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Characterization of Candida methanosorbosa BP-6 strain capable of

aniline degradation

S u m m a r y

The ability of some bacteria and filamentous fungi to degrade aniline and
its derivatives has been reported in literature. This report is the first one con-
cerning assimilation of aniline by Candida methanosorbosa BP-6 strain was iso-
lated from wastewater dye factory by enrichement technique. Activity of this
strain to degradation of aniline was compared with four bacterial strains: BD1,
BZB1, BR 1, and PKN 7, isolated from the same environment and bacteria Bacillus

subtilis IBT C-3 derived from the collection of Institute of Technical Biochemistry
P£. Among the six tested strains capable to assimilate aniline, the most
succesfull was Candida methanosorbosa BP-6 which quickly grows in the presence
of high concentration of aniline (1-4%) and can degrade this substrate in the
yield of 54-63%.
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1. Wstêp

Do g³ównych symptomów wspó³czesnej epoki nale¿y „chemi-
zacja” wszelkiej dzia³alnoœci cz³owieka. Na d³ugiej liœcie szczegól-
nie uci¹¿liwych i groŸnych substancji czo³owe miejsca zajmuj¹
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pochodne azotowe zwi¹zków organicznych, do których nale¿y anilina (1). Ta niena-
turalna amina aromatyczna, stanowi¹ca powa¿ne zagro¿enie dla œrodowiska jest
bezbarwn¹ oleist¹ ciecz¹ o ostrym zapachu i piek¹cym smaku. Do œrodowiska przy-
rodniczego, trafia jako sk³adnik œcieków oraz oparów przemys³owych z zak³adów
wykorzystuj¹cych j¹ jako surowiec produkcyjny.

Wed³ug danych opublikowanych przez Amerykañsk¹ Agencjê Ochrony Œrodowi-
ska (US EPA) (2) toksyczny wp³yw aniliny na organizmy ¿ywe mo¿e prowadziæ –
u ludzi do wystêpowania sinicy i represji centralnego uk³adu nerwowego, u drobno-
ustrojów – do ograniczenia ich wzrostu. W wodzie anilina mo¿e ulegaæ powolnej
fotodegradacji. Proces ten katalizowany jest przez substancje humusowe oraz przez
niektóre rodzaje glonów. Z powierzchni wody i gleby anilina podlega parowaniu za-
le¿nemu od temperatury. Ciœnienie par w 25°C wynosi 0,69 mmHg. Anilina znaj-
duj¹ca siê w powietrzu, pod wp³ywem promieni s³onecznych, ulega fotolizie. Pro-
duktami jej rozpadu mog¹ byæ: N-metyloanilina, N,N-dimetyloanilina, izomery hy-
droksyaniliny i fenol. Czas po³owicznego rozk³adu aniliny w atmosferze zosta³ okreœ-
lony na oko³o 3,5 godziny (2). Zak³ada siê jednak, ¿e najbardziej znacz¹cym mecha-
nizmem powoduj¹cym usuwanie aniliny ze œrodowisk wodnych i gruntowych jest
biodegradacja, o czym œwiadczy stwierdzenie obecnoœci w glebie mikroorganizmów
zdolnych do wykorzystania aniliny jako jedynego Ÿród³a wêgla i azotu.

Z dotychczasowych doniesieñ literaturowych wiadomo, ¿e anilinê mog¹ degra-
dowaæ nastêpuj¹ce drobnoustroje: Alcaligenes faecalis (3), Nocardia sp. (4), Rhodococcus

erythopolis AN-13 (5), Moraxella sp. (6), Stenotrophomonas maltophilia (7), Frauteria sp.
(8), Achromobacter sp. (9), Flavimonas sp. (9), Acinetobacter sp. (10), Pseudomonas

multivorans (11), Pseudomonas acidovorans (9) oraz Pseudomonas sp. (12). Podobne
uzdolnienia wykryto u grzybów np. Alternaria sp., Mucor sp., Penicillium sp., Trichoderma

sp., Rhizopus sp., Fusarium sp. i Cladosporium sp. (13).
Z badañ przeprowadzonych przez Matsumura i Aoki (14), wiadomo, ¿e zapo-

