Determination of the mechanism and optimization of the conditions of the process of
removing colored aromatic compounds by selected Basidiomycota

STRESZCZENIE

Barwniki syntetyczne stanowig powazne zagrozenie dla srodowiska i zdrowia publicznego ze
wzgledu na ich szerokie zastosowanie przemystowe, stabilno$¢ chemiczna oraz toksyczny
wplyw na ekosystemy wodne i zdrowie ludzi. Okoto 100 000 ton barwnikéw jest uwalnianych
rocznie przez przemysly intensywnie wykorzystujace barwniki, a w wielu krajach, o niskich i
srednich dochodach, nawet 80% s$ciekow zawierajacych barwniki jest odprowadzanych bez
oczyszczania. Konwencjonalne fizykochemiczne metody oczyszczania sa czesto kosztowne,
energochlonne i generuja wtérne zanieczyszczenia. Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy
grzybow biatej zgnilizny drewna jako zrownowazonej biologicznie alternatywe dla
oczyszczania Sciekow zanieczyszczonych barwnikami syntetycznymi, ze szczegdélnym
naciskiem na zrozumienie mechanizmow, optymalizacje procesow i redukejg ekotoksycznosci.

Odbarwianie barwnikow reprezentujacych trzy gitéwne klasy strukturalne - azowe (blekit
Evansa (EB), czerwien Kongo (CR)), trifenylometanowe (zielen brylantowa (BG), fiolet
krystaliczny (CV)) i antrachinonowe (blekit brylantowy Remazol R (RBBR)) - oceniano przy
zastosowaniu Trametes versicolor (CB8) i Pleurotus ostreatus (BWPH). Usuwanie barwnikow
nastgpowato poprzez mechanizmy biodegradacji i biosorpcji. Optymalizacja parametrow
operacyjnych (pH, temperatura, mieszanie, st¢zenie barwnika, zrodta wegla i azotu, noénik do
immobilizacji i rodzaj biomasy) wykazata, ze immobilizowany na gabce 7. versicolor
hodowany w standardowym podtozu (CB8/S2) osiagnatl najwyzsza wydajno$é odbarwiania
(~96%) dla RBBR, bigkitu Evansa i fioletu krystalicznego, a nastepnie 7. versicolor w
warunkach wytrzasania (~90%). P. ostreatus wykazal umiarkowang wydajnosé (82-90%) w
poréwnywalnych warunkach. Analiza ANOVA potwierdzila, ze gatunek grzyba, zrédlo wegla
i zrédlo azotu istotnie wplywaly na odbarwianie (p < 0,05), przy czym zrodlo azotu
wykazywato wysoce istotny wplyw (F = 226,64, p < 0,001). Badania ekotoksykologiczne z
uzyciem Daphnia magna i Spirodela polyrhiza wykazaly istotng redukcje toksycznosci w
oczyszczonych Sciekach (od klasy IV do 1II wedilug Persoone dla barwnika RBBR przez oba
szczepy grzybow). Dlatego tez probki poddane dodatkowej obrobee sa bezpieczniejsze dla
srodowiska niz czysty barwnik. CB8/S2 wykazat najwyzszg aktywnosé lakazy (20 U/I) po 96
godzinach inkubacji z RBBR. Analiza korelacji Spearmana wykazala silne, ale statystycznie
nieistotne korelacje migdzy aktywnoscig lakazy a dekoloryzacja RBBR (p = 0,771, p=0,072)
oraz migdzy aktywnoscig MnP a dekoloryzacjg (p = 0,771, p = 0,072), podczas gdy aktywnosé
LiP wykazata nieistotng korelacj¢ (p = 0,086, p = 0,872), co wskazuje, ze sama aktywno$é
enzymow zewngtrzkomorkowych nie wyjasnia w petni skutecznosci usuwania barwnika.

