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Badania zdolnosci wybranych szczepéw grzybow ligninolitycznych
do rozktadu barwnikéw syntetycznych

Liczbg uzywanych obecnie barwnikow szacuje si¢ na po-
nad 10tys. [1-4], przy czym z tak szerokim zastosowaniem
tych substancji wigze si¢ niestety takze wzrost zanieczysz-
czenia srodowiska naturalnego. Wiele z nich jest bardzo
trwalych i ma wiasciwosci toksyczne, mutagenne i rako-
tworcze. Zaklada si¢ bowiem, ze dobry barwnik powinien
by¢ substancjg odporng na wodg, pot, $wiatto, wiele chemi-
kaliow ($rodki utleniajace) oraz atak mikroorganizmow [5].
W przypadku zastosowania barwnikéw sa to cechy poza-
dane, jednak w przypadku ich utylizacji cechy te stanowia
istotny problem. Niedoskonatos¢ przemystowych proceséw
technologicznych powoduje, ze nawet do 15% barwnikéw
przedostaje si¢ do oczyszczalni sciekow. Konwencjonalny
proces osadu czynnego nie pozwala na istotne zmniejsze-
nie intensywnosci barwy $ciekdw [6—8]. Dlatego problem
poszukiwania skutecznych metod usuwania barwnikéw ze
sciekow pozostaje wcigz aktualny. Najczesciej do tego celu
stosuje si¢ procesy fizyczno-chemiczne, ktore czesto sg zbyt
drogie i powoduja powstawanie duzej ilosci osadow [6—11].
Obecnie pojawiasi¢ wiele doniesien dotyczacych akumulacji
réznych mutagennych barwnikéw w osadach dennych
zbiornikow wodnych oraz o ich szkodliwym wplywie na or-
ganizmy wystgpujace w tych zbiornikach [6], a takze w gle-
bie [11]. Poniewaz metody biologiczne wydaja si¢ najbar-
dziej bezpieczne srodowiskowo, dlatego wcigz poszukuje
si¢ szczepdw organizméw o duzym potencjale rozktadu
barwnikdéw. Szczegdlnie obiecujace sg badania prowadzone
z udzialem réznych szczepow grzybow, poniewaz ta grupa
organizméw wykorzystuje do tego celu szereg egzoenzy-
moéw, ktore pozwalaja na rozklad wielu toksycznych zanie-
czyszczen bez ich transportu do wnetrza komorki [11].

Celem badan byto pozyskanie ze srodowiska naturalne-
go szczepdw grzybow ligninolitycznych, zdolnych do sku-
tecznego rozktadu wybranych barwnikéw syntetycznych.
Szczepy takie moglyby w przysztosci postuzy¢ do stwo-
rzenia bioreaktora pozwalajacego skutecznie ograniczy¢
barwe Sciekow przed ich wprowadzeniem do odbiornika.
Reaktor taki powinien by¢ uniwersalny i dziata¢ bez zakto-
cen, nawet przy zmianie barwnika czy grupy barwnikdéw
stosowanych w danym procesie produkcyjnym. W tym
celu wyizolowane ze srodowiska szczepy grzybow podda-
no szeregowi testow, uwzgledniajacych typ i sktad podtoza
oraz barwniki wybrane z trzech grup najpowszechniej sto-
sowanych (azowe, trdjfenylometanowe i fluorenowe).
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Materiaty i metodyka

Wykorzystane w badaniach szczepy grzybow zosta-
ly wyizolowane z wykorzystaniem metody tkankowej
lub zarodnikowej z owocnikdw porastajacych pnie drzew
oraz owocnikéw rosnacych na $cidtce. Izolacji dokonano
na podlozu MEA (Difco) z dodatkiem chloramfenikolu
(100 g/m%), a czyste szczepy przechowywano do czasu ba-
dan w temp. 4 °C. Do badan wytypowano 24 dobrze rozwi-
jajace si¢ szczepy grzybow oznaczone symbolami MW11,
MW13, MW31, MW34, MW36, MW44, MW45, MW48,
MW49, MW60, MW66, MW73, MW79, MW84, MW86,
MW103, MW113, MW132, MW133, MW140, MW 141,
MW143, MW170 i MW171. Przed wprowadzeniem do
odpowiednich testow szczepy hodowano na podtozu MEA
(Difco) z dodatkiem chloramfenikolu przez 5+7d (w zalez-
nosci od szybko$ci wzrostu grzybni).

