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Microbial elimination of toxic industrial dyes

Abstract: Many industrial dyes are commonly present in wastewater and, due to its toxicity, mutagenicity and carcinogenicity, can cause
serious pollution of the aquatic environment. So far, a number of strategies has been developed for dye elimination from wastewater,
however, the most promising method seems to be bioremediation involving various microorganisms such as bacteria, fungi and
microscopic algae. This article presents the latest research on microbial decolourisation of synthetic dye. Microorganisms capable for
decolourisation, mechanisms involved in the bioremoval of dyes and analytical tools applied in process characterization have been
summarised. In addition, this review discusses genetic manipulation of microorganisms and enzymes used for dye decolourisation.
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1. Wprowadzenie

Do polowy XIX wieku zwiazki uzywane przez
czlowieka do barwienia tkanin, skor czy przedmiotow
codziennego uzytku otrzymywano wylgcznie z natu-
ralnych Zrédel nieorganicznych i organicznych np.
hematytu, sadzy, liSci, kwiatow i krwi zwierzat. Dopiero
w XIX wieku opracowano metody otrzymywania barw-
nikéw syntetycznych na skale przemystowa. Pionierem
w tej dziedzinie byl 18-letni student Wiliam Henry
Perkin, ktéry na drodze nieudanej proby syntezy chi-
niny uzyskal niebieska substancje¢, opatentowana poz-
niej jako purpura anilinowa. Od tej pory do produk-
cji przemystowej wprowadzono ok. 10000 réznych
syntetycznych srodkéw barwigcych, ktére catkowicie
wyparly barwniki pochodzenia naturalnego [72].

2. Barwniki syntetyczne - budowa, podzial
i zastosowanie

Z technologicznego punktu widzenia barwnikami
nazywamy zwiazki chemiczne, ktére po zetknieciu sie
z materiatami takimi jak np. wiékna naturalne i sztuczne,
papier czy tworzywa syntetyczne, wigza si¢ z nimi

w sposdb trwaly nadajac im odpowiednie zabarwie-
nie. Pod wzgledem chemicznym barwniki to zwigzki,
ktére posiadaja zdolnos¢ do wybidrczego pochlania-
nia promieniowania elektromagnetycznego w zakre-
sie widzialnym, czyli dla fal o dlugosci 400-700 nm.
Pochlanianie promieniowania widzialnej czesci widma
jest mozliwe dzieki obecnosci w czasteczce barwnika
jonow, atomow lub ugrupowan chemicznych, w ktérych
pod wplywem $wiatla nastepuje przejscie elektronu ze
stanu podstawowego w stan wzbudzony. Ugrupowanie
takie nazywamy chromoforem (z tac. chroma-barwa,
foros-niosacy) i najczesciej wystepuje ono w postaci
wigzania -C=C~, -C=N-, -C=0-, -N=N-, -NO,
lub pierscienia chininowego. Drugg niezwykle istotna
strukturg jest auksochrom - elektrodonorowe ugru-
powane atomoéw powodujace intensyfikacje barwy.
Do auksochroméw nalezg m.in. ugrupowania -NH,,
-COOH, -SO,H, -OH [68].

Pod wzgledem struktury chemicznej oraz rodzaju
obecnego w czasteczce barwnika chromoforu wyréz-
nia si¢ ok. 20-30 klas barwnikéw [75]. Najwazniejsze
sposrod nich to barwniki azowe (mono-, di-, tri-, polia-
zowe), trojfenylometanowe, antrachinonowe, nitrowe,
nitrozowe, ftaleinowe, indygoidowe i inne. Inna kla-
syfikacja opiera si¢ na stosowanej metodzie barwienia
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oraz rodzaju sil odpowiadajacych za wigzanie barw-
nika z substratem. W proces ten zaangazowane moga
by¢ rézne typy oddzialywan chemicznych, do ktérych
najczesciej nalezg sity Van der Waalsa, wigzania wodo-
rowe, jonowe lub kowalencyjne [19].

Barwniki najpowszechniej uzywane sa w przemysle
tekstylnym, papierniczym, kosmetycznym, podczas
produkcji farb, lakieréw i tworzyw syntetycznych. Sto-
suje sie je rowniez do kontroli skutecznosci procesow
oczyszczania $ciekow, w celu okreslenia powierzchni
wlasciwej osadu czynnego i monitorowania stanu wod
gruntowych. Wiele z tych zwigzkéw znalazto zastoso-
wanie w naukach biologicznych i medycynie, a te nie-
toksyczne uzywane sg takze w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym [58].

