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Streszczenie. Celem prezentowanych badan byto oznaczenie wplywu azotetrazolanu diamonu (AAZ),
azotetrazolanu di(guanidyny) (GAZ), azotetrazolanu di(triaminoguanidyny) (TAGAZ) oraz chlo-
rowodorku triaminoguanidyny (TAG-HCI) na wzrost bakterii glebowej Bacillus halodurans oraz na
aktywnos¢ mikrobiologiczna w glebie. W badaniach zastosowano hodowle stacjonarne wyizolowanego
z gleby szczepu bakterii Bacillus halodurans oraz wykorzystano system respirometryczny do oznaczen
tempa produkcji CO,, H, i H,S w hodowlach glebowych z dodatkiem soli azotetrazolu i TAG. W celu
wyznaczenia parametréw biokinetycznych wzrostu mikrobiologicznego Bacillus halodurans oraz tempa
produkeji gazéw w hodowlach glebowych zastosowano analize matematyczng w oparciu o model logi-
styczny. Stwierdzono znaczng aktywnos¢ azotetrazolanu di(triaminoguanidyny) oraz chlorowodorku
triaminoguanidyny hamujaca wzrost Bacillus halodurans. Podobne wyniki otrzymano przy oznaczeniach
respirometrycznych, gdzie dla hodowli z wymienionymi zwigzkami uzyskano tempo produkcji CO,
na poziomie odpowiednio 937 ug-h™ i 1011 pg-h™", natomiast w hodowlach kontrolnych tempo to
oznaczono na poziomie 1563 pug-h™ Badania respirometryczne wykazaly réwniez, ze badane zwiazki
moga charakteryzowa¢ si¢ znaczng aktywnoscig modyfikujaca procesy mikrobiologiczne w glebie.
Wszystkie zastosowane zwigzki hamowaly calkowicie wydzielanie siarkowodoru oraz modyfikowaly
tempo wydzielania wodoru w hodowlach, znacznie je obnizajac w stosunku do ukladu kontrolnego.
Stowa kluczowe: wysokoazotowe sole azotetrazolu, aktywno$¢ mikrobiologiczna, badania respiro-
metryczne

1. Wprowadzenie

Wzrastajace zainteresowanie nowoczesnymi materiatami wybuchowymi i idace
w $lad za tym stopniowe wprowadzanie ich do stosowania masowego w technice
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cywilnej i wojskowej moze by¢ przyczyna znacznego skazenia srodowiska wodno-
gruntowego. Kazde uzycie materialu wybuchowego jest potencjalnym zrédlem ska-
zenia, podobnie jak transport i sktadowanie tego typu materiatéw. Powodem skazen
sa nie tylko konflikty zbrojne trwajace na calym $wiecie, lecz takze coraz szersze
stosowanie materialéw wybuchowych w technice cywilnej. Jako przyktad wystarczy
poda¢ masowe stosowanie zwigzkéw wysokoazotowych w poduszkach powietrznych
w samochodach [1], szybkich systemach gasniczych stosowanych w bibliotekach
i serwerowniach czy coraz wigksze zuzycie materialéw wybuchowych w perforatorach
stosowanych w gornictwie naftowym [2]. Intensywnie badang grupa nowoczesnych
materialéw wybuchowych s3 pochodne tetrazolu, wsréd ktorych szczegdlnie duzo
uwagi poswieca sie solom azotetrazolu ze wzgledu na zawarto$¢ azotu w czasteczce
przekraczajaca 80% masowych oraz dobra stabilnos¢ termiczng [3].

Wiekszo$¢ dotychczasowych badan charakteryzujacych mozliwos$ci bioreme-
diacji srodowisk skazonych materialami wybuchowymi ukierunkowana byta, z racji
powszechnego uzycia, na nitrowe pochodne benzenu, takie jak 2,4,6-trinitrotoluen
[4-6]. Wiele badan dotyczyto réwniez cyklicznych N-nitroamin, takich jak 1,3,5-
-trinitro-1,3,5-triazacykloheksan (RDX), 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan
(HMX), co zaowocowalo opracowaniem potencjalnych szlakéw ich biodegradacji
[7, 8]. Badania degradacji w obecnosci mikroorganizméw stosunkowo nowego
materialu wybuchowego, jakim jest HNIW, pokazuja, zZe tematyka utylizacji zwigz-
kow energetycznych przez bakterie jest w centrum zainteresowania renomowanych
o$rodkow badawczych [8]. Obecnos¢ tego typu zwigzkéw chemicznych w srodo-
wisku wodno-gruntowym moze rodzi¢ powazne konsekwencje zwigzane glownie
z modyfikowaniem aktywnos$ci mikrobiologicznej, a przez to istotnie wptywac np.
na jako$¢ gleby i jej zdolnosci regeneracyjne. Nie bez znaczenia jest fakt, iz wiekszo$¢
soli azotetrazolu jest dobrze rozpuszczalna w wodzie. Wiele zwigzkéw aromatycz-
nych i heterocyklicznych moze charakteryzowac si¢ wtasciwosciami toksycznymi;
cze$¢ z nich moze modyfikowa¢ aktywno$¢ mikrobiologiczng w glebie, czego
klasycznym przykladem jest dimetylopirazol hamujacy wzrost i rozwdj mikroor-
ganizmow nitryfikacyjnych [9]. Z drugiej strony, cz¢s$¢ tego typu zwiazkow lub ich
produktow rozktadu moze podlega¢ procesom biodegradacji, czego przykladem
moze by¢ benzen, toluen, anilina, trinitrotoluen czy wspomniany juz RDX. Z racji
tego, ze coraz wigksze zainteresowanie materiatami wysokoenergetycznymi rodzi
powazne problemy natury srodowiskowej i toksykologicznej, badania majace na
celu okreslenie wptywu takich substancji na uklady zywe sa, jak si¢ wydaje, ko-
nieczne i uzasadnione, tym bardziej ze czes¢ zwigzkow heterocyklicznych moze
charakteryzowac sie selektywnymi wlasciwo$ciami modyfikujacymi aktywnos¢
mikrobiologiczng w srodowisku.