W badaniach wykorzystano pig¢ barwnikow — dwa
trojfenylometanowe (fiolet gencjany — FG i zielen brylan-
towa — ZB), dwa fluorenowe (erytrozyna — E i r6z bengal-
ski — RB) i jeden azowy (dwuazowy bigkit Evansa — BE).
Barwniki dodano do wszystkich hodowli w tej samej ilo$ci
100 g/m3. Dhugos¢ fali (przy maksymalnej absorbancii)
w przypadku kazdego barwnika dobrano eksperymental-
nie z uzyciem spektrofotometru UV-VIS (HP Diode Array
Spectrophotometer 8452A). Wyznaczone dlugosci fali wy-
nosily odpowiednio 590nm (FG), 624nm (ZB), 527nm
(E), 548nm (RB) i 611 nm (BE).

Testy przeprowadzono z uzyciem dwdch typow podtozy
—bogatego w sktadniki pokarmowe YEPG i ubozszego MSB.
Oba podltoza zastosowano zaréwno w postaci plynnej, jak
i statej. Podtoze YEPG zawierato glukoze (10g/dm?), pep-
ton (5g/dm?), ekstrakt drozdzowy (2g/dm®) oraz KH,PO,
(1g/dm?)iMgSO47H,0 (0,5 g/dm?) (pH=5,6). W przypadku
podtoza statego dodano jeszcze agar (20 g/dm?). Podtoze MSB
zawieralo glukoze (10g/dm®), winian amonu (0,2 g/dm?),
tiamine (10 mg/dm?>) oraz KH,PO, (2 g/dm?), MgSO,-7H,0
(0,5g/dm?) i CaCl, (0,1 g/dm®) (pH=5,6). W przypadku sta-
tego podtoza MSB roéwniez dodano agar (20 g/dm?). Barw-
niki wprowadzono do podlozy plynnych po wczesniejszym
namnozeniu w nich biomasy grzybow, natomiast do podloza
statego barwniki dodano po uprzednim autoklawowaniu pod-
oza i jego zestaleniu. Podloza wysterylizowano przez auto-
klawowanie (121°C, 1,5atm, 15min).

W przypadku podtozy plynnych, grzybni¢ rozrosnigta
na podtozu MEA poci¢to na fragmenty o $rednicy 5mm
i wprowadzono do probdéwek z odpowiednim podiozem.
Kazdy test przygotowano w trzech powtdrzeniach. Tak za-
szczepione probowki zawierajace 10cm® odpowiedniego
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Tabela 1. Skutecznos¢ rozktadu wybranych barwnikoéw przez testowane szczepy grzybéw na podtozach ptynnych YEPG i MSB (%)
Table 1. Efficiency of color reduction (%) by some fungal strains in liquid YEPG and MSB media

