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Vizsgdalatok denitrifikdalé baktériumok
endogén légzésével kapesolatosan

TIMAR MATY ASNE

MTA Talajtani és Agrokémiai Kutato Intézete, Budapest

A biolégiai disszimilativ nitratredukeié hatdsira létrejové — mezd-
gazdagdgi szemponthdl kdros — folvamatok kutatdsa két irdnytd. Egyrészt a
talaj nitrogén héztartdsdnak vizsgdlatdval mérhet6k a denitrifikédeid terhére
torténé veszteségek, masrészt a folyamatban résztvevd organizmusok dletta-
nianak kutatésdval felderithetdk azok a koriilmények, melyek a denitrifikdlok
slette vékenységét limitaljak. E két irdnyn vizsgilatok eredményeként tobbek
kozott ma mar tudjuk [1], hogy szant6foldi korilmények kozott az évenként
adagolt nitrogén mitragyibol 10 —15%, az a nitrogén mennyiség, amely a biold-
viai denitrifikdcié sordn N, vagy N,0 formédjaban eltdvozhat a talajbél. A fo-
lyamatért felelSs organizmusok élettani sajdtsdgainak kutatasa [4] raviligitott
arra a tényre, hogy a névények gyvkérzonajdban, kiilonésen éveld lagyszara
kultirak esetében a denitrifikicios folyamatok szdméra elonyos kornyezeti
feltételek alakulhatnak ki, egyrdszt azért, mert az O, tenziéja a novény és a
rizoszféraban 616 mikroszervezetek anyageserefolvamatai miatt alacsonyabb,
mint a talaj més régszeiben, masréezt a gydkerek olyan vegyiileteket bocsdjta-
nak ki, melyeket az cgyes haktériumfajok, tébbek kozott nitrtredukeiés folya-
mataik kapesdn, elényosen tudnak hasznositani.

A baktériumok élettani sajitsdgainak vizsgdlata gyakran rendszertani
besoroldsuk érdekében torténik, ami azt jelenti, hogy fizioldgiai teljesit6képes-
ségiik egéez spektrumdt fel kell venni. A denitrifikéciés képesség szempontja-
b6l azonban ezek az adatok esak arra adhatnak vélaszt, hogy egy bizonyos
komplex tapanyag jelenlétében képes-e egy bizonyos faj nitrdtbol nitritet,
vagy éppen valamilven géz alakt végterméket el6allitani.

Viszonylag kevés adat 4ll rendelkezésiinkre arrél, hogy a rendszertanilag
eltérs, de disszimilativ nitratredukciéra képes fajokndl a pH, O, tenzid, az
NO; illetve NOs koncentricidja, a kiillonbozé mindségl szénvegyiiletek sth.
hogyan hatnak a folyamatra. .

Természetszeriileg o digszimilativ nitratredukeio sajatossdgai kizdrélag
glettani tulajdonsigok kutatdsaval nem ismerhetdk meg, a folyamatot egyrészt
biokémiai, masrészt szinékolégiai kutatdsok eredményeivel 6sszhangban lehet
csak értékelni. Vizsgdlataink kiindulé pontjat WorpENDORP [4] kutatdsi cred-
ményei képezték, aki megallapitotta, hogy a talajbdl nagy gyakorisdggal izo-
1alhaté disszimilativ nitratredukeiéra képes fajok koziil, tobbek kozott, mind
a Bacillus licheniformis, mind a Pseudomonas stutzeri a nitratbol gazformaji
végtermsket 4llit el, az elébbi ammonidt, az utébbi N,0-t illetve N,-t
képez. Megillapitottdk azt is, hogy a nitrdtredukeié biokémiai Gtjat a szén-
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forrds minésége befolydsolja, és hogy egy fajon belill is a nitrat illetve nitrit
redukcidja eltérd elektrondonorok jelenlétéhen eltér§ médon megy véghe.
Mikor azonban ezeket a kérdéseket vizsgdlni kezdtiik, feltiint, hogy a
nevezett organizmusok mosott sejtjei elektrondonor adagolisa nélkiil is, tarta-
lék tapanyagaik terhére jelentds mennyiségli nitrat redukdlisira képesek
anaerob koriilmények kozitt, és ez a kiilonbozs fajoknil eltérs médon torté-
nik. Tekintettel arra, hogy az emlitett organizmusok endogén légzésével kap-
csolatosan a szakirodalomban nem taliltunk adatot (a Ps. aeruginose disszi-
milativ nitrdt redukciéjanak biokémidjit és élettani sajitsdgait [2, 3] valamint
acrob légzését részletesebben mar kutattdk [3]), hdrom organizmus esetében
(Ps. stutzeri, Ps. aeruginosa, valamint B. licheniformis) kiséreltiik meg a nitrat
illetve nitrit jelenlétében folytatott endogén légzés sajatsdgait megismerni.

