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1. Wprowadzenie

Szybka urbanizacja { industrializacja doprowadzily do powszechnego stosowania barwnikow
syntetycznych w takich galg¢ziach przemystu jak tekstylny, skorzany, papierniczy,
farmaceutyczny, SpOZyWCZy i kosmetyczny [1,2]. Od wprowadzenia barwnikéow syntetycznych
w 1856 roku opracowano ponad 10 000 rodzajow barwnikow, a ich globalna produkcja
przekracza 1 milion ton rocznie [3]. Sam przemyst tekstylny zuzywa prawie 80% tych
barwnikow i1 odgrywa kluczowa rolg w gospodarkach wielu krajow rozwijajacych sig,
generujac satrudnienie 1 dochody z eksportu [4].

Jednak koszty srodowiskowe tego wazrostu sa znaczne. Tylko 10-15% barwnikow wiaze sig
skutecznie z widknami tekstylnymi, a pozostata czgs¢ jest odprowadzana do $ciekow. W
rezultacie okoto 100 000 — 280 000 ton barwnikow przedostaje si¢ do srodowiska wodnego
kazdego roku [5]. Kraje o silnie skoncentrowanym przemysle tekstylnym, takie jak
Bangladesz, Indie i Chiny, generuja rocznie miliardy ton $ciekOw zawierajacych barwniki,
z ktorych znaczna czgse jest odprowadzana bez oczyszczania [6]. Scieki te powaznie
pogarszaja jakos¢ wody, utrudniaja przenikanie swiatla, zaklocajq funkcjonowanie
ekosystemow wodnych i stanowig powazne zagrozenie dla sdrowia ludzi i srodowiska, w tym
toksyczne, alergenne i rakotworcze [7].

Barwniki syntetyczne $3 szczegodlnie problematyczne z€ wzgledu na ich zlozona strukturg
aromatyczna, Wysokg stabilnoé¢ chemiczng i odpornos¢ na biodegradacjg. Zanieczyszczenie
barwnikami znaczaco podwaza zrébwnowazony rozwoj i poglebia globalny niedobor wody. W
zwiazku z tym oczyszczanie §ciekow zawierajacych barwniki stalo si¢ glownym priorytetem
badawczym i kluczowym celem migdzynarodowej polityki srodowiskowej [8], w tym Celow
Zrownowazonego Rozwoju Organizacji Narodow Zjednoczonych (W szezegolnosei 6 Celu
Zrownowazonego Rozwoju: Czysta woda i warunki sanitarne oraz 3 Celu Zrownowazonego
Rozwoju: Dobre zdrowie i dobre samopoczucie) oraz Europejskiego Zielonego Ladu.

Konwencjonalne metody oczyszczania Sciekow — takie jak koagulacja, zaawansowanc procesy
utleniania, adsorpcja, filtracja membranowa i degradacja mikrobiologiczna — $3 szeroko
stosowane do usuwania barwnikow [3]. Jednak ich skuteczno$¢ rozni si¢ W zaleznosci od
struktury barwnika, rozpuszczalnosci i warunkow operacyjnych, a wicle technik jest
kosztownych, energochtonnych lub nieodpowiednich do zastosowan zdecentralizowanych. W
zwigzku z tym istnicje pilna potrzeba opracowania przyjaznych dla ¢srodowiska, oplacalnych i
zdecentralizowanych technologii oczyszczania dostosowanych  specjalnie do sSciekow

zawierajacych barwniki [9].

Biologiczne oczyszczanie 7 wykorzystaniem mikroorganizmow stanowi obiecujaca
alternatywe ze wzglgdu na swoja elastycznos¢ operacyjng 1 optymalnos¢ dla érodowiska.
Wrdd czynnikow biologicznych, grzyby — zwlaszcza grzyby biale zgnilizny drewna — zyskujg
coraz wigksze zainteresowanie ze wzgledu na swoje wyjatkowe zdolnosci do usuwania
barwnikow [10]. Dzigki synergistycznemu polaczeniu biosorpeji 1 biodegradacji
enzymatycznej, grzyby bialej zgnilizny moga przeksztatca¢ ztozone czasteczki barwnikow w



mniej toksyczne lub zmineralizowane produkty. Mykoremediacja jest szczegolnie atrakcyjna
ze wzgledu na niskie wymagania infrastrukturalne, skalowalno$¢ 1 wplyw na zréownowazony

rozwoj [11].

Pomimo rosngcego zainteresowania eliminacja barwnikow z wykorzystaniem grzybow, nadal
istniejg znaczne luki w wiedzy w zakresie zrozumienia i optymalizacji mechanizmow
regulujacych usuwanie barwnikow przez grzyby biatej zgnilizny drewna. W szczegolnosci
synergistyczny udzial biosorpcji i pozakomorkowej biodegradacji enzymatycznej nie zostal
Jjeszcze wystarczajaco wyjasniony, co ogranicza przewidywalno$¢ i skalowalnos¢ systemow
oczyszczania z wykorzystaniem grzybow. Istnieje pilna potrzeba oceny wykonalnosci
integracji procesow z wykorzystaniem grzybow biatej zgnilizny w  malych,
zdecentralizowanych systemach bioreaktorow dostosowanych do okreslonych klas
barwnikow, szczegdlnie w regionach pozbawionych scentralizowanej infrastruktury $cickowej
[12]. Ponadto, nie po$wigcono wystarczajacej uwagi bezpieczenstwu ekotoksykologicznemu
oczyszczonych Sciekow, ktore ma kluczowe znaczenie dla ochrony srodowiska i akceptacji
regulacyjnej. Obecnie brak mechanistycznej wiedzy {aczacej ekspresj¢ genow, wydzielanie
enzymow i wydajnos¢ degradacji barwnikow utrudnia racjonalng optymalizacj¢ procesow
[13]. Pilnie konieczne jest zatem wypelnienie tych luk za pomoca zaawansowanych podejs¢
multiomicznych - obejmujacych transkryptomike, proteomikg i metabolomike - aby umozliwic¢
modelowanie predykcyjne, zwigkszy¢ wydajno$¢ oczyszczania 1 wesprze¢ rozwoj technologii
oczyszczania sciekdw nowej generacji na bazie grzybow.

