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A szinképelemzés felhasznaldasa
mikrobiolégiai vizsgalatoknal
MACHER FRIGYES és MANNINGER ERNG
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€s MT A Talajtani és Agrokémiai Kutato Intézete, Bud apest

Bizonyos elemeknek, az Gigynevezett nyomelemeknek igen fontos szerepe
lehet a mikroorganizmusok anyagesereforgalméhan. A mikroszervezetek dssze-
tételének — féleg nyomelemsziikségletének — ismerete alapjan médunkban
van hizonyos mikrobik szimdra a legoptimalisabb szintetikus tiptalajt 6ssze-
allitani.

A baktériumsejt vegyi dsszetétele, kémidja mar régéta foglalkoztatja
a kutatokat. Ma mar tudjuk, hogy az 6sszetétel nemesak fajonként, de térzsen-
ként is tobbé-kevéshé valtozd. Ez leginkdbh mégis attol a milieutdl fiigg
(elsBsorban a taptalaj dsszetételéts], kémhatasitol, a tenyésztési hdmérséklet-
tél sth.), amelyben a baktériumok tenyésznek. Ezért is igyekeztiink kisérle-
teinket a lehetéséghes képest pontosan meghatdrozott kornyezetben (a tap-
talaj, a tenyésztés homérséklete és ideje) elvégezni.

A baktériumok testénck Gsszetételét megallapitd vizsgilatokat mind-
czideig tilnyomorészt pathogen haktériumfajokkal végezték el. Jelen kisér-
leteinkkel kettds célunk volt: elsésorban azt kivdntuk megallapitani, hogy a
miiszaki tudomdnyokban és az iparban széleskorfien alkalmazott szinkép-
elemzés haszndlhatd-e a mikrobiologidhan is balktériumok szervetlen alkoté-
részeinek meghatirozdsira az eddig kivetett mikrokémiai vizsgdlatok helyett;
mdasodsorban két szaprofita baktériumfaj (Sarcina citrea és Azotomonas
insolite) iddig kozzé nem tett kémiai Gsszetételét kivintuk meghatirozni.
A vizsgilatokat még a Foldtan-teleptani Tanszéken és az MTA Talajbiolégiai
Kutaté Laboratoriumdban, Sopronhan kezdtiik.

A felhasznalt anyag és mddszerek

A mikrobiologiai kutatisokban kiilféldon mar tortént kisérlet e médszer
alkalmazisira penészgomba konidiumok nyomelemeinek kimutatisiara (Baurz
¢s lacex [2], Kocu és Depio [4]). Hazai viszonylathan TOrROK és Szarics
[12] haszniltik elsének a szinképelemzést a mikrobioldgiai gyakorlatban
penicillin tiptalajok réznyomainak meghatdrozisira. Eléfordult a penicillin
ipari eldallitisakor, hogy egyszer jél tenyészett a penicillin gomba, mig mis-
kor egydltaliban nem nétt. Utobbi okét a szerz0k a tdptalaj rézszennyezddésé-
ben talaltik meg, amelynek meghatirozasira és ezzel a termelés megjavitasira
dolgoztak ki eljarasukat.

Eldkisérleteink sordn a sziilkséges baktériumanyagot szilird babagar
taptalajon tenyésztettik, kiovetve CrAMER [3], NicoLnLe és ALILATRE [10]
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moadszerét. A tovabbi vizsgilatokhoz azonban mir nem az el6bb mondott
szilird taptalajrol vettiik a vizsgdlandS baktériumanyagot, hanem szintetikus
tiptalajban szaporitottuk tenyészeteinket, hogy ezaltal kisérleteink egyértel-
miien barmikor megismételheték legyenek [5]. Téptalajunk dsszetétele a ki-
vetkezd volt (modositott Dox és Czapek -féle tdpoldat): 30 g saccharose p. u. sc.,
2 g natrium nitricum p. a., 1 g kaliumdihydrophosphoricum p. a., 0,4 g mag-
nesium sulfuricum- 7 H,O p. a., 0,4 g kalium chloratum p. a., 0,01 g ferrum
sulfuricum oxydulatum - 7 HyO p.a., 1000 ml kétszer desztillalt-viz, pH =17,2
az autoklivozds el6tt. A saccharoset Spitz-szlirén 4t valé csirdtlanitds utén
adtuk az clézdleg sterilizalt taptalajhoz.

