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Powszechne stosowanie barwnikow wigze si¢ z problemem zanieczyszczenia nimi wad
powierzchniowych w rejonach uprzemystowionych. Celem badan bylo okreslenie toksycznosci
bakteryjnych i grzybowych produktéw przemian tréjfenylometanéw (fiolet krystaliczny, zielen
brylantowa, czerwien krezolowa i biekit tymolowy ). Testy toksyczno$ci prowadzono na Daphnia
magna. Zgodnie z wytycznymi ACE 89/BE 2/D3 Final Report Commision EC barwniki
zaklasyfikowano jako toksyczne. Bakteryjne produkty biodegradacji byly bardziej toksyczne niz
same barwniki (IV grupa), a przemiany grzybowe wigkszosci barwnikéw daly produkty mniej
toksyczne.

1. WSTEP

Barwniki trojfenylometanowe (TPH) sa szeroko stosowane w réznych gateziach
przemystu [10,14,19]. W zbiornikach i ciekach wodnych zmieniaja barwe, ograniczaja
produkcje pierwotng, powoduja deficyt tlenowy i pogorszenie warunkow zycia [5].
Wigkszo§¢ barwnikow charakteryzuje si¢ wysoka toksyczno$cig, mutagennoscia
i niskg biodegradowalnoscia [4,6,10,15,19]. Dominujaca role w rozktadzie TPH
przypisuje si¢ licznym bakteriom i grzybom. Zdolno$¢ rozktadu zalezy od struktury
i koncentracji barwnika, stopnia zaadaptowania mikroorganizméw i ilosci uzytej
biomasy [15,21]. Szczepy bakterii wyrdzniajace si¢ zdolnoscia do adsorpcji
i biodegradacji barwnikéw TPH to Pseudomonas sp., Bacillus sp., Kurthia sp.,
Shewanella sp., Desulfovibrio sp. [10,15,19]. Wérdéd grzybéw na uwage zastuguja
Pseudozyma rugulosa, Candida krusi, Rhodotorulla sp., Phanerochaete
chrysosporium, Funalia trogi, Coriolus versicolor, Cyathus species [6,9,10,19].

Przemiany biologiczne moga prowadzi¢ do metabolitow bardziej toksycznych niz
zwigzki wyjsciowe.
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Okreslenie ich toksycznosci zapewnienia zatem bezpieczenstwo S$rodowiskowe.
Celem badan bylo okreslenie zdolnosci wybranych szczepow bakteryjnych i
grzybowych do usuwania barwnikow, oraz ocena bezpieczenstwa Srodowiskowego
prowadzonych przez nie procesow. Testy toksyczno$ci metabolitow wykonano z
uzyciem organizmu wodnego Daphnia magna.

2. METODYKA BADAN

Badano zdolno$¢ usuwania zieleni brylantowej (ZB), fioletu krystalicznego (FK),
btekitu tymolowego (BT) i czerwieni krezolowej (CK) przez bakterie i grzyby.
Szczepy bakterii wyizolowano ze S$ciekow bytowo-gospodarczych na podtozu
mineralnym Bushnell-Hass z dodatkiem naftalenu (0,25% w/v). Do badan wybrano 4
szczepy o najintensywniejszym wzroscie, ktore w oparciu o testy API 20NE i API 20E
zidentyfikowano jako: Chryseomonas luteola (A3), Pseudomonas aeruginosa (B2),
Burkholderia cepacia (B3). Szczepu Al nie zidentyfikowano. Grzyby wyizolowano
metoda tkankowa z owocnikéw: Polyporus picipes (RWP17) i Trametes versicolor
(L4), Clitocybe dealbata (RWP1) i Morchella sp. (SM).

Badania odbarwiania prowadzono na podiozu Kimury [8]. Test w trzech
powtdrzeniach wykonano w probowkach z 10 ml pozywki inokulowanymi 1 ml
odpowiedniej zawiesiny bakterii i grzybow sporzadzonych w soli fizjologiczne;.
Inokulum bakteryjne przygotowano z 48h hodowli, grzybowe z 72h. W celu
namnozenia odpowiedniej ilo$ci biomasy proby inkubowano w 26°C, bakteryjne przez
48h, grzybowe przez 5 dni.

