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A sugirgombalk humuszbontd tevélkenysége

A. N. IBRAHIM és I. A. IBRAHIM

Al-Azhar Egyetem, Mezdgazdasdgtudomdnyi Kar,
Mezbgazdasdgi Névénytant Tanszék, Kaird (E . 4.K.)

A humuszbonté mikroorganizmusokkal kapcsolatos ismereteink hid-
nyosak és egymisnak ellentmondanak. WINOGRADSKY [16] szerint a tala-
jokban specidlis humusszal tdplalkozé mikrofléra taldlhatd, amelyet a szerzd
autochton mikrofléranak nevez szemben a zimogén mikroorganizmusokkal,
amelyek a friss novényi és dllati eredetil szerves anyagokat épitik le. TEPPER
[14] tobb olyan mikroorganizmust tenyésztett ki a talajbdl, amelyeket az
autochton mikroszervezetekhez sorolt. MiIsuszTIN és NIKITIN [9], FsoDOROV é8
Tryiva [2], Szmaris [183] valamint mds szerz6k viszont a szaprofita talaj-
mikrobdk szerepét emelik ki a humuszanyagok elbontdsdnal.

A humuszanvagok elbontdsdban, kémiai szerkezetilknek megfelelSen,
esak olyan mikroszervezetek tudnak részt venni, amelyek képesck megtdmad-
ni az aromas vegyiileteket. Ilyen sajitossagokkal rendelkeznek tobbek kozott
a talajban él§ aktinomycetik is, amelyek, mint kozismert, képesek lebon-
tani a kiilonbozd nehezen degradalédé vegyiileteket. Ez ad jelentdséget tanul-
minyunk célkitiizésének, nevezetesen az egyiptomi talajokbél kitenyésztett
sugdrgombdk humuszbonté tevékenysége megismerésére irdnyulé munkdnk-
nak. Mint ismeretes, a humuszmolekuldk felépitésében fontos szerepet jitsza-
nak a fenolok kondenzéciéja sordn létrejott kinon tipusu vegyiiletek. Ebbél
kiindulva célkit(izésiinket képezte részben a kiilonbozd fenol vegyiiletek el-
bontasinak vizsgalata, részben pedig a talajbdl kémiai ton kinyert humusz-
készitmény (Na-humdt) biolégial degradalhatdésiginak megismerése.

Kisérleteinkbe hirom sugdrgomba torzset vontunk be, amelyek az
elgkisérletek folyaman aktiv humuszbontéknak bizonyultak. Ezek a kovet-
kez8k: Strepiomyees viridans 581-es torzs, Streptomyces viridans 1130-as torzs
6s Streptomyces violaceoruber 1133-as torzs. Mindhdrom kultdrdt egyiptomi
talajbol izolaltuk.

Tanulmény targyivd tettilk a kisérletbe vont sugdrgombak proteoliti-
kus aktivitdsdnak megismerését is, mivel ismeretes, hogy a humuszmolekula
szerkezeti felépitésében fontos helyet foglal el a fehérjetartalmi komponens.

A kisérletek soran alkalmazott humuszanyagokat két kiilonbozé talaj-
tipusbél nyertiik, az irodalombdl ismert ligos kioldds segitségével. Az egyik
egyiptomi agyagos valyogtalaj volt, a masik pedig Magyarorszagrol szdr-
maz6 barna erd&talaj.
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Anyag és modszer