Najwazniejszym celem prezentowanych w pracy badan byto scharakteryzowanie
soli azotetrazolu pod katem ich oddzialywania na aktywno$¢ mikrobiologiczna
w glebie organicznej (torf). Miarg takiej aktywnosci jest m.in. tempo wydzielania
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ditlenku wegla oraz innych gazéw podczas inkubacji probki gleby. W ramach ba-
dan okreslono takze wplyw soli azotetrazolu na wzrost bakterii glebowej Bacillus
halodurans, licznie wystepujacej w zastosowanej w eksperymentach glebie. W celu
okreslenia parametréw biokinetycznych charakteryzujacych aktywnos¢ mikrobio-
logiczng gleby oraz wzrost Bacillus halodurans w obecnosci badanych zwigzkow
chemicznych, zastosowano model logistyczny, bardzo dobrze opisujacy wzrost
mikrobiologiczny w hodowlach stacjonarnych. Tego typu matematyczne modele
z powodzeniem stosowano w wielu badaniach charakteryzujacych kinetyke wzrostu
mikrobiologicznego [10-13]

2. Cze$¢ eksperymentalna
2.1. Synteza soli azotetrazolu

W badaniach zastosowano nastepujace zwigzki chemiczne (rys. 1): azotetrazolan
diamonu (AAZ), azotetrazolan di(guanidyny) (GAZ), azotetrazolan di(triamino-
guanidyny) (TAGAZ) oraz chlorowodorek triaminoguanidyny (TAG-HCI). Sole
azotetrazolu otrzymywano w reakcjach podwdjnej wymiany jonowej pomiedzy
solg disodowa azotetrazolu (SAZ) a chlorowodorkiem odpowiedniego kationu wg
procedur podanych nizej.

2.1.1. Synteza chlorowodorku triaminoguanidyny (TAG-HCI)

Synteze TAG-HCI prowadzono wg metody podanej przez Coburna, zastepujac
bezwodng hydrazyne 80% wodzianem hydrazyny i dioksan 2-propanolem [13].
W reaktorze o objetosci 250 cm” zaopatrzonym w wydajne mieszadto mechaniczne,
termopare i chfodnice zwrotng umieszczono 100 cm’ 2-propanolu, nastepnie dodano
19,0 g chlorowodorku guanidyny (Gu-HCI) i w temperaturze otoczenia wkroplono
38,0 g 80% wodzianu hydrazyny. Mieszano uklad przez 15 min w temperaturze otocze-
nia, po czym ogrzano do temperatury wrzenia 2-propanolu (82°C) i kondycjonowano
uklad w tej temperaturze przez 12 h. Nastgpnie ochtodzono mieszanine reakcyjng do
0°C, mieszano 30 min w tej temperaturze i odsaczono wytracony bialy krystaliczny
produkt, ktory nastepnie suszono 6 h w temperaturze 80°C. Uzyskano 26,5 g produk-
tu, co stanowilo 95% wydajnosci teoretycznej. Temperatura topnienia otrzymanego
TAG-HCI wynosita 230°C i byla zgodna z danymi literaturowymi [13]

2.1.2. Synteza soli disodowej azotetrazolu

Synteze SAZ prowadzono wg zmodyfikowanej procedury podanej przez Thie-
lego [14]. Do reaktora o objetosci 500 cm® wyposazonego w wydajne mieszadto
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mechaniczne z koncéwka kotwicows, chlodnice zwrotng, termopare i umieszczonego
na fazni wodnej wprowadzono 300 g wody destylowanej. Nastepnie wprowadzono
przy ciaglym mieszaniu 24 g NaOH, po rozpuszczeniu si¢ zasady zadozowano do
reaktora 10,3 g 5-aminotetrazolu (5AT). Po zakonczeniu dodawania 5AT, ogrzano
mieszaning reakcyjng do temperatury 65°C i rozpocze¢to dodawanie 12 g utartego
KMnO,. Transparentny roztwor przyjat barwe brazowa, pochodzaca od powstaja-
cego ubocznie tlenku manganu(IV). Szybko$¢ dozowania manganianu(VII) potasu
regulowano tak, aby temperatura reakcji nie przekroczyta 70°C. Po zakonczeniu
dodawania KMnO, nadmiar utleniacza zneutralizowano 9 g siarczanu(IV) sodu.
Mieszanine poreakcyjna przesaczono na goraco w celu usuniecia wytragconego
MnO,. Osad na saczku przemyto 100 cm® goracej (80°C) wody i odciek dodano
do przesaczu. Roztwor pozostawiono na 48 h w lodéwece (2°C). Wytracone zolte
transparentne krysztaly odsaczono i suszono 12 h w temperaturze 60°C. Uzyskano
10,2 g jasnozoltych nietransparentnych krysztaléw, co stanowi 80% wydajnosci
teoretycznej. Z roztworéw wodnych SAZ krystalizuje w postaci stabilnego pen-
tahydratu (SAZ-5H,0) o transparentnych krysztatach koloru zoéltego. Podczas
suszenia w temperaturze wyzszej od 30-40°C, SAZ-5H,0 ulega odwodnieniu z wy-
tworzeniem bezwodnego SAZ koloru bladozoéttego. Widmo IR produktu zawierato
charakterystyczne pasma absorpcji: 1399 cm! (C-N), 1600 cm ™! (C=N), 1430 cm ™
(N=N), 850 cm™" (N-N, niska intensywnos¢). W widmie '"H NMR badanego zwigz-
ku nie obserwowano zadnych sygnaléw rezonansowych poza protonami uzytego
rozpuszczalnika. W widmie ?C NMR obserwowano jeden sygnat o przesunieciu
chemicznych réwnym 173,2 ppm, ktéry mozna przypisa¢ rownocennym atomom
wegla w pierscieniu tetrazolowym.

