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Adatok az Azotobacter vimelandii
temyészethdél myert sejitmélkiili szubszirdtum
nitrogénk étdéd aktivitiasahoxz

T, K. ILJINA

Dokucsajer Talajtani ITutdzet, Moszkvoa (Szorjetunid)

A bioldgiai nitrogénkités szubmikroszkopikus szinten torténd tanul-
mdnyozdsa ardanylag révid maltra tekinthet vissza. Az elsd szétronesolt sej-
tekb&l 4llo rendszert, amelv képes volt megkétni a molekuldris nitrogént,
CarxasAMnak és munkatdrsainak [2] valamint Nicaorasnak és Fiscurrnek

[6T 1860-ban sikeriilt el§allitani. Azdta ez a kutatdsi irdny jelent8sen kiszéle-
sedett, mivel segitségével njabb adatokat nyverhetiink a légkori nitrogén
megkﬁtése mechanizmusanak felderitése terén.

Kisérleti rész

Vizsgdlataink soran {6 feladatunkat az képezte, hogy megillapitsuk
azokat az optimalis koriilményeket, amelyek jelenlétében a legnagvobb inten-
zitdssal megv végbe a nitrogén megkitése. A tesztorganizmusként alkalmazott
Azotobacter vinelandii kultarakat a Timirjazev Mezbgazdasdgi Akadémia
Mikrobioldgiai Tanszéke bocesdjtotta rendelkezésiinkre. Az Azofobacter vine-
lundii tenyésztésére négy kiilonbozi tapkozeget hasznaltunk fel. Az 1. taptalaj
a Fsoporov [5] altal modositott azotobacter medium volt, a I1. szubsztratum
ettdl annyiban tért el, hogy glukéz helvett szaharédz szolgdlt szénforrdsként.
A 111 és IV. taptalajokat NricHOLAS [7] munkdjabdl vettiik.

A 4 kilonbdz§ tdpoldatban részben allé kultardkban, részben pedig
rizatott {enyészetekben dllitottuk be a kisérleteket. A sejtek szaporoddsit
nefelometrikus tton hatéroztuk meg, mig a megkotott nitrogén mennyiségét
a logaritmikus névekeddsi fazis végén Kjeldahl roncsoldsos madszerével mu-
tattuk ki. A tdblazat adataibol lathaté, hogy a sejtszaporodds legnagvobb inten-
zitdssal a II1. tdpoldatban ment végbe. Valészindl, hogy a tédpoldatba vitt
szerves sav pozitivan befolydsolta a szaporoddst. Megallapitdst nyert, hogy
a rédzatott kultaraknal a szénforrds nem bomlott le teljesen CO,-ig és vizig.
hanem jelentés mennyiségii szerves sav felhalmozddisat észleltiik. 100 ml
tapoldatban 0,6 milliegyenérték sav mutathaté ki. A tdpoldat elsavanyodisa
gatolta a tovabbi nivekedést, s igen intenziv nydlkaképzést valtott ki a tenyé-
szetnél. Minbségi reakeick segitségével jelentfs mennyiségili piroszdldsavat
és ketoglutdrsavat sikeriilt kimutatnunk, amia szén anyagesere felboruldsira
hivja fel a figyelmet. A fentiek arra mutatnak, hogy az intenziv levegdellitis
ugitolja az Azotobacter vinelandii szaporoddsat.

Az Azotobacter vinelandii savképzésével kapcsolatban szimos irodalmi
lorrasmunka litott napvildgot. lgv ConEex és JoHNSTONE [3] szerint a sav-
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1. tabldzat

Az Arzotobacter vinelandii szaporoddsa kiilonbozé tenyésziési feltételek kozbtt.

A sejtsiiriiség mérve 630 my.-nal
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produkeiot biséges nydlkatermelés kiséri. A szerzdék szerint a savtermelés az
azotobakter meghatdrozott térzseinél normdlis jelenség, mig DILwoRTH [4]
ezzel ellentétben azt dllitja, hogy nem kielégit§ novekedési feltételek eredmé-
nye, azaz a molekuldris oxigén magas parcidlis nyomdsa viltja ki.

