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Wstep

W glebie wystgpuje wiele gatunkéw drobnoustrojéw spelniajacych znaczaca
role w obiegu pierwiastkéw w Srodowisku naturalnym. Najwazniejszymi wsrod
nich sg bakterie wigzace azot atmosferyczny, wspéizyjac z roslinami motylkowa-
tymi [MORA, LARA 1988]. Jednak poza tg grupa drobnoustrojéw duzg rolg w Swia-
towym rolnictwie odgrywajg réwniez bakterie wolnozyjace lub wchodzace w Sciste
asocjacje z réznymi gatunkami ro$lin uprawnych, zwane epdofitami [MADRZAK
1995].

Acetobacter diazotrophicus jest gatunkiem bakterii endofitycznej, wystepuja-
cej powszechnie pod uprawami ro$lin charakterystycznych dla tropikalnego Kkli-
matu, takimi jak: trzcina cukrowa, stodkie ziemniaki, sorgo oraz rézne gatunki
traw, pod ktérymi efektywnie wigze azot atmosferyczny, pokrywajac w znacznym
stopniu zapotrzebowanie roélin na ten pierwiastek [BALDANI 2000].

Wszystkie mikroorganizmy sg zdolne do przeprowadzania swoich funkgj
zyciowych tylko w okre§lonym zakresie pH Srodowiska. Wigkszo$¢ drobnoustro-
jow jest do§¢ wrazliwa na zmiany st¢zenia jonéw wodorowych i rozwija si¢ w dos¢
waskim zakresie pH. OkreSlone st¢zenie jondw wodorowych moze nie wplywaé
bezposrednio na wzrost bakterii lecz modyfikowaé ich wlasciwosci fizjologiczne.

Wiele dotychczasowych badan potwierdzilo, ze réznorodne czynniki Srodo-
wiskowe wplywaja na aktywno$¢ enzymatyczna drobnoustrojéw. Enzymem odpo-
wiadajgcym za proces wigzania azotu u bakteril jest nitrogenaza. Wykazano, ze
aktywno$¢ nitrogenazy jest uwarunkowana wieloma czynnikami, m.in. st¢zeniem
jonéw wodorowych w §rodowisku [NORDULT, URETA 2002].

Celem przeprowadzonego eksperymentu bylo zbadanie wplywu réznych
zakreséw stezeni jonéw wodorowych na aktywno$¢ wigzania azotu przez Acetobac-
ter diazotrophicus oraz okreSlenie granicznych zakreséw pH dla tego gatunku bak-
terii. '

Material i metody

Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych. W doswiadcze-
niach wykorzystano szczep bakterii Acetobacter diazotrophicus nr 5601, hodowany
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na pozywce G20. Zarowno szczep bakterii jak i sktad podtoza hodowlanego po-
chodzily z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw i Kultur Komérkowych
w Braunschweigu.

Dla okreSlenia aktywnosSci nitrogenazy zastosowano pozywke péiptynna
D-limitowana weglem wg DOBEREINER [1980].

W przygotowanej pozywce D-limitowanej weglem zmieniono pH do bada-
nych poziomow, tj. do 2, 3, 4, 5, 7, 9 i 11 regulujac odpowiednie poziomy stezen
jonéw wodorowych odwazkami analitycznymi kwasu solnego oraz wodorotlenku
sodu. Pomiary pH wykonywano przy uzyciu pehametru. Hodowle prowadzono
w jalowych buteleczkach, tzw. ,,penicylinéwkach” o pojemnosci 10 cm3, do kté-
rych rozlano po 5 cm?® pélplynnej pozywki D-limitowanej weglem. Na powierz-
chnie pozywek nawarstwiano po 1 cm? inokulatu Acetobacter diazotrophicus o ge-
stoSci n x 108, ktéry uzyskano przez zmycie jalowa sola fizjologiczng powierzchni
3-dniowych skoséw. Badanie aktywnosci nitrogenazy przeprowadzono w pieciu
terminach, tj. po 1, 24, 48, 72 i 96 godzinach prowadzonej hodowli. Zalozono po
5 buteleczek dla kazdego poziomu pH w kolejnych terminach.