2. Plan badan

2.1 Luka badawcza

Na podstawie obszernego przegladu literatury, niniejsze badania zidentyfikowaty nastepujace
kluczowe luki badawcze dotyczgce odbarwiania barwnikow technikg mykoremediacii:

1. Ograniczone zrozumienie mechanistyczne,

2. Zakres badan optymalizacyjnych,

3. Ograniczona integracja multiomik,

4. Brak kompleksowej oceny toksycznosci,

5. Zapotrzebowanie na zdecentralizowane oczyszczanie $cickow.

2.2 Hipoteza badawcza

Hipoteza niniejszego badania opiera si¢ na tych lukach, zgodnie z ktorymi grzyby, takie jak 7.
versicolor i P. ostreatus, wykazuja zdolnos¢ usuwania barwnikow poprzez synergistyczny
mechanizm biosorpcji i biodegradacji enzymatycznej, ktéry mozna znacznie ulepszy¢ poprzez
optymalizacj¢ kluczowych parametrow fizykochemicznych i skutecznie zastosowaé w
kompaktowych, zdecentralizowanych systemach bioreaktorow zaprojektowanych dla
okreslonych kategorii barwnikow. Co wigcej, takie oczyszczanie moze wytwarza¢ Scieki o
ograniczone] ekotoksycznosci, co czyni t¢ metode oplacalng dla s$rodowiska. Badania
multiomiczne mogg pomoc w rozszyfrowaniu zwiazku migdzy profilem enzymow a ekspresja
gendw, co moze stanowi¢ podstawe do predykcyjnego modelowania interakcji migdzy
enzymami grzybowymi a réznymi klasami barwnikow.



2.3 Cel badan
W oparciu o wyznaczony zakres badan, systematycznie sformutowano cele szczegotowe, aby

uwzglednic¢ kazdy aspekt w sposob kompleksowy i praktycznie wykonalny (rysunek 1).

+Optymalizacja parametréw fizykochemicznych:

*Badanie roli immobilizacji, formy biomasy, st¢zenia
barwnika, czasu kontaktu, warunkow hodowli
statycznej i wytrzgsanej, zrodet skladnikow
odzywczych — zrodta wegla i zrodta azotu

* Wplyw roznych warunkow oswietlenia

1. Optymalizacja parametrow
biodegradacji

*Optymalizacja parametréw fizykochemicznych:
«Wplyw immobilizacji, stanu biomasy
2. Optymalizacja parametrow (zywej/martwej), warunkéw hodowli statyczne;j i
biosorpcji wytrzasane;j, st¢zenia barwnika, czasu kontaktu, pH i
temperatury
*Ponowne wykorzystanie biosorbentow grzybowych

¢« Analiza transkryptomu
3. Analiza multi-omiczna * Analiza proteomu
*Profilowanie enzyméw

*Ocena udziatlu mechanizmu degradacji i sorpcji w
usuwaniu barwnika

* Analiza grup funkcyjnych biosorbentu grzybowego
metodg FT-IR

*Wnioskowanie o mechanizmie usuwania barwnika z
wykorzystaniem ontologii genow

4. Ocena mechanizmu usuwania
barwnika

*Kompleksowa ocena bezpieczefistwa
Srodowiskowego po procesie:

: = Test zootoksycznosci na Daphnia magna dla

5. Ocena ckotoksykologiczna czystego barwnika w poréwnaniu z probkg
poprocesowa

»Test fitotoksycznosci na Spirodela polyrhiza dla
czystego barwnika w poréwnaniu z probka
poprocesowa.

|*Opracowanie systemu bioreaktorow w oparciu o
zoptymalizowane parametry

6. Ramy projektowania bioreaktorow

Rysunek 1. Schemat celow badawczych



3. Materialy i metodologia badan
3.1 Substancje testowe — barwniki syntetyczne

W niniejszym badaniu wybrano szereg barwnikow syntetycznych reprezentujacych trzy
glowne klasy strukturalne barwnikow — azowe (czerwien Kongo (CR), bi¢gkit Evansa (EB)),
trifenylometanowe (zielen brylantowa (BG), fiolet krystaliczny (CV)) 1 antrachinonowe (blekit
brylantowy Remazol R (RBBR)) — do dekoloryzacji przez grzyby biatej zgnilizny. Barwniki o
czystosci analitycznej uzyto do przygotowania sterylnych roztworéw macierzystych (1000
mg/L) w wodzie dejonizowanej, a roztwory robocze o pozadanych st¢zeniach przygotowano
na $wiczo w warunkach aseptycznych.

3.2 Wybdr szczepu grzyba i no$nika do immobilizacji

Czyste kultury grzybow bialej zgnilizny drewna (WRF), Pleurotus ostreatus (szczep BWPH)
1 Trametes versicolor (szczep CB8) pobrano z depozytu Kolekcji Szczepow Grzybow Katedry
Biotechnologii Srodowiskowej Politechniki Slgskiej w Gliwicach. Izolacja i identyfikacja
gatunkow grzybow zostaly wczesnie] opisane przez Jureczko i in. [34]. Oba szczepy
utrzymywano w plynnym podloZzu organicznym, zwanym podiozem regularnym (RM),
zawierajagcym glukoze — 5 g/L, pepton — 1 g/L, MgSO4-7H,0 — 1 g/L i KH;PO4— 1 g/L (pH —
5. T

Immobilizacja biomasy grzybow zostala zastosowana w celu zwigkszenia stabilnosci
strukturalnej 1 mozliwosci ponownego wykorzystania kultur grzybowych w procesach
eliminacji zanieczyszczen. Nosnik S1: myjka polipropylenowa nadajacy si¢ do mycia naczyn
oraz noé$nik S2: gabka — komercyjny poliuretan wybrano ze wzglgdu na oplacalnos¢, stabilnosé
mechaniczna i neutralnos¢ dla srodowiska.