A tiptalajt is kétféle mdodon probéltuk: fehérjealkotérésszel és fehérje-
alkotdrészmentes, illetve aminosavmentes 4llapothan (az elsd esethen 3 g
asparagint adtunk 1000 ml tiptalajhoz). Mivel a baktériumok mind az aspara-
gin tartalmi tdptalajban, mind a szerves nitrogénforras nélkiiliben csaknem
egyformin jol szaporodtak, ezért asparagin nélkiili tiptalajt haszniltunk
a tovabbiakban.

A kisérleti rész és az eredményekbol levonhaté kivetkeztetések

A tenyészeteket hiarom napra 25—30 C° hémérsékleten, az oxigén-
juttatis kelld kiclégitésére vizszintes rézora tettilk. Centrifugdlissal nyertiik
a tenyészeteket a taptalajbol. A sejteket haromszor mostuk kétszer desztillals
vizzel, és centrifugdliasuk utdn 110 C°-on szaritottuk (a viztartalom meghata-
rozdsara). A szdrazanyagot 600—700 C°-os elektromos kemencében
izzitottuk ésegyuttal meghatiroztuk a szervetlen alkotérészek meny-
nyiségétis[5]. Azelégetést azért végeztiik alacsonyabb hdmérsékle-
ten, nehogy az esetlegesen konnyebben illé alkotdérészeket elve-
szitsiik. Mikromeérlegen lemértiink 30 mg-ot, majd ugyanesak 30
mg spektriltiszta szénporral elkevertilk achdtcesészében. Az egész
mennyiséget szénelektroda furatiba helyeztiik (1.4bra)egy egyszerii
toltdberendezéssel [6]. Az elektrodak alakozdsit elektrodamardval
végertilk [7]. 220 V egyendram és 10 A dramerdsséggel gerjesztet-
tiink 16 : 1 ivelési és hillési viszonya szaggatott ivvel percenként
78 megszakitassal. A gerjesztéherendezés egy Tordk tervei sze-
rint késziilt dtalakitott hazai gvartmdinyt kombindlt szikra- és
ivgerjesztG volt [8]. Az ivet nagyfrekvencids impulzus gyujtja be,
amely azutin magitdl tovidbb ég. Kiozbensd leképzést haszndltunk
| 3.2 mm-es tdresanyildssal. Az elektréda tdvolsig 2 mm volt, és
! igy az izz6 elektrodak képe a tarcsira esett. A megviligitis ideje
30 masodpere volt, mig az ISzP—22 kvarcspektrograf résszéles-
sége 0,005 mm. Az elektrodakat az optikai tengelybe egy szikra-
allvanyra szerelt vetitéberendezéssel allitottuk he [9].

1. dbra A felvételeket 924 cm-es Gevaert Sciencia lemezekre ké-

Azelektrod szitettitk, és harom percig hivtuk keményen dolgozd methol-

alakja  hydrochinonos hivéban. A felvételeinket Zeiss SP—2 szinkép-
vetitével értékeltik ki.

Vizsgilatainkhoz mindig pontosan ugyanazt az anyagmennyiséget mér-
titk le, a felvételek koriilményei is azonosak voltak, és igy a baktériumfajok
Osszetételénelk mennyiségi viszonyaira is kovetkeztethettiink. A szinképek
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kiértélelésénél, killonisen a nyomelemek meghatirozisakor, mindig az elemek
legérzékenyebb (legutolsé) vonalait haszndltuk. Olyankor, amikor ezck az
I1SzP—22 kvarcspektrograffal mar rosszul érzékelhetd teriiletre estel, kény-

1. tdbldzat

Az értékeléshez hasznalt szinképvonalak hullimhosszisiaga
és az érzékenységek hatirai AHRENS [1] szerint