A kisérlethe vont hérom sugdrgombat PRIDEAM és GOTTLIER altal ki-
dolgozott (SHIRLING és GorTLIER [10]) folyékony tépkozegben tenyédsztettiik.
A Lkisérlet bedllitisa 250 ml-es Erlenmeyer lombikokban tortént. A humé-
tot gyenge ligban vittiikk oldatba, s ilyen dllapotban adagoltuk a tapoldat-
hoz steril viszonyok kézstt. A kisérlet az aldbbi négy kezelésben keriilt bedl-
litdsta: 1. A tdpoldat nem tartalmazott kiilon szén és nitrogénforrist, s igy
az aktinomycetdk tdpanyagsziikségletiiket csak a humétbél tudtik fedezni.
2. A tipoldat kiegészité szénforrdst tartalmazott, nitrogénforrdast nem. Ki-
egészild szénforrisként glukéz szolgalt 0,2 %-0s koncentrdciéban. 3. A tip-
talaj csak kiegészitd nitrogénforrdst tartalmazott (2,64 g.) (NH,/,SO,/liter),
szénforrdst nem vittiink be. 4. Mind kiegészits szénforrdst, mind pedig nitro-
génforrast adtunk a tdpoldathoz.

A humuszbontds mértékének meghatdrozasa részben a sotét szinfi szub-
sztrdtum elszintelenedése, részben pedig a silycsokkenés alapjin tortént.
Az elszintelenedés fokét az inkubécié 4-ik, 8-ik és 12-ik hetének végén hatd-
roztuk meg fotokolorimetrikus tton 465 mu hulldimhosszon, a stlyesckke-
nést pedig a kisérlet befejezésekor a 12-ik héten. Az inkubaciét 30 °C-os ter-
mosztathan folytattuk le.

A tenyészfolyadékot és a biomasszét centrifugalassal vilasztottuk el
egyméstél. Az irodalombél ismeretes, hogy a tenyészfolyadékban oldatban
lev6 humatok adszorbedlédhatnak a mikroorganizmusok sejtjeinek, kiilo-
nosképpen pedig a mikrogombdk és aktinomycetdk miceliuménak feliiletén,
s ez zavarhatja az elszintelenedés alapjan mért humuszbontdsi értékek meg-
bizhatésdgét. Ennek kikiiszobolése céljabél a hiomasszérsl pH 10-re bel-
litott univerzdlis puffer segitségével mostuk le a huméatot. Az igy oldatba
keriilt humétot tobb lépesGhen végrehajtott lecsapdssal (savanyitds pH 2-ig,
kifagyasztds, pH 8-as pufferben végzett reszuszpenddlas, centrifugdlas 30,000
fordulatszdmit ultracentrifugdval) nyertik vissza. Az igy megtisztitott hu-
muszesapadékot univerzalis pufferban feloldottuk és meghataroztuk az op-
tikai slirliségét.

Az inkubécié befejezésekor visszamaradt humét sllydt agy hatdroztuk
meg, hogy a szervetlen sékat dializis utjan elvélasztottuk az oldattél, majd
vakuumban bepéroltuk 45 °C hémérsékleten. Az igy nyert szdraz maradékot,
amely a humusszal volt azonos, megmértiik, és a bemért humAt stulyihoz
viszonyitottuk.