cz¹tkowanie rozk³adu aniliny u bakterii Rhodococcus sp. AN-22, zachodzi z udzia³em
dioksygenazy anilinowej deaminuj¹cej (EC 1.14.12.-) i prowadzi do powstania ka-
techolu. Produktem poœrednim tej reakcji jest 1-amino-2-hydro-cis-1,2-dihydroksy-
benzen. Aktywnoœæ tego enzymu jest prawdopodobnie cech¹ szczególn¹ drobno-
ustroju. Wed³ug Liu i wsp. (15), dioksygenaza anilinowa szczepu Delftia sp. AN3 wy-
kazuje aktywnoœæ kilkakrotnie wy¿sz¹ od aktywnoœci oznaczonej przez McClura
i wsp. (16) dla szczepów: Pseudomonas putida mt-2 i Pseudomonas acidovorans CA28.
Z badañ Takeo i wsp. (17) oraz Fukumori i wsp. (18) wynika, ¿e sekwencje nukleoty-
dowe genów koduj¹cych enzymy odpowiedzialne za utlenianie aniliny do katecholu
u bakterii Acinetobacter sp. YAA (17) i Pseudomonas putida UCC (18), s¹ bardzo podobne.

W nastêpnym etapie przemian, katechol mo¿e ulec przekszta³ceniu z udzia³em
1,2-dioksygenazy katecholowej do kwasu cis,cis-mukonowego (14). Z badañ Liu i wsp.
(15) oraz Thomas i Peretti (19) wynika, ¿e szczepy Delftia sp. AN3 i Pseudomonas sp.
przekszta³caj¹ powsta³y z aniliny katechol z udzia³em 2,3-dioksygenazy katecholo-
wej do semialdehydu 2-hydroksymukonowego. Zwi¹zek ten, konwertowany jest na-
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stêpnie do metabolitów w³¹czanych do cyklu Krebsa. Poœrednikami tych przemian
mog¹ byæ kwasy: 2-hydroksymukonowy i alliloszczawiowy (15,19). Drogi biodegra-
dacji aniliny obrazuje rysunek 1 a i b.

Z pracy Kukor i wsp. (20) wynika, ¿e anilina mo¿e byæ degradowana zarówno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. U wyizolowanego w 2001 r. przez
Kahng (20) szczepu bakterii oznaczonego symbolem XY99 (pod wzglêdem fizjolo-
gicznym podobnego do szczepu Delftia acidovorans) tlenowa degradacja aniliny prze-
biega poprzez katechol i kwas 2-hydroksymukonowy. W œrodowisku beztlenowym
natomiast anilina przekszta³cana jest do p-aminobenzoesanu (20) (rys. 2).

Cytowane badania na temat biodegradacji aniliny, jednej z najwa¿niejszych amin
aromatycznych, prowadzone by³y g³ównie w warunkach laboratoryjnych, mo¿na
jednak przypuszczaæ, ¿e podobne mechanizmy transformacji tego zwi¹zku mog¹ za-
chodziæ w œrodowisku przyrodniczym. Celem badañ jest przedstawienie procesu
biodegradacji aniliny z udzia³em wyizolowanego przez nas szczepu dro¿d¿y Candida

methanosorbosa BP-6. Jest to pierwsze doniesienie o mo¿liwoœci rozk³adu tej trudno
degradowalnej i groŸnej dla œrodowiska toksyny z udzia³em dro¿d¿y. Uzdolnienia
szczepu Candida methanosorbosa BP-6 w kierunku biodegradacji aniliny opisano od-
nosz¹c je do wczeœniej badanych pod tym k¹tem szczepów bakterii. Porównanie to
dotyczy zarówno szczepów przez nas wyizolowanych jak i tych opisanych w litera-
turze.
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Rys. 1. Biodegradacja aniliny przez szczep Pseudomonas CIT1 (19).

Rys. 2. Transformacja aniliny u szczepu XY99 w warunkach beztlenowych (20).