A kisérlet eredményei azt bizonyitjik, hogy a novekedés normalis felté-
telei az 4ll6 tenyészetncl joval inkabb hiztositva voltak, mint a razatott
kulturdndl. Az el6bhi esethen a tdpoldat elsavanyoddsa, valamint az intenziv
nyilkaképzés elmaradt, s a megkstott nitrogén mennyisége parhuzamban
volt a ndvekedés intenzitdsdval. A biomassza mennyisége ugvancsak az
allo tenycszetnél volt a legtobb. Az 4ll6 és a rdzatott kultdra nitrogénketcs-
nek adatait a 2. tdbldzatban mutatjuk be.

2. tdbldzat

Az Azotobacter vinelandii altal megkitstt nitrogén mennyisége allé és razatott tenyészethen

(1) @)
A megkitdtt nitrogén
mennyisége mg/100 ml tapoldat
A tenyésztes kiriilményei -
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b) Al tenyészot 17,92 95,06 | 2104

A tdblézat adataibdl 1athatd, hogy a kisérletbe vont Azolobacter vinelandsi,
torzs a III. taptalajban két meg legtobb nitrogént.

A tovabbiak sordn az képezte feladatunkat, hogy a rdzatott és 4ll6
tenyészet sejtjeit szétrocsoljuk, homogenizdljuk s ésszehasonlitsuk azok nitro-
uénkots képességét. E célbdl a scjteket 6000/perc fordulatszdmn centrifuga-
lassal valasztottuk el a tenyészfolyadéktdl. Ezutan a sejteket pH 8-ra bealli-
tott foszfitpufferban Gjbol szuszpenddltunk, majd a szuszpenzidt befagyasz-
tottuk s préssel szétronesoltuk, majd 15 000/perc fordulatszam mellett 4C°-on
centrifugdltuk. Az igy nyert szupernatanst hasznéltuk fel sejtnélkiili ferment
készftményként a nitrogénkotés tanulményozdsa céljabsl. A vizgralatokat
Tunberg-féle kémesdvekben allitottuk be, ahova 1 —3 ml sejtnélkiili kivonatot,
1—3 ml iledékfeletti tenyészfolyadékot amelyet az els§ centrifugaldskor
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nyertiink, valamint 80 pM-os KH,PO, et adagoltunk. A szubsztratum pH-ja
neutrdlis volt. A fentieken kiviil a Tunberg kémcsé oldaledényébe az ATDP
illetve az ADP natriumsdjdnak oldatit adagoltuk olyan mennyiségben, hogy
a koncentrdcidjuk a esévekbe bevitt folyadék végtérfogatara szamitva 5 uM-os
legven. A tovabbiakban még az , A" koenzim 2 mg-jat, valamint a nétrium-
plruw,t oldatat adagoltuk olyan mennyiségben, hogy ez utobbinak a koncent-
muo]a, a reakeid kozegben 50 uM-os le(rw,n A kémesivekbe 0,1 mg molib-
dént ¢és 2,1 ue kobaltot vittiink be. Az oldaledények tartalmit kizvetlen a
kisérlet meginduldsakor egvesitettiik a kémesovekben levi anyagmennyiség-
gel s fgy az azokban levd folyadék térfogata osszesen 4,3 ml-t tett ki. A Tun-
berg csovekbél a folyadék felszinérél kiszivattytztuk a levegst és a vakuum-
teret oxigén ¢s nitrogén 1 : 9 ardnyt keverékével toltottiik meg, mig a kont-
roll ed(,m ekben argon képezte a gdzatmoszférat. A kisérlet idotartama alatt
a Tunberg csovekben levd folyadékot rizatdssal 4llandd mozgésban tartottuk.
Az inkubicié 30 °C-on tértént, melynek folyamdn a megkotott nlt)oge

mennyiségét 2 dranként BULEN ¢és munkatdrsai [1]4ltal madositott ammoninm-
difftzids modszerrel hatdroztuk meg, mig a fehérjék mennyiségét Tour mod-
szerével mutattuk ki. A kisérlet eredményei a 3. tdblazatban keriilnek hemu-
tatdsra.