@ | @) @) & ® ®
Elern i A vonalak hullim- ﬁnt‘}i&gmr'}?ft%:f%g Elem A vonalak hullim- ;}atgli'gm?ﬁt:;ifs‘ig
‘ hosszisigs A-ban elektridival hossztisign A-ban Cicktiaasal
o o _ - |
Ag 3280,7 0,00003 K 4044,1 0,01—0,02%
Al | 3092,7 0,0002 Li 3232,6 | 0,0001
3082,1 i '
As 1 23449,8 0,01 Mg 9852,1 . 0,0002
2795,5
Au j 2675,9 0,001 Mn 2793,7 0,001
2427,9 ' 2576,1
B | 2497,7 | 0,001% Na 3302,9 ‘ 0,001
! 2406,8 | 3302,3 i
Be 2348,6 ’ 0,001 Ni 3493.0 0,0005
| 3414,8
Bi 3067,7 0,002 Pb 2533,0 0,0005
Ca 3158,9 0,0002 Si 2881,6 i 0,002
|
cda 2988,0 0,001 Sn 2840,0 | 0,001
Cu 3274,0 0,0005 v 3185,4 5 0,0005
3247,5
Te | 3020,6 0,0005 Zn 3345,0 | 0,01
Ge | 3039,0 !
‘ 2651,1 ‘ 0,0005 |
|

#* A kimutathatésag értékei ugyan C-elektrédara vonatkoznalk, de a hasznalt Cu-

elelktréda sem okoz lényegesebb érzékenység valtozést.

2. tdbldzat

A spektrografiai elemzés eredményei

[ @
(€8] Elem
Raktérinmfaj —-
Agl A]‘ As Au‘ B | Be| Bi L1|l[;z 1/ Pb|si |n] v
‘ I
Azotomonas insolita 3 J‘U‘O 3|U 0[5'0 5‘ 03 olo 4‘6 4 2‘4 2|3‘(}
e o SESERINE [T N S rau S S S “|‘___ SR ML -_}i
1

Sarcina citrea 30\0l0|3l0 0 3\0\5 4‘0\4’0 6 46

‘|
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telenek voltunk kevéshé érzékeny vonalakat hasznilni. A hasznalt vonalak
hullimhosszusagit az 1. tihlazatban kézsljik. Ugyanott megtaliljule AHrRENS
[1] szerint a ,.gyenge nyom” fokozatnak megfelels ahszoltt koncentriciéd
ertckeit is. Bir ezek az adatok 4llandé egyendramu ivgerjesztésre vonatkoz-
nak, mi pedig szaggatott ivvel dolgoztunk, mégis ugy gondoljuk, hogy hozzé-
vetéleges mennyiségi hecslésre nyugodtan hasznalhatjuk ezeket az értékeket,
mert szaggatott iviink hillési ideje olyan révid, hogy lényeges érzékenység
estkkenés nem kovetkezhetik be.

A megfigyelt szinképvonalak erSsségét becsléssel kiilonbizs erésségi
fokozatokkal jelsltiik [11]: 0 = nincsen szinképvonal, 1 = hizonytalan szin-
képvonal, 2 = gyenge nyomok, 3 = nyomok, 4 = kézéperts szinképvonal,
5 = igen erfs szinképvonal, 6 = kivételesen erds szinképvonal. Izek az inten-
zitdstokozatok magitol értetSdéen mindig esak egy elemen belill hasonlit-
hatok Gssze és alkalmatlanok arra, hogy a kiilénbozé elemek koncentracioit
hasonlitsuk @ssze. Természetes, hogy ugyanaz az erfsségi fokozat kiénnyen
gerjeszthetd elemnél (pl. Na) sokkal kisebb ahszoltt értéknek felel meg, mint
egy nehezen gerjesztheténél (pl. P).

Xew Ly :
;3* B 5 2
S 3 3
o =3 5
& o
§ LS =
3 Q S}
5 g :
9 |
S |
Py 1
; g |
2. dbra

Szinképrészlet a B szinképvonalaival
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LMy 27955
Mn 27083
My 28010

Mg 27981
Mg 28027

Ph 78330
Sn 28400

My 2852,1

® 5 © 3
= 3 @
3 2 Y
8 0 s
3 = =Y
5 = IS
i . ®
3 S
S
S

3. dbra
Szinképrészlet a Mg, Mn, Pb, Si és Sn szinképvonalaival
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A baktériumok izzitds utdn visszamaradt szervetlen anyagihan a kovet-
kezd elemeket tudtulk kimutatni: Ag, Al, B,* Ca, Cu, Fe, K.,* Mg, Mn, Na,
Ni, Si, Ph, Sn, V, (2. tdiblazat).

