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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie o-(1—3)-glukanu jako biosorbentu pochodzenia grzy-
bowego do usuwania metali, zwtaszcza metali ciezkich, ze srodowisk wodnych. W szczegdlnosci, bio-
sorbent pozyskiwany jest z owocnikéw twardnika japonskiego, znanego rowniez pod nazwg twardziak
jadalny albo shiitake (Letinus edodes). Przedmiot wynalazku stanowi réwniez sposéb usuwania metali
z uzyciem biosorbentu.

W publikacji autorstwa M. Zabochnickiej-Swigtek Biosorbenty stosowane w usuwaniu jonéw me-
tali ciezkich z zanieczyszczonego Srodowiska (CHEMIK 2013, 67, 10, 971-978) omdwiono mozliwosci
wykorzystania wybranych biosorbentéw do usuwania jonéw metali ciezkich z zanieczyszczonego $ro-
dowiska. Jako jedng z grup biosorbentéw metali ciezkich wymieniono grzyby i drozdze, ktérych biomasa
czesto poddawana jest modyfikacjom fizyczno-chemicznym w celu zwiekszenia ilosci zaabsorbowanych
metali. Jako biosorbenty otowiu (Pb?*) wykorzystuje sie biomase uzyskang z grzybow: Aspergillus versicolor,
Metarrhizium anisopliae oraz Penicillium verrucosum. Natomiast do biosorpcji ofowiu, kadmu oraz miedzi
badano zastosowanie biomasy z kropidlaka czarnego (Aspergillus Niger).

Z publikacji opisu polskiego zgtoszenia patentowego P.410386 znany jest biosorbent pochodze-
nia roslinnego, ktérego gtdbwnym sorbentem jest inulina. Biosorbent ma zastosowanie do oczysz-
czania srodowisk wodnych z metali ciezkich, zwigzkéw organicznych i pierwiastkéw radioaktyw-
nych. Pozyskiwany jest zwlaszcza ze stonecznika bulwiastego (topinambura), dalii lub cykorii.

Twardziak jadalny (Letinus edodes) to grzyb nalezacy Tricholomataceae, Agaricales, ze wzgledu
na obecnos¢ blaszek i biatych zarodnikéw. Wystepuje on na stanowiskach naturalnych na Dalekim
Wschodzie, w takich krajach jak Chiny, Japonia czy Korea. Jednocze$nie, od tysiecy lat, istnieje wielo-
wiekowa tradycja uprawy tego grzyba w krajach azjatyckich. Obecnie twardziak jadalny jest jednym
Z najczesciej uprawianych na skale przemystowg grzybéw na swiecie. Z danych literaturowych wynika
ze gatunek ten zajmuje drugie miejsce na swiecie (25,4%), po pieczarce dwuzarodnikowej (31,7%) pod
wzgledem skali upraw i obserwuje sie dynamiczny wzrost liczby upraw tego gatunku.

Sktad chemiczny owocnikéw twardziaka jadalnego uzalezniony jest od wielu czynnikéw, miedzy
innymi od sktadu podtoza na jakim rosty grzyby, temperatury, wilgotnosci, ilosci Swiatta czy zawartosci
dwutlenku wegla. Badania wykonane w Polsce wskazujg, ze zawarto$¢ suchej masy w owocnikach
grzyba shiitake wynosi okoto 8%. Najwiekszg czes¢ suchej masy owocnikéw stanowig weglowodany.
W sktad weglowodanéw grzybowych wchodzg nastepujgce polisacharydy: a i B glukany, mono- i disa-
charydy, alkohole cukrowe, glikogen i chityna. Owocniki twardziaka jadalnego wyrdzniajg sie wysokg
zawartoscig weglowodanow, na poziomie 67-78% w przeliczeniu na suchg mase.

