryzacii.
Celem niniejszych badan byto okreslenie wptywu stezenia barwnika, warunkow zréznicowanego natlenienia préb oraz typu
zastosowanego no$nika biomasy na efektywno$¢ dekoloryzacji btekitu Evansa (EB). Testy stezeniowe wykazaly, ze
zawartos¢ 0,1 g/L jest zbyt wysoka dla badanego szczepu E. coli, zatem uzyte w eksperymencie stezenie to 0.08g/L. Testy
no$nikéw naturalnych i syntetycznych wykazaly, Zze jest to wazny etap badan, gdyz dobdr nosnika nie moze byé
przypadkowy. Sposrod 14 testowanych noénikéw do badan wytypowano 2 (stome pszeniczng i siatke podtynkowa). Rodzaj
uzytego nosnika bez zywej biomasy istotnie wptynat na efekty usunigcia. Zdecydowanie lepsze witadciwosci sorpcyjne
posiadata stoma, a roznice te byly istotne statystycznie. Istotne statystycznie réznice stwierdzono réwniez w przypadku
uzycia no$nikéw z immobilizowang na nich biomasg. Duzo lepsze wyniki uzyskano dla biomasy immobilizowanej na stomie.
Warunki hodowli: statyczne, pétstatyczne i dynamiczne nie miaty istotnego wptywu na efekty usuniecia EB.

Stowa kluczowe: dekoloryzacja, bakteryjne procesy, nosniki biomasy, immobilizacja biomasy, sorpcja, Escherichia coli.

1. Wstep

Barwniki azowe sa najliczniejsza grupa barwnikéw syntetycznych, powszechnie stosowanych w licznych
galeziach przemystu, zwlaszcza tekstylnym, papierniczym, skorzanym, farmaceutycznym, kosmetycznym czy
tworzyw sztucznych. Popularnos¢ ich stosowania wynika z niskich kosztow produkcji, trwatosci wybarwienia
oraz imponujacej réznorodnosci kolorow [1-12].
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Powszechno$¢ stosowania barwnikow niesie za soba znaczne obcigzenie Srodowiska. Konsekwencja ich
obecnosci w wodach powierzchniowych jest ograniczenie przenikania swiatta, produkcji pierwotnej, zwigkszenie
deficytu tlenowego, pogorszenie warunkow zycia organizméw zywych. Bezposrednie zagrozenie dla
organizméw zywych wynika z czesto toksycznego, mutagennego, kancerogennego charakteru tych substancji
oraz produktow ich biologicznych, jak i fizyko-chemicznych przemian. Powaznym problemem ekologicznym jest
trwato$¢ tych substancji i mozliwo$¢ przenikania do sieci troficznej [4-7, 13-16]. W zwiazku z powyzszym
poszukuje si¢ skutecznych, tanich i bezpiecznych dla $rodowiska sposobdw eliminacji tych zanieczyszczen. Duze
nadzieje wigze si¢ opracowaniem atrakcyjnych ekonomicznie i bardziej efektywnych, niz obecnie stosowane,
biologicznych metod dekoloryzacji [6-7, 11, 17-18]. W metodach tych mozna wykorzystaé réznorodne bakterie,
grzyby, glony a nawet roéliny wyzsze [3-7, 11-12, 19, 20-25]. Najwazniejszymi czynnikami wplywajacymi na
efektywnos$¢é proceséw biologicznej dekoloryzacji jest dobdor wilasciwego organizmu lub organizméw oraz
warunki prowadzenia procesu, takie jak temperatura, natlenienie, pH, dostepno$¢ dodatkowego zrodta wegla i
azotu. Bardzo istotne dla przebiegu procesu sg rowniez takie parametry jak st¢zenie oraz struktura chemiczna
barwnika [3-8, 10-15, 20, 26, 27-29]. Biologiczna dekoloryzacja moze by¢ wynikiem biodegradacji badz
biotransformacji barwnika (zywa biomasa), jak rowniez sorpcji (zywa badZ martwa biomasa) [1, 3-5, 30-31].
Spoérod szczepow bakteryjnych, stosowanych pojedynczo lub w mieszaninach najpopularniejsze sg te zaliczane
do rodzajow: Pseudomonas, Bacillus, Sphingomonas, Aeromonas, Citrobacter, Escherichia, Desulphovibrio,
Proteus, Schewanella, Klebsiella, Alcaligenes, and Streptococcus [1, 3-5, 11, 20-26, 28, 30, 32-33].