3.3 Przygotowanie i immobilizacja biomasy grzybow

Wyhodowang 7-dniowa biomasg przeniesiono do 250 ml kolby Erlenmeyera zawierajacej 150
ml plynnej pozywki organicznej i hodowano w réznych parametrami wzrostowych w celu
uzyskania roznych wariantow biomasy grzybow (Tabela 1). W przypadku cksperymentow
biodegradacji barwnik dodawano bezposrednio do pozywki zawierajacej] m.in. enzymy
pozakomoérkowe. W przypadku eksperymentdw biosorpeji biomase grzybéw oddzielono od
pozywki, a nast¢pnie do barwnika dodano tylko peletki biomasy grzybow.



Tabela 1. Warunki wzrostu dla wytwarzania wariantow biomasy grzybow

Parametry Opis Zawieszo immobilioznawa bez ~ immobilizowan

wzrostu na nosnika biomasa a na nosniku
biomasa  grzybowa biomasa

) - grzybowa grzybowa

Statyczne - X - -

Wytrzasanie 150 rpm - X X

Nosnik do myjka-S1 lub - - X

unieruchomienia  gabka-S2

Temperatura 20%C£2°C X X X
Skroty do Biomasa CB8/ST, CBS8/SH,BWPH/SH CB&/SI,
eksperymentow grzybow + BWPH/S CB8/S82,
biodegradacji ekstrakt T BWPH/SI,
pozakomorkow BWPH/S2
B ¥y . [
Skroty do Tylko biomasa - CBS8-BS, BWPH-BS  CB8/S2-BS,
eksperymentow grzybowa BWPH/S2-BS
biosorpcji

(Uwaga: ,, X" oznacza zastosowanie parametru)

3.4 Ocena odbarwienia barwnika poprzez biodegradacje

Wstepne eksperymenty biodegradacji, jak wspomniano wezesniej, przeprowadzono z pigcioma
wybranymi barwnikami. Oceniono wplyw poczatkowego st¢zenia barwnika (100-400 mg/L)
na wydajnosé procesu. Jeden fragment 7-dniowego osadu grzybni z nosnikiem lub bez niego
przeniesiono do 2 ml pozywki zawierajacej odpowiednie st¢zenie kazdego barwnika i
inkubowano w warunkach statycznych w temperaturze pokojowej przez 96 godzin. Kontrole
biotyczne i abiotyczne przygotowano i inkubowano w ten sam sposdb, bez inokulacji
szczepami. Procent odbarwienia barwnika (%) obliczono za pomoca rownania 1.

DP[%] = % x 100  (réwnanie 1)
Gdzie C to aktualne stezenie barwnika w probce kontrolnej z podtozem lub sama pozywka

(mg/1), a S to aktualne stgzenie barwnika w probkach z immobilizowang lub wolng biomasg
grzybow (mg/1).

Po wstgpnych eksperymentach wybrano RBBR, EB i CV do badan optymalizacji, poniewaz

skutkowaly one ponad 90% dekoloryzacja roztworéw. Skuteczno$¢ eliminacji barwnika

oceniano przy roznych parametrach:

e  Wplyw mieszania kultur grzybowych na odbarwianie barwnika: statyczne i wstrzasanie

e Wplyw Zréodta wegla i mieszania na odbarwianie barwnika: podloze z dodatkiem
sacharozy (SM), podloze z dodatkiem glukozy (GM),

e  Wplyw zrédla azotu i mieszania na odbarwianie barwnika: podtoze z dodatkiem azotanu
amonu (ANM), podloze z dodatkiem ekstraktu drozdzowego (YEM),



e  Wplyw immobilizacji na odbarwianie barwnika: immobilizacja na gabce,
e (Ocena skutecznosci odbarwiania mieszaniny barwnikow: mieszanina RBBR, EB i CV w
proporcji 1:1:1

3.5 Profilowanie enzymow i analizy multiomiczne

Przeprowadzono badania aktywnosci enzymow lakkazy, peroksydazy manganozaleznej (MnP)
1 peroksydazy ligninowej (LiP) w warunkach bez immobilizacji biomasy, immobilizacji bez
nosnika 1 immobilizacji z wykorzystaniem nosnika, aby wyjasni¢ wplyw parametrow
fizycznych i biochemicznych systemoéw grzybowych na usuwanie barwnikow RBBR, EBi CV.
Grzyby T. versicolor (CB8) hodowane w warunkach wytrzasania i immobilizacji z
wykorzystaniem gabki okazaly si¢ lepsze w odbarwianiu barwnikéw, dlatego wybrano je do
analizy transkryptomicznej i proteomicznej, aby zrozumie¢ mechanizm degradacji barwnikow.

W celu ckstrakcji RNA do analizy transkryptomicznej pobrano peletki grzyboéw CB8/SH
eksponowane przez 24 godziny na dzialanie RBBR i EB. Ekstrakcj¢ RNA przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu Qiagene RNeasy Plant Mini, zakupionego od Qiagen Polska Sp. z
0.0., Wroctaw. Kwantyfikacj¢ RNA przeprowadzono za pomocg Nanodrop, a wysokiej jakosci
probki RNA wystano do Macrogen w Holandii w celu sekwencjonowania i analizy
bioinformatycznej. Do analizy Gene Ontology (GO) i szlaku KEGG wybrano geny o
zroznicowane] ekspresji (DEG) z bezwzgledna zmiang krotnosci 22 (|[FC| =2) 1 wartoécig p
<0,05 w tescie nbinomWaldTest, a adnotacj¢ funkcjonalng przeprowadzono za pomoca
mappera eggNOG opartego na ortologach funkcjonalnych.