3. Materia³y i metody

3.1 Szczepy stosowane do badañ

Przedmiotem badañ by³y nastêpuj¹ce szczepy:
1) bakterie Bacillus subtilis IBT C-3 pochodz¹ce z kolekcji Instytutu Biochemii

Technicznej P£,
2) BD1 – bakterie wyizolowane z dna zbiornika œcieków,
3) BZB1 – bakterie wyizolowane z ziemi pobranej z terenów zak³adu produ-

kuj¹cego barwniki,
4) BR1 – bakterie wyizolowane z brzegu rzeki Bzury p³yn¹cej obok zak³adu,
5) PKN7 – bakterie wyizolowane ze zbiornika koñcowego napowietrzania,
6) BP6 – (Candida methanosorbosa) – dro¿d¿e wyizolowane z pompowni osadu

wstêpnego.

T a b e l a 1

Obserwacje wzrostu badanych drobnoustrojów

Obserwacje makro- i mikroskopowe kultur

Szczep Pod³o¿e sta³e (YPG) Pod³o¿e p³ynne (AY)

BD1
wyizolowane z dna zbiornika œcieków
fabryki barwników)

kolonie � 0,5-1 mm, szarawe, przej-
rzyste, w preparacie: krótkie pa³eczki
wielkoœci 0,5-1 	m

wzrost dobry, pod³o¿e koloru kremowego

BZB1
wyizolowane z ziemi pobranej z tere-
nów zak³adu produkuj¹cego barwniki
m.in. anilinê

kolonie � 1-1,5 mm jasnobe¿owe,
przejrzyste; w preparacie krótkie i ma-
czugowate pa³eczki wielkoœci 1,5 	m

wzrost dobry, pod³o¿e koloru kremowego

BR 1
(bakterie wyizolowane z brzegu rzeki
Bzury p³yn¹cej obok zak³adu)

kolonie jasno¿ó³te o � 1-2 mm, ko-
mórki o wielkoœci 1 	m

wzrost dobry, pod³o¿e o odcieniu be-
¿owobr¹zowym

PKN 7
(bakterie wyizolowane ze zbiornika koñ-
cowego napowietrzania)

kolonie b³yszcz¹ce, szarobe¿owe o �

od 2 do 4 mm, brzegi kolonii nieregu-
larne, ¿ó³tozielone, w preparacie pa³ecz-
ki o wielkoœci 2 	m

wzrost dobry, pod³o¿e o odcieniu bru-
natnozielonkawym

BP-6

(szczep dro¿d¿y, wyselekcjonowanych

z pompowni osadu wstêpnego

(komora o pojemnoœci 5,5 m)

kolonie bia³okremowe, wypuk³e, o g³ad-
kiej powierzchni, w preparacie okr¹g³e,
komórki wielkoœci 4 	m

wzrost obfity, pod³o¿e o odcieniu kre-
mowobrunatnym

B. subtilis IBTC-3

(bakterie pochodz¹ce z kolekcji Insty-
tutu Biochemii Technicznej)

kolonie jasnobe¿owe o � 2 mm, w pre-
paracie komórki o d³ugoœci 6-8 	m
uk³adaj¹ce siê w ³añcuchy

wzrost dobry pod³o¿e koloru s³omko-
wego
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3.2. Warunki hodowli badanych szczepów

Izolowanie badanych w ramach pracy drobnoustrojów, prowadzono g³ównie me-
tod¹ rozsiewów na p³ytki z pod³o¿em Kinga A o sk³adzie: 0,1 g/dm3 glukozy,
0,2 g/dm3 peptonu, 0,1 g/dm3 K2SO4, 0,014 g/dm3 MgCl2, 0,2 g/dm3 agaru. Do
pod³o¿y dodawano anilinê w iloœci 20 	l na p³ytkê w postaci filmu rozprowadzone-
go na powierzchni pod³o¿a. Wybrane z p³ytek monokultury, przesiewano na skosy
z pod³o¿em YPG (ekstrakt dro¿d¿owy 0,1 g/dm3, pepton 0,2 g/dm3, glukoza 0,2
g/dm3, agar 0,2 g/dm3) i stosowano je jako inokulum do hodowli wstrz¹sanych. Ho-
dowle te prowadzono w pod³o¿u zawieraj¹cym: 5 g/dm3 aniliny, 2 g/dm3 ekstraktu
dro¿d¿owego, 5 g/dm3 glukozy oraz zestaw soli mineralnych: 1 g/dm3 KH2PO4;
0,5 g/dm3; MgCl2. 6 H2O; 0,5 g/dm3; CaCl2. 6 H2O; 0,5 g/dm3 KCl. pH pod³o¿a ustalo-
no w zakresie: 4,0-8,0. Pod³o¿e to oznaczono symbolem AY.