2.1.3. Synteza soli diamonowej azotetrazolu

Syntezag AAZ prowadzono wg zmodyfikowanej procedury podanej przez
Hiskeya [15].W reaktorze o objetosci 600 cm® zaopatrzonym w wydajne mieszadto
mechaniczne, termoparg i chlodnice zwrotng umieszczono 300 g wody amoniakal-
nej i 20 g soli sodowej azotetrazolu. Po ogrzaniu roztworu do 30-35°C dodawano
15 g chlorku amonu w ciagu ok. 10 minut. Mieszanine poreakcyjna ochtodzono do
temperatury otoczenia, a nastepnie umieszczono w lodéwce (2°C) na 48 h. Wytra-
cone krysztaly odsaczono i suszono w temperaturze 60°C przez 12 h. Otrzymano
17,9 g z6ttych krysztatéw, co stanowito 95% wydajnosci teoretycznej. Temperatura
rozkladu (bez topnienia) AAZ wynosita 190°C. W widmie 'H NMR probki AAZ
obserwowano jeden sygnal rezonansowy o przesunieciu chemicznym réwnym
7,3 ppm, ktéry mozna przypisaé protonom zwigzanym z atomami azotu w katio-
nie amonowym. W widmie ?C NMR wystapil rowniez jeden sygnal rezonansowy
o przesunieciu chemicznym réwnym 171,3 ppm, ktéry pochodzit od dwdch atomow
wegla zlokalizowanych w pierscieniach tetrazolowych.
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2.1.4. Synteza soli diguanidynowej azotetrazolu

W reaktorze o objetosci 250 cm® wyposazonym w termopare, mieszadto me-
chaniczne oraz chtodnice zwrotng umieszczono w temperaturze otoczenia 120 g
wody destylowanej i 20,0 g SAZ. Nastepnie ogrzano uklad do temperatury 90°C
i wjednej porcji wprowadzono 18,2 g chlorowodorku guanidyny i kontynuowano
mieszanie w 90°C przez 15 min. Ochlodzono uktad do temperatury 5°C, mieszano
15 min w tej temperaturze celem catkowitego wytracenia produktu. Staty osad
odsaczono pod obnizonym ci$nieniem, przemyto zimng wodg i suszono w tem-
peraturze 80°C przez 12 h. Otrzymano 23,9 g jasnozoltego produktu, co stanowi
89% wydajnosci teoretycznej. Produkt rozktada sie bez topnienia w temperaturze
201°C, maksimum piku rozkladu zwigzku wystepuje (zarejestrowano technika
DTA) w temperaturze 260°C. W widmie "H NMR produktu obserwowano jeden
sygnal o przesunigciu chemicznym wynoszacym 7,8 ppm, ktéry odpowiada pro-
tonom zwigzanym z atomami azotu w czgsteczce guanidyny. W widmie BC NMR
produktu obserwowano dwa sygnaly rezonansowe o przesunigciach chemicznych
158,11 173,2 ppm, ktére mozna przypisa¢ odpowiednio weglom guanidynowym
oraz tym zlokalizowanym w pierscieniach tetrazolowych.

2.1.5. Synteza soli di(triaminoguanidynowej) azotetrazolu

W reaktorze o objetosci 250 cm® wyposazonym w termopare, mieszadto me-
chaniczne oraz chtodnice zwrotng umieszczono w temperaturze otoczenia 120 g
wody destylowanej i 10,0 g SAZ. Nastepnie ogrzano uktad do temperatury 90°C
i w jednej porcji wprowadzono 13,4 g chlorowodorku triaminoguanidyny i kon-
tynuowano mieszanie w 90°C przez 15 min. Ochlodzono uktad do temperatury
5°C, mieszano 15 min w tej temperaturze celem catkowitego wytracenia produktu.
Staly osad odsaczono pod obnizonym ci$nieniem, przemyto zimng wodg i suszo-
no w temperaturze 80°C przez 12 h. Otrzymano 14,9 g jasnozdlttego produktu,
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Rys. 1. Wzory strukturalne badanych wysokoazotowych soli azotetrazolu
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co stanowilo 83% wydajnosci teoretycznej. Produkt rozklada si¢ bez topnienia
w temperaturze 194°C, maksimum piku rozkladu zwigzku wystepuje (zareje-
strowano technika DTA) w temperaturze 212°C. W widmie >C NMR produktu
rozpuszczonego w deuterowanym DMSO obserwowano dwa sygnaly rezonansowe
o przesunieciach chemicznych 159,11 173,3 ppm (rys. 8), ktére mozna przypisaé
odpowiednio weglom guanidynowym oraz tym zlokalizowanym w pierscieniach
tetrazolowych.