3. Barwniki a Srodowisko

Barwniki syntetyczne dostajac sie do srodowiska
naturalnego w postaci $ciekéw przemystowych sta-
nowig powazne zagrozenie dla czlowieka i innych
organizmoéw zywych. Z uwagi na duzg skale produkcji
oraz nieskuteczno$¢ proceséw technologicznych do
srodowiska moze przedostawac nawet do 50% uzytego
barwnika, przy czym stezenie takiego zwigzku w $cieku
siega¢ moze nawet 300 mg/ml [41]. Obecnos¢ barw-
nika nadaje wodzie zabarwienie, a to skutkuje ograni-
czeniem fotosyntezy, prowadzi do eutrofizacji, zakloca
prawidtowy obieg pierwiastkéw biogennych oraz bez-
posrednio lub posrednio niekorzystnie oddzialuje na
wszystkie poziomy fancucha troficznego [31, 62]. Barw-
niki obnizajg takze efektywnos$¢ oczyszczania sciekow
metodami biologicznymi poprzez hamowanie wzrostu
i aktywnosci enzymatycznej mikroorganizmoéw, a takze
ograniczenie bioréznorodnosci drobnoustrojéw wcho-
dzacych w sklad ktaczkéow osadu czynnego i bfony bio-
logicznej zt6z zraszanych.

Toksyczne dziatanie barwnikéw syntetycznych wy-
nika z faktu, ze wiele z tych zwigzkow to ksenobiotyki
o zlozonej strukturze, odznaczajace si¢ wysoka stabil-
noscia oraz opornoscig na rozklad chemiczny, fotoli-
tyczny i biologiczny. Bardzo czgsto ich obecnos¢ moze
wywotac u organizmoéw zywych efekt toksyczny, muta-
genny i/lub kancerogenny [78]. Przykladem jest zielen
malachitowa (barwnik z grupy tréjfenylometanowych),
dla ktorej udowodnione szkodliwe dziatanie obejmuje
m.in. uszkodzenie chromosomodw, zaburzenie dziatania
enzymow oddechowych oraz niekorzystny wplyw na
funkcjonowanie watroby, nerek czy ukltadu rozrodczego
[74]. Ponadto, jak wykazal Cha i wsp. [12] barwnik ten
moze réwniez powodowal powstawanie nowotworow.

Liczne doniesienia dotyczace szkodliwego dziata-
nia barwnikéw na $rodowisko naturalne doprowadzity
do utworzenia stowarzyszenia ETAD (Ecological and
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Toxicological Association of Dyes and Pigments Manu-
facturers) zajmujacego sie klasyfikacja barwnikow nie-
bezpiecznych, sporzadzaniem wytycznych ich uzycia
oraz popularyzacjg wérdd producentéw danych o tok-
sycznosci barwnikéw [61]. Sposrod 4 000 barwnikow
przetestowanych przez ETAD ponad 90% wykazywalo
warto$¢ LC, ,, wigkszg niz 2x 10° mg/kg masy ciata.
Najbardziej toksyczne okazaly sie by¢ zwiazki z grupy
zasadowych i dwuazowych barwnikéw bezposrednich.

4. Metody usuwania barwnikow syntetycznych
ze Sciekow

Duza réznorodnos¢ barwnikéw stosowanych w prze-
mysle sprawia, ze brak jest jednej, uniwersalnej metody
usuwania tych zwigzkow ze $ciekow i zanieczyszczo-
nych akwenéw wodnych [69, 79]. Wyréznia si¢ trzy
podstawowe metody eliminacji barwnikow syntetycz-
nych: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Jednak naj-
czedciej stosowane sg technologie bedace kombinacja
wymienionych metod, a ich wybér zalezy czynnikéw
takich jak rodzaj oraz stezenie barwnika, sktad che-
miczny $cieku, obecno$¢ dodatkowych zanieczyszczen
czy planowane koszty procesu [38, 61].