Stosowano nastêpuj¹ce parametry hodowli wstrz¹sanych: prêdkoœæ obrotowa –
175 obr/min, amplituda – 4,5 cm, temperatura hodowli – 30°C, czas inkubacji –
9 dni. W celu unikniêcia zjawiska fotolizy, hodowle prowadzono bez dostêpu
œwiat³a.

3.3. Okreœlenie stê¿enia biomasy drobnoustrojów

Stê¿enie biomasy oznaczano metod¹ poœredni¹ dokonuj¹c pomiaru zmêtnienia
p³ynu hodowlanego. W tym celu zawiesinê rozcieñczano 10-krotnie i mierzono ab-
sorbancjê prób przy d³ugoœci fali 660 nm wzglêdem wody destylowanej. Wyniki
przeliczano na g s.m./dm3 na podstawie krzywej standardowej wyznaczon¹ dla od-
wirowanych i wysuszonych prób biomasy.

3.4. Okreœlenie stopnia degradacji aniliny w warunkach hodowli p³ynnej

Iloœæ niewykorzystanej podczas hodowli aniliny oznaczano metod¹ fotometrycz-
n¹ z NEDDC (N-(1-naftylo-)-etyleno-diamino dichlorek) opracowan¹ przez firmê
MERCK i stosowan¹ do oznaczania barwników azowych. Metoda oznaczania aniliny
oparta jest na pomiarze absorbancji roztworu zawieraj¹cego barwny produkt reak-
cji sprzêgania NEDDC z amin¹ aromatyczn¹. Anilina w reakcji z NEDDC tworzy kom-
pleks o barwie ró¿owej. Pomiaru intensywnoœci barwy dokonuje siê przez pomiar
absorbancji (
 = 550 nm).
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3.5. Okreœlenie stopnia degradacji aniliny metod¹ chromatografii cieczowej
(HPLC)

W metodzie chromatograficznej wykorzystano zestaw do HPLC (Gynkotek) wy-
posa¿ony w: uk³ad pomp P580 A HPG- SOFTRON GmbH (pracuj¹cy w systemie izo-
kratycznym), degazer DG- 1310 firmy Dionex, detektor UV-VIS typ UV D 170S, piec
STH 585, autosampler typu Gina 505 (Gynkotek) oraz kolumnê i prekolumnê Hyper-
sil ODS C18 (250 × 4.6 mm, 5 	m). Zestaw do HPLC sprzê¿ony by³ z programem
komputerowym, pozwalaj¹cym na rejestrowanie pików badanych substancji, poja-
wiaj¹cych siê przy okreœlonych czasach retencji. Oznaczenie przebiega³o w tempe-
raturze 25°C. Detekcjê przeprowadzono z wykorzystaniem detektora UV-VIS przy
d³ugoœci fali 
 = 236 nm. Czas jednego pomiaru wynosi³ 12 minut.

W celu oznaczenia czasu retencji aniliny wykonano krzyw¹ wzorcow¹, wprowa-
dzaj¹c kolejne objêtoœci roztworów aniliny o stê¿eniach: 0,02-0,001%.

Materia³ do badañ stanowi³ p³yn hodowlany, po uprzednim odwirowaniu komó-
rek (5000 g x 20 min), przes¹czeniu przez filtr celulozowy i 20-krotnym rozcieñcze-
niu wod¹ redestylowan¹. Objêtoœci nastrzykiwanych prób wynosi³y 20 	l. Fazê elu-
uj¹c¹ stanowi³a mieszanina buforu fosforanowego o pH = 7,5 i metanolu (60:40
v/v).