Anyag és médszer

A vizsgdlatok céljabél a sejteket mindhdrom organizmus esetében az
alabbi sszetiteld taptalajon szaporftotiuk el: 1000 ml pH 7,3 foszfit puffer
(0,15 M), 2 g KNO,; 2 ¢ almasav; 2 g élesztékivonat; 1 ml Hoagland oldat,
Az clStenydsztés 500 ml tdptalajhan tortént, gumidugdval lezdrt lombikban,
leveglztetds nélkill. 24 6ra mulva a tenyészetet centrifugéltuk, hdromszor
mostuk foszft pufferrel. Ezutén a sejteket pufferben szuszpendéltuk és alikvot
mennyiségeket THUNBERG csovekbe osztottunk szét. A kisérleti koriilmények-
tol figgden, meghatirozott koncentraciéhan KNO,-t, vagy NaNO,-t adtunk
a sejtekhez, majd 5 vagy 10 ml végtérfogitra toltottiik fel a szuszpenziét. Az
anaerob feltételek biztositasa érdekében evakudltuk a cstveket. Az elétenyész-
tés ¢s a vizsgdlati iddszak alatt 28 C°-os termosztdthan tartottuk a tenydszete-
ket. Mintavételkor 0,1 ml-es alikvotokat 0,5 ml etanolba csépigtettiik, majd a
THUNBERG esoveket ajhol evakudltuk. A mintavételek 10 —20 percenkénti gya-
korisdggal torténtek. A kisérleti idétartam altaldban 300 perc volt, egves ege-
tekben 600. A 24. érdban ellendriztiik az osszes keletkezett, vagy fogvott nit-
rit mennyiségét. Egyféle kezeldst 3 —5 ismétléshen vizsgaltunk, ezenkiviil a
kiscrletek elején és végén minden egyes mintdban spektrofotométeren 660
nm-en cllendriztiik a scjtsiirliséget, mely a vizsgilati id§ alatt egyik esetben
sem valtozott. A nitrit konecentricié valtozésit kolorimetridsan mértik. Az
etanolba esdpogtetett mintdkat megfelel§ térfogatra feltoltottik, majd 1 ml
Griess-Tlosvay reagenst tettiink az oldathoz, a szinreakeiét kialakuldsa utén
520 nm-nél mértiik. A vizsgalatokndl Pseudomonas stutzeri CCEB 522, Pseudo-
monas acruginosa (Ps. polycolor NCPPB 292), Bacillus licheniformis 1P 5271
torzseivel dolgoztunk.

Kisérleti rész
Endogén 1éyzés nitrdt jelenlétéhen

Pseudomonas stutzeri:

Az els§ abribol lithatd, hogy a Ps. stufzeri mosott sejtjei 3,5 mikromo-
le/ml nitdtot elektrondonorként hasznosithaté szubsztrit adagolisa nélkil is
dtalakitanak. A denitrifikdciés folyamatokra jellemz8, hogy elGszir az Osszes
nitritot nitritté alakitjik. A nitrit redukciéja esak akkor indul meg, amikor
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mér nitrdt nincs a kérnyezetben. A nitrétredukeidé szakaszaban a folyamat
sebessége nagyobb, mint az ezt kovetd nitritredukcidkor. Az azonos kezelésii
mintak esetében mért adatok szérdsa a nitritredukeid szakaszdban elhanya-
golhaté, a nitrit redukeiénal nd. Ismételt vizsgalatok (lasd 2. dbra 2" goér-
héje) arra mutatnak, hogy a szébanforgd folyamatra jellemz8 dinamika hasonlo,
azonban a sebesség az elStenyésztéstol filggben valtezik.

Ha az elétenyésztés folyaman a Ps. stufzeri sejtjeit hosszabb ideig nitrdt
tartalmni taptalajon passzdltuk és azutdn kivédntuk elszaporitani az anyagot,
Gey a sejttomeg kevés volt és a nitrit nagy mennyiségben felhalmozddott a
taptalajban. Ezért a vizsgilatok sordn dgy jartunk el, hogy burgonyds agarrdl
kétszer passzdltunk, folyékony, almasavat, élesztdkivonatot és nitratet tartal-
mazé taptalajban, ezutdn ugyanilyen osszetételd 500 ml taptalajban szapori-
tottuk el a sejteket. Ennél az eljardsndl 24 déra miulva erdteljes gdzképzddés
volt tapasztalhatd, nitrit csak nyomokban volt kimutathaté és a kitermelt
sejtmennyiség siulya 20—30 mg/l kizétt ingadezott.