Dla okreslenia stopnia biodegradacji uzyto zywej biomasy. Martwa biomasa
(autoklawowana) postuzyta do okreslenia sorpcji. Do inokulowanych préb
wprowadzono sterylne, wodne roztwory barwnikow, o poczatkowym stezeniu
0,05¢g/l. Po 7 dniach inkubacji hodowle odwirowano i zmierzono absorbancj¢
otrzymanego supernatantu. Stopien sorpcji 1 usunigcia przez zywa biomasg obliczono
z zaleznos$ci: S[%]=((Pk-Ps)/Pk)*100% i U[%]=((Pk-Pns)/Pk)*100%; gdzie Pk —
stezenie barwnika w probie kontrolnej [mg], Ps — pozostalos¢ barwnika w probie
Z martwa biomasa [mg], Pns — pozostatos¢ barwnika w probie z zywa biomasa [mg].

Testy zootoksycznoséci z Daphnia magna wykonano wedtug wytycznych OECD
202 i wyznaczono jednostki toksyczno$ci TU. Proby zaklasyfikowano do klas
toksycznosci (na podstawie ACE 89/BE 2/D3 Final Report Commision EC).

3. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Stosowane powszechnie barwniki syntetyczne s3g zwiazkami o strukturze
pierscieniowej, ktorych biodegradacja wiaze si¢ z niebezpieczenstwem powstawania
toksycznych produktow posrednich. Zasadne zatem jest wlaczenie do badan nad
dekoloryzacja analiz  toksykologicznych, ktore pozwolg okreslic  wplyw
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oczyszczonych $ciekow na zycie biologiczne odbiornika. Do chwili obecnej
wigkszo$¢ badan skupiata si¢ na efektywnosci procesu dekoloryzacji, a badania
toksykologiczne dotyczyly samego barwnika.

Efektywnos¢ dekoloryzacji oraz toksyczno$¢ badanych barwnikdw i produktow ich
przemian, zalezala od testowanego szczepu i struktury badanego zwiazku (rys. 1-4),
co stwierdzono w licznych doniesieniach literaturowych [1,2,7,10,17]. Kumar Sani
[10] wykazal, ze dla Kurthia sp. usunigcie réoznych TPH wzrastalo wraz
z uproszczeniem ich budowy (od 8% dla skomplikowanego strukturalnie fioletu
etylowego do 100% wusunigcia strukturalnie prostej zieleni brylantowej). An [2]
uzyskal 80% usunigcie fioletu gencjany, zieleni malachitowej i brylantowej oraz 90%
usunigcie fioletu krystalicznego i czerwieni metylowej przy zastosowaniu Szczepu
Citrobacter sp. Obiecujace wyniki uzyskano réwniez w przypadku takich szczepoéw
jak: Bacillus subtilis, Aeromonas hydrofilla, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis
oraz Pseudomonas cepacia [1]. Dobrze udokumentowana jest wysoka efektywnosé¢
Usuwania zabarwienia przez grzyby, zwlaszcza bialej zgnilizny drewna
(np. Phanerochaete chrysosporium i Trametes sp.) [3,4,6,11,12,13,16,20]. Radha [16]
dla P. chrysosporium uzyskat 95% usunigcie fioletu metylowego w 120h. Szes¢
sposrod 7 testowanych szczepow grzybowych usuwato zielen brylantowa w 99-100%
w ciggu 7 dni. Tychanowicz [18] wykazata, iz Pleurotus pulmonaris usuwat 93%
fioletu metylowego w ciggu 6 dni. Uzyskane wyniki uzaleznione sg od warunkoéw
prowadzenia procesu, wplywajacych m.in. na produkcje enzymow, szczeg6lnie
ligninolitycznych [4,16,18,20].
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Rys. 1. Stopien usunigcia fioletu krystalicznego przez szczepy bakterii i grzybow oraz wartos¢ TU