Sposrdd roéznych biologicznych metod coraz wigkszg uwage zwraca si¢ na procesy bioakumulacji oraz
biosorpcji. Korzys$ci wynikajace z zastosowania biosorbentdow w procesach usuwania barwnikow to przede
wszystkim niskie koszty i dobre efekty dekoloryzacji. Wynika to z mozliwosci zastosowania rdéznego typu
biomasy, czg¢sto odpaddéw poprodukcyjnych (stoma, wystoty, plewy, skorki pomaranczy, banandw itp). Kolejna
zaletg tej metody jest mozliwo$¢é odzyskania zasorbowanych barwnikdéw, oraz mozliwo$é uzycia sorbenta w
kolejnym cyklu. Kuszace wydaja si¢ rozwigzania zwigzane z zastosowaniem biosorbentow, jako nosnikow zywej
biomasy bakteryjnej czy grzybowej i potaczenie procesow biodegradacji i/lub biotransformacji z pasywna
sorpcja na no$niku. Udowodniono, iz biomasa immobilizowana lepiej si¢ rozwija, a po zakonczeniu cyklu
dekoloryzacji moze by¢ ponownie uzyta w nastepnym cyklu [19, 34-36].

Wykorzystany w eksperymencie szczep Escherichia coli jest gram-ujemng, wzglednie beztlenows, pateczka
nalezaca do Enterobacteriaceae. Stanowi naturalny sktadnik mikroflory jelita grubego czlowieka i zwierzat
statocieplnych [37-38]. Efekty dekoloryzacji barwnikow azowych z udzialem szczepow E coli opisali m.in. Cui
et al. [3], Forgacs et al. [13], Saratale et al. [28], Isik et al. [39], Chen et al. [40], Ding et al. [41]. Ciekawe
wyniki uzyskal Chang et al. [2] Opisal on mozliwo$¢ usuwania azowej czerwieni reaktywnej, zastosowanej w
stezeniu 200 mg/L, przez szczep E. coli strain NO3, ktory w warunkach statycznych po 8 h usunat 95%
barwnika. Bardziej interesujace jest jednak doniesienie, iz efektywno$¢ dekoloryzacji mozna istotnie zwigkszy¢,
wprowadzajac do reaktora ze $wiezym zaszczepem bakteryjnym, supernatant pochodzacy z innej hodowli
szczepu, zawierajacy metabolity powstate we wczesnej fazie stacjonarnej oraz fazie dekoloryzacji. Metabolitom
tym przypisano rol¢ mediatoréw redox, istotnie zwigkszajacym efektywnos¢ dekoloryzacji barwnikéw azowych.
Celem badan bylo okreslenie wptywu réznego poziomu natlenienia prob oraz zastosowania no$nikow biomasy na
efektywno$¢ dekoloryzacji azowego btekitu Evansa przez szczep Escherichia coli.

2. Materialy i metody

2.1. Uzyty material biologiczny

W badaniach wykorzystano szczep bakterii Escherichia coli, wyizolowany z komory napowietrzania
oczyszczalni $ciekow w Bytomiu. Izolacje szczepu przeprowadzono w Kilku etapach: izolacja wstepna — metoda
fermentacyjna probowkowa na podiozu LPB (BTL), analiza potwierdzajaca na podtozu wybiérczym EE (BTL),
posiew na podloze réznicujace Endo (BTL). Pojedyncze kolonie o wzroscie typowym dla E. coli poddano
oczyszczaniu metodg pasazowania na podtozu Endo. Oczyszczone kolonie przesiano na skosy agarowe (agar
odzywczy BTL), stosowane w celu przechowywania szczepow oraz namnazania biomasy. W celu potwierdzenia
przynaleznos$ci do gatunku wyizolowane szczepy poddano identyfikacji do gatunku na podstawie testow API20E
(Biomerieux).
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2.2. Barwnik

W badaniach uzyto biekit Evansa (EB), barwnik z grupy azowych - CzH,4NgNas014Ss,  (Applichem; C.1.
23860). Ilos¢ wigzan azowych w czasteczce klasyfikuje go jako barwnik diazowy. Masa molowa barwnika to
960,81 g/mol, a A= 606 nm (UV-VIS Hitachi 1900).

2.3. Nosniki biomasy

W celu immobilizacji biomasy testom zasiedlenia poddano rézne rodzaje no$nikéw naturalnych i syntetycznych.
Przy wyborze nosnika kierowano si¢ jego tatwg dostepnoscia, rozbudowana powierzchnig utatwiajaca zasiedlanie
przez mikroorganizmy oraz (w przypadkach odpadow np. rolnych, tartacznych) potrzeba zagospodarowania.
Testowane nosniki naturalne to: stoma pszeniczna (todygi pozbawione lisci pociete na odcinki lcm), widry
debowe, wiory bukowe, wiory sosnowe, kora czeresni, $liwy, jabtoni (pocigte na fragmenty 0,5x0,5 cm), pestki
brzoskwini, pestki $liwki, tupiny orzecha wloskiego i ziemnego, szyszki modrzewiowe. Testowane nosniki
syntetyczne to siatka podtynkowa (fragmenty 1x1 cm) i krzyzyki dystansowe do glazury. Nosniki naturalne
wysuszono do statej masy, a nastgpnie uzyto w tescie zasiedlenia przez badany szczep E. coli.