mikromele NO}{m.’
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1. dabra
Nitrit képzddds és fogyhs Ps. stutzeri mosgott sejtjeinek anaerob endogén nitrét légzése
folyamén, véltozdé mennyiségli nitrdt jelenlétében (2 mg/ml széraz sejt silya)
Fiiggéleges tengely: mikromole NOj /ml

Az 1. dbran az endogén légzésre jellemzd gorbéket kozoltik azokra az
esetekre vonatkozdan is, amikor a nitrdt mennyisége zérd idépontban 7 és
10,5 mikromole/ml volt. Névekvé nitrdt mennyiségek hatdsira az elsd 50
perces idGszakban a nitrit képz6dés sehessége megegyezik a 3,5 mikromole/ml
esetében tapasztalttal. Ezutdn, — bér lassabban — a keletkezd nitrit mennyi-
sége 16, de a vizsgilati id§ alatt a nitritredukeiés folyamatok nem indulnak
meg.

A 2. 4bran kozolt gorbék szakaszos nitrat adagolis hatdsdra mutatjik
be a nitrat redukeids folyamatot. Ebben az esetben 9 parhuzamos mintéhoz
a kisérlet null idépontjiban 3,5 mikromole/ml nitritot adtunk, majd a nitrit
redukei6 szakaszdban (320 perc utdn amikor méar csak 27—37y/ml NO; —N
volt kimutathaté) hérom parhuzamos mintdhoz tGjabb 3,5 mikromole/ml
nitratot adtunk ,.b’’ gorbe), tovabbi hirom pirhuzamos mintihez pedig a nit-
raton kiviil 3 mikromole/ml glutaminsavat adtunk (,,¢” gorbe). Az ,,a” jelzést
gorbe kizdrolag a kisérlet null id3pontjiban 3,5 mikromole/ml nitratot kapott
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mintdk nitrit koncentraciéjinak viltozasit mutatja be. A,,b” gérbéb ol léth?.t(?,
hogy az Gjabb nitrit adag hatdsdra a nitrit redukeidt végzé sejtek rovid atalla-
si idészak utdn, fiiggetleniil attol, hogy nitrit jelen volt-e a kérnyezetben, a
nitrdtot kezdték el ujbol hasznositani. Erre egyértelmii bizonyitékot szolgél-
tat az a tény, hogy az elsG szakaszbol maradt nitrit és a masodik szakaszban
NO; formajiban adott nitrogén a kisérlet 550. percében vissza,mérhefﬁ) nitrit
forméjéban. A nitrit redukcidja ezutin az idészak utdn 0jbél megkezdddik, de
mér nem hasznilédik fel teljesen. (24 6ra milva 20 —60yNO,—N/ml még
mérhetd).
mikromole NOp,/mi( |
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2. dbra
Nitrit képzédés és fogyis Ps, stutzeri mosott sejtjeinck endogén légrése soran szakaszos
nitrat terhelés esetében (1,7 mg/ml sejt szdrazsily). a) 0 idépontban 3,5 mikromole
NO;/ml, b) 0 idépontban 3,5 mikromole NO; /ml, tovabLa 340, perchen 3,56 mikromole
NO;/ml. ¢) 0 idépontban 3,5 mikromole N, /m,+ 3 mikromole glutaminsav/ml, to-
viibba a 340. percben 3,5 mikromole NO,/ml

Valdsziniinek litszik, hogy azok a tartaléktapanyagok, melyck az el§-
tenyésztés folyaman a sejthen felhalmozédtak, a 7 mikromole nitrit/ml anyag
redukéldsdhoz mar nem elegenddek. A ,.¢” gorbe adatai azt bizonyitjik, hogy
a glutaminsay jelenléte lehetdvé tette a magasabb nitratddzis teljes kihaszna-
lasét. Ebben az esetben is tapasztalhaté volt az a jelenség, hogy a Ps. stutzeri
elsddlegesen a nitrdtot hasznositja akkor is, ha nitrit jelen van és csak a nitrat
eltlinése utdn tér rd a nitrit felhasznildsra.