Pomimo szeroko zakrojonych badan nad dekoloryzacjg barwnikéw grzybowych, mechanizmy
molekularne lezgce u podstaw specyficznej dla barwnikow adaptacji metabolicznej grzybow
bialej zgnilizny drewna pozostajg stabo poznane, szczegodlnie na poziomie biologii systemow.
W niniejszym badaniu wykorzystano zintegrowane analizy transkryptomowe i proteomiczne
w celu wyjasnienia zmian odpowiedzi komorkowej T. versicolor podczas biodegradacji



strukturalnie odmiennych barwnikow, RBBR i EB. Analiza transkryptomiczna ujawnita
rozlegla zréznicowang odpowiedz ekspresji gendw, z roznicg ekspresji genow wynoszaca 1106
i 1830 (|fc| = 2, p < 0,05) u T. versicolor odpowiednio podczas degradacji RBBR i bigkitu
Evansa. Wsrod genow o podwyzszonej ekspresji znalazly si¢ monooksygenazy cytochromu
P450, oksydoreduktazy zalezne od NAD(P)H, ketoreduktazy i dehydrogenazy aldehydowe, a
takze geny zwigzane z transportem. Jednoczesne obnizenie ekspresji genow zaangazowanych
w progresj¢ cyklu komorkowego, organizacj¢ cytoszkieletu i replikacje DNA wskazalo na
zahamowanie wzrostu pod wplywem stresu barwnikowego. Analiza proteomiczna
potwierdzita trendy transkryptomiczne, ujawniajac  specyficzne dla  barwnika
przeprogramowanie metaboliczne, konserwatywne reakcje w odpowiedzi na stres z udzialem
transporterow P450 i ABC oraz zwigkszong zalezno$¢ od peroksydaz podczas degradacji
RBBR. Lacznie takie multiomiczne podej$cie dostarcza nowych spostrzezen na temat
biodegradacji barwnikow z udzialem grzybow, wykazujac, ze usuwanic barwnikéw przez
grzyby powodujace biatg zgnilizng drewna wiaze si¢ ze ztozonymi wewnatrzkomoérkowymi
zmianami regulacyjnymi, ktére dotychczas nie zostaty scharakteryzowane na tak glebokim
poziomie.

Badania biosorpcji wykazaly, Zze Zywa biomasa w postaci biosorbentow immobilizowanych na
gabce (CB8/S2-BS) charakteryzowata si¢ lepsza wydajnoscig w przypadku barwnikow
trifenylometanowych. CB8/S2-BS osiagnat maksymalna zdolno$¢ sorpcyjng wynoszaca 379.4
mg/g dla BG i 48,9 mg/g dla CV przy stezeniu 400 mg/l, usuwajac do 90,3% i 43,9%
barwnikow w ciggu 6 godzin, co jest wynikiem 3-5 razy lepszym niz w przypadku
biosorbentow immobilizowanych bez sztucznego nosnika. Analiza FT-IR potwierdzila, ze
dominujgcymi mechanizmami s3 powstajace wigzania wodorowe 1 oddziatywania
elektrostatyczne, a biosorbenty mozna skutecznie ponownie wykorzysta¢ bez koniecznosci
dodatkowego oczyszczania. Badania w skali bioreaktora potwierdzily wykonalno$é
operacyjna, obnizone koszty i wysokg wydajnos¢ oczyszczania w zoptymalizowanych
warunkach.

Badania te dostarczajg zintegrowanej wiedzy na temat mechanizmu eliminacji barwnikow z
udzialem grzyboéw, skutecznie taczac wyniki badan prowadzonych w skali laboratoryjnej z
mozliwo$ciami zastosowania przemystowego. Co wazne, prace te ustanawiaja skalowalne
ramy dla wigczenia grzybow biatej zgnilizny do infrastruktury oczyszczania $ciekow,
jednoczesnie pogiebiajac wiedz¢ na temat detoksykacji wewnatrzkomoérkowej 1 procesow
zaleznych od transporteréw, wykraczajacych poza tradycyjne modele zewnatrzkomorkowe,
skoncentrowane na enzymach. Wyniki moga wspiera¢ rozwdj dostosowanych,
zdecentralizowanych systemow bioreaktorow grzybowych, zoptymalizowanych pod katem
okre$lonych klas barwnikéw i przyczyniajg si¢ bezposrednio do osiggnigcia Celow
Zrownowazonego Rozwoju ONZ (SDGs 6, 121 14).
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