2.4. Test stezeniowy

Wyizolowane szczepy E. coli poddano testom na zdolno$¢ dekoloryzacji. Testy przeprowadzono na podtozu
Kimury (glukoza 20 g/L, pepton 5 g/L, ekstrakt drozdzowy 2 g/L, MgSO,4 0.5 g/L, KH,PO, 1 ¢g/L, pH 6.8) z
dodatkiem barwnika - azowego bfekitu Evansa, w stezeniach 0,025, 0,05, 0,075 oraz 0,1 g/l. Test dekoloryzacji
przeprowadzono réwnolegle na podltozach statych (test ptytkowy) i ptynnych (test probowkowy). Na podtoza
state, z odpowiednim stgzeniem barwnika, ezg mikrobiologiczng naniesiono biomas¢ badanych szczepow w
postaci rysy dlugosci 1 cm. W przypadku testu na podiozach ptynnych, do probéwek z 9 ml podtoza Kimury,
wprowadzono po 1 ml zawiesiny bakteryjnej o me¢tnosci 5 w skali Mc Farlanda. Proby inkubowano 24h w celu
namnozenia biomasy, nastgpnie wprowadzono jatowy roztwoér biekitu Evansa tak, aby w kolejnych probach
uzyska¢ stezenie barwnika na poziomie 0,025, 0,05, 0,075 i 0,1 g/L. Przygotowano réwniez kontrole barwnikowe
(podtoze hodowlane z odpowiednim stezeniem barwnika bez biomasy).Wszystkie testy wykonano w 3
powtérzeniach. Proby inkubowano w temp. 37°C przez 72h. Po tym okresie na podtozach statych odczytano
strefy odbarwienia podtoza wokot kolonii [mm], mierzone od jej brzegu. Zwrocono rowniez uwage na
zabarwienie biomasy. W przypadku podtozy ptynnych proby odwirowano (5000 rpm/10 min) i w supernatancie
odczytano ekstynkcje przy dtugosci fali A,= 606 nm (UV-VIS Hitachi 1900). Stopien dekoloryzacji okre$lono z
zalezno$ci:

U= (1—E) #100% 1)

gdzie:

U — usuniecie barwnika [%],

P — stezenie barwnika w probie badawcze;j,

K — stezenie barwnika w kontroli barwnikowej.

Na podstawie testow dekoloryzacji dobrano st¢zenie barwnika do eksperymentu gléwnego. Jego warto$¢
ustalono na poziomie 0,08 g/L. Test stgzeniowy pozwolil rowniez na wybor szczepu do eksperymentu gtéwnego.
Wybrany szczep E. coli wykazywat na podtozach stalych najwieksze strefy odbarwienia [mm] oraz najwyzsze
wartos$ci usunigcia barwnika w tescie na podtozach ptynnych.

2.5. Test zasiedlenia no$nika przez biomas¢

Nosniki po wysuszeniu do statej masy wprowadzono w identycznych nawazkach (5g) do butelek o pojemnosci
200ml. Nastepnie do kazdej butelki wprowadzono po 50 ml podtoza Kimury. Przygotowano rowniez kontrole —
podioze Kimury bez nosnika. Wszystkie proby wykonano w trzech powtorzeniach i poddano autoklawowaniu.
Do jatowych prob wprowadzono po 1ml zawieszonej w soli fizjologicznej biomasy badanego szczepu (metnosé
zawiesiny ustalono na poziomie 5 wg skali Mc Farlanda). Tak przygotowane proby inkubowano w temp. 37°C
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przez 48-72h. Po tym okresie oceniono wzrost biomasy na no$niku i/lub w roztworze i oceniono mozliwos¢
zasiedlenia no$nika. O wzroscie biomasy zawieszonej w roztworze $wiadczyto zmetnienie podtoza, zasiedlenie
nosnika (obecno$¢ lub brak biofilmu na powierzchni nosnika). Zmiany te oceniano na podstawie analizy
mikroskopowej (mikroskop stereoskopowy Nikon SMZ 1500) oraz wybarwionych preparatow mikroskopowych.
Do eksperymentu gldownego wybrano nosniki zasiedlone przez szczep bakteryjny.

2.6. Okreslenie wptywu warunkow hodowli i zastosowanego nosnika na poziom dekoloryzacji
barwnika

W eksperymencie glownym testowano wpltyw obecnosci no$nika biomasy oraz réznych warunkéw natlenienia
prob na efektywno$¢ dekoloryzacji diazowego biekitu Evansa. Schemat badan przedstawiono na rysunku 2.1.