2.2. Gleba

Prébki gleby do izolacji bakterii oraz badan aktywnosci mikrobiologicznej
w obecnosci soli azotetrazolu pobrano z torfowiska w okolicy Chelma (wschod-
nia cze$¢ Polski) z glebokosci 0-20 cm. Zawarto$¢ wegla organicznego oznaczono
w prébkach gleby na poziomie 20% masowych (wg normy PN ISO 10694, 2002),
natomiast fosfor ogolny oznaczono na poziomie 1960 mg-kg ™' (wg normy PN-EN
ISO 11885, 2009). Liczebnos¢ bakterii tlenowych oznaczona metodg ptytkowa
na agarze odzywczym zostata oszacowana na poziomie 5-10° cfu-g™' (jednostek
tworzacych kolonig¢ na gram).

2.3. Mikroorganizmy i podloza

Do badan wykorzystano szczep Bacillus halodurans wyizolowany z pobranej
probki gleby z terenu torfowiska. Izolacje przeprowadzono na podiozu o skladzie:
Na,HPO, 4,0 g, KH,PO, 3,5 g, NH,Cl 0,1 g, MgSO, 0,1 g, CaCl, 0,1 g, C;H,,04-H,O
5,0 g, woda destylowana 1000 ml, pH 6,8-7,0 do ktérego wprowadzano material
glebowy w ilosci 1,0 g/50 ml podioza. Po 48 h inkubacji material z hodowli wy-
siewano na agar odzywczy, a nastepnie wykonano identyfikacje wyrostych kolonii
metodami molekularnymi w oparciu o analize sekwencji genu 16S rRNA. Do am-
plifikacji 1540-bp fragmentu genu 16S rRNA wykorzystano uniwersalne startery
dla Eubacteria: 27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ i 1492R 5-GGTTAC-
CTTGTTACGACTT-3 Reakcje PCR prowadzono z uzyciem zestawu Gene Amp
PCR oraz polimerazy DNA AmpliTaq (Invitrogen).

Bacillus halodurans byl szczepem licznie reprezentowanym w wyizolowanym
z badanej gleby zespole mikrobiologicznym na podlozu silnie buforowanym fos-
foranami. Nie bez znaczenia jest takze fakt, zZe bakteria ta chetnie rosta na prostym
podiozu z jednym zrédlem wegla (glukoza) oraz w obecnosci fosforanéw, ktoérymi
buforowano podloze w celu wyeliminowania wahan pH po dodaniu badanych
zwigzkéw chemicznych.
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2.4. Wplyw azotetrazolanéw na wzrost Bacillus halodurans

W badaniach nad wplywem azotetrazolanéw na wzrost Bacillus halodurans
wykorzystano opisane wyzej podloze. Eksperymenty przeprowadzono w dwukrot-
nym powtdrzeniu. Do jalowego podloza dodawano badany zwigzek chemiczny
wilosci 500 mg-17" lub 2000 mg-1"". Nastepnie dodawano inokulum — 12-godzinna
hodowle Bacillus halodurans w ilo$ci 2 ml/50 ml podloza. Po doktadnym wy-
mieszaniu, hodowle przenoszono do jalowej kuwety kwarcowej o dtugosci drogi
optycznej 20 mm, a nastepnie wprowadzano do spektrofotometru UV-Vis DR5000
(Hach-Lange), ustawiajac urzadzenie, po wczesniejszym skalibrowaniu wzgledem
wody, na pomiar gestosci optycznej (OD) w jednostkach absorbancji przy dlugosci
A = 520 nm. Pomiar prowadzony byl automatycznie, co dwie lub trzy godziny
przez okres 40 godzin w temperaturze 25°C. Ukladem kontrolnym byta hodowla
bez dodatku azotetrazolanu i TAG-HCL

2.5. Oznaczenie oddychania glebowego

Pomiary oddychania glebowego w badaniach nad wplywem zwiagzkéw ksenobio-
tycznych na aktywnos¢ mikrobiologiczna gleby moga by¢ z powodzeniem stosowane,
co wykazano np. w pracy Bartlinga [16]. W prezentowanych badaniach zastosowano
respirometr MicroOxymax (Columbus Instruments) umozliwiajacy pomiar zmian
stezenia oraz tempa produkgji ditlenku wegla, siarkowodoru i wodoru. Produkcja
ditlenku wegla moze odzwierciedla¢ ogolng aktywnos¢ metaboliczng w badanej
probee gleby. Wytwarzanie wodoru z kolei jest cechg wielu grup mikroorganizmoéw,
jednak najwigksze jego ilo$ci powstaja przy fermentacji i innych procesach beztle-
nowych, natomiast produkcja siarkowodoru jest zwigzana gléwnie z aktywnoscia
bakterii redukujacych siarczany [17]. Pomiary prowadzono w szczelnych butelkach
szklanych o pojemnosci 250 mL, podlaczonych do systemu respirometrycznego.
Do naczynia wprowadzano 10,0 g probki badanej gleby pobranej na torfowisku
z glebokosci 0-20 cm. Nastepnie dodawano 50 mL wody z dodatkiem glukozy
(0,5%) oraz odpowiedniego azotetrazolanu do finalnego stezenia 2000 mg-17".
Nastepnie calos¢ inkubowano przez okres 300 h w temperaturze 25°C, pomiar
stezenia gazéw wykonywany byl automatycznie co 7 h. Uklad eksperymentalny
wykonano w czterech powtdrzeniach.