Bacillus licheniforinis :

A 3. 4brdbdl lithaté, hogy a Ps. stutzerihez hasonléan a B. ticheniformais
is endogén 1égzést folytat nitrit jelenlétében anaerob koril nények kiazott.
Ennek eredményeként 3,5 mikromole N O7/mla kisérleti id6 végén teljes egé-
szében mérhet§ nitrit formdjiban. A nitrit redukeidja azonban az endogén
légzés sordn nem tapasztalhats. Mas vizsgdlatainknal, meghatarozott elektron
donorok esetében, a keletkez8 nitrit fogydsa is mérhetd volt, azonban, ha ilyen
osszetétell tdptalajokon tenyésztettiik a sejteket, majd centrifugilas és mosds
utdn az endogén légzést vizsgdltuk, nitrit redulkeid ugyancsak nem volt kimu-
tathatd.
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A 3. dbra ,,b” gérbéjén 7 mikromole NOy/ml jelenlétében mutatjuk be a
nitrit képzédését az endogén légzés folyaman. A kisérleti id6 220. perccig a
nitrit képzddés sebesséze megkozelitden azonos a 3,5 mikromole/ml esetében
tapasztaltal, a 24 6éra mulva mért értékek azonban azt bizonyitjik, hogy
7 mikromole NO; /ml teljes egészében nitritté alakul.

mikromole NOé Imi

100 200perc 24"
3. dbra
Nitrit képzédés B. licheniformis mosott sejtjeinek endogén légzése gordn (0,88 mg/ml
sejt szarazsily)

Pseudomonas aeruginosa .

Thjékozédé vizsgalatok arrautalnak, hogy a Ps. aeruginosa is hasznositja
a nitratot az endogén légzés folyamén, azonban a nitrit nem jelenik meg és
nem halmozodik fel a folyamat sordn. Mivel a nitrdt ion koncentrdciéjanak
valtozdsdnak mérésére alkalmazott kolorimetrids modszerek egyike sem bizo-
nyult reprodukélhaténak, e tekintetben csak megfigyeléseket koztlhetiink.
3,5,7és 70 mikromole NOj/ml jelenlétében, 200 perces kisérleti id6 alatt
NO, nem képzédott és 24 éra milva sem volt nitrit mérhets. A nitrdt jelenlé-
tét null idGpontban mindharom kezelésnél kimutattuk. A 8,5, 7 mikromole/ml
koncentricidk esetében 24 6ra miulva nitrdt ionra negativnak taldltuk, a 70
mikromole/ml esetében még jelen volt az oldatban, de feltételezhetden egy
része felhasznalddott.

Endogén légzés nitrit jelenlétében

Pseudomonas stutzeri:

A 4. abrardl lithaté, hogy a Ps. stutzeri sejtjei nitritnek mint kiindulo
anyagnak jelenlétében is endogén légzést folytatnak. 8,5 mikromole N O /ml
koncentricié esctében a nitrit gyorsan elfogy a téptalajbél (,,a” gorbe), 7
mikromole/ml koncentrécié esetében azonban a nitrit redukci6ja nem tapasz-
talhato (,,0" gorbe).

Amennyiben 7 mikromole/ml nitrittel szakaszosan terheljiik a sejteket
(4. dbra ,.¢”’ gorbéje), tehat null id§pontban 3,5 mikromole/ml és ennek elfo-
gyésa utdn Gjabb 3,5 mikromole/ml nitritet adunk, dgy a NO; teljes egészében
redukalédik. A kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy a 7 mikromole/ml
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koncentricié mér gatolja a sejtek életmiikodését, mivel szakaszos terhelés ese-
tén ugyanez az anyagmennyiség felhasznalédik.
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4. dbra 5. dbra

Pu. stuizeri mosott sejtjeinek nitrit reduk-
cidja endogén Iégzés sordn (1,7 mg/ml sejt
széiraz- sily): @) 0 idépontban 3,5 mikro-
mole NO,/ml &) 0 idSponthan 3,5 mikro-
mole NO- 100. pereben 4 3,5 mikromole

Ps. aeruginosa nitrit redukedlja viltozd
mennyiségli nitrit jelenlétében (2,85 mg/ml
sejtszdraz suly) @) 3,56 mikrole NO;fml; ) 7
mikromole NO,;/ml; ¢) 14 mikromole
NO;/ml; d) 21 mikromole NO;/ml.

NO; ¢) 0 idépontban 7 mikromole NO,-

Pseudomonas aeruginosa :

A Ps. aeruginosa nitrit redukciéjat endogén légzés kozben 3,5, 7, 14
¢és 21 mikromole/ml nitrit jelenlétében vizsgdltuk. Az eredményeket az 5.
abran ismertetjiik.

Lathatd, hogy 21 mikromole/ml koncentricié esetében sem tapasztal-
haté jelentGsebb mértékil gatlds és az dsuzes vizsgdlt koncentricicknal a nitrit-
redukeié megkozelitien azonos sebességeel megy véghbe a kisérleti id§ 360.
percéig. A 24, éraban nitrit mér egyik kezelésben sem mutathaté ki.

A Bacillus licheniformis endogén 1égzését nitrit jelenl¢tében az dltalunk
alkalmazott kisérleti feltételek kozott nem tudtuk kimutatni.

