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Az acetilénredukcios teszt alkalmazasa
a bioloégiai nitrogénkotés tanulmanyozasaban

A Harpy és KNIGHT altal 1967-ben leirt
acetilénredukcids médszer [12] sokrétii alkal-
mazasat bizonyitja az a tény, hogy Harpy,
BURNS és HOLSTEN 1973-ban megjelent Gssze-
foglaloja [13] mar 200 cikken alapult. Az
azota eltelt 10 év a cikkek szimanak exponen-
cidlis novekedését eredményezte. A modszer
felhasznalasi teriilete a nitrogenaz biokémiai
vizsgalatatdl a N,-k6tdé organizmusok, pil-
langos és nem pillangos szimbiontak élettana-
nak tanulmanyozisin, a talajban, élévizek-
ben, rizoszféraban, filloszféraban, s6t az
emldsok emésztrendszerében végzett labo-
ratoriumi elemzéseken 4t a szabadloldi
mérésekig terjed.

A modszer elméleti alapjai

Az acetilén gatolja a nitrogenaz-enzim-
rendszer N,-kdtését, ugyanakkor a nitrogenaz
képes az acetilént etilénné redukalni. A
képzddott termék gazkromatografidsan meg-
hatarozhatd [12]. Az acetilén gatld hatasat
SCHOLLHORN és BURRIS 1966-ban [32], az
acetilén-etilén redukciét ugyanabban az
évben DILWORTH [8] irta le. A redukcié
jellemz6i: a nitrogendz katalizdlta acetilén-
redukcié egyetlen terméke az etilén — gaz-
kromatografias, tomegspektrometrids és inl-
ravords spektrometrids mérések szerint
egyarant. A reakcié sztereospecifikus, csak
cisz- 1,2-dideuteroetilén keletkezik a nehézviz-
ben (D,0) végrehajtott telités sordn. Az etilén
nem inhibitora a N,-kdtésnek, és a nitrogenaz
nem redukalja tovabb. A nitrogendz kataliti-
kus hatasat csak anaerob koriilmények kozott
és megfeleld mennyiségli ATP jelenlétében
tudja kilejteni. A nitrogenaz nem a teljes ATP

mennyiséget forditja NH; képzésére, hanem
egy részeébdl a H*-ionok hidrogéngizza re-
dukaldsdnak energiaigényét fedezi.

Megallapitottak, hogy mind a N,, mind a
C,H; redukalasaért ugyanez az enzimrend-
szer felelos, de feltehetéen eltérd mechaniz-
mussal folyik a reakcio [22, 24]. Ennek
ellenére az acetilénredukcidés modszerrel mért
adat is alkalmas a N,-kétés abszollt
ertékének meghatarozasara, ami pl. nit-
rogénmérleg szdmitasanal lehet szilkséges.
Ehhez ismerni kell az 4tszamitasi aranyt. Az
elméleti 3:1 arany az alabbi reakcidegyenletek
alapjan adodik.
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A kisérleti {lton kapott atszamitasi
tényezék széles intervallumban mozognak
(2,3—6.,9) (1. tablazat), ami arra mutat, hogy
csak kelld6 mérlegelés alapjan szabad
atszamitott értékeket hasznalni.

Célszerii az acetilénredukcids aktivits (az
idéegység alatt keletkezett C,H, molok sza-
ma) alkalmazasa, mely objektiven tiikrozi a
nitrogénkotés mértékét, és Atszamitasi hiba-
val sem terhelt.

Az acetilénredukcios eljards eldnyei: az
1"N-moédszernél 10%—10%szer, a Kjeldahl-
modszernél 10°—107-szer érzékenyebb; egy-
szeril és gyors az analizis; nem igényel kiilonle-
ges mintael6készitést, gAzkromatografidsan
nagy pontossaggal hatarozhatd meg a reak-
cidtermék, az etilén, mivel az acetilén belsd
standardként felhasznalhat6; az etilén tarolas
soran nem bomlik; in situ mérések is kivitelez-
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hetdk hordozhatd milszer segitségével; a bi-
ologiai minta tartosithato, az aktivitas idobeli
valtozdsa is nyomon kdvethetd.

Hatranya a mérés sordan hasznalatos gazok
kvantitativ kezelésének igénye. Reprezentativ
mintakat kell biztositani, kiiléndsen talaj- és
vizmintak esetén fontos ez a baktériumpo-

terjedd intervallumban mozog a maximum
helye, a vizsgalt szervezettd] [iiggéen [6, 26].