Z uwagi na coraz wigkszg skale upraw owocnikéw grzyba shiitake, w wyniku ktérej powstaje duza
ilos¢ niezagospodarowanych odpaddw, jak rowniez biorgc pod uwage znaczng zawarto$é glukanéw
(szczegblnie a-(1—3)-glukandéw) w jego Scianie komadrkowej, grzyb ten stat sie przedmiotem zaintere-
sowania pod katem zastosowania go jako materiat do usuwania metali ciezkich. Materiat ten moze sta-
nowi¢ skfadnik filtréw do oczyszczania $ciekéw lub wéd zanieczyszczonych metalami ciezkimi. W lite-
raturze juz od 1907 lat istniejg doniesienia o zdolno$ci grzybéw do akumulacji metali ciezkich (13. T. R.
White, R. C. A. Thompson, W. J. Penhale, G. Chihara, (1988). The effect of lentinan on the resistance
of mice to Mesocestoides corti. Parasitology Research 74, 6, pp. 563-568), dotyczg one rowniez grzyba
shiitake. Badania te nie precyzujg jednak, ktory sktadnik odpowiedzialny jest za ten proces, a jedynie
okreslajg zawarto$¢ poszczegélnych pierwiastkédw w catej zawartosci owocnikéw. W publikacji N. Bi-
landzié, B. Calopek, M. Sedak (2016), Heavy metal contents in three cultivated mushrooms species.
Veterinarska Stanica 47,5 pp. 405—414 szczegdétowo opisana jest struktura i biosynteza grzybowych
a-glukandw, jednak nie ma w niej informacji o wigzaniach metali ciezkich przez te frakcje grzybowa.

Celem wynalazku byto uzyskanie skutecznego nowego biosorbentu, majgcego zastosowanie
w Srodowiskach wodnych, charakteryzujgcego sie zdolnoscig do wigzania metali ciezkich. Nieoczeki-
wanie okazato sie, ze role takg peti¢ moze a-(1—3)-glukanu pochodzenia grzybowego.

Istote wynalazku stanowi zastosowanie o-(1—3)-glukanu jako biosorbentu pochodzenia grzybo-
wego do usuwania metali ze srodowisk wodnych.

Istotg sposobu usuwania metali ze Srodowisk wodnych z uzyciem biosorbentu pochodzenia grzy-
bowego jest to, ze biosorbentem jest a-(1—3)-glukan, wyizolowany korzystnie z owocnikéw twardziaka
jadalnego, przy czym biosorbent stosowany jest w postaci proszku w iloéci minimum 8 mg czystego aa-
(1—>3)-glukanu na 10 mL wodnego roztworu o stezeniu sorbowanych metali rzedu 50-150 mg/L i przy
pH procesu biosorpcji wynoszgcym od 4 do 7, korzystnie 5.
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o-(1—3)-glukanu zastosowany jako biosorbent charakteryzuje sie dobrymi wtasciwosciami sorp-
cyjnymi. Ponadto a-(1—3)-glukanu pozyskiwany jest z odpadéw z produkcji uprawianych na szerokag
skale owocnikéw grzyba shiitake, a-(1—3)-glukanu jest fatwy do pozyskania, a jego pozyskiwanie jest
dodatkowo sposobem zagospodarowania materiatu odpadowego.

Przedmiot wynalazku zostat szczegdtowo przedstawiony ponizej w przyktadach realizacji oraz na
rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia zdjecia ptatkéw probki a-(1—3)-glukanu przy réznych powiekszeniach otrzy-
mane z zastosowaniem mikroskopu optycznego;

Fig. 2 przedstawia mikrografie o-(1—3)-glukanu w réznych powiekszeniach otrzymane za po-
mocg mikroskopu SEM,;

Fig. 3 przedstawia dyfraktogram proszkowy a-(1—3)-glukanu;

Fig. 4 przedstawia poréwnanie widm FT-IR(wykres A) i FT-Ramana (wykres B) probki.

o-(1—3)-glukan

W celu scharakteryzowania uzytego do badan materiatu w postaci a-(1—3)-glukanu, dokonano
szeregu analiz. Wykonano m.in. zdjecia za pomocg spolaryzowanego mikroskopu optycznego, ktére
obrazujg widknisto-ptatkowg morfologie badanego materiatu, co przedstawiono na Fig. 1. Wyniki te zo-
staly potwierdzone wykorzystujgc skaningowy mikroskop elektronowo (SEM), za pomocg ktérego
mozna zaobserwowac rowniez ggbczastg strukture biopolimeru Fig. 2).

Zaobserwowane cechy badanego materiatu sg korzystne ze wzgledu na zdolnosci sorpcyjne ba-
danego materiatu.

Niski stopien krystalicznosci badanego glukanu okreslony za pomoca dyfrakcji promieni X wedtug
doniesien literaturowych przektada sie na dobre zdolnosci wigzania metali. Otrzymany dyfraktogram
przedstawiony jest na Fig. 3.