A 2. és 3. dbran részleteket lithatunk a felvételekhbl, Vastag hettivel
jeloltiik azokat az elemeket, amelyek tdptalajunknak nem voltak alkotérészei.
Ezek valdszinfileg a vegyszerek nyomelem szennyezettségéhdl keriiltek a tap-
talajba és onnét a baktériumokba. A rendelkezésiimkre 4116 kalium chloratum
p. a. Merck gyari vizsgélata szerinti szennyez6i: 0,001% Pb, 0,0005% TFe,
0,001% Ba, 0,002% Ca, 0,0005%, Mg, 0,029, Na.

Kisérleteinkbél megéllapithato, hogy a spektrografiai médszer alkalmas.
mikroorganizmusok szervetlen alkotérészeinek és nyomelemeinek meghaté-
rozdsara.

A kutatdsainkhoz felhaszndlt baktériumfajok novekedéséndl felvett egyes
fémsole fontossiga még ismeretlen. Tovabhi vizsgélatainkkal szeretnénk erre
feleletet kapni. Ezeknek az elemeknek fontossdgit természetesen esak spektral-
tiszta vegyszerekkel és ezek koncentricidinak viltoztatdsival lehet elddnteni.

Osszefoglalas

Bizonyos elemeknek, az Gn. nyomelemeknek igen fontos szerepe lehet
a mikroorganizmusok anyagesereforgalméhban.

Két baktériumfaj, a Sarcina citrea és Azotomonas insolita szervetlen
alkotérészeit hatiroztuk meg szinképelemzé médszerrel. I vizsgalatokhoz
felhasznalt baktériumtomegast mdédositott Doz és Czapek tapoldatban vald
elszaporitds utin centrifugdldssal nyertiik.

A vizsgilataink sordn meghatiroztuk a baktériumok viztartalmit, vala-
mint a szarazanyag, szerves ¢s szervetlen tartalméit.

A spektrografiai meghatirozist a szervetlen maradékkal végertiik
egyendramu ivvel ISzP—22 kvarespektrograffal. A felvételeket Zeiss SP._ -2
szinképvetitdvel értékeltiik ki,

A baktériumok testében olyan elemelket sikeriilt kimutatnunk, amelyek
nem voltak eredetileg a tdptalajban. Ezelc bizonyéra a vegyszerek szennyezett-
ségétdl keriiltek a tiptalajba és onnét a baktériumokba.

Azt, hogy az egyes fémsck a kutatdsainkhoz felhasznalt baktériumfajok
szémdra mennyire fontosak, még nem ismerjiik pontosan. Ezeknck az elemek-
nek a fontossagit természetesen csak spektraltiszta vegyszerekkel végzendd
kisérletekkel lehet eldonteni. Tovabhi vizsgilatainkkal szeretnénk erre fole-
letet kapni.

Kisérleteinkh6l megillapithatd, hogy a spektrografiai médszer alkalmas
a mikroorganizmusok szervetlen alkotdrészeinek és nyomelemeinek meg-
hatdrozasdra.

Erkezett : 1960. november 25.

(* Mivel szénelektrodaink B-t tartalmaztak, kilon felvételt készitettiink tiszta Cu
segédelektrodiklkal a B kimutatdsara. Ugyanezt a felvételt hasznaltuk a K kimutatasara,
is. Az elektroddk laposvégii (@ 6) rudak voltak. A prébat természetesen ebben az
esetben nem kevertiik szénporral.)
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UCTIONB30BAHME LIBETOBOIO AHAJIM3A B MUKPOBHUOJIOrMYECKHX MCCITE-
IOOBAHHMSIX

®. Maxep 1 E. Mauunurep

Teojuanueckan rpynna AH Benrpum r. Ulonpon u Hayuno-uccnenoearenscruii Muactutyr [Mousosenenus
u Arpoxumuu AH Beurpmm,
Bynanewr

