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Decotorization of aqueous solution of dyes by the laccase complex
from Cerrena unicolor

Summary

The biodegradation of dyes in textile wastewater is nowadays a subject of
intensive research. In particular, a biotransformation of various dyestuffs by
white-rot fungi is the most promising alternative. This study provides the re-
sults of decotorization of the aqueous solution of azo- and anthraquinone dyes
by the laccase complex from Cerrena unicolor. The investigations were carried
out using 3 systems: with active biomass, with sterilized biomass (biosorption),
and with secretion of enzymatic complex. The enzymatic biotransformation
gave to 97% decotorization of Acid Blue 62 and 95% decotorization of Reactive
Blue 81 after 15 min. The dye’s adsorption on mycelia contributes substantially
(30-40%) to decoforization of the textile wastewater.
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1. Wstep

Barwniki witokiennicze, powszechnie stosowane i wykorzy-
stywane w wielu procesach przemystowych, sa skftadnikami
szczegOlnie trudnymi do wyeliminowania ze $ciekéw przy uzy-
ciu metod tradycyjnych (1). Nieefektywno$¢ procesu barwienia
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wiékien powoduje przedostawanie sie okoto 10-15% catosci uzytych barwnikéw do
Sciekow, ktére wymagajg oczyszczenia (2). Z analizy chemicznej budowy barwnikéw
wynika, ze sg to gtéwnie zwigzki organiczne o rozbudowanej strukturze, weglowo-
dory z ukladem chinoidowym i grupami chromoforowymi, takimi jak: azometynowa,
karbonylowa, azowa, etylenowa; grupami funkcyjnymi, jak: metylowa, aminowa,
sulfonowa, hydroksylowa czy nitrowa. R6znorodnos¢ budowy barwnikéw powodu-
je, ze okre$lenie optymalnych warunkdw ich rozktadu jest zadaniem niezwykle trud-
nym (1). Barwniki z uwagi na swojg wysokg stabilno$¢ chemiczna i fotochemiczng
bardzo trudno ulegaja degradacji w powszechnie stosowanym oczyszczaniu Scie-
kéw metodami biologicznymi, dodatkowo ich czeste dziatanie bakteriostatyczne
uniemozliwia ten sposéb oczyszczania (3). Zostajg one najczesciej zaadsorbowane
przez biomase osadu czynnego i sa wraz z nig usuwane. Nie nastepuje jednak ich
rozktad. Z metod fizykochemicznych stosowanych do oczyszczania sciekOw wio-
kienniczych nalezy wymieni¢: koagulacje, flokulacje, elektrolize, flotacje, sorpcje
i inne. jednak techniki te sg czesto niewystarczajgco wydajne i/lub zbyt kosztowne.
Sposréd wymienionych za najbardziej efektywny sposéb usuwania barwy uwazana
jest sorpcja (4). Stosuje sie takze biosorpcje (5) oraz potaczenie metod adsorpcyj-
nych z innymi, np. adsorpcja barwnika na osadzie czynnym z metodg pogitebionego
utleniania (6); zwlaszcza ozonowanie jest bardzo skuteczng metodg odbarwiania
().

Poszukiwania i rozwéj nowych metod oczyszczania sktaniajg sie w kierunku wy-
korzystywania mikroorganizmoéw oraz proceséw zachodzacych samorzutnie w $ro-
dowisku naturalnym. Istotna grupe organizmow stanowig grzyby bialej i brunatnej
zgnilizny drewna wytwarzajgce enzymy zewnagtrzkomorkowe, przede wszystkim la-
kazy i peroksydazy, ktére katalizujg naturalne procesy rozkiadu kompleksu lignino-
celulozowego, zawierajacego uktady aromatyczne (8). Szerokie spektrum substrato-
we tych enzyméw powoduje, ze sg one uzywane do degradacji i detoksykacji wielu
zlozonych zwigzkéw organicznych, w tym takze barwnikéw (9,10).