Munkénk sorén a tovdbbiakban tanulményoztuk a kiilonbézs fenol-
tartalmu vegyiiletek (fenilalinin, tirozin, galluszsav, floroglucin, vanilinsav,
rezorcin, p-hidroxibenzoesav, szalicilsav) lebontdsat a hdrom kisérletbe vont
sugdrgombatorzs dltal. A Pridham — Gottlieb-féle folyékony tépkozeghen
beallitott kisérlet két kezelésbdl tevédott sssze. Az egyik varidns esetében
a tédpoldat nem tartalmazott kiegészits szénforrést, igy a sugdrgombdk ener-
giasziikségletét a tipoldatba 5 ppm dézisban bevitt fenoltartalmu vegyil-
letek voltak hivatva biztositani. A mésik kezelésénél a tenyészetekhez glii-
kézt is adtunk 0,01 9%-nyi mennyiségben. A tenyészeteket 30 °C-os termosz-
tatban inkubédltuk 12 napig. Az inkubiciés id8 folyaméan naponta kivettiink
aliquot mennyiségeket a tenyészfolyadékhbdl, centrifugalassal elkillonitettiik
a tenyészfolyadékot a biomasszatdl, és a feliilisz6 éteres kivonatabél mutat-
tuk ki a fenol anyagok mennyiségét kromatografids tton.
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Munkidnk soran a tanulmanyozott aktinomycetikat olyan szempont-
hél is vizsgdltuk, hogy mennyiben képesek hidrolizdlni a humuszmolekula
fehérjetartalmd komponenseit. A kisérletet glicerinkazein tartalmid tépol-
datban folytattuk le (KUsTER és WILLIAMS [6]), és a proteolitikus aktivitdst
1, 2, 3 hetes inkubdcié utdn mutattuk ki. A tenyészetekbdl 1, 2, 3, 4 m] szub-
sztratumot pipettdztunk ki steril koriilmények kozott, és azt steril centrifuga-
csovekben levé 8 ml humét oldathoz adagoltuk. A tenyészfolyadék és a
ndtrium humét keverékét ezt koveten 5 n sdsavval elsavanyitottuk a hid-
rolizdcid meggyorsitdsa céljibol, majd 37 °C-os termosztdtba helyeztik 24
drira. Kzt kovetlen a cstveket centrifugdba tettiik s centrifugaldssal kiilonitet-
tikk el a folvadék és a szildrd komponenseket. Az Osszes aminosavtartalom
elvilasztdisa kromatogrifidas dton tortént. Kontrollként szolgaltak sziirletet
¢és humuszt nem tartalmazé ecsovek.

Az eredmények megvitatisa

Az 1. dbra adataibdl kielemezhets, hogy a Str. viridans 581-es torzs
tekinthetd legintenzivebb humuszbonté mikroszervezetnek, mivel a komplett
(C és N forrdsokat tartalmazd) Pridham— Gottlieb-féle tapoldatban a harna
erdétalajhél szdrmazé humusznak 17, 25 és 42 9-4t bontotta le 4, 8 és 12
hetes inkubdcids id8szak folyaméan. Ugyanakkor az egyiptomi agyagos va-
lyogtalajbél nyert humusznak 23, 35 és 44 9 -4t értékesitette. Az iroda-
lomban tobb forrasmunka taldlhatd, amelyeknek a szerz6i (Misuszrin és NIKI-
1IN [9], HURST és munkatdrsai [4], Fyoporov és Inaina [2], VoLkova [15],
Szeel [12]) a tdptalajba vitt humusz elszintelenedése alapjin hatdroztik
meg a humuszbontd aktivitdsat. Kozilik tobben rdmutattak a sugdrgom-
bék intenziv humuszbonté képességére.

Az Altalunk lefolytatott vizsgilatok aldtdmasztottik a fenti szerzik
azon megdllapitdsat, hogy olyan korillménvek kozott legintenzivebh az el-
szintelenedés, amikor a tapoldat a humuszon kiviil kiegészitd szén- és nitrogén-
forrdsokat is tartalmaz. Ezt kovette az a varidns, amely csak kiegdszits
szénforrdst tartalmazott, s igy a nitrogénszitkségletet a humusz hivatott
fedezni. Végiil leggvengébb humuszbontd tevékenységet annil a kezelésndl
tapasztaltunk, amely sem kiegészitd szénforrdst, sem pedig nitrogénforrdst
nem tartalmazott. Tobb szerzd, igy LarreEr és Burges [8], VoLkova [15]
Fyoborov és Iryina [2] megdllapitotta, hogy a humuszsavak mint nitrogén-
forrasok jobban értékesithet6k a mikroszervezetek altal szénforrdskénti fel-
hasznalisukhoz viszonyitva. A kiegészit§ szén- és nitrogénforrds feltételez-
hetéen azdltal serkenti a humuszbontést, hogy jelenlétiikben a mikroszer-
vezetek nagyobb biomasszit képeznek, és igy névekszik a fermentativ alkti-
vitdsuk azon varidnsokhoz viszonyitva, ahol ezek a konnyen felvehetd téap-
elemek nem &llnak rendelkezésre.