Zestaw HPLC sterowany by³ programem komputerowym Chromelon wersji 6.0,
zawieraj¹cym bibliotekê widm zwi¹zków i bazê danych umo¿liwiaj¹c¹ opracowanie
wyników pomiarowych.

4. Wyniki badañ

Badania mikroflory œrodowisk ska¿onych anilin¹ prowadzone pod k¹tem wyizo-
lowania szczepów wykazuj¹cych zdolnoœæ do degradacji aniliny to z³o¿one postêpo-
wanie skriningowe, wymagaj¹ce przeprowadzenia wielu rozsiewów oraz hodowli
wzbogacaj¹cych w pod³o¿ach o zró¿nicowanym stê¿eniu ksenobiotyku, w obecno-
œci ró¿nych dodatkowych Ÿróde³ wêgla i azotu. Izolowanie szczepów prowadzono
na pod³o¿ach typowych dla bakterii i grzybów, z dodatkiem ró¿nych stê¿eñ aniliny.
W hodowlach wzbogacaj¹cych anilina stosowana by³a w stê¿eniach od 0,1 do 3%.
Badaniom poddano mikroflorê nastêpuj¹cych miejsc by³ego zak³adu produkuj¹cego
anilinê: dna zbiornika œcieków, ziemi pobranej z terenów zak³adu produkuj¹cego
barwniki, brzegu rzeki Bzury, której koryto le¿y obok zak³adu barwników, zbiornika
koñcowego pompowni osadu wstêpnego.

Ocenê zdolnoœci wyizolowanych szczepów do biodegradacji aniliny prowadzono
na podstawie nastêpuj¹cych kryteriów:

– zdolnoœæ do wzrostu w obecnoœci aniliny,
– tolerancja na podwy¿szone stê¿enia aniliny,
– stopieñ wykorzystania substratu,
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– parametry fizykochemiczne procesu biodegradacji.
Wyniki obserwacji wzrostu wyizolowanych czterech szczepów bakterii (BD1,

BZB1, BR1, PKN7) i jednego szczepu dro¿d¿y BP-6, zarówno na pod³o¿u sta³ym
(YPG) jak i p³ynnym (AY) przedstawiono w tabeli 1. Warstewka aniliny rozprowadzo-
na na powierzchni pod³o¿a YPG „znika³a” po 2–4 dniach inkubacji wszystkich wy-
mienionych szczepów. Najszybszy i najbardziej obfity wzrost na obu pod³o¿ach ob-
serwowano dla bakterii B. subtilis IBTC-3 i szczepu dro¿d¿y BP-6 (tab. 1). W wyniku
prób diagnostycznych przeprowadzonych w oparciu na metodyce Barnett (25) usta-
lono, ¿e wyizolowany przez nas szczep dro¿d¿y to Candida methanosorbosa, dla wy-
ró¿nienia szczepu, zachowano symbol BP-6.

T a b e l a 2

Wykorzystanie aniliny po 9-dniowej hodowli badanych szczepów w pod³o¿u AY

Szczep
Wykorzystanie aniliny po 9 dniach

[mg/cm3] [%]