Przedmiotem obecnej pracy byto okreslenie mozliwosci odbarwiania modelo-
wych wodnych roztworéw barwnikOw za pomoca grzybni Cerrena unicolor i kom-
pleksu enzymatycznego lakazy wytwarzanego przez te grzybnie.

2. Materiaty i metody

2.1. Obiekt badan (substrat)

Wybrano trzy wodne roztwory barwnikédw stosowanych w polskim przemysle
wiékienniczym (tab. 1). Byly to: dwa barwniki azowe Acid Red 27 (AR 27) i Reactive
Blue 81 (RB 81) i jeden barwnik antrachinonowy Acid Blue 62 (AB 62). Barwniki azo-
we sg najwiekszg i najpopularniejszg grupa barwnikéw syntetycznych, stanowig 65%
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wszystkich barwnikéw (11). Naleza do niej barwniki wielu klas uzytkowych - bez-
posrednie, kwasowe, metalokompleksowe, reaktywne, zawiesinowe, chromowe, za-
prawowe oraz pigmenty. Podstawowym wyréznikiem wszystkich barwnikéw azo-
wych jest wystepowanie w nich jednej lub wiecej grup azowych -N =N-, ktére naj-
czesciej sg potaczone z pierscieniami aromatycznymi (12). Druga bardzo wazng
grupa barwnikéw sg barwniki antrachinonowe. Zaletg ich jest niezwykla odpornosé
na czynniki zewnetrzne (temperatura, promieniowanie UV) oraz mozliwos¢ uzyska-
nia czystych gtebokich barw, ktérych nie mozna uzyskaé¢ z barwnikdw azowych.

Tabelal

Charakterystyka barwnikéw uzytych w pracy

W doswiadczeniach dekoloryzacyjnych stosowano nastepujace stezenia barwni-
kéw: AB 62 - 100 mg/l, AR 27 i RB 81 - 200 mgl/l.
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2.2. Materiat biologiczny

Do badan procesu odbarwiania uzyto lakazy wytwarzanej przez szczep Cerrena
unicolor pochodzacy z kolekcji Zaktadu Biochemii UMCS w Lublinie, nalezacy do
grzybow biatej zgnilizny drewna. Wydziela on lakaze zewnatrzkomoérkowo z duza
wydajnoscig jako enzym konstytucyjny, bez uzycia dodatkowych induktoréw.

Hodowle lakazy prowadzono w wytrzasarce przez 2 tygodnie na poditozu z glu-
kozgjako gtownym zrodlem wegla oraz asparaging jako gtéwnym zrédiem azotu.

2.3. Proces odbarwiania

Na catos¢ przeprowadzonych eksperymentdw sktadaly sie nastepujgce procesy:

- biosorpcja na nieaktywnej biomasie grzyba,

- odbarwianie poprzez aktywny ptyn pohodowlany,

- biosorpcja poprzez aktywng biomase grzyba.

Badanie procesu biosorpcji prowadzono przy uzyciu 1,5 g mokrej biomasy (od-
powiadato to 0,032 g suchej biomasy) i 30 ml roztworu barwnika o stezeniu od 10
do 100 mg/l dla AB 62 i od 10 do 200 mg/l dla AR 27 i RB 81. Biomasa w celu pozby-

i da sie aktywnego enzymu byta sterylizowana w autoklawie przez 30 minut, w tem-
| peratLirze 121°C, pod cisnieniem 0,1 MPa. Wczesniejsze proby ze sterylizacja radia-
| cyjng (maksymalna dawka promieniowaniay = 25 kCY) nie przyniosty pozytywnego
wyniku, gdyz obserwowano zmiane badanego roztworu, co bylo skutkiem biotrans-
formacji barwnika.