4.1. Metody chemiczne i fizyczne

Fizyczne metody eliminacji barwnikow ze $ciekdw
przemystowych opieraja si¢ na zjawiskach takich jak:
filtracja. membranowa, flokulacja, sedymentacja czy
adsorpcja. Ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ elimina-
cji zwiazkow zaliczanych do réznych klas oraz niskie
koszty procesu jedna z najbardziej powszechnych
metod dekoloryzacji jest adsorpcja [66, 79]. Polega
ona na wigzaniu rozpuszczalnych badz zawiesino-
wych zanieczyszczen przez stala matryce i przebiega
na skutek oddzialywan elektrostatycznych, wymiany
jonowej, dzialania sil van der Waalsa lub reakcji kom-
pleksowania. Efektywno$¢ procesu moze by¢ z powo-
dzeniem zwigkszana po optymalizacji warunkow takich
jak: temperatura, pH, czas kontaktu czy rodzaj adsor-
bentu. Najbardziej popularnym sorbentem jest wegiel
aktywowany, jednak ze wzgledu na wysoki koszt jego
uzycia i regeneracji trwaja badania m.in. nad wykorzy-
staniem w adsorpcji odpadow takich jak: torf, wiory
drzewne, popioly lotne, makuch rzepakowy, pestki
i skorki owocow, biomasa bakteryjna i grzybowa [8, 32,
34, 61]. Pomimo swej wysokiej skutecznosci, adsorpcja
barwnikéw syntetycznych ze $ciekow przemystowych,
posiada réwniez pewne ograniczenia. Najpowazniej-
sza wada jest fakt, ze adsorpcja prowadzi wylacznie do
skoncentrowania czasteczek barwnika na powierzchni
sorbentu bez zmiany ich struktury chemicznej, a tym
samym obnizenia toksycznosci [73].
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Ze wzgledu na prostote uzycia, sposrod chemicz-
nych metod eliminacji barwnikéw syntetycznych ze
sciekéw, na uwage zastuguja gtéwnie reakcje utlenia-
nia. Czynnikiem utleniajgcym najczgsciej jest nadtle-
nek wodoru, ktory ze wzgledu na swoje wlasciwosci
wymaga uprzedniej aktywacji (jako aktywator nad-
tlenku wodoru uzywany jest zazwyczaj odczynnik
Fentona). Reakcja Fentona pozwala prowadzi¢ réwno-
legle proces utleniania i koagulacji $ciekow, co znacznie
zwieksza efektywnos¢ oczyszczania. Jednak ze wzgledu
na powstawanie duzych ilosci osaddw, zawierajacych
zatezone barwniki i zelazo w formie koloidu wodo-
rotlenku zelazowego (III), uzycie tej metody jest nie-
znaczne. Nadtlenek wodoru moze by¢ takze aktywo-
wany na drodze ozonowania. Powaznymi barierami
ozonowania jest jednak krotki czas poéttrwania ozonu
w wodzie oraz koszty procesu. O wiele bardziej ekono-
miczng i réwnie efektywna metode eliminacji barwni-
kow (gtéwnie azowych), stanowi utlenianie z uzyciem
chloru gazowego lub podchlorynu sodu, jednak uwal-
nianie toksycznych i kancerogennych zwiazkéw spra-
wia, ze metoda ta stosowana jest coraz rzadziej. Naj-
wieksza przewaga metod chemicznych nad fizycznymi
jest fakt, ze czasteczki barwnikow przeksztalcane sa do
nietoksycznych pochodnych. Jednak ze wzgledu wyso-
kie koszty procesu, ich uzycie na skale przemystowg jest
mato optacalne [61].

4.2. Biologiczne metody usuwania barwnikow

Wysokie koszty, niska efektywnos¢ procesu, powsta-
wania toksycznych produktéow ubocznych sprawity, ze
podjeto préby usuwania barwnikéw z wykorzysta-
niem proceséw zachodzacych przy udziale réznych
grup organizmoéw zywych [9, 21]. Jedng z najbardziej
obiecujacych i intensywnie rozwijanych technologii jest
bioremediacja wykorzystujaca do oczyszczania srodo-
wiska gléwnie potencjal metaboliczny drobnoustro-

jow. Metody mikrobiologicznej eliminacji barwnikéow
opierajg si¢ na trzech gtéwnych procesach: biosorpcji,
bioakumulacji i biodegradacji lub kombinacji tych
mechanizméw (rys. 1). Biosorpcja jest niezaleznym
do metabolizmu procesem wigzania zanieczyszczen
przez martwe lub zywe komorki mikroorganizméw.
Bioakumulacja polega na pobieraniu polutanta do
wnetrza zywej komorki i jego akumulacji w obrebie
cytoplazmy. Biodegradacja z kolei obejmuje prze-
ksztalcanie polutanta z wykorzystaniem zewnatrz- lub
wewnatrzkomorkowych enzymodw [19].