. Roz Fiolet Zielen Btekit
Szczep Nazwa gatunkowa Podtoze bengalski Erytrozyna gencjany brylantowa Evansa
YEPG 94,6+7,9 98,0+2,4 38,9+11,1 95,5+0,9 86,316,2
MW11 Piptoporus betulinus
MSB 100,0+0,0 99,7+0,6 24,5+3,8 88,1+7,3 68,8+4,1
YEPG 30,0+3,6 92,742,9 36,3+3,4 6,4+11,2 88,7+45,2
MW13 Piptoporus betulinus
MSB 100,0+0,0 95,9+2,9 22,6+8,1 70,3+8,1 37,0£7,4
YEPG 25,3+10,0 1,7+2,3 20,8+13,5 0,0+0,0 52,84+22,0
MW31 Letinula edodes
MSB 96,9+1,2 68,2+11,3 38,2+8,1 64,9+13,7 39,8+6,6
YEPG 5,84+2,1 45,446,8 62,143,5 81,1+8,7 73,242,0
MW34 Trametes hirsuta
MSB 96,4+0,5 93,1+1,1 16,348,5 46,8+3,6 11,1441
YEPG 88,2+5,5 88,0+10,7 50,7+49,7 79,3+7,3 71,742,5
MW36 Alternaria sp.
MSB 91,345,9 90,2+3,8 5147,5 0,0+0,0 63,9+0,0
YEPG 37,2423,8 60,0+2,7 27,3+4,5 63,6+6,7 79,1+0,8
szczep
MWa4 niezidentyfikowan
Y y MSB 96,3+1,7 81,746,9 21,6+4,8 65,9+10,7 16,3+0,3
YEPG 61,1+5,9 60,5+7,0 65,3+8,7 8,8+0,7 72,7£7,0
szczep
MW45 niezidentyfikowan
Y y MSB 98,1+1,2 93,0+0,5 5,8+10,1 70,8+3,0 3,6%5,8
YEPG 57,6112,3 83,4126,3 79,546,2 80,2+2,6 81,0447
MwW48 Postia stiptica
MSB 86,0+3,7 26,015,8 0,040,0 26,0+0,3 0,040,0
YEPG 37,4+7,2 23,040,9 87,2+1,5 52,7+1,8 95,0+0,5
MW49 Fomitopsis pinicola
MSB 94,4+2,0 86,0+1,6 43,848,5 97,3+0,5 72,2+46,8
YEPG 88,1+0,2 61,549,0 46,4+3,8 68,2+0,1 94,4+4.4
MWG60 Lycoperdon perlatum
MSB 96,6+1,6 92,4+1,2 2,6+4,5 59,8+2,7 2,7+4,7
YEPG 45,4+12,0 55,049,0 79,4+0,9 80,7+10,3 65,9+6,6
MWG66 Amanita muscaria
MSB 84,2+14,9 97,0+0,5 53,8+4,2 86,7+2,9 95,0+3,5
YEPG 0,0+0,0 24,4+0,4 35,349,8 55,9+21,4 36,3+4,0
MW73 Pleurotus ostreatus
MSB 47,4457 38,7+3,8 33,0+1,3 0,0+0,0 26,9+0,0
YEPG 44,3431 46,345,8 75,2+40,6 65,046,9 62,7174
szczep
MW79 niezidentyfikowan
y y MSB 45,110,2 49,2166 0,305 81,746,0 70,0185
YEPG 0,0+0,0 34,045,0 44,4+0,6 66,4+4,7 56,7 +4,1
Mw84 Pleurotus ostreatus
MSB 35,546,3 83,1+0,4 9,9+7,6 59,9+25,0 79,4+1,1
YEPG 53,715,6 88,8+10,6 32,145,5 47,845,8 37,914,6
MW86 Ganoderma lucidum
MSB 67,116,2 80,3+4,5 11,8+8,9 0,0+0,0 67,7+3,8
YEPG 58,9+5,6 46,8+4,9 77,545,0 75,8+7,9 0,0+0,0
MW103 Chondrostereum
purpureum MSB 96,0+4,1 98,5+0,2 36,5+6,7 87,1+0,8 87,4+11,1
YEPG 54,7+13,6 96,612,2 74,7+43,8 96,2+0,2 98,4+1,1
szczep
MW113 niezidentyfikowan
y y MSB 89,3+10,5 98,0+1,0 0,0+0,0 94,3+0,5 94,4431
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. Roéz Fiolet Zielen Btekit
Szczep Nazwa gatunkowa Podtoze bengalski Erytrozyna gencjany brylantowa Evansa
YEPG 84,0+2,5 81,140,2 23,2+0,0 49,546,2 67,9+12,2
MW132 Phlebia radiata
MSB 92,8+2,1 90,243,0 57,5+2,7 0,0+0,0 96,0+0,7
YEPG 90,0+1,6 81,5+2,5 34,2+4,5 16,2+4,0 72,540,1
MW133 | Daedaleopsis confragosa
MSB 89,147,0 91,4+1,8 61,418,2 0,0+0,0 94,0+3,1
YEPG 41,7+11,2 72,0+10,0 85,115,9 12,2+1,3 50,9+4,5
MW140 Polyporus brumalis
MSB 54,3+19,9 80,0+3,1 34,249,9 75,14£2,2 73,0+1,3
YEPG 50,645,9 39,545,1 56,8+3,8 58,0+5,9 92,0+4,4
MW141 | Schizophyllum commune
MSB 87,6+8,6 92,1+2,4 255+2,4 0,0+0,0 83,7+1,4
YEPG 8,6+8,3 8,819,7 19,9+18,5 53,6+42,3 34,9471,
MW143 Hypholoma fasciculare
MSB 94,140,9 93,4+1,1 65,0+5,1 86,645,3 70,6+7,5
YEPG 44,3+0,0 12,9+2,4 40,3+18,4 95,740,1 57,0+4,0
MW170 Pleurotus eryngii
MSB 41,1+23,1 29,846,8 17,7+16,1 9,1+15,7 62,8+12,4
YEPG 77,6+0,1 47,3+1,7 48,9+2,4 0,0+0,0 33,845,9
MW171 Ganoderma lucidum
MSB 44,2+8,9 74,2+4,4 62,9+34,3 33,940,0 51,2+0,8