Eksperyment prowadzono na podtozu ptynnym Kimury, ktore rozlano po 70 ml do odpowiedniej liczby butelek o
pojemnosci 250 ml. Na podstawie testu zasiedlenia nosnikow, do eksperymentu gléwnego wybrano nosnik
naturalny — stome pszeniczng oraz nosnik syntetyczny — siatke podtynkowa. Nosniki wysuszono do statej wagi,
nastepnie wykonano ich nawazki po 3 g i wprowadzono do odpowiednich butelek z podtozem hodowlanym. Tak
przygotowane proby z noénikami i bez wysterylizowano w autoklawie (121°C, 30 minut). Przygotowano
zawiesing szczepu E. coli. W tym celu splukano sola fizjologiczng 24-godzinne skosy z namnozong biomasa
uzytego szczepu. Metnos¢ zawiesiny doprowadzono do wartosci 5 wg skali Mc Farlanda (poréwnanie zmetnienia
z probéwkami standartowymi na bazie chlorku baru i kwasu siarkowego). Proby inokulowano zawieszong
biomasg E. coli wprowadzajac ja po 1 ml do kazdej z butelek. Zaszczepione proby inkubowano w temp. 37°C
przez 48 h w celu namnozenia biomasy. Nastepnym krokiem bylo wprowadzenie do prob badanego barwnika.
Roztwér wyjsciowy biekitu Evansa, o stezeniu 0,1 g/L, przed wprowadzeniem do prob wyjalowiono przez
filtracje (filtry strzykawkowe PVDF o porach 20 um firmy Whatman). Wyjalowiony roztwor barwnika
wprowadzono do prob badawczych w objetosci pozwalajacej uzyskac stezenie poczatkowe na poziomie 0,08 g/L
(warto$¢ ustalona na podstawie wynikow testu st¢zeniowego). Réwnolegle przygotowano proby kontrolne
(podtoze Kimury z barwnikiem z i bez nos$nika). Wszystkie proby przygotowano w trzech powtorzeniach i
inkubowano w temp. 37°C przez 96 h w warunkach statycznych (bez wytrzasania), dynamicznych (wytrzasanie
24 h na dobe - 200 rpm) oraz poélstatycznych (inkubacja w zmiennym cyklu: wytrzasanie przez 24h — 200 rpm/
kolejne 24h brak wytrzasania) (rys. 2.1.).

Podtoze Kimury + E. coli + barwnik

_’i Warunki statyczne |

\ 4

. - > Warunki dynamiczne |
Proba bez no$nika |
_>| Warunki pétstatyczne |
) > Warunki statyczne |
o Nos$nik naturalny |
v ; > Warunki dynamiczne |
(stoma pszeniczna) |

—’i Warunki pétstatyczne |
) > Warunki statyczne |

;I Warunki dynamiczne |

—>| Warunki potstatyczne |

Nosnik syntetyczny

Y

(siatka podtynkowa)

Rys. 2.1. Schemat badan

W celu okreslenia zmian zawarto$ci barwnika w probach probki pobierano po 3, 24, 48, 72 i 96 h od
wprowadzenia bigkitu Evansa. Proby odwirowano (5000 rpm/10 min) i w supernatancie zmierzono absorbancj¢
przy dtugoéci fali 4,= 606 nm (UV-VIS Hitachi 1900). Stopien dekoloryzacji okre$lono na podstawie wzoru 2.1.
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W celu okreslenia statystycznej istotnosci roznic w dekoloryzacji pomigdzy poszczegdlnymi modyfikacjami prob
przeprowadzono analiz¢ statyczng Anova/Manova NIR (Program Statistica ver.5). ANOVA - jest
jednoczynnikowsg analizg wariancji, jej celem jest testowanie istotno$ci réznic pomiedzy $rednimi. Test NIR jest
analiza post-hoc i jest to test najmniejszych istotnych réznic.

3. Omoéwienie i dyskusja wynikow

3.1. Wyniki testu stezeniowego

Test st¢zeniowy przeprowadzono w celu ustalenia wyjsciowej zawartosci bickitu Evansa w probie w
eksperymencie glownym. Wyniki testu (tab. 3.1.) wyraznie wskazuja na wpltyw koncentracji barwnika na
efektywno$¢ dekoloryzacji. W nizszych stezeniach (0,025 i 0,05 g/L), po 72 h inkubacji, dekoloryzacja byta na
poziomie przekraczajacym 90%. Wzrost zawartosci barwnika w prébie do 0,075 g/L obnizyt efektywnosé
procesu do 72,44%. Obecnos¢ barwnika w stezeniu 0,1 g/ wptyneta na drastyczny spadek wynikoéw jego
usuni¢cia przez szczep E. coli (usunigcie na poziomie 23,6%). Rowniez w tescie ptytkowym zaobserwowano
wyrazny wptyw stezenia barwnika na wielko$¢ stref odbarwienia podtoza od 10,6 mm przy st¢zeniu 0,025 g/L do
1,51 mm przy stezeniu 0,1 g/L. W tescie ptytkowym oceniano rowniez zabarwienie biomasy. Stwierdzono, ze w
przypadku wszystkich stezen biomasa byta zabarwiona na niebiesko, co wskazuje na sorpcje barwnika.