Badania enzymatycznego odbarwiania prowadzono w 500 ml kolbach okragto-
dennych umieszczonych w wytrzasarce w 25°C. Stosowano nastepujace 3 ukiady:

- z kompleksem enzymatycznym (75 ml roztworu pohodowlanego lakazy -I- 75 ml
barwnika),

- z aktywng biomasg (7,5 g biomasy -+t 150 ml barwnika),

- z kompleksem enzymatycznym i aktywng biomasg (5 g biomasy -- 75 ml roz-
tworu lakazy -- 75 ml barwnika).

Do oceny stopnia dekoloryzacji barwnikoéw wykorzystano metode spektrofoto-
metryczng z uzyciem spektrofotometru firmy UNICAM wspotpracujgcego z kompu-
terem PC, w ktérym zainstalowane bylo oprogramowanie VISION 32 pozwalajgce na
szybkie analizowanie prébek. Oznaczeri dokonywano w maksimum absorbancji dla
poszczegdbinych barwnikéw: AB 62 - 638 nm, AR 27 - 520 nm, RB 81 - 584 nm.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Badanie procesu biosorpcji

Sredni stopier zatrzymania barwnika na sorbencie (grzybni) wynosi odpowied-
nio 46% dla AB 62, 30% dla RB 81 oraz 15% dla AR 27.

Otrzymane wyniki Swiadczg o tym, ze proces biosorpcji zachodzi najefektywniej
dla barwnika AB 62, nastepnie dla barwnika RB 81 i najgorzej proces zachodzi
z barwnikiem AR 27.

Szybkos$¢ procesu ksztattowata sie réznie w zaleznosci od typu badanego barw-
nika. AB 62 adsorbowat sie najszybciej (24 h) i spadek stezenia byl najwiekszy juz na
poczatku procesu. Najbardziej znaczacy spadek stezenia nastgpit juz w pierwszych
paru godzinach we wszystkich prébach. W przypadku barwnika RB 81 najistotniej-
szy spadek stezenia miat takze miejsce w pierwszych 24 h procesu, ale zmiany te
byly wolniejsze niz dla barwnika AB 62, caly proces trwat 72 h. Barwnik AR 27 adsor-
bowat sie najstabiej, a zmiany stezenia tego barwnika w poszczegdlnych probach
zachodzity nierbwnomiernie.

Proces biosorpcji opisano réwnaniem izotermy adsorpcji Freundlicha:

a=KcC"

gdzie:
(C,c)v

- stopien adsorpcji |mg/g|

Cp - stezenia poczatkowe barwnika (mg/l)

Ck - stezenie rownowagowe barwnika [mg/l|
Vfozp - objetos¢ roztworu barwnika |l|

mb - masa biomasy |g)

K, n - stale charakterystyczne dla danego uktadu

Przeprowadzony eksperyment umozliwit wyznaczenie izoterm sorpcji okres-
lajacych zalezno$¢ rownowagowego stopnia adsorpcji na grzybni C. unicolor od ste-
zenia barwnika w kolejnych prébach (wykresy 1,2,3) oraz wyliczenie na podstawie
danych doswiadczalnych statych wielkosci K i n wystepujacych w réwnaniu Freundli-
cha (tab. 2).

Tabela 2

Parametry izotermy Freundlicha dla biosorpcji barwnikéw na biomasie C. unicolor

Barwnik K n

AB 62 0,051 0,73
RB 81 0,016 0,85
AR 27 0,006 0,62
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Wykres 1. lzoterma adsorpcji dla procesu odbarwiania AB 62.

Wykres 2. Izoterma adsorpcji dla procesu odbarwiania RB 81.

Wykres 3. Izoterma adsorpcji dla procesu odbarwiania AR 27.
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3.2. Badanie procesu enzymatycznej biotransformac;ji

Na podstawie otrzymanych wynikéw (tab. 3, 4) mozna stwierdzi¢, ze na wydaj-
nos$¢ procesu enzymatycznego odbarwiania ma wpltyw zaréwno zastosowany ukfad
odbarwiajacy jak i rodzaj barwnika.