podtoza inkubowano przez 7d (26 °C) w celu namnozenia
odpowiedniej ilosci biomasy. Do probéwek wprowadzono
po lecm? roztworu danego barwnika, wysterylizowanego
uprzednio przez filtracj¢ (celulozowe filtry strzykawko-
we o porach 0,20 um). Po 10d probki inkubowane w wa-
runkach statycznych odwirowano (10tys.obr./min przez
15min) i zmierzono absorbancj¢ otrzymanego roztworu.
W przypadku podtozy statych grzybnie¢ rozrosnieta na pod-
tozu MEA réwniez pocigto na fragmenty o srednicy 5 mm,
po czym na kazdym podlozu zawierajacym odpowiedni
barwnik umieszczono po trzy krazki grzybni. Kazda plytke
zawierajaca 3 krazki grzybni posiano w dwoch powtorze-
niach (6 powtodrzen na jeden szczep w przypadku jednego
barwnika). Codziennie prowadzono obserwacje wzrostu
grzybni na podlozach zawierajacych barwniki oraz ewen-
tualne strefy przejasnienia wokot kolonii. Po 10d ekspery-
mentu odczyty zakonczono i zmierzono strefy przejasnien
oraz wzrost grzybni.

Dyskusja wynikéw badan

Poszukiwanie skutecznych metod usuwania barwnikow
z wody 1 $ciekow jest wcigz waznym problemem, o czym
$wiadczy liczba publikacji dotyczacych dekoloryzacji
zuzyciem zarowno metod fizyczno-chemicznych, jak i bio-
logicznych. Badania przeprowadzone w wielu osrodkach
naukowych potwierdzity, ze procesy biologiczne, m.in.
z udzialem grzybow, mozna zaliczy¢ do jednych z naj-
bardziej skutecznych. Badania opisane w pracach [12—17]
wskazuja rowniez, ze duzy potencjat rozktadu barwnikow
maja grzyby biatej zgnilizny, ale takze brazowej zgnilizny
drewna oraz grzyby mikoryzowe. Do chwili obecnej szcze-
gblnie dobrze przebadano Phanerochaete chrysosporium
[5,16-18], dla ktérego udowodniono zdolno$é rozktadu
szeregu réznorodnych ksenobiotykow, w tym wielu barwni-
koéw. Jak jednak wykazaty badania [16], nie nalezy pomijaé

takze innych gatunkéw grzybow. Badania przesiewowe
wykazaty bowiem, iz Irpex lacteus moze nawet skuteczniej
usuwaé rozne barwniki niz dobrze scharakteryzowany juz
P. chrysosporium [17]. Podobne wnioski w przypadku jed-
nego szczepu grzybow zawiera praca [19].
Przeprowadzone badania dotyczyly gléwnie grzy-
boéw zgnilizny drewna 1 grzybow Scidtkowych, bedacych
przedstawicielami Basidiomycota i Ascomycota (tab. 1).
W ramach badan przesiewowych przetestowano szczepy
pozyskane z terendw lesnych potudniowej Polski. Wyni-
ki testow przeprowadzonych zaréwno na podiozach sta-
lych, jak i ptynnych o réznym sktadzie potwierdzity duza
zdolno$¢ rozktadu wybranych barwnikéw przez niektore
z wyizolowanych szczepow, zwlaszcza zaliczanych do
grzybow bialej zgnilizny drewna. Wyniki podstawowych
testow zdolnosci rozktadu barwnikow w hodowlach ptyn-
nych przy udziale badanych szczepdéw grzybowych przed-
stawiono w tabeli 1. Stwierdzono, ze zdolno$¢ rozktadu
poszczegolnych barwnikow byta cechg indywidualng kaz-
dego szczepu i nie byta zwiazana z okreslonym gatunkiem.
Na przyklad szczepy MW11 i MW13, bedace przedstawi-
ciclami tego samego gatunku, cechowata duza zdolnos¢
rozktadu erytrozyny na obu podtozach. Te same szczepy
catkowicie odbarwity probki zawierajace roz bengalski
na podlozu MSB (100%), ale tylko szczep MWI11 byt
w stanie z podobna skutecznoscia rozktadac ten barwnik na
podtozu YEPG (94,6%). Rowniez w przypadku trdjfenylo-
metanowej zieleni brylantowej szczep MW 11 byt skutecz-
niejszy niz MW13 (odpowiednio 95,5% i 6,4% rozkladu
barwnika na podtozu YEPG). Korelacji migdzy gatunkiem
grzybow a ich zdolnoscia do rozktadu okreslonego barwni-
ka nie stwierdzono takze w przypadku izolatéw boczniaka
ostrygowatego (MW73 i MW84). Mimo iz oba szczepy nie
rozktadaty skutecznie rozu bengalskiego, to w przypadku
pozostatych barwnikow wlasnie szczep MW 84 wykazywat
ogolnie wigksza skuteczno$é. Duzy potencjal Pleurotus
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ostreatus do rozktadu wielu barwnikéw stwierdzono takze
w pracy [16] wykazujac, ze szczep ten rozkladal zar6wno
barwniki antrachinonowe i azowe, jak 1 polimerowe (np.
polyR 478). Wiele uwagi temu gatunkowi poswigcono tak-
ze w pracy [4], w ktdérej udowodniono, iz grzyb ten przy
udziale enzymow ligninolitycznych jest w stanie catkowi-
cie roztozy¢ barwnik RBBR (Remazol Brilliant Blue R) juz
w ciggu 3d.