4.2.1. Biosorpcja

Biosorpcja jest selektywnym, wydajnym i uniwersal-
nym procesem, w ktorym czgsteczki barwnikéw przyla-
czane s3 do powierzchni $ciany komodrkowej w sposdb
bierny, niezalezny od metabolizmu. Za wigzanie czaste-
czek barwnikow sg odpowiedzialne grupy aminowe, tio-
lowe, karboksylowe i fosforowe obecne na powierzchni
komorek bakteryjnych i grzybowych. Biosorpcja nie
wymaga wysokich nakladéw inwestycyjnych, bo mate-
rial biologiczny wiazacy barwniki syntetyczne jest czesto
tani i moze pochodzi¢ z przemystowej hodowli biomasy
lub stanowi¢ produkt odpadowy lub uboczny. Zwigzane
z sorbentem barwniki mogg by¢ ponadto odzyskane na
drodze desorpcji, a biosorbent po uprzedniej regeneracji
wykorzystany w kolejnym cyklu usuwania zanieczysz-
czen (38, 82]. Do biosorpcji réznych grup barwnikow
wykorzystywane sg liczne gatunki zaréwno bakterii,
grzybow jak i mikroskopowych glondw.

Jasinska i wsp. [33] wykorzystali martwg biomase
grzyba Penicillium pinophilum IM 6480 do wigza-
nia zieleni malachitowej z roztworéw wodnych. Juz
w 30 minucie procesu udalo si¢ uzyska¢ niemal catko-
witg eliminacj¢ barwnika. Co wiecej biomasa grzybowa
efektywnie wigzata barwnik takze z roztworéw zawie-
rajacych inne barwniki lub metale ciezkie.

Biosorpcja

Biodegradacja

Bioakumulacja

e Proces pasywny

e Zywa lub martwa
biomasa

e Barwnik zwigzany
z powierzchnig komorki

e Proces odwracalny

e Substancje odzywcze
nie sg wymagane

e Metoda szybka

e Metoda niezalezna
od metabolizmu

e Proces aktywny
e Zywa biomasa

e Barwnik degradowany
przez enzymy

e Proces nieodwracalny

e Substancje odzywcze
sg wymagane

e Metoda wolna

e Metoda zalezna
od metabolizmu

e Proces aktywny
e Zywa biomasa

e Barwnik zwigzany
z powierzchnig komorki

e Proces cze$ciowo
odwracalny

e Substancje odzywcze
sg wymagane

e Metoda wolna

e Metoda zalezna
od metabolizmu

Rys. 1. Poréwnanie mechanizméw mikrobiologicznej eliminacji barwnikéw
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Tabela I
Przyklady drozdzy zdolnych do bioakumulacji barwnikéw
Mikroorganizm Barwnik (wg Colour Index) Dekoloryzacja [%] | Zrédto
Candida utilis Remazol Turquoise Blue G 50 mgl™* 59,2 [28]
Pichia fermentans Basic Violet 3 10 mgl™ 69,8 [17]
Rhodotorula glutinis Reactive Red 11 20 mgl™! 72,5 [65]
Rhodotorula mucilaginosa | Remazol Blue 50 mgl™ 96,0 [23]
Saccharomyces cerevisiae | Remazol Black B 400 mg'~ 1 62,0 [2]
Saccharomyces cerevisiae | Basic Yellow 2 40 mgl™! 93,0 [40]

Nalezy jednak pamigta¢, ze biosorpcja barwnikow
nie rozwigzuje problemu obecnosci tych zanieczysz-
czen w $rodowisku, poniewaz toksyczne zwigzki nie s3
rozkladane, a tylko wigzane przy uzyciu biosorbentu.
Dlatego zastosowanie zywej biomasy, ktora wigze barw-
niki wewnatrz komorek na drodze akumulacji, wydaje
sie by¢ metoda korzystniejsza, niz biosorpcja. W przy-
padku zywej biomasy biosorpcja stanowi z reguly
poczatkowy etap eliminacji barwnika. Mou i wsp. [50]
zaobserwowali, ze zywa biomasa Myrothecium verruca-
ria w ciggu pierwszych 10 godzin reakeji wiaze ponad
50% barwnika, ktéry nastepnie ulega stopniowej bio-
degradacji Przystas i wsp. [55] wykazali, ze eliminacja
blekitu Evansa i zieleni brylantowej przebiega szybciej
iz wieksza wydajnoscig w ukladach zawierajacych zywa
biomase grzybowg lub bakteryjna. Co wiecej obserwuje
sie wowczas istotny spadek toksyczno$ci barwnika.