Az eredményekbdl levonhaté kivetkeztetések

Héarom organizmus esetében a sejtekben felhalmozott tartalék tapanyu-
gok terhére torténd disszimilativ nitrdtredukeié sajatsdgait vizsgdltuk. Megdl-
lapitottuk, hogy mindhdrom organizmus jelentds mennyiséglt nitrdt- illetve
nitrit-iont hasznal fel az endogén légzése folyaman, de a nitrdt-nitrit, valamint
a nitrit tovabbi redukeiéja mindhdrom organizmusnal eltérs.

A Ps. stufzert a nitritot elGbb teljes egéezéhen nitritté alakitja és esak
azutdn indul meg a nitrit redukeiéja. A Ps. aeruginose a nitritet a niti4ttal
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egyidejlileg alakitja at, nitrit felhalmozds nincsen. A Buacillus licheniformis
nitritet képez nitrdtbhdl, azonban a nitritet nem redukélja endogén légzése
folyaman.

Nitritnek, mint kiindulé anyagnak jelenlétében a Ps. stufzeri szintén
enco rén légzést folytat, azonban a nitrit, annak ellendre, hogy nitrat kiindu-
lasi anyag esetében mint koztes termék felhalmozédik a kérnyezetben, nagyobb
koncentriciéban gitolja a sejtek mikodését. A Ps. aeruginosa, bar koztes
termékként nem halmoz fel nitritet, mégis nitritnek mint kiinduldsi anyagnak
a jelenlétében még 21 mikromole/ml NO,™ esetében sem tapasztalhaté lényeges
gatlds.

Osszefoglalas

1. Ps. stutzeri, Ps. aeruginosa és B. licheniformis endogén légzést folytat
anaerob koriilmények kozott, NO;-nak vagy NO;-nek mint elektron akcep-
tornak jelenlétében.

2. a) A Ps. aeruginosa anaerob endogén nitrit-légzése sordn nem észlel-
hett nitrit felhalmozddas.

b) A Ps. stutzeri esetében az adott nitrdt teljes egészében nitritté ala-
kul, majd ezt koveti a felhalmozott nitrit felhaszndlasa.

¢) A B. licheniformis anaerob endogén-légzésére jellemzs, hogy nitrat-
bél nitrit képzddik és felhalmozdédik a kdérnyezetben.

3. A vizsgdlt organizimusok koziil a Pseudomonasok endogén légzése nitrit
jelenlétében is tapasztalhaté, B. licheniformisndl nem

4. A nitrat koncentricié emelésének hatdsdra a Ps. stutzeri esetében a
nitrit képzddése fokozddik, de a képz8dott nitrit mar csak részlegesen haszno-
sul.

Novekv nitrat adagok esetében a B. licheniformis nitrdt redukeidjanak
sebessége megkozeliten azonos. T mikromole NO;/ml is teljes egészében nitrit-
té alakul.

5. Novekvs nitrit mennyiségekkel elvégzett kisérleteinkbél kitlinik, hogy
7 mikromole/ml NO mar gatlélag hat a Ps. stutzeri sejtjeinek élettevékeny-
ségére. Ugyanilyen nitrit mennyiség szakaszos adagolds esetén teljes egészében
redukalddik.

6. A Ps. aeruginosa esetében csak 21 mikromole NO_/ml jelenlétében
tezlelhetd kisebh mértékil gatlis, majd rovid adaptécids idéezak utén 3,5,7,
14, 21, mikromole NO;/ml azonos sebességgel fogy a taptalajbdl és teljesen
elhasznilodik.
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Studies of the Endogenous Respiration of Denitrifying Bacteria

E. TIMAR

Research Institute of Soil Science and Agricultural Chemistry of the Hungarian Academy ol Sciences, Budapest

Summary

The dissimilative nitrate reduction was studied in the ease of resting cell suspensions
of Pseudomonas stutzeri, Ps. aeruyinose and Bacillus lickeniformis. The cells were grown
anaerobically in a medium containing malic acid, veast extract and nitrate.

After harvesting and washing the cells were suspended in a buffered mediurm which
contained nitrate. Results:

L. Ps. stutzeri, Ps. acruginusa and B. lickeni formis utilize nitrate as electron acecep-
tor during the anacrobic endogencous respiration.

2. a) In the course of anaerobic nitrate respiration of Ps. aeruginose nitrite accu-
mulation could not be established.

b) In the ease of Ps. stutzeri the given quantity of nitrate entirely transforms
into nitrite and the next stage is the utilization of the accumulated nitrite (Figure 1,
curve ,,a’’).
¢) The characteristic featurc of the anaerobic endogeneous respiration of
B. licheniformis is that nitrite develops from nitrate and accumulates in the surround-
ings (Figure 3, curve ,,a”).