Do analizy proteomicznej zebrano filtraty hodowli zewnatrzkomorkowej CB8/SH wystawione
na dziatanie barwnikéw RBBR, EB i CV (48 h) i zageszczono je za pomocg ultrafiltracji 10
kDa MWCO (VIVASPIN TURBO). Stgzenie biatka oszacowano za pomoca testu
kolorymetrycznego opartego na BSA. Liofilizowane probki analizowano metodg LC-MS w
Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Surowe dane ze
spektrometrii mas przetworzono za pomocg oprogramowania MaxQuant (v2.7.5.0). Trypsyne
okreslono z dopuszczalnym jednym pominigtym rozszczepieniem; minimalna dlugos¢ peptydu
wynosita 7 aminokwasow, a PSM FDR ustawiono na 0,01. Do akwizycji danych wykorzystano
HCD, z metylotio (C) jako modyfikacjg stalg 1 utlenianiem (M) jako modyfikacja zmienng;
LFQ wylaczono z powodu braku replik biologicznych. Dane zostaly dodatkowo przetworzone
w programie Perseus (wersja 2.1.6.0), z wylaczeniem trafien odwrotnych, zanieczyszczen i
identyfikacji samych lokalizacji. Intensywnos¢ bialek zostata przeksztalcona log:, obliczono
zmiany logz-krotnosci wzglgdem kontroli, a biatka o logFC > 0,3 uznano za réznicowo liczne
w analizach GO 1 KEGG.

3.6 Ocena ekotoksykologiczna

Oceng zootoksycznosci dla probek czystego barwnika i barwnikéw poddanych dziataniu
grzybow przeprowadzono za pomoca zestawu DAPHTOXKIT F™ MAGNA (Tigret Sp. z 0.0.,
Warszawa, Polska). Probki czystego barwnika i probki po obrobce rozcienczano seryjnie (100—



6,25%) w dwukrotnym szeregu geometrycznym, uzywajac standardowej wody stodkiej. Do
kazdego dotka dodano po pig¢ miodych organizmow, a plytki uszczelniono Parafilmem i
inkubowano w ciemnosci w temperaturze 20°C. Smiertelnos¢ i unieruchomienie rejestrowano
po 24 1 48 godzinach. Warto$ci ECso okreslono na podstawie krzywych stezenie —
unieruchomienie, przeliczono na jednostki toksycznosci za pomocg rownania 2 i
sklasyfikowano zgodnie z klasami toksyczno$ci dla osob.
TUa = —2 (rownanie 2)

ECso
Aby oceni¢ toksyczne dzialanie czystego barwnika i probek barwnikoéw poddanych dziataniu
grzybow na poziomie producenta, przeprowadzono mikrobiotest hamowania wzrostu z
uzyciem rzgsy wodnej Spirodela polyrhiza (SPIRODELA DUCKWEED TOXKIT, TIGRET
Sp. z 0.0., Polska). Kontrolg, czysty barwnik i probki poddane dziataniu grzybow ustawiono
na 100% i rozcienczono seryjnie do 50%, 25%, 12.5% i 6,25%. Jeden trzylistkowy frond
umieszczono w kazdym naczyniu zawierajacym pozywke wzrostowa Steinberg (kontrola) lub
roztwor toksyny, plytki inkubowano przez 72 godziny w temperaturze 25°C przy ciaglym
oswietleniu 6000 luksow. Zdjecia wykonane w 0 i 72 godzinie przeanalizowano przy uzyciu
Imagel w celu pomiaru powierzchni lisci, a wzrost obliczono jako réznice miedzy koncowa
(72 godziny) a poczatkowa (0 godzin) powierzchnig lisci. Dla kazdego st¢zenia okreslono
procent zahamowania wzrostu, a 72-godzinne ECso obliczono metoda analizy probitowej i
wyrazono w jednostkach toksycznos$ci (rownanie 2).

3.7 Ocena dekoloryzacji barwnikéw za pomocg eksperymentow biosorpcyjnych

Potencjal biosorpcji przez grzybni¢ 7. versicolor (CB8) i P. ostreatus (BWPH) dla barwnikow
trifenylometanowych, zieleni brylantowej i fioletu krystalicznego, oceniano w warunkach
okresowych. Biosorbenty grzybowe przygotowano zgodnic z opisem w punkcie 3.3. Do
zbadania wplywu poczatkowego stezenia barwnika i czasu kontaktu na wydajnos$¢ sorpcji
wykorzystano zywg biomase grzybow. Oceniono wptyw immobilizacji i warunkow wzrostu w
hodowli statycznej na usuwanie barwnika i poréwnano go z biomasg swobodnie zawieszong.
Aby odrézni¢ pobieranie bierne od metabolicznego, zbadano réwniez usuwanie barwnika
przez autoklawowana (martwg) biomasg. Systematycznie zbadano wptyw pH i temperatury na
biosorpcj¢ obu barwnikéw w celu okreslenia optymalnych warunkow operacyjnych. Do
identyfikacji kluczowych czynnikéw wplywajacych na sorpcje barwnika zastosowano analize
wieloczynnikowg z wykorzystaniem analizy glownych skiadowych (PCA). Strukturalne i
powierzchniowe wlasciwosci macierzy grzybni przed i po pobraniu barwnika zostaly
przeanalizowane za pomocg FT-IR i SEM w celu wyjasnienia mechanizmow biosorpcji. Na
koniec oceniono mozliwo$¢ ponownego uzycia i stabilnos¢ unieruchomionej grzybni w
kolejnych cyklach sorpcji, aby oceni¢ ich praktyczna przydatnosc.