Naturalne wlasciwosci sorpcyjne biomasy grzybowej
lub bakteryjnej moga by¢ zwiekszone poprzez mody-
fikacje chemiczne i/lub fizyczne ich powierzchni. Na
przyklad w badaniach z wykorzystaniem Pseudomonas
sp. DY1 wykazano, ze poddana obrébce termicznej bio-
masa wigze barwnik azowy Acid Black 172 z wydajnos-
cig 150 razy wigksza, niz zywe, nie poddawane obrébce
termicznej komorki [20]. Oprdécz obrobki termicznej
biosorbent mozna modyfikowa¢ poddajac go liofili-
zacji, ucieraniu, a takze traktujac roztworami kwasow,
zasad lub rozpuszczalnikoéw organicznych [4, 25].

4.2.2. Bioakumulacja

Bioakumulacja polega na wigzaniu barwnika do
$ciany komdrkowej, a nastepnie jego akumulacji obre-
bie cytoplazmy [16, 84]. Jest to bardzo ztozony, zalezny
od wielu czynnikéw (takich jak skfad podtoza, pH, tem-
peratura i obecno$¢ innych zanieczyszczen) proces [40].
W przeciwienstwie do biosorpcji, bioakumulacja nie
wymaga oddzielania biomasy od podfoza wzrostowego,
jej suszenia, przetwarzania i przechowywania. Jednak
proces bioakumulacji wigze si¢ z pewnymi ogranicze-
niami np. konieczno$¢ zapewnienia odpowiedniego
zrédia wegla i azotu, hamowanie wzrostu drobnoustro-
jow w obecnosci wysokich stezen barwnika i innych

toksycznych zanieczyszczen zawartych w $ciekach
[84]. Najpowszechniej stosowana do biooakumula-
cji toksycznych barwnikéw grupa drobnoustrojow sa
drozdze. Ich przydatno$¢ wykazano m.in. w eliminacji
barwnikéw azowych, reaktywnych, czy tréjfenylome-
tanowych (Tab. I).

4.2.3. Biodegradacja

Biodegradacja to zalezny od metabolizmu proces
rozkladu czasteczki barwnika do zwigzkéw prostszych
zachodzacy przy udziale zewnatrz- i/lub wewnatrz-
komoérkowych enzymoéw. Proces ten prowadzi nie tylko
do dekoloryzacji roztworéw barwnych, ale takze do
przeksztalcenia barwnikéw do zwigzkéw prostszych,
ktdre zazwyczaj charakteryzuja si¢ nizsza toksycznos-
cig, niz zwiazki wyjsciowe. W niektdrych przypadkach,
biodegradacja prowadzi do mineralizacji barwnikow
czyli ich rozkladu do dwutlenku wegla, wody i/lub
innych produktéw nieorganiczny [57].

Najlepiej poznang grupe drobnoustrojéw zdolnych
do dekoloryzacji barwnikdw stanowig tzw. grzyby bialej
zgnilizny drewna m.in. szczepy z gatunku Phanerocha-
ete chrysosporium, Trametes versicolor, Funalia trogii,
Phlebia tremellosa, Irpex lacteus, Dichomitus squalens
i Pleurotus ostreatus [11, 22, 26, 51, 52]. Jednak efek-
tywna eliminacje barwnikéw opisano réwniez u grzy-
béw nalezacych do Ascomycota i Deuteromycota takich
jak Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor
sp., Fusarium sp. [38, 86]. Ze wzgledu na dynamiczny
wzrost i tatwg adaptacje do zmieniajacych sie warun-
kéw $rodowiska, dekoloryzacja barwnikéw z wykorzy-
staniem grzybow mikroskopowych jest procesem szyb-
kim i wydajnym. Wiele spo$réd badanych szczepow to
izolaty pochodzace ze $rodowisk skazonych [1, 47, 85].

W bioremediacji srodowisk skazonych toksycznymi
barwnikami wykorzystywane sg takze szczepy bakterii
zdolne do transformacji i mineralizacji tych zwigzkow.
Wysoka wydajnos¢ eliminacji barwnikéw zaobserwo-
wano w hodowlach bakterii z rodzaju Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., Kurthia sp., Shewanella sp., Desulfovibrio
sp., Staphylococcus sp., Alcaligenes sp. Procesy odbar-
wiania $ciekéw przemystowych prowadzone sg takze
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Tabela IT
Przyklady enzymoéw odpowiadajacych za eliminacje barwnikéw przez bakterie i grzyby
G| S [Pl g
Alishewanella sp. Reactive blue 59 2,5 gl™! 95,0 Cyt P-450, AR, reduktaza NADH-DCIP [43]
Bacillus sp. Metanil Yellow 200 mgl™! 100,0 AR [5]
Brevibacillus laterosporus | Remazol red 50 mgl™ 100,0 reduktaza NADH-DCIP, VAO, AR [45]
Enterobacter sp. Reactive red 195 30 mgl™ 91,0 AR [36]
Fusarium solani Crystal violet 2,5 mgl™ 98,0 Lac [1]
Irpex lacteus Reactive black 5200 mgl™ 98,4 MnP [52]
Kocuria rosea Malachite green 50 mgl™ 100,0 reduktaza ZM, reduktaza DCIP [53]
Lentinus polychrous Indigo carmine 20 mgl™* 97,6 Lac [67]
Myrothecium roridum Malachite green 10 mgl™! 97,0 Lac [35]
Penicillum ochrochloron | Cotton blue 50 mgl™ 93,0 LiP [70]
Proteus vulgaris Scarlet R 150 mgl™ 100,0 reduktaza NADH-DCIP [64]
Trametes sp. Congo red 100 mgl™* 100,0 Lac [83]