3. Nitrites as electron acceptor can be used by all the two Pscudomonas but not
by B. licheniformis.

4. The effect of the increase of the nitrite concentration in the case of Ps. stutzerd
is the inerease of nitrite formation but the nitrite formed is only partially utilized (Figure
L, curves ,,b" and ,,e”). In the case of increased doses of nitrate the rate of nitrate reduc-
tion is approximately the same, 7 micromole N O, /ml also entirely changes into nitrite,
(Figure 2, curves ,,a’ and ,,b”).

5. It appears from our experiments done with inereasing quantities of nitrite that
7 micromole/ml NO~ inhibits the life functions of the cells of Ps. stutzeri. The same
quantity of nitrite if intermittently dosed is completely reduced.

6. In the case of Ps. aeruginost a lesser degree of inhibition is experienced only in
the presence of 21 micromole NO;/ml. 1,5, 7, 14, 21 micromole NO;/ml decreases in the
medium and s subsequently completely utilized.,

Fig. 1. Formation and deerease of nitrite in the course of the anaerobic endogeneous
respiration of the washed ecells of Ps. stitzeri, in the presence of changing quantities of
nitrate (dry weight of the eells: 2 mg/ml)

I'ig. 2. Formation and deerease of nitrite in the anaerobic endogeneous respiration
of the washed ecells of Ps. stutzeri in the case of periodical load of nitrate (dry weight of
the cells: 1,7 mg/ml). «) at 0 tirme: 4,5 mricren ele NOgs/ml; 5) at 0 time: 3,5 micro-
micromole NOs /], next in the 340th minute: 3,5 micromole NO;/ml; ¢) at 0 time: 3,5
micromole NO~/ml-- 3 micromole glutamic acid/ml, next in the 340th minute: 3,5
micromele NO - /ml

Fig. 3. Formation of nitrite in the course of endogeneous respiration of the washed
cells of B. lichaniformis (dry weight of the cslls: 0,88 mg/ml)

Fig. 4. Nitrite reduction of washad cells of Ps. stutzeri in the case of endogeneous
respiration (dry weight of cell: 1,7 mg/ml). ) at 0 time 3,5 mikromole/ml NO; b)
at 0 time 3,5 micromols/ml NO; at the 100th minute - 3,5 mieromole/ml NO,- ¢) at
0 time 7,0 micromole/ml NO,;-,

Fiy. 5. Nitrite reduction of Ps. agruginosa in the presence of changing quantities
of nitrite (dry weight of ceils: 2,85 mg/ml).
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Zum Problem der endogenen Atmung denitrifizierender Bakterien

B. TIMAR

Forschungsinstitut [iar Bodenkunde und Agrikulturchemie der Ungarischen Akademie der
Wissenschaften, Budapest

Zusammenfassung

Tm Falle von drei Organismen wurden die Kennzeichen der zu Lasten der in den
Zellen sich anhiufenden Néhrstoffvorrvite vor sich gehenden dissimilativen Nitratreduk-
tion untersueht.

Die Versuche wurden in Thunberg-Rhren mit Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
aerwginoss und Bacillus lLickeniformis durchgefithrt. Die Stimme wurden vorher in Apfel-
siiure-, Hefeextrakt-, bzw. nitrathaltigen Nahrlsungen gezogen, dann mehrmal ausgewa-
sehen und zentrifugiert. s wurde folgendes festgestellt:

1. Pscudomoneas stutzeri, Ps. aeruyinosa und B. licheniformis atmen unter anaeroben
Bedingang:n en logon in Anwesenheit von NO -, sowie NO,~ als Dlektroncnakzeptoren.

2. @) Im Taufe der anaeroben Nitratatmung von Ps. aeruginose kann keine Nit-
ritanhiiufung beobachtet werden.

) Tm Falle von Ps. stutzeri wandelt sich die NO7 Gabe vollsténdig in Nitrit wm,
und nachher wird das angehiufte Nitrit aufgebraucht (Abb. 1., Kurve ,,a’.).

¢) Die Bildung von Nitrit aus Nitrat ist kennzeichnend fiir die endogene Atmung
von B. licheniformis. Das Nitrit hduft sich dann in der Umgebung an (Abb. 3., Kurve

11

)
3. Die endogene Atmung in Anwesenheit von Nitrit kann bel den Pseudomonis-
Arten beobachtet werden, bei dem B. Lickeniformis dagegen nicht.

4. Bei Steigerung der Nitratkonzentration wird im TFalle von Ps. stutzeri die
Nitrit-Bildung erhht, das entstandene Nitrit wird aber nur teilweise aufgebraucht
(Abb 1., Kurven ,,b” und ,,¢”). Bei Steigerung der NOy-Gaben bleibt die Geschwindigkeit
der Nitratreduktion von B. licheniformis beinahe gleich, 7 uM NO/ml werden auch
noch volkommen reduziert (Abb. 2., Kurven ,,a’” und ,,b”’).