Eredmények megvitatasa

A kisérletek eredménvei azt mutatjik, hogy a sejtnélkiili kivonatok
kozel azonos aktivitdst mutattak, mint azok a tenyészetek, amelvekbdl
elgallitottak az extraktumokat. Az allékultiras tenyészetck kivonatai kozel
2 —3-szor tobb nitrogént kotottek meg, mint a rdzatott kulturdik. Az utébbiak-
nil egyes esetekben nitrogénkotd képessée egvaltalan nem volt megallapit-
hato. Kielemezhetd a 3. tabldzatbol, hogy a szubsztrdtum megfelel6 serkentd
anyagok adagolisa nélkiil nem volt képes nitrogént megkotni. Kiilondsen
nagy energiaju foszfitok hozzdaddsa serkentette jelent@sen a nitrogénkotd
aktivitdst a sejtkivonatnal (2,5 pg N/1 g fehérje). Feltételezhetden a sejtek
szétronesoldsa sordn az oxidaeid és a foszforildcid osszhangja a 1égzési lincon
belill torést szenved s ennek kévetkeztében a nitrogénkotéshez feltétleniil
szitkséges ATP gerjesztés elégtelen lesz. Az energidban gazdag foszfatok
hozzdaddsa fokozza az ATP szintézisét, sGt a Mg+ egvediili bevitele — amely
a foszforildcios oxiddcid aktivitora — serkenti ezt a folvamatot. Az ADP ésa
Mg2t egyiittes hozzdaddsa a N-kotést jelentGsen fokozza az egyedili ADP-s
kezeléshez viszonyitva.

Az energidban gazdag foszfat kotéseken kiviil vizsgiltuk még a NAD,
valamint a A-koenzim hatdsdt az Azotobucter vinelandii extraktumanak nit-
rogén fixalo képességére. Ezen (mv(LgDok ugyvancsak lényveges mértékben ser-
kentették a nitrogénkités folyamatat. Feltételezhetd, hogjv ezeknek a vegyii-
leteknek u serkentd hatésa az elektron dtviteli linc aktivalisaval van kdl)(’b()—
latban. Ez kettds hatdssal lehet a nitrogénkotésre. Egyrészrél az elektron
ellitds aktivizalodik s ezek az elektronok wvesznek részt a molekuldris nitro-
gén redukdlisiban, mds részrdl pedig a 1épzés folyaman az elektron szdllitds
fokozddik, amely a foszforilald oxiddciot serkenti. FEzen vegyiiletek szinkron
hatdsa a mitokondrium készitménnyel azonos, amelynek irodalmi dttekintését
SzRULACSEV [8] adja a legrészletesebben.

Ugvancsak tanulményoztuk a molibdén és a kobalt hatdsat az Azofo-
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3. tablazat

Az Azobacter vinelandii sejtnélkiili szubsztratuminak nitrogénkdts aktivitasa

eH] @ ) @ ®) (6 )
5 | S BER | megivtont 58
Afengbtls | ioier| ronéeys A kisérlet variinsai tortaline & | NU, N | ooherfere
szAma tartalma Lisérlet mennyisége pg
mg végén edényfug
my
a) Razégépen I 13,83 | 0 12,94 | --0,18 =
tenyésztett ATP 25,60 12,48 0,90
kulturdban | ATP -~ MgCl, 24,75 11,63 0,84
11 12,00 |0 64,82 0,50 0
ADP -+ MgCl, 61,98 | 2,34 0
h) Al6 1 17,33 | 0 75,56 —1,41 0
kultiraban ATP 102,83 25,80 1,48
ATP 100,43 23,45 1,34
MgCl, l85,31 8,33 0,48
| ADP - MaCl, I 108,62 31,64 1,82
| ADP -+ MgCl, -
| 1 oS0, * TH,0 100,09 23,11 1,33
ADP -\ MgCl, -+
i 4- Na,MoQ, * 2H,0 91.37 14,39 0,83
| Piruvat - NAD 107,80 30,87 1,77
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bucter vinelandii sejtnélkiili kivonatdra. Kordbbi kisérleteinek alapjan azt
feltételeztiik, hogy a molibdén a molekuldris nitrogén aktivéciojiban vesz
részt. Amint a 3. tdbldzat adataibdl lathatd, molibdén, ill. kobalt hozzdadéisa
a szubsztrdtumhoz ADP + Mg2+ jelenlétében antagonisztikus hatdst gyako-
rolt a nitrogénkotésre. Lehetséges, hogy ez a gitld hatds a szabad és a foszfo-
rilicids oxiddcio egymashoz viszonyitott ardnyanak a szabad oxiddcid irdnvaba.
torténd eltoléddsaval van kapesolatban.

A kilonbozé vegyiileteknek az Azotobacter vinelandii nitrogénkotd
képességére gyakorolt aktivizdlé hatds mechanizmusit specidlis vizsgélatok-
kal lehet megnyugtatéan tisztdzni, amelyhez szitkséges az ezt kisér§ légzési
folyamatok intenzitdsinak, valamint a redox potenciil értékének meghaté-
rozasa. Csak a kiilonbozs anyagok hozzdaddsival kiviltott ATP képzédés
novekedésének, vagy csokkenésének bizonyitdsa tekinthetd objektiv kritéri-
umnak hatdsuk értékelése szempontjibdl.