Tabela 3.1. Wyniki testu stezeniowego z uzyciem biekitu Evansa dla wytypowanego do badan szczepu E. coli po
72 h inkubacji w temp. 37°C (test ptytkowy — szerokos¢ strefy odbarwienia mierzona od brzegu koloni [mm], test
probéwkowy - procentowe usuniecie biekitu Evansa).

Stezenie bickitu

Evansa w probie | 0,025 0,05 0,075 0,1

[o/L]

Test plytkowy -

strefy  odbarwienia | 10,6+1,53/ + 6,8+2,11/+ 5,4+1,83/+ 1,51+0,6/+

[mm]/  zabarwienie
biomasy ,,+”, brak
zabarwienia ,,-,,

Test probowkowy -|99,83+1,15 93,18+2,09 72,44+1,37 23,6+3,04
%usunigcie barwnika

Wpltyw poczatkowego stezenia barwnika na efektywno$¢ dekoloryzacji opisany zostat przez Wu et al. [31].
Efektywno$¢ dekoloryzacji przez badany szczep Shewanella oneidensis MR-1 spadat wraz ze wzrostem st¢zenia
barwnika w probie. Podobne wyniki uzyskata Zablocka-Godlewska et al. [22]. Wzrost poczatkowego stezenia
btekitu Evansa w probie determinowal mniejsze usunigcie barwnika przez badane szczepy Klebsiella. An et al.
[1] badali mozliwos$ci dekoloryzacji czerwieni Kongo przez szczep Citrobacter sp. Wzrost stezenia barwnika do
poziomu 50 i 100 yM skutkowat silnym spadkiem efektywnosci odpowiednio do 28 i 26%. W przypadku
stezenia 2000 M nie stwierdzono usuniecia barwnika.

3.2. Wyniki testu zasiedlenia no$nika przez biomase

Nosniki naturalne i syntetyczne przetestowano w aspekcie mozliwosci zasiedlenia ich przez biomasg bakteryjna.
Sposrod testowanych no$nikow naturalnych jedynie stoma pszeniczna zostata zasiedlona przez badany szczep,
ktory rozwijal si¢ rowniez w postaci biomasy zawieszonej w podlozu. Wszystkie pozostale materiaty
zdyskwalifikowano ze wzgledu na brak wzrostu biomasy, rowniez tej zawieszonej w podtozu. Nalezy pamigtac,
ze przed inokulacja, wszystkie proby byly autoklawowane (temp. 121°C, 30 minut). Obrobka termiczna
no$nikow naturalnych, takich jak kora drzew (jabton, czeresnia, $liwa), szyszki modrzewia, pestki brzoskwini,
wiory drzewne (dgbowe, bukowe, sosnowe), tupiny orzecha wloskiego i ziemnego, najprawdopodobniej
spowodowata uwolnienie do roztworu r6znych garbnikow, zwiazkow fenolowych, zywic itp. Zwiazki te stanowia
naturalne skladniki wymienionych materiatéw i sa powszechnie znane z biobdjczych lub biostatycznych
wiasciwosci [42-43]. Sposrod syntetycznych no$nikow obecnos$¢ biofilmu na powierzchni zaobserwowano w
przypadku siatki podtynkowej.
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3.3. Okreslenie wptywu warunkéw hodowli i zastosowanego nosnika na poziom dekoloryzacji
barwnika