Do szczelnie zamknigtych gumowymi korkami buteleczek zawierajacych
zawiesiny bakterii wstrzyknigto acetylen w ilosci 10% objetosci fazy gazowej. Na-
stgpnie oznaczano zdolno$¢ wigzania azotu metoda acetylenows, polegajaca na
redukgji acetylenu do etylenu przez kompleks nitrogenazy, przy uzyciu chromato-
grafu gazowego CHROM 5, po 1, 24, 48, 72 i 96 godzinach od wstrzykniecia ace-
tylenu [Sawicka 1983]. Kontrolg¢ obecnosci endogennego etylenu stanowily ,,pe-
nicylin6wki” zawierajace pozywke¢ bez inokulatu bakterii. Wyniki wyrazono
w nmol C,H, w 1 ml hodowli w czasie 1 godziny.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki aktywnosci nitrogenazy badanego szczepu bakterii w ko-
lejnych poziomach pH przedstawiono na wykresach 1-7.
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Rys. 1. Aktywno$¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 2
Fig. 1 Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity at pH 2
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Rys. 2. AktywnoS¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 3
Fig. 2. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 3
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Rys. 3. Aktywno$¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 4
Fig. 3. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 4

30

25

20

A
) // \\
= S,

lh 24h 48h 72h 96h

mmol C,H, w ml hodowli na godz.
mmol C,H, in ml culture per h

czas hodowli; time of bacterial culture

Rys. 4. AktywnoS¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 5
Fig. 4. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 5

Wyniki wskazuja, ze zaréwno wiek hodowli, jak i odczyn podloza maly
znaczacy wplyw na aktywnos¢ nitrogenazy badanego szczepu bakterii. Aktywnosé
analizowanego enzymu stopniowo wzrastata w kolejnych godzinach hodowli, osia-
gajac najwyzsza warto§é we wszystkich poziomach pH po 48 godzinach od zaloze-
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nia doswiadczenia, z wyjatkiem pH 3, gdzie maksymalna aktywnosé €nzymu zano-
towano po 72 godzinach. Charakterystyczny rozktad aktywnosci nitrogenazy Ace-
tobacter zalezy najprawdopodobniej od charakterystycznych faz wzrostu drobno-
ustrojow.
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Rys. 5. Aktywno$¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 7
Fig. 5. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 7
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Ryc. 6. Aktywno$¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 9

Fig. 6. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 9
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Rys. 7. Aktywnos¢ nitrogenazy Acetobacter diazotrophicus przy pH 11
Fig. 7. Acetobacter diazotrophicus nitrogenase activity on pH 11
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Czas do 48 godziny hodowli mozna uwaza¢ za okres tzw. logarytmiczego wzrostu.
Natomiast widoczny spadek aktywnosci enzymu w 72 godzinie moze SwiadczyC
o przejSciu hodowli w stan zamierania. Powodem takiego stanu moglo by¢
wyczerpanie Zrédel energii w podiozu lub zmiana panujacych w nim warunkow,
wydzielanie toksycznych metabolitéw oraz toksyczne dziatanie acetylenu
[KUNICKI-GOLDFINGER 2001].

Acetobacter diazotrophicus jest bakteria wydzielajaca znaczne iloSci kwasu
octowego do podloza [CAVALCANTE, DOBEREINER 1988]. Z badan PAN'A i VESSEY'A
[2002] wynika, ze optymalny poziom pH dla rozwoju tego szczepu miesci sig
w przedziale 4,0-5,0. Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia maksymal-
ne wartosci aktywnosci nitrogenazy uzyskano na podiozu o pH 5,0-9,0. Ciagla
kontrola odczynu $rodowiska podczas calego czasu trwania hodowli wykazala
zwickszenie stezenia jonéw wodorowych z pierwotnego pH 5 do 4,5, a z poczat-
kowego pH 7 i 9 na 4,5 i 5,0. Zjawisko to moze by¢ spowodowane intensywniej-
szym wytwarzaniem deaminaz aminokwaséw w wyzszych wartosciach pH, prowa-
dzacych do wytworzenia kwasGw przez odszczepienie grup aminowych o odczynie
zasadowym [KUNICKI-GOLDFINGER 2001].

Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze na podlozach o pierwotnie ustawionym
pH 4 Acetobacter nie wykazal maksymalnej aktywnosci enzymatycznej, a po zak-
waszeniu podiloza do podobnego stgzenia jonéw wodorowych wlasnymi metaboli-
tami (w tym przypadku giéwnie kwasem octowym) aktywno$¢ szczepu okazala sig
najwyzsza. Fakt ten mozna ttumaczy¢ charakterystyczng dla kazdego gatunku spe-
cyfika wymagan, od ktérych zalezy wydajno$¢ metaboliczna drobnoustrojow. Ana-
lizowany przypadek wskazuje na to, ze czynnik zakwaszajacy podioze moze miec
wplyw na katalizowane enzymatycznie procesy zachodzace w komoérkach mikro-
organizmow.

W odczynach silnie zasadowych zanotowano nizszg aktywnoS¢ nitrogenazy.
Wynika ona stad, ze ilo§ci wytwarzanego przez Acetobacter diazotrophicus kwasu
octowego okazaly si¢ niewystarczajace do obnizenia pH podtoza do poziomu op-
tymalnego dla tego szczepu.

Do analizy statystycznej wykorzystano program Statistica PL, ver. 6.0. Bazg
danych utworzono w programie MS Excel 2000. Analiza wariancji wymaga, aby
dane podlegaly rozkladowi normalnemu z jednakowa wariancjg. Natomiast wyni-
ki uzyskane w doswiadczeniu nie spelniaja tych wymagan. W zwiazku z powyz-
szym zostala przedstawiona wylacznie graficzna eksploracja wynikow.

Whioski

1.  Zaréwno termin, jak i odczyn podioza mialy zdecydowany wplyw na po-
ziom zwigzanego azotu przez Acetobacter diazotrophicus.

2. Aktywno$¢ nitrogenazy badanych bakterii zmieniala si¢ w czasie dajac naj-
wyzsze warto$ci po 48 godzinach hodowli.

3. Najbardziej optymalnym stgzeniem jonéw wodorowych w warunkach hodo-
wli laboratoryjnych dla Acetobacter diazotrophicus okazalo si¢ podioze o pH
od 5,0 do 9,0.
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Stowa kluczowe:  Acetobacter diazotrophicus, endofity, pH, nitrogenaza, wigza-
nie azotu

Streszczenie

Szereg réznorodnych czynnikéw wplywa na aktywnosé enzymatyczng mikro-
organizméw. Réwniez nitrogenaza, enzym odpowiadajacy za wigzanie azotu
u Acetobacter diazotrophicus zalezy od réznorodnych zmian $§rodowiska. Jednym
z tych czynnik6w jest poziom pH. Dlatego tez celem badafi bylo okreslenie wply-
wu réznych pozioméw pH na aktywnos¢ wiazania N, przez bakterie i wyznaczenie
granicznych pozioméw stezenia jonéw wodorowych dla tego szczepu. Bakterie
hodowano w réznych zakresach pH od 2 do 11 na poiplynnym podlozu bezazoto-
wym. Aktywno$¢ nitrogenazy w poszczegdlnych hodowlach oznaczano metoda
redukcji acetylenu do etylenu z uzyciem chromatografu gazowego. Ilosci etylenu
oznaczano po 1, 24, 48, 72 i 96 godzinach hodowli.

Najwyzsze wartosci aktywnosci nitrogenazy zanotowano po 48 godzinach
hodowli badanego szczepu. Najlepszym podlozem dla Acetobacter diazotrophicus
okazala si¢ pozywka o pH w zakresie 5,0-9,0.
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Summary

The different environmental factors are influencing on enzymatic activity of
microorganisms. Also the nitrogenase, an enzyme responsible for dinitrogen fixa-
tion in Acetobacter diazotrophicus depends of different natural changes in envi-
ronment. One of them 1s the pH level. Therefore, the objective of this experi-
ment was to recognize possibilities of the influence of the different pH ranges on
N, fixation activity and determine the border levels of pH for this bacteria strain.

The bacteria were grown in different pH range from 2 tol1 on a semi-fluid
medium without nitrogen. Nitrogenase activity in cultures was estimated by ace-
tylene to ethylene reduction method using gas chromatograph. The amounts of
the ethylene in the cultures were determined after 1, 24, 48,72 and 96 hours.
The highest result of nitrogenase activity were recorded in 48-hour cultures. The
best solution for Acetobacter diazotrophicus was a medium with pH range 5.0-9.0.
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