Tabela 3
Wydajnos$¢ procesu odbarwiania
o Uzyskane odbarwienie [%]
Materia! biologiczny
\B 62 RB 81 R 27
roztwoér pohodowlany 95,4 94,2 88,7
aktywna grzybnia 97 93,5 15
roztwor pohodowlany + aktywna grzybnia 97,7 96,7 79
Tabela 4
Czas, po ktérym uzyskano wydajnos¢ 90%
o Czas uzyskania 90% odbarwienia [min]
Materiat biologiczny
4B 62 RB 81 AR 27
roztwér pohodowlany 5 9 BO
aktywna grzybnia 100 1200 BO
roztwor pohodowlany + aktywna grzybnia 7 10 BO

BO - brak odbarwienia.

Generalnie zaobserwowano, ze barwniki AB 62 i RB 81 ulegaja biotransformaciji
szybciej i efektywniej niz barwnik AR 27 we wszystkich trzech uktadach. W prébach
z roztworem pohodowlanym lakazy spadek stezenia w przypadku dwoch pierw-
szych barwnikéw nastepuje prawie natychmiast po potgczeniu barwnikéw z roztwo-
rem lakazy - 8 minut (wykres 4). Nieco lepsze rezultaty odbarwiania dla AB 62

czas[min]

Wykres 4. Spadek stezenia barwnika RB 81 w czasie, dla uktadu ptyn pohodowlany - barwnik.
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wzgledem RB 81 wynikajg z nizszego o potowe stezenia pierwszego barwnika.
Barwnik AR 27 ulega odbarwianiu znacznie wolniej, jednak ostatecznie osigga zbliz-
ony stopien odbarwienia. Podobnie w prébach z biomasg grzybni dla AB 62 i RB 81
otrzymano dobre rezultaty odbarwienia (okoto 95%) podczas gdy barwnik AR 27 ule-
ga odbarwianiu znacznie wolniej i znacznie mniej efektywnie. Po diugim czasie
AR 27 osigga stopien odbarwienia réwny ]5% i dalej juz nie ulega biotransformaciji.

Dla barwnikéw AB 62 i RB 81 wszystkie trzy uktady zastosowane do odbarwiania
doprowadzity do bardzo zblizonych rezultatéw koncowych. Kolejne proby réznity
sie jednak od siebie szybkoscig procesu. Najwiekszg szybko$¢ zaobserwowano dla
uktadu z roztworem pohodowlanym kompleksu enzymatycznego lakazy, gdzie kon-
cowe stezenie barwnika zostalo osiggniete juz po okoto 8 minutach. Najpdzniej
koricowe stezenie roztworu odbarwianego zostato osiggniete dla ukladu z odfiltro-
wang samg biomasag, trwato to okoto 120 minut dla AB 62 i 1200 minut dla RB 81.
Taki rezultat odbarwiania wynika stad, ze lakaza jest enzymem zewnatrzkomoérko-
wym i jej aktywnos¢ jest najwieksza w roztworze. W prébach z biomasa na proces
biotransformacji aktywna lakazg natozyt sie¢ takze proces biosorpcji fizycznej, ktéry
zwiekszyt ubytek stezenia barwnika w roztworze.

W przypadku barwnika AR 27 stwierdzono, ze efekt koricowy odbarwiania zalezy
od zastosowanego ukfadu odbarwiajgcego. Najlepsze rezultaty uzyskano w procesie
z roztworem pohodowlanym lakazy. Szybkos¢ zajscia reakcji byta w tym przypadku
najwieksza. Uklad z roztworem lakazy i biomasg odbarwiat nieco wolniej, ale kohcowy
stopienn odbarwienia byt zblizony do poprzedniego. Zdecydowanie najgorzej proces
zachodzit w ukfadzie z samg biomasa, gdzie stopiern odbarwienia wynosit zaledwie
15%. Czyli tyle samo ile wynosi wzgledne odbarwienie w wyniku sorpcji na grzybni.