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze warunki inkubacji (statyczne, pOlstatyczne i wstrzgsane) nie mialy
istotnego wplywu na poziom sorpcji barwnika przez zastosowane nosniki (stoma pszeniczna, siatka podtynkowa)
(Rys. 3.1. — 3.3.). Istotne réznice w sorpcji wynikaty z charakteru nos$nika. Vijayaraghavan et al. [34] zwracaja
uwage, ze mechanizmy odpowiadajace za pochtanianie barwnikow sg rézne dla réznych typoéw nosnikow. Dla
zatozonego poziomu istotnosci p<0,05 przeprowadzona analiza statystyczna NIR wykazala, iz roznice w
poziomie sorpcji barwnika przez testowane nos$niki sg istotne statystycznie (p=0,006076). Uzyty no$nik naturalny
w postaci stomy pszenicznej sorbowat od 36,2-40,2% biekitu Evansa, podczas gdy nosnik syntetyczny (siatka
podtynkowa) jedynie od 5-8%. W przypadku obu no$nikéw stan wysycenia barwnikiem (brak wzrostu sorpcji
barwnika) stwierdzono w 72 h eksperymentu.
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Rys. 3.1. Usunigcie biekitu Evansa w warunkach statycznych przez szczep E. coli zawieszony Ilub
immobilizowany na statych nosénikach (E. coli — proby zaszczepione bakteriami; stat — warunki statyczne; bm-
biomasa bez no$nika; sl — no$nik stoma; sp- nosnik siatka podtynkowa; k- kontrola bez biomasy bakteryjnej).
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Rys. 3.2. Usunigcie bigkitu Evansa w warunkach dynamicznych przez szczep E. coli zawieszony lub
immobilizowany na statych nosnikach (E. coli — proby zaszczepione bakteriami; dyn— warunki dynamiczne; bm-
biomasa bez no$nika; sl — nos$nik stoma; sp- nosnik siatka podtynkowa; k- kontrola bez biomasy bakteryjnej).
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Rys. 3.3. Usunigcie biekitu Evansa w warunkach potstatycznych przez szczep E. coli zawieszony lub
immobilizowany na statych nosnikach (E. coli — proby zaszczepione bakteriami; pstat — warunki polstatyczne;
bm- biomasa bez no$nika; sl — no$nik stoma; sp- nosnik siatka podtynkowa; k- kontrola bez biomasy

bakteryjnej).

Znacznie lepsze wyniki usuni¢cia bigkitu Evansa uzyskano w probach z zawieszong biomasg szczepu
Escherichia coli. Pomimo r6znic w tempie, jak i poziomie usuni¢cia biekitu Evansa w probach statycznych,
potstatycznych i wstrzgsanych (dynamicznych), przeprowadzona analiza statystyczna (test NIR) nie wykazata
istotnych statystycznie réznic pomigdzy tymi wariantami hodowli (p>0,05). Najnizsza efektywnos$¢ usunigcia
barwnika przez szczep testowany szczep stwierdzono w warunkach dynamicznych - 64,5% po 96 h, podczas gdy
w probach statycznych i poétstatycznych usuniecie barwnika bylo na poziomie odpowiednio 84,9% i 81,6 %.
Wytrzgsanie prob (warunki dynamiczne i poOlfstatyczne) zwieksza zawarto$¢ tlenu w probach, pozwala na
réwnomierne rozproszenie barwnika w probie, a to polepsza kontakt bakterii z barwnikiem. Aeracja prob moze
wplywaé pozytywnie badz negatywnie na efektywno$¢ procesu w zalezno$ci od mechanizmu dekoloryzacji.
Enzymatyczne procesy dekoloryzacji barwnikow azowych sa wynikiem aktywnosci azoreduktaz wrazliwych na
obecnos¢ tlenu, jak i tleno-tolerancyjnych [29, 44]. W przypadku azoreduktaz flawinowych, wyizolowanych ze
szczepow E. coli, tlen jest czynnikiem konkurujacym z barwnikami azowymi o zredukowane noéniki elektronow,
bedace wynikiem aktywnosci azoreduktaz. Mechanizm redukcji barwnikéw zachodzacy w obecnosci tlenu
wymaga obecnosci specyficznych nieflawinowych, tlenowych azoreduktaz, katalizujacych redukcje barwnikow
azowych w obecnosci tlenu [29, 45]. W badaniach przeprowadzonych przez Isik et al. [39] wykazano, Ze
dekoloryzacja azowej czerni bezposredniej 38 (Direct black 38) o stezeniu poczatkowym 100mg/L przez szczep
E .coli zachodzita z lepsza wydajno$cia w warunkach anaerobowych (=70% po 4 dniach) oraz mikroaerofilnych
(=60% po 4 dniach), podczas gdy w warunkach tlenowych usunigcie nie przekroczyto 20% nawet po 9 dniach
eksperymentu. Cui et al. [3] badali mozliwosci dekoloryzacji azowej czerwieni metylowej przez konsorcjum
bakteryjne, sktadajace sie glownie ze szczepoéw nalezacego do Enterobactriaceae rodzaju Klebsiella. W
warunkach beztlenowych uzyskano dekoloryzacje na poziomie 94 i 98 % po 10 i 20 h przy stezeniu
poczatkowym barwnika na poziomie odpowiednio 200 i 500 mg/L. W warunkach tlenowych bakterie
potrzebowaty 40 h by usungé 95 % barwnika o stezeniu poczatkowym 200 mg/L oraz 48 h by usung¢ 70%
barwnika o stezeniu poczatkowym 500 mg/L.