AR - azoreduktazy; Cyt P-450 - cytochrom P-450; Lac — lakaza; LiP - peroksydaza ligninowa; MnP - peroksydaza manganowa;
reduktaza ZM - reduktaza zieleni malachitowej; VAO - oksydaza alkoholu weratrylowego

przy uzyciu niektérych mieszanych kultur bakteryjnych
[7, 13,15, 59].

Zaréwno u grzybow jak i bakterii gtéwnym mecha-
nizmem tych grzybéw odpowiadajacym za transforma-
cje barwnikow sg reakcje katalizowane przez enzymy
utleniajgco-redukujace, z ktdrych najszerzej opisywane
sa lakazy, peroksydazy i reduktazy [69].

Lakazy to enzymy katalizujace utlenianie szerokiego
spektrum zwigzkéw organicznych i nieorganicznych,
ktéoremu towarzyszy redukcja tlenu czasteczkowego
do wody. Podczas kazdego cyklu katalitycznego lakazy
dochodzi do redukeji 1 czgsteczki tlenu do 2 czaste-
czek wody, czemu towarzyszy utlenienie 4 czasteczek
substratu do 4 rodnikéw substratéw [18, 44]. W pro-
cesach usuwania barwnikéw syntetycznych zastoso-
wanie znalazly gléwnie mechanizmy, w ktérych lakaza
wspoldziata z prostymi mediatorami chemicznymi
takimi jak 2,2’-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfo-
nian), syryngaldazyna czy wanilina [6, 60]. Najbardziej
podatne na przeksztalcanie przy udziale lakaz sg barw-
niki antrachinonowe i trojfenylometanowe, a ich odbar-
wianie jest proporcjonalna do aktywnosci enzymu [71].

Drobnoustrojowe peroksydazy, takie jak peroksy-
daza ligninowa (LiP) czy peroksydaza manganozalezna
(MnP), charakteryzuja sie niska specyficznoscia, co
umozliwia tym enzymom utlenianie calego spektrum
ksenobiotykdw, w tym toksycznych barwnikow synte-
tycznych [54, 70]. LiP katalizuje jednoelektronowe utle-
nianie zwigzkow fenolowych i niefenolowych, podczas
gdy MnP przeksztalca Mn** do Mn**, ktéry zdolny jest
do utleniania zwigzkéw stanowigcych pochodne fenolu
[30]. Wykazano, ze dekoloryzacje barwnikéw przy
udziale peroksydaz wzmaga obecnos¢ alkoholu wera-
trylowego jako mediatora reakcji. W reakgji takiej alko-

hol ulega utlenieniu przez pojedynczy elektron tworzac
kation, ktéry nastepnie utlenia zwigzek barwny [3].

Barwniki syntetyczne moga by¢ takze dekoloryzowa-
ne na drodze zaleznych od obecnosci NADH/NADPH
reakgji katalizowanych przez enzymy z grupy reduktaz
[10, 32, 63]. Najszerzej zbadano dotad zwigzane z blona
komoérkowsq azoreduktazy katalizujace rozszczepianie
wiazania azowego [42]. Enzymy te w pierwszym etapie
redukujg substrat azowy do hydrazyny, ktora nast¢pnie
redukowana jest do 2 amin. Wrazliwe na obecnos¢ tlenu
azoreduktazy po raz pierwszy zostaly zidentyfikowane
w hodowlach Clostridium i Eubacterium [56]. Druga
wazng grupe reduktaz dekoloryzujacych barwniki sta-
nowig reduktazy trojfenylometanowe. Produkcje tych
enzymow stwierdzono u Citrobacter sp. KCTC 18061P,
Pseudomonas aeruginosa NCIM 2074, Exiguobacterium
sp. MG2 i Mucor mucedo [32, 37, 49, 80]. Zestawienie
enzymow bioracych udziat w dekoloryzacji barwnikow
przedstawiono w Tabeli II.