2.6. Wyznaczenie parametrow biokinetycznych za pomoca
funkgcji logistycznej

W celu wyznaczenia parametréw biokinetycznych charakteryzujacych wzrost
mikrobiologiczny oraz tempo produkgcji ditlenku wegla, wodoru i siarkowodoru
zastosowano funkcje logistyczna:
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X,-K

1+

X(t)=K+ (1)
gdzie: X — zmienna proporcjonalna do wzrostu bakteryjnego (np. gestos¢
optyczna, ilo$¢ produkowanego gazu);
y — specyficzne tempo przyrostu zmiennej X;
t — czas;
K — warto$¢ pojemnosci srodowiska wzgledem zmiennej X;
X, — parametr charakterystyczny dla danych warunkéw, wyznacza
jedna z asymptot, do ktérych zmierza funkcja logistyczna (druga
asymptota jest warto$¢ K); w idealnych warunkach jest to wartos¢
poczatkowa zmiennej X;
T — czas, przy ktérym nastepuje punkt przegiecia funkcji, a zatem jest
to moment wystgpienia maksymalnej wartosci szybkosci przyrostu
zmiennej X, w tym momencie warto$§¢

2
dX—O.

o (2)

Zastosowana funkcja jest modyfikacja réwnania logistycznego Verhulsta [18]:
dizﬂ)((l_ﬁ), (3)

ktorego rozwigzaniem jest rownanie:

B KX, @
(K-X)e " +X,

X(t)

Zastosowana w prezentowanych badaniach zmodyfikowana funkcja logistycz-
na moze postuzy¢ do wyznaczenia chwilowej szybkosci powstawania badanego
produktu v(#):

dx (t)

==

(5)
gdzie: v(t) — szybkos¢ chwilowa zmian wartosci X;
X — zmienna, ktérej zmiany opisane s funkcja zalezng od czasu,

umozliwia takze wyznaczenie maksymalnej chwilowej szybkosci powstawania tego
produktu (v,,,,), co jest matematycznie tozsame z warto$cig pochodnej funkcji
logistycznej X(t) w punkcie T:

V(T) = V- (6)
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Przedstawiony model ma takze t¢ zalete, Ze moze by¢ zastosowany zaréwno
do opisu przyrostu, jak i zaniku wartosci badanej zmiennej zwigzanej ze wzrostem
mikrobiologicznym.

W celu dostosowania modelu do punktéw pomiarowych wykorzystano arkusz
statystyczny STATISTICA 6.0 [19] i zastosowano metode najmniejszych kwadratéw do-
stepna dla modeli nieliniowych (narzedzia zaawansowanych modeli nieliniowych).

3. Wyniki badan

Badane zwigzki chemiczne zostaly wykorzystane w eksperymencie okresla-
jacym ich wplyw na kinetyke wzrostu bakterii Bacillus halodurans w hodowlach
stacjonarnych przy stezeniu 500 mg-17" (rys. 2) oraz 2000 mg-1"".

A & kontrola
1,4 _ D AAZ r:0,99
1,2 - A TAGHCL
O GAz
1,0 +
£\ TAGAZ &&_ﬁ-——ﬂ—ﬁ—
0,8 —
0,6 —

0,4 —

30 45
Czas [h]

Rys. 2. Wzrost Bacillus halodurans w hodowlach stacjonarnych w obecnosci azotetrazolanow

i TAG-HCl w stezeniu 500 mg-1"". Symbole reprezentuja dane eksperymentalne, linig zaznaczono

przebieg funkcji logistycznego modelu wzrostu mikrobiologicznego. Zaznaczono odchylenie stan-
dardowe oraz wspoélczynnik korelacji dla modelu

Przy stezeniu 500 mg-1"" najwiekszy wplyw na wzrost bakteryjny wykazywat
azotetrazolan triaminoguanidyny, natomiast pozostate zwigzki nie wplywaty zna-
czaco na zmiane kinetyki wzrostu. Dodatkowo zaznaczal si¢ stymulujacy wzrost
efekt w hodowli z dodatkiem azotetrazolanu amonu, co dobrze zostalo zobrazowane
parametrem p okreslajacym specyficzne tempo przyrostu na podstawie modelu
logistycznego (tab. 1).
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# kontrola
CO; [pug] 0AAZ
200 000
W GAZ
ATAGAZ
150 000
A TAGHCL
100 000 —
50 000
0 - Y
0 100 200 300
Czas [h]
ug [h1]
AAZ kontrola
2000
GAZ
1500 1 TAGAZ  TAG.HCL
1000
500 |
0 T T |
0 100 200 300
Czas [h]

Rys. 3. Produkcja CO, w hodowlach glebowych z azotetrazolanami i TAG-HCI (powyzej) oraz tempo

produkcji CO, w hodowlach obliczone na podstawie dostosowanego modelu wzrostu mikrobiolo-

gicznego (ponizej). Symbole reprezentuja dane eksperymentalne, linig zaznaczono przebieg funkeji
modelu logistycznego. Zaznaczono odchylenie standardowe

TABELA 1
Parametry biokinetyczne wzrostu Bacillus halodurans w hodowlach z badanymi zwigzkami,
wyznaczone na podstawie zastosowanego modelu wzrostu mikrobiologicznego

) Parametr biokinetyczny
Hodowla z badanym zwigzkiem [mg-1"'] -
plh™] K[A] T [h]
Probka kontrolna (0) 0,26 1,29 17
AAZ (500) 0,38 1,28 16
AAZ (2000) 0,24 1,10 16
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cd. tabeli 1
GAZ (500) 0,28 1,15 16
GAZ (2000) 0,24 0,95 16
TAGAZ (500) 0,28 0,91 16
TAGAZ (2000) - - -
TAG (500) 0,18 0,6 21

W badaniach uzyskano wynik 0,38 h™! w hodowli z AAZ, natomiast w hodowli
kontrolnej 0,26 h™". Zastosowanie wiekszego stezenia badanych zwiazkéw w hodowlach
(2000 mg-1™") w przypadku AAZ oraz GAZ tylko nieznacznie zmodyfikowato kine-
tyke wzrostu Bacillus halodurans, natomiast w przypadku TAGAZ wzrost tej bakterii
zostal praktycznie zahamowany. Wyniki tego eksperymentu sugeruja istotny wptyw