Izolacje nierozpuszczalnego w wodzie a-(1—3)-glukanu z owocnikéw twardziaka przeprowa-
dzono zgodnie z metodykg opisang w pracy Kiho i wsp. (Biol. Pharm. Bull., 17, 1994). Metoda oparta
jest na izolacji a-(1—3)-glukanu z wysuszonych owocnikéw przy pomocy roztworéw: metanolu, 5% r-ru
Na2COs oraz 1M NaOH w ktérym rozpuszcza sie izolowany polimer. Ostatnim etapem procedury jest
wytrgcenie a-(1—3)-glukanu przy pomocy 1M HCI oraz 3 krotne przeptukanie go wodga. Zdolnosci sorp-
cyjne metali ciezkich na przyktadnie czterech metali: niklu, kadmu, cynku i ofowiu na grzybowym
a-(1—3)-glukanie wedtug wynalazku badano poprzez sporzadzenie odpowiednich roztworéw metali
ciezkich, ktére dodawano do okreslonych iloéci wyizolowanego a-(1—3)-glukanu. Proces sorpcji cha-
rakteryzowano stosujgc nastepujgce parametry:

e wydajno$¢ usuwania metalu (ang. MRE metal-removal efficiency) stosujgc nastepujacy wzor:

MRE= Ci-Ct/ (t+-ti) M,

e gdzie Cii Ci 0znacza poczatkowe i koricowe stezenie metalu w roztworze wodnym, tti ti czas
konca i rozpoczecia procesu sorpcji, M masa sorbentu, wyrazono w ug h-* mg-1 (ug usuwa-
nego metalu w jednostce czasu na mase sorbentu),

e wspoiczynnik biosorpcji R (ang. removal ratio) stosujgc nastepujacy wzor:

R = 100% x [(C-C1)/Ci]

e gdzie Cii Croznacza stezenie poczagtkowe i koncowe metalu w roztworze wodnym, wyrazono
w %.

llos¢ zwigzanego jonu metalu okreslano technikg ICP (Inductively Coupled Plasma) poprzez roz-
nice miedzy wyjsciowym stezeniem roztworu uzytego do badania a analizg roztworu po procesie sorpciji.

Wyniki sorpcji metali wedtug wynalazku przedstawiono w przyktadach |-V i Tabeli zamieszczonej
ponize;.

Potwierdzeniem wigzania metali ciezkich na grzybowym a-(1—3)-glukanie sg wyniki uzyskane
za pomocg spektroskopii FT-IR oraz Ramann (Fig. 4).

Przyktad |

Wykorzystanie o-(1—3)-glukanu wyizolowanego z owochikow twardziaka (Letinus edodes) do
sorpcji niklu.

W kolbach miarowych o pojemnosci 25 mL sporzadzono roztwér wodny Ni(ll) o stezeniu
100 mgl/L, rozcienczajgc wodg dejonizowang roztwor podstawowy (stezenie 1000 mg/L). Proces biosorpc;ji
prowadzono w przedziale pH 4—7, optymalne pH roztworu dla sorpcji metalu bylo réwne 5. Nastepnie do
falkonéw odwazono po okoto 0,01 g a-glukanu i zalano roztworem Ni(ll) w objetosci 10 mL. Roztwor mie-
szano na wytrzgsarce z predkoscig 230 rpm w temperaturze pokojowej (22+2°C), a nastepnie oddzielono




4 PL 233 359 B1

roztwor od sorbentu poprzez wirowanie (12 000 rpm, 5 min.). Oznaczono zawarto$¢ niklu w fazie ciektej
stosujac technike ICP wykorzystujac urzgdzenie: AA-6800; Shimadzu, Kyoto, Japonia. Uzyskano nastepu-
jace wartosci parametru procesu biosorpciji: MRE 9,9 ug h'mg?, R 22,3%.

Przyktad

Wykorzystanie a-(1—3)-glukanu wyizolowanego z owocnikéw twardziaka (Letinus edodes) do
sorpcji kadmu.

W kolbach miarowych o pojemnosci 25 mL sporzadzono roztwér wodny Cd(Il) o stezeniu
100 mg/L, rozcienczajgc wodg dejonizowang roztwér podstawowy (stezenie 1000 mg/L). Proces bio-
sorpcji prowadzono w przedziale pH 4—7, optymalne pH roztworu dla sorpcji metalu byto réwne 5. Na-
stepnie do falkonéw odwazono po okoto 0,01 g a-glukanu i zalano roztworem Cd(ll) w objetosci 10 mL.
Roztwoér mieszano na wytrzgsarce z predkoscig 230 rpm w temperaturze pokojowej (22+2°C), a nastep-
nie oddzielono roztwér od sorbentu poprzez wirowanie (12 000 rpm, 5 min.). Oznaczono zawarto$¢ niklu
w fazie ciekiej stosujgc technike ICP wykorzystujgc urzgdzenie: AA-6800; Shimadzu, Kyoto, Japonia.
Uzyskano nastepujace wartosci parametru procesu biosorpcji: MRE 19 pg htmg?, R 37,3%.