A fenolok illetve kondenziciéjuk utjdn kialakulé kinon vegyiiletek a
humuszmolekula szerkezeti alapegységeit alkotjik, ezért lebontdsuk szoros
osszefliggésben van a humuszmolekula mikrobidlis degraddcidjaval. A 2.
dbrdbol lathato, hogy a vizsgdlt sugdrgombak a fenol vegyiileteket eltérd in-
tenzitdssal képesek leépiteni. Hasonldan el6zd vizsgdlataink eredményéhez,
legtobb fenolt a Str. viridans 581-es torzs képes drtékesiteni az egyes fenol-
vegvilletek kémiai sajitossigaitdl fiigglen az aldbbi sorrendben:
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Fenilalanin, tirozin, p-hidroxibenzoesav > szalicilsav > vanilinsav > gallusz-
sav, rezorcin, floroglucin.

Kis mennyiségll glukdz hozzdadasa a tdpoldathoz meggyorsitja a feno-
lok elbontasinak intenzitésit, és csokkenti a teljes lebontds id&tartalméat.
A glukozt tartalmazé kezelésekndl a fenolok 4 — T nap alatt felhaszndldodtalk,
mig azokndl a varidnsoknil, amelyekbe nem vittiink be glukézt, ez a folyamat
8 —12 napig is elhizodott.

Az aminosavak felszabaduldsa a humuszbdl azt igazolja, hogy a kul-
tiurfolyadék extracelluldris protedzokat tartalmaz. Ilyen kovetkeztetéshez

Barna erdotalgy humusz

507 A
40
30
N
W
2
E 204
1 oy
o
S
g 10 =
> S.viridans 581. S.violaceoruber 1133.
e -_
z 0 i T T 1 T T T 1 N B 1
! lenyésziolyadéek szdrlet
= - 20
E Agyagos vélyoglala) humusz & 1 heles lenyeszelbol
£ 30~| - — ———-0 2 hetes lenyészetbdl
E #
o L ® 3hetes tenyészelbol
3
B
s 20
B
e
<
10+
0 T T T ] T T T 1 T T T 1

A humuszt tartalmazd lenyésziolyadek szdrlet

A=1:8 B=2:8 C=3:8 D=4:8
2. dbra .
A vizsgdlt sugdrgombdk tenyészfolyaddk szlirletének proteolitikus aktivitdsa a talajbol
kivont humuszanyagok hidrolizise sorén.
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Juﬂﬁ$ SCHARPENSEEL ¢s Krausse [11], LApDp és BrisBane [7], JEgorOov
és munkatarsai [5], HUNTJENS [3], valamint ANDRJIUK és munkatarsai [1], akik
protedzok jelenlétét mutattdk ki egyes humuszbontdé mikroszervezetek kul-
taraiban.

A 3. dbra adatai azt mutatjdk, hogy a kisérletbe vont sugdrgomba tor-
zsek tenyészeteiben az inkubdcids periddus kozepén, a mdsodik héten volt
a legerfisebb a proteolitikus tevékenvség, mig az elsd és a harmadik héten
lényegesen gvengébb. A barna erdftalajbdl szarmazd humuszbol a Str. viri-
dans 581-es torzse kéthetes inkubdeié alatt az Ossznitrogén 33,4 9 -4t sza-
baditotta fel, mig az agyagos valyog humuszanyagal esetében ez az érték
26,2 9% -ra mddosult. Labpp és BRISBANE [7] ugvancsak azt talaltik, hogy
a proniz enzim relativ koncentraciéjdnak novekedése fokozza a killonbozd
humuszsavakbol felszabaduld aminosav nitrogénmennyiségét.

Mindkét humuszmintdbdl ugyanazoknak az aminosavaknak a felsza-
baduldsat észleltiik. Bzek az aminosavak az aldbbiak voltak: glutaminsav,
glicin, leucin (izoleucin), fenilalanin, tirozin, szerin, valin, sziszten ¢s meti-
onin, Bazikus tulajdonsdgi aminosavakat nem sikeriilt kimutatnunk.