3.8 Badania w bioreaktorach

Wczesniejsze badania laboratoryjne wykazaly, ze systemy CB8/SH i CB8/S2 sg systemami,
ktore sa najbardziej wydajne i najszybsze w dekoloryzacji RBBR; dlatego te konfiguracje



wybrano do eksperymentow w bioreaktorach. Dekoloryzacje w bioreaktorze przeprowadzono
w optymalnych warunkach, stosujac 0,2 1| RM, w czterech kolejnych cyklach dodawania
barwnika, z odpowiednimi kontrolami abiotycznymi. Po 7-dniowej inkubacji biomasy
grzybow w celu jej namnozenia, do reaktorow dodawano po 125 mg/l RBBR na cykl, bez
suplementacji skfadnikow odzywczych 1 napowietrzania. Stgzenia barwnika mierzono przy
596 nm po kazdym dodaniu i po 48 godzinach, a wydajno$¢ usuwania obliczono w odniesieniu
do kontroli, korzystajgc z rownania 1.

4. Wyniki i dyskusja

Biologiczna eliminacja syntetycznych barwnikéw w oczyszczaniu $ciekdéw opiera si¢ na
zdolno$ciach wybranego organizmu do biosorpcji i biodegradacji. Oba szczepy grzybow
wykazaly optymalny wzrost w pozywce RM i zostaly skutecznie unieruchomione na obu
nosnikach, a optymalnie na gabce (70-100%). W wyniku wstgpnych eksperymentéw
stwierdzono, ze 7. versicolor i P. ostreatus skutecznie usuwaty strukturalnie zréznicowane
barwniki z réznych klas, takich jak barwniki azowe, trifenylometanowe i antrachinonowe, z
do$¢ wysoka wydajnoscig przy wyzszym obcigzeniu barwnikiem. 7. versicolor osiggnal
skutecznos$¢ usuwania barwnika na poziomie ~98%, 91%, 98%, 97%, 97%, a P. ostreatus
osiggngt skuteczno$¢ usuwania barwnika na poziomie ~88%, 57%, 92%, 84%, 97% przy
wyzszym obciazeniu barwnikiem (400 mg/l) odpowiednio dla bigkitu Evansa, czerwieni
Kongo, zieleni brylantowej, fioletu krystalicznego i remazolowego blekitu brylantowego R
[14].

4.1 Optymalizacja parametrow biodegradacji barwnikow i profilowanie enzymow

Oceniono wpltyw wytrzgsania hodowli grzybow, zrodla wegla, zrodla azotu i immobilizacji.
Przeprowadzono trojczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) w celu okreslenia optymalnych
warunkow odzywczych dla odbarwiania barwnikéw, oceniajac wpltyw zrodlta wegla, zrodta
azotu i gatunku grzyba na skuteczno$¢ usuwania barwnika. Wszystkie trzy czynniki mialy
statystycznie istotny wplyw. Najwigkszy wptyw miato zrédlo azotu (F = 226,64, p < 0,001), a
nastgpnie gatunek grzyba (F = 18,85, p < 0,001), podczas gdy zrodlo wegla miato mniejszy,
ale istotny statystycznie wptyw (F = 4,81, p = 0,0125). Stosunkowo niska wariancja wskazuje
na dobre dopasowanie modelu. Wzorce te odzwierciedlajg ustalong fizjologi¢ grzybow:
wystarczajgca ilos¢ azotu sprzyja metabolizmowi pierwotnemu, jednoczesnie hamujgc procesy
wtorne, takie jak modyfikacja ligniny 1 degradacja barwnikow. W przeciwienstwie do tego,
ograniczenie azotu przesuwa grzyby w kierunku metabolizmu wtérnego, znaczaco zwigkszajac
pozakomorkowg produkcj¢ enzymow oksydacyjnych, ktore rozktadaja zlozone zwigzki
aromatyczne [15,16]. Ogolnie rzecz biorge, rodzaj skladnikow odzyweczych — a w
szczegblnosci zrodto azotu — i dobor grzyboéw maja kluczowe znaczenie dla optymalizacji

procesu.

Do porownania $redniej wydajnosci odbarwiania barwnika w réznych warunkach, metodach
immobilizacji, sktadzie podtoza i typach biomasy grzybow zastosowano test post hoc Tukeya
(p <0,05) (Rysunek 2). W przypadku RBBR, T. versicolor (CB8) z biomasg immobilizowang