A fenti vizsgdlatokat a Szovjetunié Tudomdnyos Akadémidjénak Mikrobiolégiai
Intézetében végeztiik.

ﬁsszefoglalés

Az Azotobacter vinelandii sejtnélkiili szubsztratumanak nitrogénkstd
aktivitdsa szoros kapcesolatban van a tenyésztési feltételekkel.

Az erls aerdcid gitolja az emlitett kultira novekedését s ez csokkenti
a sejtnélkiili szubsztratum nitrogénkoté aktivitdsat is.
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Az 4llé kulturdbol kapott sejtnélkiili extraktum nitrogénkotds aktivitdsa
hasonldan magas, mint a tenyészeté.

A sejtnélkilli szubsztritumok nitrogénkotése kiils6 serkentd rendszer
hidnydban is véghemegy kizardlag a sajat foszforildcid hatdsira.
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Data on the Nitrogen Fixing Activity of Cell-free Substrate
Obtained from Azotobacter Vinelandii Culture

T. K. ILYINA

Dokuchaeyv Institute of Soil Science, Moscow (USSR

Summary

The nitrogen fixing activity of the cell-free substrate of Azotobacter vinelandii is
highly dependent on the conditions of cultivation.

Intense aeration inhibits the growth of the studied culture and this reduces the
nitrogen fixing activity of the cell-free substrate.

The cell free extract obtained from a standing culture shows a similarly high
activity as that of the culture.

In the absence of an external stimulating system, the nitrogen fixation of cell free
substrates takes place also exclusively duc to their own phosphorylation.

Tuble 1. Multiplication of Azotobacter vinelandii under differing culture conditions.
Cell density measured at 630 gm. (1). The series number of the applied medium. (2) Th
height of the Nephelometer in the course of development. (3) Shaken eulture/hour. (4¢
Standing culture/day.

Table 2. The quantity of fixed nitrogen in Azotobacter vinelandii in standing and
shaken cultures. (1) Culture conditions: ) Shaken &) Standing culture, (2) Quantity of
fixed nitrogen mg/100 ml liquid medium (I—-1IV).

Table 3. Nitrogen fixing activity of the cell free Azotobacter vinelandii. (1) Cultare
conditions: ) Shaken ) Standing culture. (2) Number of the experiment. (3) Protein
content of the substrate mg. (4) Variants of the experiments. (5) The NH,;—N content
of the flask at the end of the experiment, mg. (6) The quantity of fixed NH;—N of the
flask/g. (7) Fixed N/lmg protein.
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Beitriige zur Stickstoffbindungsaktivitiit des zellfreien Substrates von
Azotobacter vinelandii

T. K. ILJINA
wDokutsehajew™ Inslitut fir Bodenkunde, Moskau (UdSSR)

Zusammenfassung

Die Stickstoffbindungsaktivitit des zellfreien Substrates von Azotobacter vine-
landii steht in cinem engen Zusammenhang mit den Ziichtungsbedingungen.

Starke Acration hemmt das Wachstum der Kultur, und dies setzt wiederum die
Stickstoffbindungsaktivitiit des zellfreien Substrates herab.

Die Stickstoffbindungsaktivitit des aus Stehkulturen gewonnenen zellfreien
ixtraktes ist gerade so hoch, wie diejenige der Kultur, Die Stickstoffbindung der zell-
freien Substrate vollzicht sich auch in Abwesenheit cines #dusseren stimulierenden
Svstems, einzig durch die cigene Phosphorilation hervorgerufen.

Tuab. 1. Vermehrung des Azotobacter vinelandii unter verschiedenen Zuehthedin-
gungen. Zellendichte bei 630 mu gemessen. (1) Nummer des Nihrbodens; (2) Stand des
Nephelometers im Laufe der Vermehrung; (3) Schitttelkultur/Stunde; (4) Stehkualtur
Tag.

Tab. 2. Menge des durch Azotobacter vinelandii gebundenen Stickstoffes in Schiit-
tel- und Stehkultur. (1) Verbiltnisse der Ziichtung: «) Schitttelkultur, b) Stehlaultur:
(2} Menge des gebundencn Stickstoffes, mg/100 ml Néhrlosung (L —IV.).