Osszefoglalas

A szerzGk azt tanulmanyvoztdk, hogy egviptomi talajbél kitenvésatett
barom aktinomyeeta térzs (Str. viridans 581-es és 1180-as torzsei, Str. violu-
ceoruber 1133-as torzse) milyen intenzitdssal képesek lebontani a talajhél ki-
nvert humuszt valamint a kiilonbozé fenol szdrmazékokat. Tanulmanvoztik
tovabb4, hogy a humusz fehérjetartalmi komponensei milven mértélben hidro-
lizalodtak a kisérletbe vont sugdrgombak altal kivilasztott enzimek hatdséra.

A sugdrgomba torzsek kozul a Str. viriduns 581-es térzs bizonvult leg-
aktivabbnak, mind a humuszbontds, mind a kiillonbhozé fenolszirmazékok
érickesitése, mind pedig a humuszprotein hidrolizise tekintetéhen.

A humusz lebontésit nagy mértékben meggvorsitja a kiegészité szén-
és nitr ogenfm ras jelenléte a tdipkozeghen. A vizsgalt sugdrgombik a két tép-
anvagforrds értékesitése sordn eldnyben részesitik a humuszmolekula nitrogén-
tartalmi komponenseit a gzéntartalmia komponensekhez viszonvitva.

Leggvengébb humusz- és fenolbontd tevékenvséget azoknal a varidn-
sokndl] figyveltilk meg, amelyek nem tartalmaztak kiegdszité szén- és nitro-
génforrdst.
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Biodegradation of Soil Humus by Streptomycetes

A. N. IBRAHIM and I. 4. IBRAHIM

Department of Agrieultural Botany, Faculty of Agriculture, Al-Azhar University, Cairo (U.A.R.)

Summary

The biodegradation of humus (extracted from the soil) and phenol containing com-
pounds were studied by three streptomyces strains (S, viridans 581 and 1130, S. viola-
ceoruber 1133 srtains) isolated from Egyptian soils, as well as the hydrolyzation of protein
content components of humus on the effect of enzymes extracted by the streptomyces
strains was also investigated.

As regards the biodegradation of humus, utilization of the different phenol contain-
ing compounds and the hydrolyzation of humus protein the S. viridans 581 proved to be
the most active.

The presence of C- and N-sources as a supplement in the medium accelerated the
biodegradation of humus to a great extent. The studied streptomyces strains prefered
rather the N-content components.

The weakest humus and phenol decomposing activity was observed in the case
of those variants which did not contain supplement C- and N-sources.

Fig. 1. Utilization of some phenol compounds by ray fungi.

Fig. 2. Proteolytic activity of culture filtrate of the investigated ray fungi in the
course of the hydrolysis of humus materials extracted from soils.

Fig. 3. Measuring of the decomposition of soil huimus material by actinomycetes,
fotocolorimetrically and on the basis of different weights.
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Degradacién biologica del humus por los hongos de rayo
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Resumen

La intensidad de la degradacién biologica del humus y de diferentes compuestos
fenolicos extraidos del suelo han sido estudiado con 3 eépas de actinomycetos (S. viridans
581 v 1130, . violaceoruber 1133) aislados de suelos egipeios. Igualmente ha sido investi-
gado la medida de hidrolisis de los componentes proteinicos del humus por efecto de log
enzimes segregados por log actinomycetos estudiados.

Con respecto a la degradacion biologica del humus al igual que a la utilizacidn de
los diferentes derivados fenolicos y la hidrolisis de humusproteinas, la cepa S. viridans
581 se comprob6 como la mds activa entre las demds cepas de actinomyeetos.

La presencia de la fuente suplementaria de earbon y nitrogeno accelera la degrada-
cién biologica del humus en el medio nutritivo considerablemente. Los estudiados hongos
de rayo dan preferencias a los componentes nitrogenados del humus en comparacion
con los componentes de carbon.