Dane literaturowe wskazuja, ze w procesie dekolo-
ryzacji barwnikow moga bra¢ udzial nieenzymatyczne,
niskoczasteczkowe zwigzki np. rodniki hydroksylowe,
wytwarzane przez grzyby bialej i brazowej zgnilizny
drewna na drodze reakcji Fentona [26, 27, 39, 48, 81].

4.3. Sposoby zwiekszania wydajnosci procesu
mikrobiologicznej dekoloryzacji barwnikow

Zdolnos¢ drobnoustrojow do rozkladu barwni-
koéw syntetycznych wynika przede wszystkim z uzdol-
nient metabolicznych. Jednak dobierajac odpowiednio
warunki procesu mozna wielokrotnie podwyzszy¢
wydajnos¢ dekoloryzacji. Duzy wplyw na efektywnos¢
procesu maja czynniki takie jak: struktura i stezenie
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barwnika, pH $rodowiska, temperatura, dostepnosé¢
sktadnikéw odzywczych i tlenu czy obecno$¢ innych
zanieczyszczen, w tym jonéw metali ciezkich. Sposréd
dostepnych Zrodel wegla glukoza najbardziej sprzyja
dekoloryzacji barwnikéw. Jednak ze wzgledu na jej
koszt coraz czesciej wykorzystuje si¢ tansze zrédla
wegla np. skrobie czy melase. Wykazano, ze biodegra-
dacji barwnikéw sprzyja dodatek do podtoza wzrosto-
wego organicznych zrédel azotu oraz tzw. induktorow
chemicznych wzmagajacych aktywnos¢ enzymow ligni-
nolitycznych [18].

Bardzo czesto rowniez w celu uzyskania efektywnej
eliminacji barwnikéw wybiera si¢ te mikroorganizmy,
ktére narazone byly przez dlugi czas na dzialanie tok-
sycznych zanieczyszczen i dzieki temu wyksztalcity
mechanizmy unieszkodliwiajace te zwigzki. Proces ten
nazywany jest aklimatyzacja i najczesciej polega na
nadekspresji gendw kodujacych enzymy umozliwiajace
biodegradacje ksenobiotykéw obecnych w srodowisku
wzrostu drobnoustroju. Tom-Sinoy i wsp. [77] z gleby
pochodzacej z terenu zakladu barwiarskiego wyizolo-
wali dwa szczepy Pseudomonas sp., ktore okazaly sie
by¢ niezwykle efektywne w eliminacji wielu barwni-
kéw np. zieleni brylantowej, fioletu krystalicznego,
fuksyny oraz zieleni malachitowej. Podobnie Thorat
i Sayyad [76] w warunkach laboratoryjnych przepro-
wadzili aklimatyzacje probek gleby w rosnacych steze-
niach fioletu krystalicznego, co pozwolilo na izolacje
kilku szczepow bakteryjnych skuteczny w degradacji
tego barwnika. Jednak rozwdj genomiki i proteomiki
przyczynil sie do opracowania technik umozliwiajacych
przyspieszenie tych naturalnie zachodzacych procesow.
Badania prowadzone w tym obszarze polegaja glow-
nie na zmianie, z wykorzystaniem metod inzynierii
genetycznej, ekspresji, swoistosci i powinowactwa
enzymow bakteryjnych i grzybowych bioracych udzial
w dekoloryzacji. Lu i wsp. [46] uzyskali ekspresje lakazy
z Pycnoporus sanguineus w komoérkach Pichia pastoris
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i stwierdzili, ze oczyszczony enzym z wysoka wydajnos-
cig dekoloryzuje fiolet krystaliczny. Jang i wsp. [32] po
raz pierwszy przeprowadzili klonowanie genu reduk-
tazy trojfenylometanowej pochodzacej z Citrobacter sp.
Podobnie Chengalroyen i Dabbs [14] zidentyfikowali
geny zaangazowane w biodegradacje barwnikow trojfe-
nylometanowych, ktére po wklonowaniu do komoérek
Mycobacterium sp. i Rhodococcus sp. nadawaty im zdol-
no$¢ do odbarwiania fioletu krystalicznego .