Tab. 3. Stickstoffbindungsaktivitiit des zellfreien Sunstrates von Azotobacter
vinelandii. (1) Verhiltnisse der Ziichtung: a) Schitttelleultur, b) Stehkultur; (2) Nurmmer
des Versuches; (3) Eiweissgehalt des Substrates, mg; (4) Varianten des Versuches: (5)
NH,-N-Gehalt des Gefdsses am Ende des Versuches, mg; (6) Menge des gebundenen
NHy-N-ex, Gefilss/g; (7) auf 1 mg Eiweiss zufallende Stickstoffhindung. pg.

Bnusinue ycnosui KynnTHBMpoOBaHMs Azotobacter vinelandii na
a30TOQHKCHPYHIOIYK aKTEBHOCTb GECKICTOYHBIX CHCTEM 3TOr0 MMKPOOPraHu3ma

T. K. HIBHHA

[MouBennerit Micturyt um, Jokyaacsa, Mocksa (C.C.C.P,)

Peswme

A30ToQUKCUPYIOLUIAS AKTHBHOCTE (ECKJCTOUHBIX Npenapaton Azotobacter vinelandii
HAXOAUTCA B TeCHOH 3aBUCHMOCTH OT YCJIOBHH BhIPAUHBAHUST KYJLTYp.

YeuiieHHas adpauust N0JaBAsSeT POCT I a30TOGHKCHPYIOWYI AKTHBHOCTL KYJILTYPHI,
CIHEACTBICM YEI'0 SIBISETCST CHibKeHHe asoTodikeHpyomell akTHBHOCTH 0eCKIeTOYHLIX IIpe-
maparos. M3 kierok Azotobacter vinelandii phipaneH#sX B 110K0e, NoJayUeHsl BLICOKO aKTHB-
HLle OeCKJIETOYHLIE NpermapaTsl.

DrKcaiisa a30Ta 9THX IPeNapaToB MOMET IIPONCXOIHUTD 3 OTCYTCTRHH 3K30reHHOH ATd-
TeHEePUPYIOMIell CHCTeMbl 32 CUeT COOCTBCHHLIX IIPOlieccon (OCOpPIIIIPOBAHIS,

Taba. 1. Poct xynbrypol Azotobacter vinelandii npu paziimunnix yeloBUsX BHpPAIH-
pannsl. MnrencusuocTn pocta B eauHHIAX onTHueckoil nornocta mpn 630 mu. (1) Cpean, B
KOTOPBIX BhIpANILBANACE KyJAbTypa. (2) Tlokasasue nedeinomerpa B mpoliecce passurist. (3)
Hynbrypa, BoipamisaemMast Ha Kavanke/uac. (4) Kysisrypa, suipamHpacyas B CTANNOHAPHBIX
VCAOBHSX/CYTKH.

Taba. 2. AzorodurcHpyronas crmocodHocTh Azotobacter vinelandii npin pasanysbx
YCJIOBHAR Buipauisanusd. (1) Ycaosis BLIDANIMBAHMS KYJILTYDBI a) OpM B30ANTLIBAHUH HA
Kayanke, b) B nenoasizuom cocrosuim. (2) Komnuectso dGukeuposanaoro asora, Mr na 100
cpent (I—1V.).

Taba. 3. AsoToUKCHPYHINEAA AKTHBHOCTL 0ECKIICTOYHHLIX [peraparos 13 Azoto-
bacter vinelandii. (1) Ycnosnst BeIpauyiBatis KyJiLTyphl, 03 KOTOPOH Hofyuanyd 0eckiaerod-
Hble [Ipenapartel: a) Ha Kavajke, b) B nokoc. (2) Homepa omnerros. (3) Konuuectso Genka B Oec-
KJETOYHBIX TIperapatax B Mr. (4) Bapuantsl oneiToB 1o decikierouyHoll (uxcanuu asora. (5)
Kosmuecrso N—NH; B peakmuonssx k0i0ax B KOHUE onoita B Mixr. (6) Kosmectso mome-
KYJISIPHOI'0 a30Ta, UKCHpOBaHHOrO B BHAe NH, 8 pearkuHOHHBIX Kondax, mir. (7) Konmueerso
MAJNERYISIDHOTO a30Ta, (PUKCHPOBAHHOrO B Blle NH,; Ha 1 mr fenka, Mxr.