Peawae

B 00MeHC NHMTATeNBHBIX BCILECTB MHKPOOPrAHHIMOEB 0O0JIBUIYIO POJb HIPAIOT MHKPO-
DJICMEHTLI. 3HASl COCTAB MHKPOOPraHH3MOB, HMeeM BO3MOMKHOCTB COCTABJSTH IJISI HUX CAMbIi
ONTHMAJIBHLI MHTATEABHLI cyOerpat. JInst onpeleneHns HeopraHHueCKHx uactell nraa 0ax-
Tepuil Sarcina citrea H Azolomonas insolita MCNONB30BAMH METOA ChieKTporpaduu, Bak-
TEPUH, HCIIOJL30BAHHLIE B AHAJH3AX, PASMHOMKHIH HA MOAN(HIMPOBAHHOM MHTATEILHOM
cyoerpare Dox u Czapek u Bemenau neHTpudyruposassem. L[locse aToro 6LII0 NpoBegeHo
HPOMBIBAHIIE B BOAC ABOHHOH mmcTHmnsuiy, M BuicyHeawne npu 110° C. Cyxoe Beluectso
NPOKAJIUBAI0OCL B NCKTPHYeCKHX My(ensx npu 600—700° C ansa ompeaeseHHs HeopraHuuc-
cKoi yactH. 30 Mr mMaTeprana cmeltHBaa ¢ 30 MI' CHCKTPANBHO-UYHCTOr0 YTOJBHOI0 MOPOLIKA
II TIOMCCTHIIH B OTBEPCTHE YIOJBHOIO 3JICKTPOLA, 3aTeM MOAKIIOUHIH K cetH B 220 BOABT H
10 ammep. Paccrosinne Mexcay BIeKTpojami 2 MM, T. €. MX OTPayKeHHe TMPH HAKAJHBAHHMI TO-
nazano Ha auck. Bpems ocsemenust 30 cex. u wmpHra ISZP —22 kBapuenoil cnexrporpadgu-
yeckoil uactan 0,005 mm.

Canmxn ¢aenamt Ha miactHHKH Gevaert Siencia pasmepom 9—24, 3aTem ananusn-
posanu criekrporpagom Zeiss Sp—2. Ilpn ananmge, 0CO0EHHO TIPH ONMPEACJEHMH MHKPO-
9J1CMCHTOR, BCCIVIA TIOJB30BAJIHCD CAMBIATH YYBCTBHTEJILHBIMH (CAMBIMIT TIOCJEAHHMH) JIHHHAMH
aJeMeHTOR. JITHHY BOJH HCTIONBL30BAHHBIX JIHHHH cM. B Tadnuue Ne 1.

B neopraundeckoil wactH OaxrTepull 00HapYXUIM Ciefyioluie aneMeHTE: Ag, Al B,
€Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, §i, Pb, Sn, V (2 Ta0anna).

Ha prcyHKax 2 1 3 II0Ka3aHBl CHHMKH, Ha HUX JKUPHO OYKBOH 0003HAUEHLI T¢ 3IEMCHTHI
KOTOPLI¢ B HA4aJie HE BXOAMHJIM B COCTAB IIHTATCIBHOTO cyOcrpata. BeposiTHO OHM MONANH B
NHTATCBHBIH CYOCTPAT Yepes 3arpPsISHEHHBIE PEAKTHBLL [ToKa ele TOUIO He M3BECTHO B Kakoii
CTETMeHH HEeKOTOPBIC MUHCPAJBHBIC COJIH HYXKHBL JJISI BHAOB OAKTCpPHIl, HCIONB30BAHHBIX B
HAIMX yeeaenoBaHnsEx. O noTpedHOCTH B ITHX SIEMEHTAX MOXKHO CYANTH TOJILKO MOCHE OIMbl-



284 MACHER —MANNINGER: Szinképelemzés a mikrobiol6giahan

TOB CO CM¢KTPAJIbHO-YHCTLIMH XHMHIKATAMH, ¢ M3MCHCHHMCM HX KOHUCHTpAIMH, Ha ocHoBanun
HAUIMX HCCACJ0OBAHHI MOMKHO CKa3aTh, 4uro CH{:I\'T[)OI‘]JHEDI‘I‘{ECKHYI MeTOn IIPHTOACH JAJis1 OTipe-
AeJICHHS I-ICO]’)I‘H[I]{‘JCCI(Oﬁ HaCTH H COCTaBd MHKPO3JICMCHTOR MHKDOOPIaHH3MOB.