Nie zaobserwowano tez korelacji migdzy typem barw-
nika, a skutecznoscia jego rozktadu. Co prawda wigkszosc¢
szczepow lepiej rozkladata barwniki fluorenowe (roz
bengalski i erytrozyna) niz barwniki tréjfenylometanowe
czy azowy blgkit Evansa, jednak w przypadku szczepow
MWI11, MW13, MW34, MW44, MW48, MW66, MW73,
MW84, MW113 i MW 140 erytrozyna byla lepiej rozktada-
na niz r6z bengalski. W przypadku szesciu innych testowa-
nych szczepow to réz bengalski byt tatwiej rozktadany niz
erytrozyna. Zatem zaobserwowano zdecydowane rdznice
w skutecznosci rozktadu poszczegdlnych barwnikow. Troj-
fenylometanowa zielen brylantowa byla rozktadana w po-
nad 80% przez 13 szczepdw, w tym przez MW11, MW113
i MW170 w ponad 95%, podczas gdy fiolet gencjany ulegt
rozktadowi w ponad 80% tylko z udzialem szczepow
MW49 (87,2%) i MW 140 (85,1%). Fiolet gencjany okazat
si¢ zatem barwnikiem wyjatkowo trudno rozktadalnym dla
testowanych szczepow. Drugi z barwnikdw trojfenylome-
tanowych — zielen brylantowa — zostat roztozony w ponad
80% przez szczepy MW 11 (95,5 1 88,1%, odpowiednio na
podtozu YEPG i MSB), MW34 (81,1% na YEPG), MW48
(80,2% na YEPG), MW49 (97,3% na MSB), MW66 (80,7
i 86,7%, odpowiednio na YEPG i MSB), MW79 (81,7%
na MSB), MW 113 (96,2% 1 94,3% odpowiednio na YEPG
i MSB), MW143 (86,6% na MSB) i MW170 (95,7% na
YEPG). Oba barwniki byty dodane do probek w tej same;j
ilosci (100 g/m3).

Jak juz wielokrotnie udowodniono, wlasnie budowa
chemiczna barwnika ma zdecydowany wplyw na sku-
tecznos$¢ jego rozktadu. Decyduja o tym nawet niewielkie
roznice w strukturze tych zwigzkow [7,12,14,15,20,21].
W przypadku fioletu gencjany czy zieleni brylantowej na-
lezy dodatkowo uwzgledni¢ fakt, ze barwniki te stosowane
sa powszechnie do dezynfekcji. Fiolet gencjany jest zna-
nym s$rodkiem zapobiegajacym rozwojowi grzybicy w ja-
mie ustnej, zatem jako fungistatyk jest dla tej grupy organi-
zmow trudnym substratem [6].

Mimo iz barwniki azowe naleza do substancji najtrud-
niej biologicznie rozktadanych [11], to w przypadku te-
stowanych szczepdw grzybdéw az 10 sposrdd 24 szczepdw
byto w stanie roztozy¢ bigkit Evansa w ponad 80%. Jak
widaé, wigkszos$¢ badanych szczepow lepiej rozktadata ten
barwnik na podtozu YEPG, natomiast szczepy MW113
i MW141 rozkladaty ten barwnik niezaleznie od zasto-
sowanego podloza (odpowiednio 98,4 i 92,0% na YEPG
194,4% 1 83,7% na MSB). Zdolnos$¢ rozktadu dwuazowego
bigkitu Evansa ze skuteczno$cia wicksza niz 80% stwier-
dzono w przypadku szczepow Piptoporus MW11 i MW13
na podtozu YEPG (odpowiednio 86,3% i 88,7%), MW48,
MW49, MW60 rowniez na podiozu YEPG (odpowiednio
81,0%, 95,0%, 94,4%) oraz MW66, MW103, MW132
i MW133 na podtozu MSB (odpowiednio 95,0%, 87,4%,
96,0% 1 94,0%). Na obu podtozach szczegolnie dobre wy-
niki uzyskano w przypadku szczepéw MWI113 i MW 141
(w zaleznosci od podtoza odpowiednio 98,4% i 94,4% oraz
92,3% 1 83,7%).