5. Aus unseren, mit ansteigenden NOi-Mengen durchgefithrten Versuchen geht
hervor, dass 7 ¢M NO; die Lebenstitigkeit von Ps. stutzeri-Zellen schon hemmt. Die-
selbe NO,-Menge wird im Falle einer fraktionierten Dosicrung vollstindig reduziert.

8. Bei Ps. aerwjinosa zeigt sich eine geringere Hemmung nur in Anwesenhelt von
21 M NO,/ml, und nach einer kiirzeren Adaptationsperiode nimmt der NO,-Gehalt
des Niihrbodens mit 3,5, 5, 7, 14 und 21 #M/ml Nitritkonzentration mit gleicher Cres-
sehwindigkeit ab und wird vollstindig verwendet.

Abb. 1. Nitrithildung und -abnahme wihrend der endogenen NOg-Atmung der
ausgewaschenen Ps. stutzeri-Zellen in Anwesenheit von Nitrat in versehicdenen Mengen
(Trockengewicht der Zellen: 2 mg/ml)

Abb. ¥, Nitribildung und -abnahme wiihrend der endogenen Atmung der ausgeiwa.
schenen Ps. stutzeri-Zellen hei einer periodisehen NO7-Belastung (Trockengewicht der
Zellen: 1,7 mo/ml). @) Zum Zeitpunkt 0: 3,5 4M NO/ml; b) Zum Zeitpunkt 0: 3,56
pM NO./i:l und in der 340sten Minute: 3,5 uM NO,/ml; ¢) Zum Zeitpunkt 0: 3,5
#M NO, /ol + 3 uM Glutamninsiure/ml, ferner in der 340sten Minute: 3,56 pM NO;/ml

Abk. 8. Nitrithildung wihrend der endogenen Atmung der gewaschenen B. licheni-
formis-Zellen (Trockengewicht der Zellen: 0,88 mg/ml)

Abb. 4. Nitritreduktion der gewaschenen Ps. stutzeri-Zellen withrend der endogenen
Atmung (Trockengewicht der Zellen: 1,7 mg/ml). @) Zum Zeitpunkt 0: 3,5 uM NO;;
h) Zaun Zeitpunkt 0: 3.5 uM NO;; in der 100sten Minute -+ 3,6 uM NOg; ¢c) Zum
Zeitpunkt 0: 7,0 (M NO; .

Abb. 5. Nitritredulktion von Ps. aerugénesa in Anwesenheit von verschieden
NO, -IKonzentrationen, in gM (Trockengewicht der Zellen: 2,85 mg/ml)
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Wzyuenne SHIOTEHHOTO JALIXAHHUA JACHUTPUDUIHPYIOUIHX GaxTepuit
E. THMAP

Hayuno-uccnenosatenscicuit MMCTHTYT NOYBOBCACHHMS W Arpoxumun AH Bewrpuw, Byganewnt
Pezwme

HMayuanacs AMCCHMMIISTTUBHAS PEAYKLHS A30TA, MPOXOANBILASL 34 CUCT HAKOIICHHDLIX
TIHTATCNBHBIX BEUIECTD B IJICTKAX TPEX MUKDOOI PAIMSMOB.

OnuLiTel NpoBoAMIICh B TPYOKax Thunberg ¢ X0pouio 0TMLITLIMIL U OTIEHTPHOYIHPOBAH-
HLIMH KJETOMHDIG cycneHstsivi Pscudomonas stutzeri, Iseudomonas aecruginosa, Ba-
cillus licheniformis, BLIPAIIEHHBIX HA [IHTATENLHLIX CPCIAX, cojepsKaux s0JI0uny0 KHCIoTy,
JAPONIOKEBYIOBLITSIIONY W a30T, B Xofie necneioBantii yeTranoBsmmi, uTo:

1. Ps. stutzeri, Ds. acruginosa, B. licheaiformis npomomkamt  aumorennoe
JuXaHde B aHaspodnoli cpeae, B mpHeyTersuu NO; 11 NOj~ KAK 9MeKTPOHULIX aKIIeTITOPOB.

2. a) IpH aHaspofHOM HHUTPATHOM JbIXAHHH Ps. acruginosa He 0TMEYAIOCH HAKOIIIEH-
He HUTPHTOB.

b) B cnyuae Ps. stutzeri Baecennbiit HIITPAT NONHOCTHIO NPEBPALIANCH B HUTPHT 3 3aTeM
YIKE CIIE0BI0 HCH0JIL30BAHHE HAKOMICHIOTO HHTPpUTa (PHCYHOK 1, KpHBAS «ay).

c) Hna anaspodHOro 3HAOreHHIre Auxadust B. licheniformis XapaKTepHo, YTO H3
HOTpara B oKpy»aiomeil cpeje o6pasyerca H HakanaupaeTcst HUTPUT (PHCYHOK 3, Kpupast
«an).