na gabce w standardowym podtozu (CB8/S2/RM) osiggnal najwyzsza dekoloryzacje (~98%),
Znaczaco przewyzszajac inne metody. Inne metody z wtkorzystaniem CB8 w standardowym
podtozu réwniez wykazaly wysoka wydajnosé (92-95%), podczas gdy podloza bogate w azot
skutkowaty najnizszym usunigciem. Immobilizacja generalnie zwigkszata usuwanie barwnika,
a wytrzasanie poprawiato wydajnos¢ P. ostreatus (BWPH). W przypadku blekitu Evansa
najwyzszg wydajnos$¢ uzyskano dla szczepu CB8 hodowanego w standardowym podlozu w
warunkach immobilizacji na gabce lub w warunkach wytrzasania (97,6-98,4%), ktore
stanowily najwyzsza grupe statystyczng. BWPH wykazalo umiarkowana skutecznosé
dekoloryzacji, natomiast pozywki bogate w glukoze, sacharoz¢ i azot znaczaco zmniejszyly
odbarwienic roztworow w przypadku obu grzybow. Podobnie, w przypadku fioletu
krystalicznego, immobilizowany CB8 w zwyklym podtozu stanowil optymalng modyfikacje,
tworzac wiodaca grupeg statystyczng. Wyniki te dodatkowo potwierdzajg ustalenic ANOVA,
ze zrodio azotu ma silniejszy wplyw na proces niz zrédlo wegla. BWPH osiagnal najwyzszy
poziom usunigcia barwy w warunkach wytrzasania lub immobilizacji w standardowym
podlozu, ale pozostal mniej skuteczny niz CB8. Ogdlnie rzecz biorgc, CB8 hodowany w
standardowym podlozu w warunkach immobilizacji lub wytrzasania byl konsekwentnie
identyfikowany jako statystycznie lepszy system do odbarwiania barwnikow RBBR, blekitu
Evansa 1 fioletu krystalicznego. Gdy te rodzaje biomasy zostaly uzyte do odbarwienia
trojsktadnikowej mieszaniny barwnikoéw w stosunku 1:1:1, 7. versicolor (CB8/SH i CB8/S2)
osiggnat ponad 70% odbarwienia. Wskazuje to na jego duzy potencjat w zakresie oczyszczania
mieszanin barwnikow z réznych klas, powszechnie spotykanych w rzeczywistych $ciekach.

Inni badacze rowniez podkreslili korzysSci plynace z immobilizowanych kultur, wykazujac, ze
grzyby bialej zgnilizny drewna unieruchomione na nosnikach, takich jak pianka poliuretanowa,
gabka loofa lub kulki alginianowe, wykazuja zwigkszong i bardziej stabilng produkcje¢
enzymOw, ochrong przed narazeniem na stres i toksycznymi metabolitami barwnikow,
tworzenie gestego biofilmu oraz lepszg degradacj¢ barwnika dzigki przediuzonej aktywnosci i
dodatkowej zdolnos$ci adsorpcyjnej [17,18].

Narazenie na RBBR, EB i CV wywolato wyrazng indukcje aktywnos$ci lakkazy zarowno u T.
versicolor (CB8), jak i P. ostreatus (BWPH), przy czym stopien produkcji enzymow roznit sig
w zaleznoS$ci od barwnika, gatunku grzyba i warunkéw wzrostu. Najwyzszg produkcj¢ enzymu
lakazy odnotowano dla CB8/S2 w warunkach dekoloryzacji RBBR (20 U/l). CB8/SH
charakteryzuje si¢ ogélnie wysoka produkcja MnP (~80 U/l). Produkcja LiP byla nizsza w
narazeniu na barwnik w poroéwnaniu z kontrolg bez barwnika. Podsumowujgc t¢ cze$é¢ badan,
przeprowadzono analizy statystyczne w celu okreslenia znaczenia kazdego enzymu oraz oceny
korelacji migdzy aktywnos$cia enzymu a obserwowanymi procentami odbarwienia w
warunkach statycznych, wstrzasanych i biomasy grzybowej unieruchomionej na gabce.
Korelacja Spearmana wykazala silna dodatnig korelacj¢ migdzy odbarwieniem RBBR a
aktywnoscig lakkazy i MnP (p = 0,771, p = 0,072), podczas gdy LiP wykazywal nieistotna
statystycznie korelacje (p = 0,086, p 0,872). Odkrycia te wskazujg, ze chociaz
zewnatrzkomorkowe enzymy ligninolityczne sg istotne dla utleniania barwnikow, sama
aktywno$¢ enzymu jest niewystarczajagca do wiarygodnego przewidywania skutecznosci
odbarwiania w zlozonych uktadach grzybowych. Ta zlozonos¢ podkresla potrzebe podejsc



systemowych, takich jak analizy transkryptomiczne i proteomiczne, w celu wyja$nienia
mechanizmow molekularnych lezgcych u podstaw odbarwiania barwnikow.
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Rysunek 2. Test grupowania post hoc Tukeya w celu wyboru optymalnych warunkéw
odbarwiania barwnika sposrod mieszania, rodzaju immobilizacji i zrodta skladnikow
odzywczych dla (a) blgkitu brylantowego Remazol R (b) bigkitu Evansa i (c¢) fioletu
krystalicznego przez T. versicolor (CB8) i P. ostreatus (BWPH)

4.2 Molekularne spojrzenie na mechanizmy degradacji barwnikow

W ninigjszym badaniu przeprowadzono sekwencjonowanie catego transkryptomu 7. versicolor
(szczep CB8) w celu identyfikacji genow o zréznicowanej ekspresji (DEG), a protcomike
metodg LC/MS w celu identyfikacji biatek o zroznicowanej ekspresji (DEP). Celem bylo
przeprowadzenie adnotacji genow (GO) i odkrycie wczesniej niescharakteryzowanych genéw
1 biatek potencjalnie zaangazowanych w dekoloryzacj¢ barwnikow przez grzyby powodujace
bialg zgnilizng. Ogdlnie rzecz biorac, analiza transkryptomiczna i proteomiczna wykazala, ze
wysoki odsetek genow i bialek ulegt zmniejszeniu, jak pokazano na rysunku 3.
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Rysunek 3. Roznicowa ekspresja (a) genow ((|fc|>=2) i surowa warto$¢ p testu
nbinomWaldTest <0,05) i (b) biatek (log2fc>0,3) pary poréwnawczej probek kontrolnych i
barwionych T. versicolor