Jak wykazaly przeprowadzone badania, nie odnoto-
wano wyraznej korelacji migdzy zdolno$cia usuwania
barwnikow przez poszczegdlne szczepy a zastosowanym
podiozem. Podobne obserwacje opisano w pracy [17]
— pewne barwniki byly lepiej rozktadane na podtozach
ubogich w azot, a inne na podtozach ubozszych réwniez
w inne skladniki pokarmowe, co bylo szczegdlnie widocz-
ne w przypadku barwnikdw antrachinonowych. Szczep
MW48 rowniez rozktadat erytrozyng z wigksza skutecz-
nos$cia na podtozu YEPG, natomiast r6z bengalski zdecy-
dowanie lepiej na podtozu MSB (odpowiednio erytrozyna
w 83,4% 1 26,0% oraz r6z bengalski w 57,6% 1 86,0%).
Stabo rozktadajacy barwniki na podtozu YEPG (<55%)
szczep MW 143 (Hypholoma fasciculare) rozktadat te same
barwniki w ponad 65% na ubozszym podtozu MSB. Inny
z grzybdw zgnilizny drewna, MW 140 (Polyporus bruma-
lis), z wigksza intensywnoscig rozktadat na podtozu MSB
erytrozyne (80,0%), zielen brylantowa (75,1%) i bigkit
Evansa (73,0%). Grzyb ten jednak nie byt w stanie rownie
skutecznie rozlozy¢ fioletu gencjany (tylko 34,2%, przy
czym na podlozu YEPG — 85,1%). Podtoze MSB charak-
teryzuje si¢ znacznie ubozsza zawartoscig zwiazkow orga-
nicznych niz YEPG, przy czym podstawowy substrat we-
glowy stanowi tam glukoza, a zrodtem azotu jest winian
amonu. By¢ moze taki wilasnie sktad podloza stymuluje
produkcj¢ okreslonych enzyméw. Stosunek C:N byt maty,
a— jak wiadomo — wtasnie maty stosunek tych dwdch pier-
wiastkéw moze odpowiadac za zwigkszong produkcj¢ en-
zymow ligninolitycznych [5,22-24].

Z badan przeprowadzonych na podtozach ptynnych wy-
nika, ze do szczepéw majacych wyrazng zdolno$¢ rozkta-
du wielu syntetycznych barwnikow organicznych nalezaly
MWI11, MW48, MW66, MW103 i MW113, rozkladajace
w ponad 80% az cztery sposrod pigciu testowanych barw-
nikéw nalezacych do réznych grup. Zdecydowanie najszer-
szym spektrum dziatania wykazal si¢ szczep MW49, ktory
w zaleznosci od zastosowanego podtoza byl w stanie rozto-
zy¢ wszystkie badane barwniki ze skuteczno$cia ponad 85%.

Podloza state — odmiennie niz w przypadku podtozy
pltynnych — daty tylko jakosciowy obraz mozliwosci roz-
ktadu testowanych barwnikdéw przez szczepy grzybow.
Wyniki testow przeprowadzonych na podlozach stalych
przedstawiono na rysunku 1. Obserwowano strefy przeja-
$nienia wokot kolonii grzybéw wyrostych na podtozach.
Sposrdd testowanych szczepow brak zdolnosci do rozktadu
barwnikow na obu podtozach wykazaly szczepy MW13,
MW36 i MW48, a szczepy MW34 i MW86 nawet nie wy-
rosly w obecnosci barwnikéw. Dodana do podtoza zielen
brylantowa hamowala mozliwos¢ wzrostu wickszosci te-
stowanych szczepdéw grzybow. Na podtozu YEPG wyro-
sto pi¢é szczepow, ale tylko szczepy MW113 1 MW170
byly w stanie w niewielkim stopniu roztozy¢ dodany do
podioza barwnik. Podobnie na podtozu MSB tylko pigé
szczepow wyrosto w obecnosci zieleni brylantowej, z cze-
go rozktadaty ten barwnik jedynie szczepy MW44, MW60
i MW113. Drugi z testowanych barwnikow tréjfenylome-
tanowych — fiolet gencjany — nie charakteryzowat si¢ az
tak duza toksycznoscia. Wyniki te byly zupetie odmienne
od otrzymanych na podtozu ptynnym. Na statym podtozu
YEPG szczepy MW44 i MW60 wykazaly zdolno$¢ rozkta-
du fioletu gencjany, a na podtozu MSB takie wlasciwosci
mialy takze szczepy MW31 i MW73. Wigkszo$¢ testo-
wanych szczepdéw grzybow rosta intensywnie w obecno-
$ci r6zu bengalskiego i erytrozyny, jednak tylko w przy-
padku kilku z nich (MW44, MW60) obserwowano strefy