3. Cpean uayuenHLIX opranusmoB y Pseudomonas Tamske HaGMOAAN0CH 3HIOMEHHOE
NBIXaHIe B IIPHCYTCTBHH HUTPNTA, a ¥ B. licheniformis 9Toro ue otamevanocs.

4. B cayuae Ps. stutzeri noj BnusHIeM yBenuuelis KOHLECHTPALHI HHUTPATOB yBenHul-
BACTCST 00PA30BAHIIE HITPHTOB, HO OHI YCBAHBAIOTCS TOJBLKO YACTHUHO. (PHCYHOK 1, KPHBLIe ¢lw
1 «cr). TIpu yBESHUNBAIONTMXCS /103X UHTPATOB CKOPOCTH HX PEeiyKLHH ais B, licheniformis
NPUOMIBITENLHD 0AHHAKOBAS. T MMKPOMOIL NOS/MI MONHOCTLIO NpeBpamaeTcs: 5 HHTPHTLI.
(PHcyHOK 2, KPHBLIE «@v 1 «Dm).

5. JlauHvle OMBITOB © MPHMCHCHHEM YBENMUHBAIOMHUXCS 703 HUTPUTOB NoKasanu, yTo
KOHIeHTpauns NOj pannas 7 MHKPOMOISIM yyKe NPUNSITCTBYET HOPMAIBHON JKUIHCHCATE b-
HocTH Kaeroic Ps. stutzeri. TTono0HOe KONMYECTBO HUTPHTOB NIPH APOOHOM BHECCHHU TTOTHOCTHIO
pefyuapyercs.

6. st Ps. aeruginosa Tonsko npi konuentpamii NO;~ B 21 MUKPOMOE/MI 0TMedaeTest
HESHAUHTCILHOC TOPMOSKEIE, 3ATEM NoC) e HCO0IBLIOro NepHoj@ azanTauns NOy B konuenTpa-
1wesx 3,5 5, 7, 14, 21 MHKDOMOJE /M PACXOAYETCS M3 NIHTATCLHOI CpPe/ibl ¢ 01HHAKOBOH CKPOCTBID
1 MOMHOCTBIO YCBAITBALTCS,

Puc. 7. O6pasoBanne 1t pacxojl HUTPHTOB B MPOLECCE aHA3POOHOr0 SHACICHHOr0 HHTPHT-
HOTO JIBIXAHHA OTMBITHIX KIICTOK Ps. stutzeri B npucyTcTBHII pasnmyHOrO KONHYECTBA HHTPATOR
(BCC CyXHX KICTOK 2 Mr/mir).

Pue. 2. Obpagopanue 1 pacxojl HUTPHUTOR B MPOLCCCE 3HAOTCHHONO MLIXAHUS OTMBITBHIX
raerox Ps. stutzeri mpn apodroll mirpatnoit marpysice (sce cyxnx wnetox 1,7 mr/mn). a) B na-
uasie onsra 3,5 mucpononr/wn NO;- b) B nauase onwira 3,5 MHKEpOMOJTE/ME NOZ - enyerst 340
MHIYT 3,5 smurcponont/wn NO;- ¢) B Hauase onwira 3,5 MHKDPOMOTH/MA NO; 4 3 MUKpOMOJIb/MA
PITIOTAMHHOBOH KUCNOTE, criyeTst 340 MUEYT 3,5 MHKPOMOIE /M NO,-

Puc. 3. O0pasoBanye HUTpaTA B NPOICCCE SHAPOTEHHOTO ABIXAHHST OTMBITHIX KJICTOK
B. licheniformis (Cyxoii Bec kietor 0,88 sr/mn).

Puc. 4. PeIyKIWst HUTPUTOB B MPOILECE SHIOTCHHOTO ALIXAHHS OTMBITBIX KJETOK Ps.
stutzeri (Cyxoit pec kierok 1,7 mr/wn). a) B navane onuita 3,5 MHKPOMOJIE/ M NO;- b) B navase
onpita 3,5 mukposoar /win NOz cenyerst 100 munyt + 3,5 muxpomonk/mn NO;- ¢) B nauane
onwita 7,0 muxpomosr fman NOg-

Puc. 5. Peayinns nutrutes Ps. acruginosa B NPHCYTCTBHI PAZJIHYMHBIX KOJIHYCCTE HHUT-
puToB. (Cyxofi Bee kmetor 2,85 mr/mi.)