Podczas szczegdtowych badan tych gendw i bialek ujawniono, ze wewnatrzkomorkowe szlaki
detoksykacji, obejmujace przede wszystkim monooksygenazy cytochromu P450,
oksydoreduktazy, dehydrogenazy, enzymy zalezne od glutationu oraz transportery blonowe,
wspolnie posrednicza w transformacji barwnika, detoksykacji i transporcie metabolitow.
Szlaki wewngtrzkomérkowe w duzym stopniu przyczyniaja si¢ do degradacji barwnika
[19,20]. Obnizenie ekspresji genéw podziatéw komorkowych i cytoszkieletu wskazuje na
supresj¢ wzrostu grzybni, ktora priorytetowo traktuje detoksykacje i tolerancje na stres [21].
Kilka genow i bialek o nieprzypisanych funkcjach moze przyczynia¢ si¢ do degradacji
barwnika. Przeprowadzono szczegélowe adnotacje gendéw oparte na funkcjonalnych
ortologach. Krotki przeglad danych dotyczacych roznicowej ekspresji genéw podczas
degradacji barwnika RBBR przez T. versicolor przedstawiono w Tabeli 2:

Tabela 2. Ontologia genéw dla DEGs podczas degradacji barwnika RBBR przez T. versicolor
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4.3 Redukcja toksycznosci i bezpieczenstwo srodowiskowe

Testy zootoksycznosci z uzyciem Daphnia magna wykazaly, ze czyste barwniki RBBR, EB i
CV zostaty sklasyfikowane do klasy IV po 48-godzinnej ekspozycji, ktéra po bioremediacji
przez T. versicolor i P. ostreatus zmalata do klasy III. Testy fitotoksycznosci z uzyciem
Spirodela polyrhiza wykazaly, ze czyste barwniki RBBR, EB i CV zostaly sklasyfikowane
odpowiednio jako IV, Il i IV, a ich toksycznos¢ zostata zredukowana do klas II1, II i II po
zastosowaniu P. ostreatus. Procesy z uzyciem grzybow zmniejszyly zatem toksycznos¢,
potwierdzajac ekotoksykologiczne bezpieczenistwo oczyszczonych sciekow [22].

4.4 Optymalizacja parametréw biosorpcji barwnika

Aspekt biosorpeji w niniejszym badaniu wykazal, ze zywa biomasa grzybéw unieruchomiona
na gabce zapewnia szybkie, wydajne i1 wielokrotnego uzytku usuwanie barwnika, szczegolnie
w przypadku barwnikow trifenylometanowych (zieleni brylantowej i fioletu krystalicznego),
znacznie przewyzszajgc tradycyjne immobilizowane biosorbenty. Maksymalna sorpcja w 6 h
wynosita 379,4 mg/g dla BG 1 48,9 mg/g dla CV przy stgzeniu 400 mg/l. Nasz biosorbent miat
znacznie wyzsza skuteczno$¢ niz wczesniej zglaszane sorbenty biologiczne lub
fizykochemiczne metody do usuwania barwnika BG. Wykazuje rowniez wyzszg wydajnos$c¢ i
szybsze wchianianie niz wczesniejsze sorbenty grzybowe. Dla pordéwnania, Phanerochaete
chrysosporium unieruchomiony na gabce luffy osiagnal 101,06 mg/g dla remazolowego
blekitu brylantowego R [23], podczas gdy suszony Sarocladium sp. osiagneto soprcje 58,48
mg/g dla barwnika czern remazolowa [24]. Tabela 3 podsumowuje zdolno$ci biosorpcyjne
opracowanych biosorbentéw zardwno w stanie zywej, jak i martwej biomasy. Badania nad
optymalizacja procesu sorpcji wykazaly, ze usuwanie BG jest najwyzsze w temperaturze
20,85-32,17°C, pH 3,4-6, a sorpcja CV jest najskuteczniejsza w temperaturze 30°C, pH 6,5—
7,5; dane badan sorpceyji pasuja do zalozonego modelu (p < 0,05). Peletki grzybowe wykazaty
rowniez potencjal ponownego wykorzystania bez dodatkowej obrobki.



Tabela 3. Zdolnos¢ biosorpcji wariantow 7. versicolor i P. ostreatus dla BG 1 CV w hodowli
wsadowej (warunki: CO = 200 mg/l, dawka biomasy unieruchomionej bez nosnika = 0,5 g
mokrej/10 ml, dawka biomasy unieruchomionej na gabce = 1 sztuka/10 ml, rodzaj biomasy =
zywa/autoklawowana-martwa, T = 22,5 °C, t = 6 godz.)

Roilzs Sorpeja idlen  DOTPSiR floletu

e biomasy brylantowej (%) krystz(l‘!;c)znego
0
Trametes versicolor (CB8-BS) zZywa 14.2 15.6
immobilizowany Trametes . —— -
versicolor (CB8/52-BS) She 0.3 43
immobilizowany Trametes  autoklawowana 48.4 *H* 22.8 *
versicolor (CB8/S2-BS-A) - martwa ’ ’
Pleurotus ostreatus (BWPH-BS) Zywa 239 12.1
immobilizowany Pleurotus . ¥ %
ostreatus (BWPH/S2-BS) Eal 81.7 39.3
Immobilizowany Pleurotus  autoklawowana 30.3- 18.9"
ostreatus (BWPH/S2-BS-A) - martwa ' '
bez biomasy e ;
gabka (S2) grybicwe 499 6.5

(Uwaga: **** p < (0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, -p = 0,05 dla testu t w
porownaniu z samoistnie unieruchomiong biomasa).