Badania zdolnosci wybranych szczepdéw grzybow ligninolitycznych do rozktadu barwnikéw syntetycznych 19

przejasnienia. Zdecydowanie najwigksze strefy przejasnie-
nia, Swiadczace o zdolnosci do rozktadu barwnika, obser-
wowano w przypadku dwuazowego bigkitu Evansa. Na
obu podtozach z tym barwnikiem tylko dwa szczepy nie
wykazaty wzrostu, a brak stref odbarwienia zaobserwowa-
no w przypadku szczepéw MW 13, MW36 i MW48.

Podczas poszukiwania szczepow aktywnych w usuwaniu
barwnikow stosuje si¢ szereg réznorodnych metod, zarowno
testy na podtozach ptynnych jak i statych, gtéwnie z uzyciem
pojedynczych barwnikow [14,15-17,25]. Aby wytypowac
szczepy najbardziej aktywne wykorzystuje si¢ z reguly tylko
jedna z tych metod, natomiast doktadniejsze badania prowa-
dzi si¢ juz w hodowlach ptynnych. W przypadku przeprowa-
dzonych analiz wykorzystano obie metody, aby mozna bylo
porowna¢ wyniki uzyskane w réznych testach.

Jak wskazuja dane zawarte w tabeli 1 i na rysunku 1,
wyniki testdw na podlozach statych i plynnych nie po-
krywaty si¢. Na przyktad szczepy MW44 i MW60 moga
rozktada¢ skutecznie wybrane barwniki na obu podtozach
statych. Wyjatek w obu przypadkach stanowita zielen bry-
lantowa na podtozu YEPG. Jednak w probowkach szcze-
py te nie nalezaty do zbyt aktywnych. Na podtozu YEPG
szczep MW44 nie usunat zadnego z barwnikow w ponad
80%. Szczep MW60 na podlozu statym potrafit odbarwic¢
nawet fiolet gencjany, a na podtozu plynnym jego skutecz-
nos$¢ nie osiagneta nawet 50%. Podobne zaleznosci odno-
towano w przypadku dobrze radzacych sobie na podiozu
ptynnym szczepow MW49 (Fomitopsis pinicola) i niezi-
dentyfikowanego szczepu MW113. W przypadku pierw-
szego z nich wigkszo$¢ barwnikow dodanych do podioza
stalego spowodowata zahamowanie wzrostu tego szczepu,
a strefy przejasnienia byly obserwowane tylko w przypadku
bi¢kitu Evansa. Trochg lepiej radzit sobie szczep MW113,
ktéry zostal wytypowany do dalszych badan. Na podtozach
statych wykazat strefy przejasnienia tylko w obecnosci zie-
leni brylantowej i bigkitu Evansa, a na podtozach ptynnych
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Rys. 1. Skuteczno$¢ odbarwienia podtozy YEPG i MSB
zawierajacych barwnik w ilosci 100 g/m?3
Fig. 1. Efficiency of decolorization of YEPG and MSB media
containing 100 g/m?3 of dyes