* kontrola
H, [Mg] O AAZ
3000 B GAZ

& TAGAZ
A TAG

0 100 200 300

35 o kontrola

T T 1
0 100 Caas [h] 200 300
Rys. 4. Produkcja wodoru w hodowlach glebowych z azotetrazolanami i TAG-HCI (powyzej) oraz
tempo produkcji wodoru w hodowlach obliczone na podstawie dostosowanego modelu wzrostu mi-
krobiologicznego (ponizej). Symbole reprezentujg dane eksperymentalne, linig zaznaczono przebieg
funkcji modelu logistycznego. Zaznaczono odchylenie standardowe
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H,S
25 [ugl # kontrola
60
O AAZ
3 GAZ
20 £ TAGAZ

4 TAG-HCI

20

0 100 200 300
Czas [h]
ug [h-1]
0,8
kontrola
0,6 - 2
0,47 hodowle z AAZ
GAZ, TAGAZ lub TAG-HCl

0,2
0,0 T T 1

0 100 200 300

Czas [h]

Rys. 5. Produkcja H,S w hodowlach glebowych z azotetrazolanami i TAG- HCI (powyzej) oraz tempo

produkeji H,S w hodowlach obliczone na podstawie dostosowanego modelu wzrostu mikrobiologicz-

nego (ponizej). Symbole reprezentuja dane eksperymentalne, linia oznacza przebieg funkcji modelu
logistycznego. Zaznaczono odchylenie standardowe

charakteru chemicznego kationu, z ktérym azotetrazolan tworzy sol, dlatego w ko-
lejnym eksperymencie przebadano takze wpltyw chlorowodorku triaminoguanidyny
(TAG-HCI) w stezeniu 500 mg-1"". Wyniki wskazuja, ze zwigzek ten charakteryzuje
sie wlasciwos$ciami znacznie hamujacymi wzrost badanej bakterii.

W kolejnym etapie badan wykorzystano system respirometryczny, w celu stwier-
dzenia wplywu badanych zwigzkéw na procesy mikrobiologiczne w prébkach gleby.
W przyjetym ukfadzie eksperymentalnym badano tempo produkgji ditlenku wegla
w hodowlach, powstajacego w efekcie wzrostu mikroorganizméw glebowych, oraz
tempo produkeji wodoru i siarkowodoru, jak efekt m.in. wzrostu mikroorganizméw
beztlenowych, w tym bakterii redukujacych siarczany. Wyniki tych badan zostaty przed-
stawione na rysunkach 3,41 5. Otrzymane dane postuzyly do wyznaczenia za pomoca
modelu logistycznego parametréw biokinetycznych produkcji gazéw (tab. 2).

Wyniki oznaczenia iloéci oraz tempa produkgji ditlenku wegla moga by¢
potwierdzeniem otrzymanych wczesniej danych z oznaczen wplywu badanych
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zwigzkow na kinetyke wzrostu czystego szczepu Bacillus halodurans. Takze tutaj daje
sie zauwazy¢ tylko nieznaczny wpltyw AAZ oraz GAZ na tempo produkgji ditlenku
wegla. Istotne jest to, ze maksymalne tempo produkeji ditlenku wegla osiggane jest
w tych hodowlach nieco wczesniej (po 112198 h dla AAZ i GAZ) niz w ukladzie
kontrolnym (po 145 h). Iloéci ditlenku wegla w przypadku AAZ i kontroli takze
s3 poréwnywalne, dotyczy to réwniez wyznaczonego maksymalnego tempa pro-
dukcji CO,: 1563 pg-h™ i 1504 ug-h™' odpowiednio dla kontroli i AAZ. Znaczne
réznice w stosunku do ukladu kontrolnego stwierdzono natomiast w przypadku
hodowli z dodatkiem TAGAZ i TAG-HCI. Otrzymane wyniki pokazujg znaczny
hamujacy wpltyw tych zwigzkéw na tempo produkeji ditlenku wegla w prébkach
gleby, co objawialo si¢ zaréwno zmniejszeniem ilosci wyprodukowanego gazu jak
i zmniejszeniem maksymalnego tempa produkcji tego gazu (tab. 2). Interesujace
sa wyniki dotyczace generowania wodoru i siarkowodoru (rys. 5).

TABELA 2
Parametry biokinetyczne (wg modelu logistycznego) produkeji CO,, H, i H,S
w probkach gleby z badanymi zwigzkami

o Parametr biokinetyczny o
Hodowla z badanym zwigzkiem ) Vinax [1g-h ]
ulh'l | Klugl | T
Produkcja CO,
Prébka kontrolna 0,030 204 711 145 1563
AAZ 0,027 207 226 112 1504
GAZ 0,029 185922 98 1483
TAGAZ 0,020 183 800 211 937
TAG-HCl 0,016 190 500 280 1011
Produkcja H,
Proébka kontrolna 0,048 2618 137 32
AAZ 0,06 850 99 13
GAZ 0,048 527 79 6,6
TAGAZ 0,04 270 249 2,3
TAG-HCl 0,04 1117 245 11
Produkcja H,S
Probka kontrolna 0,056 50 135 0,7
AAZ - 0 0 0
GAZ - 0 0 0
TAGAZ - 0 0 0
TAG-HCl - 0 0 0
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Wszystkie zastosowane w badaniach zwiazki chemiczne spowodowaly albo
znaczne obnizenie iloéci i tempa produkcji gazéw albo catkowite zahamowanie
wydzielania gazu w stosunku do ukladu kontrolnego. W przypadku hodowli
z dodatkiem AAZ i GAZ stwierdzono znaczne zmniejszenie ilosci wydzielonego
wodoru, podobnie w przypadku hodowli z dodatkiem TAGAZ i TAG-HCI, przy
ktorych zanotowano takze znaczne wydluzenie czasu osiaggnigcia maksymalnego
tempa produkcji gazu do odpowiednio 249 h i 245 h. Podobng zaleznos$¢ w przy-
padku TAGAZ i TAG-HCI zaobserwowano w ukladzie rejestrujacym stezenie
ditlenku wegla. Stwierdzone zahamowanie wydzielania siarkowodoru w odnie-
sieniu do ukfadu kontrolnego dotyczylo wszystkich hodowli, do ktérych dodano
badane zwigzki.