Puyc, 1. dopma anckTpoga.

Puc. 2. Cnextporpamma ¢ JuMumsmil B.

Puc. 3. Cniekrporpamma ¢ JnHHsiME Mg, M, Pz, §i, Sn.

Taba. 1. nuHa BOJHLL JHHI CTIeKTPOrpaMMBl, MCTIOJBS0BAHHON B HALINX OMbLITax.
Mpeaenst vyserraTensHoety mo Ahrens [1] (1) Suemenr. (2) dmmna poauwl munuit B A°, (3),
Ipepen onpeacsenust 38 % C-saexrpoaa.

Tafa. 2. PeayapTaThl CHEKTPOrPAGHUCCKOr0 AHANHSA. (1) Bup OGawrepuii. (2) Sae-
MEHTEL

The Application of Spectrographic Methods in Microbiological Studies
F.MACHER and E. MANNINGER

Geophysical Working Group of the Hungarian Academy of Sciences, Sopron, and Research Institute for Soil Science
and Agricultural Chemistry of the Hungarian Academy of Sciences, Budapest

Summary

In a high number of cases trace elements play animportant role in the melabolism
of microorganisms. If the mineral composition, and especially the mineral Tequirements
of mieroorganismns are known, their optimal nutrient is easy to establish. The speciro-
graphic analysis of the mineral composition of Sareina citrea and Azofomonas insolita
was undertaken with the above intention, The bacterin applied in these studies were
grown on modified Dox and Crapek solutions, respectively, and separated from the nutrient
by centrifugation.

The cell residue was washed three times with re-distilled water, and driecdat 110° C
for the determination of its water content. The dricd material was subsequently heated
to 600—700° C in an electric oven, and its total mineral content was defermined. 30 mg
of the ash was mixed to 30 mg of spectrographie grade carbon powder, placed into the
hole of 1he carbon electrode, and a broken electric arch (with an arch-induction to cooling:
ratio of 16 : 1) was induced by 20 V, 10 A direct current. The distance between the electro.
des was 2 mm, and so their image fell on the plate. Duration of the illumination was 30
seconds, and the slit width of the ISZP —22 quartz spectrograph applied was 0.005 mm.

The spectrograms were obtained on 9'x 24 em Gevaert Seioncia plates, and they
were evaluated with a Zeiss Sp—2 speectroscopic projector. Especially for the determi-
nation of trace elements, their last, most sensitive lines were used, Waxvelengths of the
used spectral lines are found in Table 1,

The following elements were found in the ash of the bacteria studied: Ag, Al B,
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si, Pb, Sn, and V (Tahle 2).

Two sections of the spectrograms obtained are shown in Figs. 2 and 3. Those of the
elements found which have not been added to the nutrient are denoted in these figures by
their fat-faced symbols. It is assumed that they were originally impurities ofthe nutrient
salts used,

At present we can not give an answer to the question whether or not the trace
clements taken up by these microorganisms play an important role in their metabolic
processes. This question might be decided only by further cultural experiments, in which
spectrographic grade salts are used, and the coneentration of the trace elements in the
nutrient is controlled. It is coneluded that the spectrographic method is applicable to
the determination of the mineral composition and trace element content of micro-
organisms.

Fig. 1. Shape of the electrode used

Fig. 2, Section of one of the spectrograms with the boron lines

Fig. 3. Section of a spectrogram with the lines of Mg, Aln, Pb, 8i and Sn.

Table 1. Wavelengths of the spectral lines used for evaluation of the gpectrograms
and the lowest sensitivity limit of the indication uccording to Ahrens (1). (1) Element.
(2) Wavelength of the most sensilive line, A. (3) Lowest sensitivity limit with carbon
electrode

Table 2. The result of the spectrographic analyses. (1) Species. (2) Mineral elements
present.