La més debil actividad en la decomposicién del humus y del fenol han podido obser-
vados en las variantes sin fuente suplementaria de carbon y nitrogeno.

Pigura 1. La utilizacion de algunos compuestos fenolicos por los actinomycetos.

Figura 2, La actividad proteolitica del filtrado de la solucién nutritiva de los hongos
de rayo en el curso de la hidrolisis de los componentes de humus extraidos del suelo.

Pigura 3. La medida de la decomposicién del humus por los actinomyecetos con el
fotocolorimetro y por la diferencia de peso.

Pa3jioeHHe rymyca JYYHCTBIMH TpuHOamu

A.H. HEPAXHM u H. A, HBPAXHM

YuupepcuteT An-Azxap, CenbcKoXossHcTBeHHbIH (aKyNbTeT, Kadeapa CefbCKOXO3AHCTBEHHOH
coraunkd, Hanwp (A. P. E.)

Peziome

ABTODbI M3y Ya Il MHTCHCHBHOCTE PABJNIOyKEHHA MOUBCHHOTO [YyMYCa M PA3iIMYHBIX [IPOH3-
BOJHLIX (DEHOJI O BJIMSIHHEM TPCX LITAMMOB JIyHHCTLIX TPUOOB (mranmmbl Str. viridans 581 1
1130 o urramm Str. violaceoruber 1133) BLIZeTEHHLIX H3 eTHIeTcKUX ous. Hsyuaan taroxe B
Kakoil cTemenH THAPOIHIYIOTCS GeAKOBbIE KOMIOHEHTHI TYMYyCa [10J BJMSIHHEM JH3IMOB, BbILe-
JIEHHLIX [IOIILITAHLIMK JIYYHCTLIMH TpHOaMi.

M3 WTaMMoB JIyHHCTBIX FPHO0B HaHO0JIeC aKTHBHBLIMH B OTHOILIEHHI Pa3iloKeHIA rymyca,
HCII0JIb30BAHIIS PASIHYHEIX TPOM3BOAULIX (PEHOMIA M B OTHOLICHIH rHAPOTH3A IPOTEHHA Iymyca
oxasasics lrramy Str. viridans 581.

PagiioeHHe ryayca B 3HAYHTEALHON CTEMEeHH YCKOPACTSST IPH HAMHUMH B [THTATe/IbHOH
cpefie A0N0JHATENLHLIX HCTOYHHKOB yriepoga M adora. M3aydenHule mayulicThie rpHOBI NMpH
UCIIOJIB30BAHIM IBYX HCTOYHHKOB MHTAHMST OKa3LIBAIOT [IPEIoYTeHHe AS0THLIM KOMIOHCHTAM
MOJIEKYJILL TyAyca M0 CPaBHEHHIO C YIIICPOAHBIMH KOMITOHEHTAMIL,

Camoe c1adoe passioyxkeHHe rymyca H Qelona Had/uoJand Ha TeX DAPHAHTAX, KoTopble He
COAEPIKAIIH SO M0JIHUTE ThHBIX HCTOUHHKOB 430Ta I YT IEpo/a.

Puc. 7. Mcnonb3oBaHUE 0TAETbHLIX coegHHEHIH (eH0a JTYyUHCTLINH IpHOaMIL.

Puc. 2. TIpoTeOIMTHYECKAS! AKTHBHOCTDL (HILTPATA IIHTATENBHON X IUIKOCTH H3Y YeHHBIX
Jy4HCTBIX TPHOOB B XO/Ie THAPOJIHZA TYMyCOBLIX BELLECTB M3BJICHCHHDLIN H3 II0UBDI.

Puc. 3. MamepeHue pasiiosKeHUs MOYBEHHOT0 I'yMyca Jy UMCTBIMM TpHdamH (POTOKOIOPH-
METPHUYCCKHM TTyTeM M HAa OCHOBAHMH pasHHILI B Bece,