2. Fény — Fotoszintetizalo szervezetek
szamara a fény lényeges a N,-kotéshez. A
féenyintenzitds hatasat vizsgalva megallapi-
tottdk, hogy az Anabaena cylindrica akciods
spektruma megfelel a klorofill abszorpcios

1. tabldzat
C,H, /N, dtszamitasi tényezdk N,-koté rendszerekben
G Atszamitasi Irodalmi
Vizsgilt rendszer tényezo hivatkozas
Nitrogenazpreparatum
Azotobacter vinelandii 40 [15]
Clostridium 44 [8]
N,-kot6 szervezetek
Baktériumok
Azotobacter 6,0 [2]
Azotobacter 3,8 [15]
Klebsiella 3,0 [2]
Algak
Anabaena cylindrica 2,8 [37]
Anabaena flos-aquae 32 [37]
Nostoc muscorum 3,6 [371
Pillangosolke
Glycine max. 6,6 [2]
Glycine max. (po,=0,7 aim) 3,0 [21
Glycine max. (po, =0,2 atm) 6,2 [2]
Glycine max. 23 [17]
Pisum arvense 2,6 [28]
Talaj
Ugar 6,9 [39]
Oniézén gyep 42 [39]
Természetes novényzet 4,1 [39]1
Buzaldld 43 [39]
Aerob talaj 30 [30]
Vizzel atitatott lalaj 30 [30]

pulaciok nagy valtozékonysaga miatt. A min-
ta mérése soran a természetes homérsékleti,
fény-, po,- és nedvességviszonyokat kell repro-
dukalni, hogy valds értékek adédjanak. Emi-
att ismerntink kell az acetilénredukciot be-
folyasolo tényeziket.

Az acetilénredukciot befolydsolé tényezék
1. Hoémérséklet — A  homérséklet

fiiggvényében maximum gorbe szerint valto-

zik az aktivitas. Altalaban a 20—30°C-ig

spektrumanak [10]. A napsugdrzas hatasat is
megmérték, pillangosoknal [3, 15] és nem
pillangdsoknal egyarant [43]. Azt talaltdk,
hogy az acetilénredukcids aktivitas egy napon
beliil valtozik, s maximuma dél kériil van.
Giimos ndvények sotét helyen tarolva 12—14
oOra alatt vesztik el aktivitasukat. A csSkkenés
az alacsony cukortartalommal hozhato kap-
csolatba [15, 43, 44]. A levagott giimdk 5 éra
alatt eredeti aktivitdsuk 90%-at elvesztik.
Gliikoz valamint dikarbonsavak glimébe jut-
tatdasdval a kiindulasi aktivitas megndvelhetd,
€s tObb Oran at fenntarthato [20].
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3. Az oxigén parcidlis nyomdsa — A
nitrogenaz csak anaerob koriilmenyek kozott
aktiv, ha oxigén éri irreverzibilisen inaktivalo-
dik. Az aerob nitrogénko6to szervezetek a N,-
kéléshez aerob, mig az anaerob szervezetek
anaerob feltételeketl igényelnek. A pillangosok
giimdi aerob kdrillmények kozott aktivak, a
nitrogenaz oxigén elleni védelmét a leghemog-
lobin biztositja [1]. Az acetilén telitési kon-
centracidja teljesen megsziinteti a nitrogenaz
H,-termelését, mig a N, telitési koncentréacio-
ja csak 75%-ban. Feltételezik, hogy a nitro-
genaz altal képzddd H, funkcidja in vive az
oxigén vizzé alakitasahoz redukdlo szert
szolgaltatni a hidrogenazon keresztill, €s ily
modon csdkkenteni a nitrogenaz kozelében a
Po,-t [33, 35].

4. A nitrogén parcidlis nyomdsa — Ha
epyszerre van jelen C,H, és N,, akkor
mindkét molekula verseng a nitrogendz altal
katalizalt reakcio elektronjaiért.

Ha nem helyettesitik a leveg6t inert gaz
(Ar, He) és oxigén elegyével az acetilénreduk-
cios mérés megkezdése elott, akkor az akti-
vitas 10—20%-kal csokken [15].

5. Az acetilén parcidlis nyomdsa — Ha az
acetiléenkoncentracié alacsonyabb, mint a
telitési, akkor az acetilénredukcios aktivitds
aranyos az acetilénmennyiséggel. A vizsgala-
tokhoz olyan acetilénkoncentraciot kell
valasztani, amely ugyanolyan mértékben teliti
a nitrogendazt, mint a légkori N,. A mérések
soran hasznalatos 0,1—0,02 atm pcy, kb.
olyan telitést jelent, mint a légk6ri 0,8 atm py,.

6. Viz — A giimdk vizbe meritése az
inkubacié alatt csokkenti az aktivitast [15,
34]. Az oxigénellatas csokkenésének a kovet-
kezménye ez [eltehetden, mivel a po,-t 0,8 atm-
ra emelve visszaall az eredeti aktivitas [36].