W wyniku biotransformacji pod wplywem aktywnej lakazy niektore barwniki
zmieniajg swoje pierwotne zabarwienie. W przeprowadzonych badaniach jest to wi-
doczne w przypadku barwnika AB 62, ktéry zmienia swoje zabarwienie z niebieskie-
go na czerwonawy (wykres 5). Informuje o tym przesuniecie sie maksimum absor-

diugos¢ fali [nm]

Wykres 5. Widma barwnika AB 62 podczas procesu odbarwiania w ukladzie biomasa aktywnej
grzybni - barwnik.
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bancji na widmach w miare przebiegu procesu z dlugosci fali rzedu 638 nm na
470 nm. W przypadku barwnikéw RB81 i AR 27 nie zaobserwowano tego zjawiska.

3.3. Uwzglednienie procesu adsorpcji barwnika w procesie z aktywng bio-
masg

W celu zmierzenia wpltywu procesu sorpcji na odbarwienie dokonano zestawie-
nia procentowych wartosci ubytku barwy w procesie z nieaktywng biomasg (sama
biosorpcja) i z biomasg zawierajgcg aktywny enzym. Obliczono takze procentowe
udziaty biosorpcji i biotransformacji przyjmujac wartos¢ odbarwienia biomasg ak-
tywnag za 100% (tab. 5).

Tabela 5
Udzialy sorpcji i biotransformacji w procesie odbarwiania
. Sorpcja . Sorpcja ) . Udziat procentowy Udziat procentowy
+ biotransformacja . ; Biotransformacja -~ . "
) (biomasa nieaktywna) sorpcji biotransformacji
(biomasa aktywna)
AB 62 96,5 46 50,5 47,7 52,3
AR 27 15 15 0 100 0
RB 81 93,5 30 63,5 321 67,9

Dla barwnikéw AB 62 i RB 81 obserwujemy zaréwno udziat biosorpcji jak i bio-
transformacji w procesie odbarwiania. Udziat procentowy biotransformacji enzyma-
tycznej jest w obu przypadkach wiekszy niz biosorpcji. Dla barwnika AB 62 réznice
te sg niewielkie natomiast dla RB 81 udziat biotransformacji dwukrotnie przewyzsza
udziat biosorpcji. W obu doswiadczeniach zostaty zachowane te same proporcje
ilosci biomasy do objetosci roztworu barwnika. Proces biotransformacji zaczynat sie
z pewnym opdéznieniem w stosunku do biosorpciji, gdyz wymagat on uwolnienia en-
zymu do roztworu. Poczgtkowo zachodzit zatem sam proces biosorpcji, a nastepnie
w miare wzrostu aktywnosci enzymu lakazy w roztworze dotgczat sie proces bio-
transformacji. Inng sytuacje zaobserwowano dla barwnika azowego AR 27. Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze odbarwienie jest efektem jedynie procesu biosorpciji.

4. Podsumowanie

Uzyskane wyniki badar $wiadcza o tym, ze kompleks enzymatyczny lakazy wy-
twarzany przez grzyby ,biatej zgnilizny” drewna Cerreno unicolor jest aktywnym
czynnikiem dekoloryzacji barwnikéw widkienniczych i moze by¢ wykorzystany do
oczyszczania Sciekow zawierajgcych barwniki. W przypadku zastosowania biomasy

202 PRACE EKSPERYMENTALNE



odbarwianie wodnych roztworéw wybranych barwnikéw za pomoca kompleksu enzymatycznego lakazy

grzybni proces enzymatyczny wspomagany jest fizyczng sorpcjg barwnika na po-
wierzchni biomasy. Otrzymane wyniki sg zgodne z rezultatami otrzymywanymi tak-
ze przez inne zespoly badawcze zajmujgce sie tym tematem (13,14). Wyniki pracy
moga postuzy¢ jako punkt wyjscia do dalszych kompleksowych badan nad opraco-
waniem nowoczesnej metody oczyszczania biologicznego barwnych Sciekéw wio-
kienniczych.
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