Bakteryjne procesy rozktadu zwigzkoéw azowych zazwyczaj rozpoczynajg sie od beztlenowej redukcji wigzan
azowych 1 wytworzenia toksycznych amin aromatycznych, ktére w warunkach niedoboru tlenu nie sa
metabolizowane dalej i ulegajg kumulacji w $rodowisku reakcji. Znaczna kumulacja moze wywotaé efekt
toksyczny w reaktorze i obnizy¢ wydajno$¢ procesu. Dalsze przemiany amin aromatycznych wymagaja
obecnosci tlenu. W przeprowadzonym eksperymencie w warunkach polstatycznych, warunkujacych
naprzemiennie warunki deficytu tlenu i wzrostu jego zawartosci w probie pozwolily uzyska¢ nieznacznie lepsze
efekty w poczatkowym etapie badan, roznice te jednak nie sg istotne statystycznie.
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W przypadku prob potstatycznych od 24 h, a w przypadku prob dynamicznych i statycznych od 48 h
eksperymentu, obserwowano zwolnienie tempa dekoloryzacji. Przebieg procesu, jak i zaobserwowane granatowe
zabarwienie biomasy, moze wskazywa¢ na znaczny udziat bioakumulacji i biosorpcji w procesie bakteryjnego
usuwania bigkitu Evansa [34]. Zwolnienie tempa dekoloryzacji moze by¢ wynikiem wysycenia obecnej w
probach biomasy i jednoczesnie stabego przyrostu Swiezej biomasy.

Roéznice w usuwaniu barwnika pomigdzy modyfikacjami prob z biomasg bakteryjng i stoma zaobserwowano w
poczatkowym etapie badan. Byly one jednak nieistotne statystycznie (p>0,05). W warunkach potstatycznych po
24 h usunigte zostato 79,3% EB, podczas gdy w warunkach statycznych, po tym samym czasie, byto to 67,2%, a
w dynamicznych 71,7%. Po 96 h usunigcie barwnika we wszystkich probach byto na zblizonym poziomie i
wynosito odpowiednio 87,8%, 82,9% oraz 87,6%. Przebieg procesu, zwlaszcza w warunkach potstatycznych (od
24 h eksperymentu brak istotnych statystycznie zmian w poziomie dekoloryzacji), podobnie jak w probach z
samg biomasg bakteryjng, moze wskazywaé¢ na znaczny udzial bioakumulacji i /lub biosorpcji. Bioakumulacja
jest definiowana jako pochlanianie barwnikéw przez zywa biomasg. Barwniki mogg wnika¢ do komorki i
akumulowa¢ si¢ wewnatrzkomérkowo lub w ostonach komoérkowych. Biosorpcja definiowana jest jako proces
pasywnego pochtaniania barwnikow przez martwg biomase [34]. Jest to proces niezalezny od metabolizmu,
zachodzacy w $cianie komorkowej, a jego mechanizm jest zalezny od typu biomasy uzytej jako biosorbent [34,
46]. Mozliwosci sorbowania barwnikow przez szczepy bakteryjne sg zroznicowane. Wynika to ze sktadu $ciany
komorkowej oraz obecnosci grup funkcyjnych zaangazowanych w wigzanie barwnikéw. Liczne bakterie, grzyby,
mikroalgi czy materiaty ro$linne majg mozliwosci wigzania barwnikéw réznorodnych klas. Mozliwosci wigzania
barwnikéw zalezg rowniez od ich struktury chemicznej i tadunku [34, 47-48]. Zastosowanie stomy jako nos$nika
biomasy, niezaleznie od warunkéw hodowli, dato najlepsze wyniki usunigcia EB, co wynikato zarowno z
procesow biotransformacji barwnika, jak i jego bioakumulacji i/lub biosorpcji oraz biosorpcji wynikajacej z
obecnosci stomy.

W prébach z biomasg i siatkg podtynkowa po 96 h usunigcie barwnika byto najwyzsze w probach potstatycznych
(70,1%), mniejsze w probach statycznych (65,6%) oraz hajmniejsze w probach dynamicznych (59,4%). Roznice
te nie byty istotne statystycznie (p>0,05). Wyniki uzyskane w tych probach byly jednak nizsze anizeli w innych
probach z biomasg bakteryjng. Podczas autoklawowania z siatki podtynkowej mogly uwolni¢ si¢ jakie$
substancje negatywnie wptywajace na aktywno$¢ mikroorganizméw. Przebieg procesu, zwlaszcza w probach
statycznych i dynamicznych, pozwala wnioskowaé, ze usunigcie moglo byé wynikiem znacznego udziatu
biosorpcji oraz sorpcji na no$niku syntetycznym. W probach dynamicznych w 48 h eksperymentu
zaobserwowano znaczng desorpcje barwnika. W warunkach poélstatycznych, stwierdzono stopniowo wzrastajace
usunigcie barwnika, na poziomie posrednim pomigdzy wynikami uzyskanymi w probie statycznej i dynamiczne;j.
Moglo to by¢ wynikiem wolniejszego przyrostu w tych warunkach wzglednie beztlenowej E. coli i stopniowej
sorpcji i/lub dekompozycji barwnika przez biomas¢ immobilizowang na siatce podtynkowej. Na istotny udziat
sorpcji w procesie moze wskazywaé intensywnie granatowe zabarwienie biomasy bakteryjnej, a w przypadku
prob dynamicznych, zaobserwowana dodatkowo w 48 h desorpcja barwnika.