Talajmintak esetében a nedvesség ndvelése
az aktivitas emelkedését okozza [30].

7. Hdttér etiléen — Egyes ndvények,
gombdk, baktériumok termelnek kis meny-
nyiségl etilént [11, 23, 45]. Az alacsony
aktivitdsi talajmintdknal sziikséges ezért
olyan ellendrz6 mérések elvégzése, ahol az
inkubacid acetilénmentes kbzegben torténik,
és az ilyen modon keletkezett etiléen meny-
niyiségének ismeretében korrigilni kell az
acetilénredukcids teszt eredményét.

16

Modszertan

A reprezentativ atlag mintat gazbiztosan
zarhato inkubacids térben a vizsgalandd min-
ta jellegének megfeleld gazeleggyel reagdl-
tatjak. Anaerob rendszereknél Ar(He) és
C,H,, aerob szervezeteknél Ar, O,, CO, és
C,H, Osszetételli gazeleggyel Oblitik at az
inkubacids teret. Szabadf6ldi kisérletek esetén
a pazfazis cseréje helyett a mintateret kitoltoé
leveg6hoz adjak a kivant mennyiségii acetilént
[42]. In situ vizsgalatoknil az inkubécio
hémérséklete a szabadf6ldi hdmeérséklet, labo-
ratoriumi méreéseknél 20—30 °C, ideje altala-
ban 30—60 perc. Hosszabb idejii inkubaciok
nem ajanlatosak, mert téves eredményeket
hozhatnak létre [39]. Az inkubdcio alatti
[ényintenzitas a természetes koriilményeknek
[eleljen meg. Az inkubalas befejezésére legal-
kalmasabb a gazelegy eltavolitasa. Hasznala-
tos modszerek még ezenkiviil: triklor-ecetsav
vagy kénsav hozzaadasa, fagyasztas, a gazal-
moszféra felcserélése vizzel. A gazelegy
elemzésére legmegfelelébb az dltalanosan al-
kalmazott gazkromatografias eljaras. Kolon-
natéltetnek a Porapak markanevii polimert
hasznéljak. Eldényei a kovetkezok: a C,H, és
C,H, hatékony elvalaszldsa, nagy
érzékenység (1072 mol anyag még kimutat-
hatd), linedris elemzbgdrbe kozel 6 nagysag-
renden keresztill, oranként 10—15 minta
analizise. Az elvalasztott komponensek de-
tektalasara legalkalmasabb a lingionizicios
detektor, mely egyszerii [elépitésii, stabil
mitkédésti  és  biztositia a megfeleld
érzékenységet. Az analizis eredménye a kovet-
kez6 formaban adhaté meg: [C,H, moélok
szama/(id6 - vonatkoztatasi egység)]. A vo-
natkoztatasi egységet a vizsgalandd minta
jellege szabja meg, lehet talajtomeg, talajfelii-
let, névényszam, giimétémeg, fehérjetomeg.

Az acetilénredukcios teszt felhasznildsa
a talajmikrobiolégiai
és agrokémiai kutatisban

Kiilonféle baktériumtorzsek  haté-
konysidganak mindsitésére, a torzsek sze-
lektalasahoz, az optimdlis gazdanbvény —
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baktérium pérositas kivalasztisdhoz széles
korben hasznalt indikacios paraméter az ace-
tilénredukcios aktivitas [34].

Szimbiontak esetén a bak1ériumtéorzs kiva-
lasztasa a kovetkezd szempontok szerint
torténhet: 1. A N,-kotés hatékonysaga; 2. H,-
reciklizacio; 3. Ellendlloképesség az asvanyi
nitrogénnel szemben; 4. Versenyképesség; 5.
Alkalmazkodas a kérnyezeli feltételekhez; 6.
Ellenalloképesség a biocidekkel szemben.

A gazdanOvény szelektalasara hasznalatos
szempontok: 1. Foloszintetizald képesség és
hatékonysag; 2. Megndvekedett N,-kéto id6-
tartam; 3. Kedvezé C/N arany [31].

Szamos szerzo foglalkozott azzal, hogyan
hatnak a kiilonbozé N-tapanyagok a N,-
kotésre. A nitratok a giimoképzodést
csokkentik [7]. Az ammoniumsdk a nitro-
gendzhoz kapesolodo szabalyozd enzimrend-
szer mukodeését befolyasoljak. Hatdsukra a
nitrogénlixalds mértéke lecsokken. Az 1. dbra
az NH,CI- és KCl-koncentracio hatdsiat mu-
tatja be borsé levagott glimébinek acetilénre-
dukcios aktivitdsdra. Az aktivitds meredeken
csOkken az NHJ -koncentraciét névelve. A
szabadon éld szervezetek ( Clostridium pasteu-
rianum, Klebsiella pneumoniae) N,-k6tésének
szabalyozisa mdr részleteiben ismert [5, 40].