BD 1 2,15 28

BZB 2 2,37 32

BR 3 1,3 13

PKN 7 2,43 33

C. methanosorbosa BP-6 3,42 53

B. subtilis IBTC-3 2,62 36

Zdolnoœæ wyizolowanych kultur do degradacji aniliny badano w pod³o¿u p³yn-
nym AY z dodatkiem aniliny w stê¿eniu 0,5%. Dodatkowym Ÿród³em wêgla w tym
pod³o¿u by³a glukoza. Stopieñ rozk³adu toksyny po dziewiêciu dniach hodowli
wstrz¹sanej okreœlano metod¹ fotometryczn¹ z dichlorkiem N-(1-naftylo-)-etyle-
no-diaminowym (NEDDC). Wyniki doœwiadczeñ zestawiono w tabeli 2. Dynamikê
wzrostu i wykorzystania aniliny przez najaktywniejsze w stosunku do tego kseno-
biotyku szczepy: B. subtilis IBTC-3 i dro¿d¿e C. methanosorbosa BP-6 przedstawiono
na rysunku 3. W przypadku szczepu B. subtilis IBTC-3 najwiêksze przyrosty biomasy
obserwowano do siódmego dnia hodowli (1,5 g.s.m/dm3), w nastêpnych dniach pro-
cesu namno¿enie komórek bakterii mala³o. Mimo braku przyrostu biomasy w tej fa-
zie, substrat nadal by³ asymilowany. W ci¹gu 9 dni hodowli poziom jej wykorzysta-
nia wynosi³ 36%. Dla dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6, przyrosty biomasy obserwowa-
no do pi¹tej doby hodowli, jej maksymalne namno¿enie osi¹ga³o wartoœæ 3,24
g.s.m/dm3. Zu¿ycie aniliny dla tego szczepu po dziewiêciu dniach hodowli wynosi³o
50%.
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Rys. 4. Wp³yw pH pod³o¿a hodowlanego na stopieñ wykorzystania aniliny u szczepów C. methanosorbosa

BP-6 i B. subtilis IBTC-3.

Rys. 3. Dynamika wykorzystania aniliny przez szczepy dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6 i B. subtilis

IBTC-3 podczas hodowli w pod³o¿u AY (pH = 6,5).



Doœwiadczenia wykonane w pod³o¿u AY, prowadzono przy pH 6,5. Poniewa¿
optimum pH dla wzrostu wiêkszoœci gatunków dro¿d¿y jest zwykle ni¿sze, podjêto
próbê optymalizacji tego parametru. W wyniku hodowli szczepów C. methanosorbosa

BP-6 oraz B. subtilis IBTC-3 w pod³o¿u AY, o pH zmienianym w zakresie 4,0-8,0 usta-
lono, ¿e optimum pH dla szczepu dro¿d¿y BP-6 wynosi 5,5. Przy tej wartoœci pH ani-
lina wykorzystywana jest w ci¹gu dziewiêciu dni w iloœci 58% (rys. 4). Natomiast bak-
terie B. subtilis IBTC-3 wykazuj¹ najbardziej obfity wzrost przy pH 7,5, przy którym
wykorzystanie aniliny dochodzi³o do 41% (rys. 4). Wyniki analizy chromatograficznej
HPLC p³ynów pohodowlanych szczepów BP-6 oraz IBTC-3, z pierwszego i dzie-
wi¹tego dnia hodowli, przedstawiono na rysunkach 5 i 6 (a i b). Dla obu szczepów
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Rys. 5. Chromatogramy obrazuj¹ce stê¿enie aniliny w hodowli bakterii B. subtilis IBTC3, a) po pierw-
szej dobie hodowli bakterii, b) po dziewiêciu dniach trwania hodowli.

Rys. 6. Chromatogramy obrazuj¹ce stê¿enie aniliny w hodowli dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6, a) po
pierwszej dobie hodowli dro¿d¿y, b) po dziewiêciu dniach trwania hodowli.



obserwuje siê ewidentny ubytek aniliny, przy czym w próbie z dziewi¹tego dnia ho-
dowli dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6 obserwowaæ mo¿na metabolity poœrednie
rozk³adu tego zwi¹zku. Obecnoœci tego typu poœredników nie stwierdzono w ho-
dowli B. subtilis IBTC3.