Zastosowanie, jak i rodzaj nosnika miaty istotny wptyw na efektywno$é¢ procesu dekoloryzacji. Swiadcza o tym
wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej ANOVA/MANOVA (test NIR). Wyniki tej analizy wskazujg na
istotne statystycznie réznice pomiedzy prébami dynamicznymi z biomasa bez no$nika, a probami z biomasa
bakteryjng i nosnikiem w postaci stomy (p=0,00059). Istotne statystycznie roznice (p<0,05) stwierdzono dla
wszystkich warunkéw hodowli pomigdzy probami z biomasg bakteryjng a samym nos$nikiem w postaci siatki
podtynkowej. To samo dotyczyto r6éznic pomigdzy probami z biomasg immobilizowang na stomie a biomasg na
siatce podtynkowej. Istotne statystycznie roznice stwierdzono réwniez pomigdzy probami z biomasa
immobilizowang na stomie czy siatce a probami z samymi no$nikami bez biomasy. Podobne réznice stwierdzono
pomiedzy samymi no$nikami. Pomigdzy pozostatymi préobami nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic.
Stoma okazata sie o wiele lepszym no$nikiem biomasy i sorbentem barwnika. Wynika to prawdopodobnie z jej
ztozonej struktury chemicznej (mikrofibrylle celulozowe, hemicelulozy, pektyny, lignina, obecno$¢ rdznych
grup funkcyjnych mogacych wigza¢ barwniki), ktora jest bardziej skomplikowana anizeli struktura siatki
podtynkowej [49].

Zsumowanie efektow usunigcia na samym no$niku z wynikami usunigcia przez biomase¢ zawieszong
(nieimmobilizowana) daje wyzsze wyniki dekoloryzacji anizeli w probach ze szczepem E. coli
immobilizowanym na nos$nikach. Sytuacja ta moze by¢ spowodowana mozliwo$cia wykorzystania nos$nikow,
zwlaszcza stomy, jako dodatkowego, latwiej bioprzyswajalnego anizeli barwnik, zrodta wegla, co moze wptywaé
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na obnizenie efektywnosci dekoloryzacji. Nalezy rowniez mie¢ na uwadze, iz wzrost bakterii na no$niku, takim
jak stoma, moze powodowa¢ jej zmiany strukturalne, a to moze mie¢ bezposredni wplyw na poziom sorpcji
barwnika przez nosnik. Stad wniosek, ze przy ewentualnym przewidywaniu efektow dekoloryzacji prob z
immobilizowang biomasa nie nalezy sugerowa¢ si¢ wynikami uzyskanymi dla samego no$nika czy samego
zastosowanego Szczepu.

4. \Whnioski

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w przypadku badanego szczepu E. coli stezenie barwnika miato wplyw na
efektywnos$¢ dekoloryzacji. Zbyt wysoka koncentracja wptywata na obnizenie efektow usunigcia barwnika.
Zrdznicowany poziom natlenienia w niewielkim stopniu wptywat na efektywno$¢ dekoloryzacji. Stwierdzone
roznice nie byly istotne statystycznie. Najnizsza efektywno$¢ usuni¢cia uzyskana zostata w warunkach
dynamicznych. Wykazano, ze wykorzystanie materiatu biologicznego czy syntetycznego, jako no$nika, wymaga
przeprowadzenia testow wskazujacych na mozliwos¢ ich zasiedlenia przez biomas¢. W  wyniku
przeprowadzonych testoéw wytypowano stomg i siatke podtynkowa. Rodzaj uzytego nos$nika pozbawionego
biomasy istotnie wptynat na efekty usunigcia. Zdecydowanie lepsze wiasciwosci sorpcyjne posiadata stoma, a
réznice te byly istotne statystycznie. Istotne statystycznie réznice stwierdzono rowniez w przypadku uzycia
no$nikow z immobilizowana na nich biomasg. Znacznie lepsze wyniki usunigcia uzyskano dla biomasy
immobilizowanej na stomie. Warunki hodowli nie miaty réwniez w przypadku tych prob istotnego wpltywu na
wyniki odbarwienia.
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