CH
71 umal/g gumd-h

A szimbiotikus N,-kotés szabalyozo mecha-
nizmusa sok részletében felderitetlen még [9,
19, 25]. Ezzel a modszerrel jravizsgaltak a
tragyazassal bevitt nitrogén hatasat a pil-
langdsok N,-kotésére [14, 27, 28, 41].
Borso, szo0ja, lohere, lucerna, bab esetében
a nitrogénmiitragyak pgatoljak a N,-kotést,
Elképzelheté azonban az, hogy tjabb nit-
rogénmutragydk, melyek kompatibilisek a
N,-k&td rendszerrel, erésen megnovelnék a
terméshozamot [16]. A szimbiotikusan fixalt
nitrogén a gyakorlatban akar 85%-ra is novel-
hetd, a talajbol szarmazod nitrogén fel-
hasznalasa pedig aranyosan csOkkenthetd a
fotoszintézis teljesitOképességének fokozasa-
val [4]. Borsonévények esetén az NH. és
NOj hatasat [énybesugarzassal és szénhidrat
adagolasaval ellenstlyoztak [21].
Szabadféldi mérések esetén kivanatos,
hogy hetenként vagy kéthetenként végezzenek
méréseket lehetdleg tobb idényen at. Az USA
keleti részében szabadfoldon termesztett szoja
N,-kotésének idényprofiljat mérték meg
HaRDY és mtarsai [17]. Haranggorbét kaptak
eredmeényiil, a N,-kotés mértéke pedig 80—
105 kg N,/év/ha kozott mozgott. Az aktivita-
sokat kéthetenként mérték acetilénredukcios
modszerrel. A megk6tdtt N, mennyiségét a

KCI

NH,CI

0 10 20

30 {0 50
c. mmdl /1

1. dbra
A KCI- és NH, Cl-koncentraci6 hatdsa borsé levagolt giiméinek acetilénredukeios aktivitdsara, Az aktivitas
merese Tris-HCI pulferben (pH 7,4), 24 °C-on, 2—3 6raval a sok hozzdadasa utin toriént [19]
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2. dbra.

A nitrogénkités és a kor kozoni dsszefipgés szabadf6ldén termesziett szoja (1) és fGldimogyoro (2) eseté-
ben: A. N,-k6to aktivitas vs kor; B, megkotdtt N, vs kor [17]

kovelkezd oOsszeliiggés alapjan hataroztak
C,H, (mmol) - 28

3 a
(lasd 2. abra). Talajok N,-fixald képességét
havonkénti elemzést végezve mérték meg az
acetilénredukcios eljarassal. A kanadai prérin
1kgNy/év/ha aktivitist mértek PauUL és
mtarsai [30]. Kaliforniai talajok 2—
5 kg N,/év/ha nitrogénkolést mutattak STEYN
és DELWICHE adatai szerint [39]. A talajok
altaliban alacsony aktivitdstak, energiaforras
vagy energiaforras és N,-fixalé mikroorganiz-
mus kombinicidjaval az aktivitast emelni
lehet [17, 18]. Oxigénben szegény tavak,
folyotorkolatok élévilaganak fontos alkotdi a
kék-zold algak, az liledékben pedig a nit-
rogénkotd baktériumok. A Mendota tdban
(Wisconsin, USA) STEWART és mtarsai mértek
idényprolilt [38]. Az aktivitds nagyon valtozé-
kony volt, az algik heterociszta-tartalméaval
mutatott korrelaciot. A szamitott évi nit-
rogénkétés 2,4 kg N,/év/ha volt. Magyar ku-
tatok, OLAH és mtarsai széles korii mérésekkel
vizsgaltak élovizeink N,-kotését [29]. A
Keszthelyi-6bdl 70 kg N,/év/ha  nit-
rogénkdtést mutatott. Ez a magas érték is jelzi
az 6bol elérehaladott eutrofizacidjat, mely a
loszforellatas fiiggvénye.

meg: megkotott N, (mg)=

16*

Osszeloglalas

A 15 éve kidolgozott acetilénredukcios
teszt nagy elméleti és gyakorlati jelentoséggel
bira N,-kotés és a N-anyagcesere kutatasaban.
Felderitették az eljaras biokémiai alapjait, és a
bioldgiai acetilénredukciot  befolyasolo
kdrnyezeti tényezdket. Megbizhatd, gyors és
viszonylag egyszeril, sokoldaluan alkalmaz-
hatd médszer keriilt ily mdédon a kutatok
birtokaba.

A biologiai és mezdgazdasagi tudomanyok
teriiletén rendkiviil széles skalat dlelnek {6l az
eljaras segitségével kutatott 1émak.
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