4. Omdwienie wynikow

Wykonane badania pokazuja, ze azotetrazolany z jednej strony moga modyfi-
kowac kinetyke wzrostu bakteryjnego zaleznie od kationu, z ktérym azotetrazolan
tworzy sol, z drugiej strony wydaje si¢, ze sama obecno$¢ azotetrazolu moze zna-
czaco modyfikowac¢ aktywno$¢ mikrobiologiczng. Badania wzrostu Bacillus halo-
durans w obecnosci azotetrazolandw oraz oznaczenia intensywnosci wydzielania
ditlenku wegla w hodowlach z probkami gleby pokazuja, Ze najbardziej toksyczny
jest, jak sie wydaje, TAGAZ z uwagi na obecno$¢ triaminoguanidyny w czasteczce,
bowiem sam chlorowodorek triaminoguanidyny réwniez charakteryzowat si¢ wia-
$ciwo$ciami hamujacymi wzrost mikrobiologiczny. Z drugiej strony stwierdzenie
szybszego wzrostu Bacillus halodurans w obecnosci AAZ w stezeniu 500 mg-17"
moze $wiadczy¢, zgodnie z substratowym modelem Monoda [20, 21], o wykorzy-
stywaniu jonéw amonowych pochodzacych od AAZ, przy czym wydaje si¢, ze sama
obecnos¢ azotetrazolu nie wplynela istotnie na wzrost badanej bakterii. Analiza
wynikow respirometrycznych poszerzonych o wodor i siarkowodoér sugeruje inna
znaczng aktywnos$¢ samego azotetrazolu niezaleznie od tego, z jakim kationem
tworzy sol, bowiem w hodowlach stwierdzono réznice w ilosci wydzielonego wo-
doru w stosunku do ukladu kontrolnego oraz praktycznie catkowite zahamowanie
wydzielania siarkowodoru nawet w tych hodowlach, gdzie zastosowano AAZ. Jest
prawdopodobne, ze badane zwiazki chemiczne moga istotnie modyfikowac proces
sulfidogenezy prowadzony przez bakterie redukujgce siarczany, nalezaloby jednak
przeprowadzi¢ szerzej zakrojone badania ukierunkowane tylko na ten problem.
Badane azotetrazolany nalezg do grupy zwigzkéw heterocyklicznych, wsréd kto-
rych istnieje wiele substancji charakteryzujacych si¢ oddzialywaniem zaréwno na
kinetyke wzrostu mikrobiologicznego jak i zdolnosciami wybiérczo hamujacymi
wzrost niektérych mikroorganizmow. Potwierdzenia dostarczaja wyniki wielu
badan, w ktérych stosowano tego typu zwiazki chemiczne. McCarthy i Bremner
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[22] przebadali 12 niepodstawionych i 33 pochodne heterocyklicznych zwigzkow
azotowych pod katem ich zdolnosci do selektywnego hamowania procesu nitryfikacji
w glebie. Badania te przeprowadzono na prébkach gleb mineralnych, rejestrujac
zmiany stezenia azotanow(III) i (V) w hodowlach z dodatkiem badanych zwigz-
kow. Stwierdzono wowczas znaczne, hamujgce aktywnos¢ nitryfikacyjng dziatanie
1,2-diazoli (pirazoli), w tym dimetylopirazolu. Badanie te zostaty potwierdzone
takze w pracy Zerulla [23] i Yu [24], z kolei badania Muller [25] wskazaly na brak
wplywu dimetylopirazolu na enzymy procesu denitryfikacji. Pandey [26] donosi
o dziataniu antymikrobialnym pochodnych zawierajacych pierscien 1,2,4-triazolowy,
1,2,4-triazynowy, a takze 1,2,4,5-tetrazynowy. W pracy Yavuz [27] przedstawione
zostaly wyniki badan nad antymikrobialng aktywnoscig kilku nowych podstawio-
nych fenylohydrazyno-1H-tetrazolo-5-acetonitryli. Badania te przeprowadzono
na czystych szczepach Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
oraz Staphylococcus aureus. W konkluzji stwierdzono, ze zwiazki te odznaczaly si¢
antybiotycznymi wlasciwo$ciami w stosunku do tych szczepow bakterii.

Badania nad wptywem zwigzkow heterocyklicznych na kinetyke wzrostu mi-
krobiologicznego sa tym bardziej istotne, iz obecnie m.in. w tej klasie zwigzkow
poszukuje sie nowych materialéw wybuchowych miotajacych. Wysokoazotowe sole
azotetrazolu s3 idealnymi kandydatami na sktadniki ekologicznych paliw rakie-
towych przysztosci o wysokim impulsie wlasciwym z uwagi na to, ze podczas ich
spalania wydziela si¢ niemal wylacznie azot. Z kolei tego typu badania determinuja
takze poszukiwania rozwigzan przeciwdziatajacych skazeniu srodowiska powstalego
w efekcie uzywania i sktadowania materiatow wybuchowych. Wielu autoréw prac
badawczych stwierdzilo mozliwos¢ zastosowania zespotéw mikrobiologicznych
w procesie biodegradacji takich zwigzkéw wybuchowych jak RDX, HMX, a takze
pochodnych nitroaromatycznych i polinitroamin klatkowych [4, 7, 8, 28, 29].