4.4. Zaawansowane techniki analityczne
wykorzystywane w badaniach nad
dekoloryzacja barwnikow

Monitorowanie procesu dekoloryzacji barwnika
polega na ilosciowej ocenie ubytku substratu w hodowli
oraz na jakos$ciowej analizie metabolitéw powstajacych
podczas tego procesu. Stezenie barwnika moze by¢ oce-
niane poprzez pomiar catkowitego wegla organicznego
(CWO), chemicznego zapotrzebowania na tlen (CHZT)
lub pomiar absorbancji roztworu przy dlugosci fali dla
ktorej barwnik wykazuje maksymalng absorpcje $wia-
tla. Jednak metody te moga by¢ obarczone pewnym
bledem np. z uwagi na obecnos¢ w roztworze dodatko-
wych zanieczen, niskg selektywno$¢ itp. Dlatego obec-
nie w badaniach nad dekoloryzacjg stosuje si¢ bardziej
specyficzne i zaawansowane techniki analityczne, ktére
mozna podzieli¢ na dwie kategorie: techniki separa-
cyjne oraz spektroskopowe [24].

Techniki separacji, takie jak wysokosprawna chro-
matografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia
gazowa i cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas
(GCMS, LCMS), a takze metody spektroskopowe np.
spektroskopia NMR lub spektroskopia fourierow-
ska, pozwalaja monitorowa¢ intermediaty powstajace
w trakcie dekoloryzacji, a takze identyfikowac konicowe
produkty biodegradacji. Do oceny ubytku barwnika
najczesdciej uzywa sie spektroskopii UV-VIS [29].

Rys. 2. Akumulacja zieleni malachitowej wewnatrz komérek Penicillium pinophilum [35, zmodyfikowany]

A - hodowla prowadzona bez dodatku barwnika; B — hodowla w obecnoéci zieleni malachitowej
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Rys. 3. Testy wykorzystywane do oceny toksycznosci barwnikéw i ich pochodnych [72, zmodyfikowany]

W analizie proceséw dekoloryzacji zachodzacych
przy udziale drobnoustrojéw bardzo czgsto oceniany
jest rowniez udzial enzymoéw. Do tego celu wykorzy-
stuje sie liczne testy kolorymetryczne, w ktorych spe-
cyficzne substraty s3 utleniane lub redukowane do
barwnych pochodnych przez interesujace nas enzymy.
Izolacja, oczyszczanie i identyfikacja bialek bioracych
udziat w dekoloryzacji barwnikéw mozliwa jest dzieki
zaawansowanym technikom elektroforetycznym (1-D
i2-D PAGE), spektrometrycznym (MALDI - TOE, ESI)
i bioinformatycznym (wykorzystujagcym oprogramowa-
nia do analizy peptydow i bialek takie jak ProFound,
MASCOT czy MS-Fit).

Przy ocenie udziatu biosorpcji/bioakumulacji w pro-
cesie eliminacji barwnika nieodzowne wydaja si¢ by¢
obserwacje mikroskopowe komorek. Dla przykladu na
rysunku 2 przedstawiono obraz grzybni P. pinophilum
hodowanej bez dodatku (rys.2A) oraz w obecnosci
(rys.2B) zieleni malachitowej uzyskany przy pomocy
mikroskopii konfokalnej i obrazujacy wewnatrzkomor-
kowg akumulacje barwnika [35].

Koncowym etapem badan nad dekoloryzacja po-
winna by¢ ocena toksycznos$ci powstajacych podczas
procesu produktow. W tym celu stosuje si¢ liczne testy
toksycznosci wykorzystujace jako organizmy wskazni-
kowe najczesciej bakterie, skorupiaki, rosliny, a takze
linie komdrkowe (rys. 3).

5. Podsumowanie

Mikrobiologiczna eliminacja toksycznych barwni-
kéw syntetycznych stanowi bardzo obiecujgcy sposéb
usuwania tych zwiazkow ze $ciekéw. Badania wskazuja,
ze wiele gatunkow bakterii, grzybow i mikroskopowych
glonéw zdolnych jest do usuwania tych substancji ze
srodowiska wzrostu. Takze zastosowanie biosorpcji przy
udziale odpadowej biomasy bakterii i grzybow stanowi
dobrg alternatywe np. do adsorpcji na weglu aktywo-
wanym. Szczeg6lnie interesujace wydaje si¢ by¢ uzycie
preparatow opartych na drobnoustrojowych enzymach
np. lakazach, peroksydazach, reduktazach. Aby to bylo
mozliwe konieczne jest poszukiwanie nowych szczepow
efektywnie eliminujgcych barwniki ze srodowiska wzro-

stu, wnikliwa ocena mechanizméw odpowiadajacych za
dekoloryzacje polaczona z oceng toksycznosci powsta-
jacych produktéw oraz izolacja i analiza enzymdw bio-
racych udzial w procesie odbarwiania.
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