4.5 Wydajnos¢ bioreaktora i implikacje praktyczne

Poprzednie badania laboratoryjne wykazaty, ze immobilizowany bez nos$nika i
unieruchomiony na ggbce 7. versicolor (CB8/SH i CB8/S2) osiggnal szybka i wysoka
dekoloryzacjec RBBR w zoptymalizowanych warunkach; dlatego te biomasy wybrano do
eksperymentow w bioreaktorach. Wydajnos¢ dekoloryzacji oceniano w czterech kolejnych
cyklach dodawania barwnika (125 mg/l na cykl), aby oceni¢ stabilno$¢ operacyjng w
poréwnaniu z kontrolami abiotycznymi. Kontrola abiotyczna zawierajgca jedynie fragmenty
gabek wykazala znikomg redukcj¢ barwy (2,4-8,2%), co potwierdza minimalng adsorpcje
fizyczna i konieczno$¢ zastosowania aktywnej enzymatycznie grzybni (rysunek 4). Oba
reaktory grzybowe wykazaty wysoka dekoloryzacj¢ juz w pierwszym cyklu, przy czym w
CB8/SH i CB8/S2 usuni¢to odpowiednio 95,3% i 96,0% barwnika w ciggu 48 godzin. W ciagu
czterech cykli utrzymano 75-80% wydajnosci dekoloryzacji. Ogolnie rzecz biorac, T.
versicolor utrzymywat skuteczng dekoloryzacj¢ w réznych cyklach, a immobilizacja na gabce
zapewniala porownywalng lub lepsza wydajnos¢, szczegolnie na wezesnym etapie eksploatacji
reaktorow. Wyniki badan laboratoryjnych z powodzeniem przetozono na skalg bioreaktorows,
co wskazuje na wykonalnos¢ kompaktowych, zdecentralizowanych systemow oczyszczania.
Wyniki badan stanowig podstawe do opracowania niestandardowych systemow opartych na
grzybach, dostosowanych do konkretnych rodzajow barwnikow i charakterystyki Sciekow.
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5. Wnioski

Niniejsze badania w ramach rozprawy doktorskiej jednoznacznie dowodza, ze grzyby
powodujace bialg zgnilizne drewna, a w szczego6lnosci Trametes versicolor (CB8), sa wysoce
skutecznymi, bezpiecznymi sSrodowiskowo i skalowalnymi sposobami biologicznego
oczyszczania Sciekow zanieczyszezonych barwnikami syntetycznymi. Dzigki systematycznej
optymalizacji parametrow fizykochemicznych, immobilizacji biomasy na ekonomicznych
no$nikach ggbkowych oraz walidacji zarobwno w skali laboratoryjnej, jak i bioreaktorowej,
badanie wykazaly wysoka i stabilng skuteczno$¢ usuwania w obrgbie strukturalnie
zroznicowanych klas barwnikéw, nawet przy wysokich stgzeniach barwnika i w ich
mieszaninach. Badania te pozwolity stwierdzi¢, Zze usuwanie barwnikéw jest regulowane przez
synergistyczne wspoldzialanie szybkiej biosorpcji, zewnatrzkomoérkowej aktywnosci
enzymow ligninolitycznych oraz — co szczegélnie istotne — wewnatrzkomdorkowych szlakow
detoksykacji, co zostalo wyjasnione w zintegrowanych analizach transkryptomowych i
proteomicznych, ktore podkre$lajg kluczowa rolg metabolizmu zaleznego od cytochromu
P450, enzymow redoks i mechanizmow transportu. Oceny ekotoksykologiczne potwierdzily
ponadto, ze oczyszczanie z wykorzystaniem grzybow znaczaco zmniejsza toksycznosc,
zapewniajac bezpieczenstwo $rodowiskowe oczyszczonych s$ciekow. Podsumowujgc,
niniejsza praca rozwija wiedze o mechanizmach degradacji barwnikéw z wykorzystaniem
grzybow, tworzy solidne ramy do projektowania dostosowanych, zdecentralizowanych
bioreaktorow grzybowych i pozycjonuje wykorzystanie T. versicolor jako biotechnologicznie
wykonalne rozwigzanie dla zrbwnowazonego zarzadzania $ciekami, bezpo$rednio wspierajgc
Cele 6, 12 i 14 Zréwnowazonego Rozwoju Organizacji Narodéw Zjednoczonych.

6. Perspektywy przyszlych badan

Wyniki niniejszego badania wskazujg na jasne kierunki przysztych badan procesow z
wykorzystaniem grzybow do usuwania barwnikow w praktyce przemystowej, w tym rozwoj
cigglych, modutowych systeméw bioreaktorow z immobilizowana biomasg grzybow bialej
zgnilizny drewna, walidacj¢ z wykorzystaniem rzeczywistych $ciekéw przemystowych oraz
integracje z istniejgcymi technologiami oczyszczania w celu zwigkszenia wydajnosci i
zrbwnowazonego rozwoju. badania mechanizméw oparte na analizie omnicznej pozwolily
wysnu¢ wnioski stanowigce solidng podstawg do ukierunkowanej poprawy szczepOw poprzez
inzynieri¢ metaboliczng i genetyczng — takg jak wzmocnienie detoksykacji zaleznej od
cytochromu P450, aktywnos$ci oksydoreduktazy i funkcji transporterow — w celu stworzenia
specyficznych dla barwnikow lub ,projektowanych” systemoéw grzybowych o zwigkszonej
tolerancji i zdoInosci do degradacji. Uzupetniajace oceny cyklu zycia (LCA), dlugoterminowe
oceny ekotoksykologiczne oraz badania nad ponownym wykorzystaniem i waloryzacjg
biomasy bedg niezbedne do potwierdzenia bezpieczenstwa srodowiskowego i potencjatu w
wykorzystaniu procesow w biogospodarce o obiegu zamknigtym. Lgcznie te postgpy w
inzynierii bioreaktorow, optymalizacji wykorzystania szczepéw 1 ocenie wplywu na
zréwnowazony rozwdj oferuja spojna $ciezke do opracowania solidnych, skalowalnych i
przyjaznych dla $rodowiska rozwigzan problemu zanieczyszczenia przemystowego
barwnikami z wykorzystaniem grzybow biatej zgnilizny.
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