W celu sprawdzenia wp³ywu stê¿enia aniliny na wydajnoœæ jej biodegradacji oraz
okreœlenia tolerancji badanych szczepów na podwy¿szone stê¿enia ksenobiotyku,
przeprowadzono hodowle p³ynne stosuj¹c wyjœciowe stê¿enia aniliny: 0,1; 0,3; 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; i 4,0%. Doœwiadczenie to prowadzono w pod³o¿u pozbawionym gluko-
zy, oznaczonym symbolem BY pH pod³o¿a wynosi³o 6,5. Z danych zamieszczonych
na rysunku 7 wynika, ¿e szczep BP-6 wykazuje wysok¹ tolerancjê na podwy¿szone
stê¿enia aniliny, nie obserwowano bowiem, obni¿enia iloœci biomasy przy wzra-
staj¹cych stê¿eniach substratu w badanym zakresie. Przy zastosowaniu aniliny w iloœ-
ci 4% plon biomasy w pi¹tym dniu hodowli osi¹ga³ wartoœæ: 5,19 g.s.m/dm3. W przy-
padku szczepu B. subtilis IBTC-3 najwy¿sze namno¿enie biomasy (1,78 g.s.m/dm3)
obserwowano przy niskich stê¿eniach substratu – 0,3-0,5%.

Morfologiê komórek dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6, wyros³ych w pod³o¿ach za-
wieraj¹cych ró¿ne stê¿enia aniliny przedstawiono na fotografiach (rys. 8 a i b). Przy
stê¿eniu aniliny wynosz¹cym 0,5-1% widoczne s¹ liczne skupiska p¹czkuj¹cych dro¿-
d¿y. Zmiany obrazu komórek obserwowano dopiero przy stê¿eniu aniliny – 4%. Na
rysunku 9, widaæ, ¿e anilina w stê¿eniu 0,1% nie powoduje znacz¹cych zmian morfo-
logii komórek bakterii B. subtilis IBTC-3. W miarê wzrostu stê¿enia aniliny do 1,5%
zaczynaj¹ dominowaæ formy przetrwalne. Przy stê¿eniu 3% ksenobiotyku wzrost
B. subtilis IBT C-3 ulega ca³kowitemu zahamowaniu.
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Rys. 7. Wzrost szczepów C. methanosorbosa BP-6 i B. subtilis IBTC-3 w pod³o¿u zawieraj¹cym anilinê
jako jedyne Ÿród³o wêgla w stê¿eniach 0,01-4%.



W celu okreœlenia, w której fazie wzrostu, anilina oddzia³uje szczególnie tok-
sycznie na komórki badanych szczepów wprowadzano j¹ do pod³o¿a w stê¿eniu
0,5%: a) równolegle z inokulum, b) po dobie hodowli, gdy komórki by³y w koñcowej
fazie wzrostu wyk³adniczego. Z danych zamieszczonych w tabeli 3 wynika, ¿e doda-
nie substratu po 24 godzinach hodowli pozwoli³o uzyskaæ dla obu szczepów wiêk-
szy plon biomasy oraz wy¿szy stopieñ degradacji aniliny. Ró¿nice w stopniu wyko-
rzystania aniliny wynosi³y dla szczepów C. methanosorbosa BP-6 i B. subtilis odpo-
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Rys. 8. a) Komórki dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6 w pod³o¿u AY zawieraj¹cym 0,5% aniliny, b) ko-
mórki dro¿d¿y C. methanosorbosa BP-6 w pod³o¿u AY zawieraj¹cym 4% aniliny.

Rys. 9. Komórki bakterii B. subtilis IBTC-3 w pod³o¿u AY.



wiednio: 15 (50�65%) i 9 (41�32%) punktów procentowych. Wynik tego doœwiad-
czenia stanowi doœæ wa¿n¹ wskazówkê technologiczn¹ i sugeruje by do procesu
oczyszczania œrodowisk ska¿onych anilin¹ kierowaæ bardziej dojrza³e kultury drob-
noustrojów.

T a b e l a 3

Wp³yw wieku inokulum na wykorzystanie aniliny przez dro¿d¿e C. methanosorbosa BP-6 i bakterie

B. subtilis IBTC-3

Wariant pod³o¿a hodowlanego
Zu¿ycie aniliny

[%]
po 9 dniach hodowli

pod³o¿e AY zaszczepione C. methanosorbosa BP-6 (anilina dodawana bezpoœrednio po zaszczepieniu) 50

pod³o¿e AY zaszczepione C. methanosorbosa BP-6 (anilina dodawana po 1 dobie hodowli) 65

pod³o¿e AY zaszczepione B. subtilis IBTC-3 (anilina dodawana bezpoœrednio po zaszczepieniu) 32

pod³o¿e AY zaszczepione B. subtilis IBTC-3 (anilina dodawana po 1 dobie hodowli) 41