Przyktad Il

Wykorzystanie a-(1—3)-glukanu wyizolowanego z owocnikéw twardziaka (Letinus edodes) do
sorpcji cynku.

W kolbach miarowych o pojemnosci 25 mL sporzgdzono roztwér wodny Zn(ll) o stezeniu
100 mg/L, rozcienczajac woda dejonizowang roztwor podstawowy (stezenie 1000 mg/L). Proces bio-
sorpcji prowadzono w przedziale pH 4—7, optymalne pH roztworu dla sorpcji metalu byto rowne 5. Nastepnie
do falkonéw odwazono po okofo 0,01 g a-glukanu i zalano roztworem Zn(ll) w objetosci 10 mL. Roztwor
mieszano na wytrzgsarce z predkoscig 230 rpm w temperaturze pokojowej (22+2°C), a nastepnie oddzielono
roztwoér od sorbentu poprzez wirowanie (12 000 rpm, 5 min.). Oznaczono zawarto$¢ niklu w fazie ciektej
stosujac technike ICP wykorzystujac urzgdzenie: AA-6800; Shimadzu, Kyoto, Japonia. Uzyskano nastepu-
jace wartosci parametru procesu biosorpcji: MRE 9,9 ug hmg?, R 22,6%.

Przyktad IV

Wykorzystanie a-(1—3)-glukanu wyizolowanego z owocnikéw twardziaka (Letinus edodes) do
sorpcji otowiu.

W kolbach miarowych o pojemnosci 25 mL sporzadzono roztwér wodny Pb(ll) o stezeniu
100 mg/L, rozcienczajgc wodg dejonizowang roztwdr podstawowy (stezenie 1000 mg/L). Proces bio-
sorpcji prowadzono w przedziale pH 4—7, optymalne pH roztworu dla sorpcji metalu byto réwne 5. Na-
stepnie do falkonéw odwazono po okoto 0,01 g a-glukanu i zalano roztworem Pb(Il) w objetosci 10 mL.
Roztwoér mieszano na wytrzgsarce z predko$cig 230 rpm w temperaturze pokojowej (22+2°C), a nastep-
nie oddzielono roztwér od sorbentu poprzez wirowanie (12 000 rpm, 5 min.). Oznaczono zawarto$¢ niklu
w fazie ciekiej stosujgc technike ICP wykorzystujgc urzgdzenie: AA-6800; Shimadzu, Kyoto, Japonia.
Uzyskano nastepujace wartosci parametru procesu biosorpcji: MRE 33 pug h*mg?, R 71,5%.

Wyniki uzyskane w przyktadach I-1V, zestawiono w Tabeli 1 ponizej, razem z wynikami uzyska-
nymi w badaniach biosorpcji metali ciezkich, przeprowadzonych przy analogicznych parametrach pro-
cesu na a-(1—3)-glukanie wyizolowanym z owocnikdw boczniaka ostrogowatego (Pleurotus ostreatus)
jako kontroli.

Tabelal

Wydajnos¢ usuwania Wspolczyvnnik

Pochodzenie a-(1—3)- Metal metalu (MRE) biosorpcji (R)
glukanu [ue h”' me™| [%]
Ni(Il) 99 223
Twardziak/shiitake Cd(1n) 19 377
Letinus edodes Zn(I) 99 226
Pb(1l) 33 71,5
Ni(Il) 3.7 97
Boczniak ostrogowaty Cd(IT) 5.1 12.6
Pleurotus ostreatus Zn(I) 43 9.1
Pb(1l) 14 36,2
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Zastrzezenia patentowe

Zastosowanie a-(1—3)-glukanu jako biosorbentu pochodzenia grzybowego do usuwania me-
tali ze Srodowisk wodnych.

Sposoéb usuwania metali ze srodowisk wodnych z uzyciem biosorbentu pochodzenia grzybo-
wego, znamienny tym, ze biosorbentem jest a-(1—3)-glukan w postaci proszku, stosowany
w ilosci minimum 8 mg czystego a-(1—3)-glukanu na 10 mL wodnego roztworu o stezeniu
sorbowanych metali rzedu 50-150 mg/L i przy pH procesu biosorpcji wynoszacym od 4 do 7.
Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze a-(1—3)-glukan wyizolowany jest z owocnikow
twardziaka jadalnego.

Sposoéb wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 2 do 3, znamienny tym, ze pH procesu biosorpcji
wynosi 5.

Rysunki
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