powodowat skuteczny rozktad takze barwnikéw fluoreno-
wych. W badaniach przesiewowych gtownie wykorzystuje
si¢ jedna z opisanych powyzej metod. Odmienne wyniki
opisano w pracach [14,16,17], w ktorych stwierdzono
istotng korelacj¢ migdzy odbarwieniem obserwowanym na
ptytkach a zdolnoscia rozktadu barwnikéw w hodowlach
pltynnych. Dodatkowym czynnikiem, ktdry z pewnoscia
mial wpltyw na otrzymane wyniki byl sposéb prowadzenia
hodowli grzybéw na podlozu z barwnikiem. W przypad-
ku podtozy ptynnych hodowla miata charakter statyczny,
a powierzchnia kontaktu grzyboéw z podtozem zawieraja-
cym barwnik byta mata.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania potwierdzily mozliwos¢ wy-
korzystania grzybow do rozkladu roéznych grup barwni-
kéw. Wérdd szezepow wytypowanych do dalszych badan
znalazty sie MW 11 (Piptoporus betulinus), MW48 (Postia
stiptica), MW60 (Lycoperdon perlatum), MW66 (Ama-
nita muscaria), MW103 (Chondrostereum purpureum),
niezidentyfikowany szczep MW113 oraz szczep MW49
(Fomitopsis pinicola). Dominujaca grupe stanowity grzy-
by zgnilizny drewna, powszechnie wystepujace w §rodo-
wisku. Dwa typy testdow z wykorzystaniem barwnikdéw
potwierdzity konieczno$¢ przeprowadzania szerokiego
spektrum analiz przed wytypowaniem organizmoéw do
dalszych badan. Stwierdzono, ze zardwno rodzaj i sktad
podtoza hodowlanego, jak i sposob prowadzenia proce-
su odbarwiania miaty istotny wplyw na wynik analiz.
Szczepy dobrze sprawdzajace si¢ w testach ptytkowych
nickoniecznie dobrze radzity sobie w probach plynnych.
Dla odmiany te szczepy, ktore bardzo dobrze odbarwialy
hodowle ptynne, nie byty w stanie odbarwi¢ podtozy sta-
lych. Jednoczesnie na podtozach statych odnotowano duza
tolerancj¢ szczepdw wobec barwnikéw dodanych do pod-
oza, bez wykazania zdolnosci ich rozktadu. Stwierdzono
réwniez, ze skuteczno$¢é procesu zalezata nie tyle od grupy,
do ktorej przynalezat dany barwnik, ale od struktury sa-
mego barwnika. Zalezala ona réwniez od sktadu podtoza
wykorzystanego w badaniach, ktéry moze mie¢ wplyw
na rodzaj enzymoéw produkowanych przez poszczegdlne
szczepy. Konieczne jest zatem doktadniejsze przeanalizo-
wanie wpltywu warunkow prowadzenia procesu rozkladu
barwnikow 1 okreslenie wptywu powierzchni kontaktu
grzybni z substancjami toksycznymi na jej rozwdj i sku-
tecznos¢ procesu odbarwiania. Wszystkie hodowle ptynne
byly prowadzone w probowkach, co charakteryzowato je
malg powierzchnig kontaktu szczepu z barwnikiem, gdyz
grzybnia rozwijata si¢ tylko na powierzchni. W dalszych
badaniach przewiduje si¢ takze okreslenie szkodliwego
wplywu metabolitow powstajacych w procesie rozkladu
barwnikow na srodowisko.

Praca zostala sfinansowana ze srodkoéw przeznaczo-
nych na nauke w latach 2007-2010, jako projekt badawczy
nr N523 17 85 33.
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Abstract: Of the numerous methods that are in use for
reducing colorants (many of the dyes are toxic), preference
should be given to biological methods, as they do not pro-
duce additional groups of troublesome pollutants. In recent
times much consideration has been focused on fungal deco-
lorization of dye effluents. The aim of this work was to evalu-
ate the potential ability of 24 isolated fungal strains (MW11,
MW13, MW31, MW34, MW36, MW44, MW45, MW48,
MW49, MW60, MW66, MW73, MW79, MW84, MWS6,
MW103, MWI113, MW132, MW133, MW140, MW 141,
MW143, MW170 and MW171) to decolorize the synthetic
dyes chosen. Use was made of fluorone dyes (erythrosine
and Bengal rose), triphenylmethane dyes (brilliant green

and gentian violet), the diazo Evans blue dye, and the fol-
lowing two media, YEPG and MSB (both liquid and solid).
The experimental results have corroborated the ability of
the strains to decolorize the dyes tested, in many instances
with an efficiency higher than 90%. The strains MW113 and
MW49 were found to be particularly active regardless of the
medium applied. The study has revealed that the efficiency
of the decolorization process depends not so much on the
group into which the dye has been classified, as on the spe-
cific structure and composition of the dye, as well as on the
form of the medium and on the strain used in the experiment.
This finding substantiates the necessity of using a set of dif-
ferent tests even in the screening experiments, because the
results of a single test may not be sufficient for a complete
description of the potential abilities of the organisms tested.

Keywords: Decolorization, fungi, azo dyes, fluorone
dyes, triphenylmethane dyes.
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