5. Dyskusja wyników

Przedstawiona praca stanowi pierwsze doniesienie opisuj¹ce proces biodegrada-
cji aniliny z udzia³em dro¿d¿y. Wybrane gatunki dro¿d¿y sprawdzane by³y, jak do-
t¹d, jedynie pod k¹tem ich odpornoœci na tê toksynê. Dla dro¿d¿y Saccharomyces

cerevisiae (23) dawka letalna aniliny wynosi³a 4,95 x 10-3 g/dm3. Wyizolowany przez
nas szczep dro¿d¿y, zdiagnozowany w oparciu na w³aœciwoœciach biochemicznych
wg metodyki Barnett (24) jako C. methanosorbosa, efektywnie degraduje ten kseno-
biotyk, nawet w stê¿eniu wynosz¹cym 4%. Porównuj¹c jego w³aœciwoœci ze znanymi
dot¹d z literatury drobnoustrojami degraduj¹cymi anilinê Alcaligenes faecalis (3),
Nocardia sp. (4), Rhodococcus erythopolis AN-13 (5), Moraxella sp. (6), Stenotrophomonas

maltophilia (7), Frauteria sp. (8), Achromobacter sp. (9), Flavimonas sp. (9), Acinetobacter

sp. (10), Pseudomonas multivorans (11), Pseudomonas acidovorans (9) oraz Pseudomonas

sp. (12), Alternaria sp., Mucor sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Rhizopus sp.,
Fusarium sp. i Cladosporium sp. (13) mo¿na stwierdziæ, ¿e wyizolowany przez nas
szczep C. methanosorbosa wyró¿nia siê du¿¹ tolerancj¹ na wysokie stê¿enia aniliny.
Zmiany morfologii komórek obserwowane by³y dopiero w pod³o¿u zawieraj¹cym
ksenobiotyk w stê¿eniu 4%. Opisane w literaturze szczepy bakterii (3-12), degra-
duj¹ce anilinê prowadzi³y proces jej rozk³adu przy stê¿eniach substratu stosunkowo
niskich, maksymalnie 0,5 %. By³y to, zatem szczepy o tolerancji na anilinê, zbli¿onej
do badanego przez nas równolegle szczepu bakterii B. subtilis IBTC-3.

Z badañ maj¹cych na celu dobór warunków biodegradacji aniliny przez szczep
C. methanosorbosa BP-6 ustalono, ¿e rozk³ad ksenobiotyku zachodzi najefektywniej
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gdy wystêpuje on w stê¿eniach do 2%. Interesuj¹ce jest równie¿ to, ¿e wykorzysty-
wanie aniliny zachodzi zarówno w fazie wzrostu szczepu jak i w fazie stacjonarnej.
pH pod³o¿a powinno byæ zbli¿one do wartoœci 5,5. Korzystnie na proces biodegra-
dacji mo¿e wp³ywaæ obecnoœæ kosubstratu, którym w naszym przypadku by³a gluko-
za. Zagadnienie to wymaga dalszych badañ, bowiem jak wynika z pracy Kahng i wsp.
(20) wiêkszy dodatek glukozy mo¿e powodowaæ ograniczenie szybkoœci degradacji
aniliny. Badacze ci wykazali ponadto, ¿e skutecznym kosubstratem mo¿e byæ mle-
czan.

Z technologicznego punktu widzenia wa¿na jest równie¿ wskazówka, ¿e starsze
komórki (po jednej dobie hodowli) s¹ mniej wra¿liwe na obecnoœæ aniliny ni¿ ko-
mórki namna¿aj¹ce siê w obecnoœci ksenobiotyku.

Niepokoiæ mo¿e fakt gromadzenia siê poœredników rozk³adu aniliny z udzia³em
badanego w ramach pracy szczepu C. methanosorbosa BP-6. Zagadnienie to wymaga
oddzielnych badañ.
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