Stopien dekoloryzacji FK przez szczepy bakteryjne i grzybowe oraz wyznaczone
wartosci TU przedstawiono na rys. 1. Dekoloryzacja moze by¢ wynikiem adsorpcji na
biomasie lub/i biodegradacji. Sorpcja jest czgsto pierwszym etapem procesu
degradacji barwnika. Obserwacja biomasy moze zatem $wiadczy¢ o charakterze
przemian [2,12,13,16]. Wyzszy stopien usuniecia barwy wykazywaly szczepy
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grzybowe. Dla szczepoéw bakteryjnych charakterystyczny byl natomiast wiekszy
udziat biodegradacji w dekoloryzacji. Warto$¢ TU zmieniata si¢ w zaleznosci od
zastosowanego szczepu. Usuniecie barwy przez szczepy Al, A3, RWP1, RWP171 L4
spowodowato spadek wartosci TU. Dla szczepow RWP1, RWP17, i L4 wigzato si¢ to
ze zmiang klasy toksyczno$ci prob z IV na III. FK uzywany w medycynie ma
wlasciwosci cytotoksyczne i jest toksyna mitotyczng [19]. Brak jest jednak doniesien
o wlasciwosciach powstalych produktow metabolizmu tego barwnika.
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Rys. 2. Stopien usunigcia zieleni brylantowej przez szczepy bakterii i grzybow oraz wartos¢ TU

Wyniki dekoloryzacji ZB 1 wartosci TU przedstawiono na rys. 2.
W przeciwienstwiec do FK lepsze wyniki dekoloryzcji uzyskano dla szczepow
bakteryjnych. Dobrym wynikom dekoloryzacji towarzyszyt jednak wzrost TU (od
TU =13,7 w kontroli do 23,3 dla A3 i 63,7 dla B3). U grzybdw, podobnie jak dla FK,
charakterystyczny byt duzy udzial sorpcji w usuwaniu barwy i spadek wartosci TU
(od 3,5 dla RWP17 do 13,5 dla RWP1). W przypadku dwoch szczepéw (SM
i ponownie RWP17) klasa toksycznos$ci ulegta zmianie z IV na III.
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Rys. 3. Stopien usunigcia btekitu tymolowego przez szczepy bakterii i grzybéw oraz wartos¢ TU
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Rys. 4. Stopiefi usunigcia czerwieni krezolowej przez szczepy bakterii i grzybéw oraz warto$¢ TU

4. PODSUMOWANIE

Wysoka efektywnos$¢ dekoloryzacji nie zawsze wigzata si¢ ze zmniejszeniem
toksycznosci mieszaniny poreakcyjnej. Najtrudniej usuwalnym barwnikiem byt FK
(usunigcie 27-76%). Stosunkowo stabemu usunigciu barwy towarzyszyt na ogot
spadek toksycznosci prob. Wysoki stopien usunigcia ZB przez bakterie (79,3—88,6%)
wigzatl si¢ ze wzrostem toksyczno$ci $ciekow, a nizsza efektywnos¢ dekoloryzacji
Z udzialem grzybow (62,5-76,6%) powodowata jej obnizenie. BT jak i CK okazaty si¢
dla bakterii trudnymi substratami (stopien dekoloryzacji <30%). Przemiany jakim
podlegaly te barwniki doprowadzily do wzrostu toksycznosci préb, co sugeruje
powstanie toksycznych metabolitow. W przypadku grzybow bardzo wysoki stopien
usunigcia barwy (>80%) powodowal wzrost toksyczno$ci produktow przemian nisko
toksycznych substratow.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2007-2010, jako projekt badawczy
N523 17 85 33
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TOXICITY OF TRIPHENYLMETHANE DYES AND PRODUCTS OF THEIR BIOLOGICAL

TRANSFORMATIONS

Dyes commonly used in industry lead to high water pollution. The goal of research was evaluation of
toxicity of bacterial and fungal triphenylmethane dyes decolorization products. Zootoxicity was tested
with Daphnia magna. According to ACE 89/BE 2/D3 Final Report Commision EC dye control samples
were classified as toxic. Bacterial samples with all tested dyes were classified as IV toxicity class.
Samples with fungal strains were less toxic than controls.
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