Sole azotetrazolu w badanym zakresie stezen sa w pelni rozpuszczalne w wo-
dzie. W celu dokladniejszego zbadania wptywu kationéw oraz anionu azotetra-
zolanowego na rozwoj mikroorganizméw konieczne jest takze okreslenie stopnia
dysocjacji w wodzie poszczegolnych zwigzkéw. Dokladne poznanie toksycznos$ci
mikrobiologicznej badanych zwigzkéw moze spowodowac, ze w przysztosci mi-
kroorganizmy beda wykorzystywane do rekultywacji terenéw powojskowych
w miejsce wykorzystywanych obecnie klasycznych metod dekontaminacji che-
micznej. Badane mikroorganizmy wystepuja powszechnie w glebie, dlatego tez
ewentualna koniecznos¢ wprowadzenia ich wigkszej ilosci w celu przyspieszenia
rekultywacji skazonego terenu nie bedzie zaburza¢ w sposéb istotny réwnowagi
mikrobiologicznej w glebie.
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5. Wnioski

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1. Toksycznosc¢ soli azotetrazolu oznaczang dla Bacillus halodurans warun-
kuje czes¢ kationowa, sam azotetrazol (anion azotetrazolanowy) wykazuje
umiarkowang toksyczno$¢ wobec badanych mikroorganizmoéw.

2. Najbardziej toksyczny dla szczepu Bacillus halodurans sposréd badanych
zwigzkéw okazal sie TAGAZ, prawdopodobnie ze wzgledu na obecnos¢
triaminoguanidyny w czasteczce zwigzku. Jej dzialanie hamujace wzrost
B. halodurans zostato potwierdzone w odrebnym eksperymencie.

3. Oznaczenia tempa wydzielania ditlenku wegla z hodowli glebowych
w obecnosci azotetrazolanéw korelujg z danymi otrzymanymi w badaniach
kinetyki wzrostu mikrobiologicznego Bacillus halodurans. Wykazano, ze
zwigzkiem znaczaco obnizajagcym tempo oddychania glebowego jest TA-
GAZ oraz TAG-HCI. Z kolei obecno$¢ AAZ w hodowli przyspiesza czas
wystapienia maksymalnego tempa produkeji CO,, co — zgodnie z modelem
substratowym Monoda [20-21] — moze wigzac si¢ z obecnoscia tatwo
dostepnego zrédta azotu (NH, ") w czasteczce AAZ.

4. Wszystkie badane sole azotetrazolu hamuja wydzielanie siarkowodoru z ho-
dowli oraz zmniejszaja tempo wydzielania wodoru, za co odpowiedzialny
jest, jak sie wydaje, anion azotetrazolanowy, jednak bez dodatkowych badan
trudno jest wnioskowa¢ o mechanizmie tego wptywu. W dyskusji zwrécono
uwage, ze w grupie azotowych zwiazkéw heterocyklicznych znajduje sie
wiele substancji selektywnie modyfikujacych aktywnos¢ niektorych grup
mikroorganizmow.

5. Badane szczepy bakterii glebowych moga uczestniczy¢ w biodegradacji soli
azotetrazolu w zanieczyszczonej nimi glebie na terenach poligonowych lub
w miejscach konfliktéw. Toksyczno$¢ mikrobialna TAGAZ wobec badanych
bakterii powoduje, ze konieczne s3 poszukiwania szczepu odpornego na
ten zwigzek oraz wlaczajacego go w cykle biochemiczne.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2008-2011 jako projekt badawczy
Nr O N204-000834 oraz srodkéw WTC WAT w ramach pracy badawczej 08-984.

Artykut wplyngt do redakcji 29.12.2011 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w marcu 2012 .
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M. SZALA, A. BORKOWSKI

Effect of selected high-energetic azotetrazole salts on microbial activity in soil

Abstract. The aim of this study was to determine how the azotetrazole salts affect the growth of
soil bacteria Bacillus halodurans and microbial activity in soil. Diammonium azotetrazolate (AAZ)
guanidinium azotetrazolate (GAz), triaminoguanidine azotetrazolate (TAGAZ) and triaminoguanidine
hydrochloride (TAG-HCI) have been investigated. The stationary cultures of strain Bacillus halodurans,
which were isolated from a soil, have been applied to estimate biokinetic parameters of the microbial
growth in the presence of azotetrazole salts. Additionally, the respirometric system was used to
determine the rate of production of CO,, H, and H,S in cultures of soil with these compounds. In order
to determine the biokinetic parameters of microbial growth of Bacillus halodurans and gas production
rates in cultures of soil, mathematical analysis based on the logistic model has been applied.
Significant inhibitory activity in relation to growth of Bacillus halodurans was found. Analogous
results were obtained with respirometric assays, where in the cultures with TAGAZ and TAG-HC], the
production rate of CO, was achieved at the level of 937 ug-h™ and 1011 pg-h™, respectively, whereas
the rate in control cultures was determined at the level of 1563 pg-h™. However, all investigated
compounds inhibited completely the production of hydrogen sulphide and modified the rate of
hydrogen production in the cultures, significantly reducing them relative to the control system.
Keywords: high-nitrogen azotetrazolate salts, microbial activity, respirometric study



