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A Pscudomonas stutzeri aminosay
felhaszndlisa aerob viszonyok, valamint
nitrdat-légzdés folyamamn

PATKAI TAM 48
MT A Talajiant s Agrokémiai Kutaté Intézete, Budapest

A Pseudomonas stulzeri szénhydrit-katabolizmusit aerob légzés €g nit-
rat-légads viszonyai kozitt vizegilva, SPANGLER s GILMOUR [6] azt taldltdk,
hogy a glilkolizis és a pentézfoszfat ciklug mikadéschen lénycges killinbség
nincsen. Azonban glukéz, vagy glukondt ¢—2, C—3,C—5,C—6 szénatomjai-
bol szdrmazé CO, mennyisége nitrat-1égzés alatt jelentdzen né az inkorporacié
rovisara. Megfigyelcseik teljes dgszhangban vannak ELLIOT [1] eredményeivel,
melyek szerint a Ps. stutzeriben az oxidativ foszferilalds sordan 1)2 O, felhasz-
nélésdval 3 mol ATP, exy NO-ion redukcidja esctéhen csupdn 2 mol ATP
szintézisére van lehetéség. EbhLol kovetkezik, hogy azonos energiamennyiség
kinyeréschez a TCA-ciklus tobbsziri reciklizdcidjira van szilkedg NO; -Igzds
kizben, mint aerob 1¢gzés folyamdn., Az iddzett radicrespircmetrikus vizegd-
latok valéban kimutattdk a termindlis oxidacié — Briror kisérletdd alapjan
ralosziniisitheté — intenzitds fokozdddsdt.

A TCA-ciklus £6 taplaléi a szénhydritok mellett hizenyos amincsavak,
ezért feltételezhetd volt, hogy az amincsavak anysgeser(jélon is kiilénbs{gek
yannak acrob I¢gzds, illetve nit1atl(gzds folyamdn. lyen meggandolasck alap-
jan keriilt sor az aldLbi vizegdlatck elvigzéecre.

Anyagok és modszerck

A felhasznalt torzs a Pseudomonas stutzeri NRRL B—927 (CCEB 552)
orzse volt, Fenntartasa a kivetkezd osszetdteld taptalajon tortént: burgonya-
Gzet 125 g, NaCl 5,5 g, pepton 10,0 g, glicerol 10,0 ml, agar 15 ¢, desztillalt
viz 1000 ml-re. Aminosav-analizisekhez az alibbi téptalaj kerilt felhasznd-
lasra: 0,15 m PO -puffer, pH 7,4 1000 ml, Casamino Acids, Vitamin Iree
(DIFCO) 0,350%,, nvomelem oldat (PFENNIG [4] szerint) 0,1%,. Az anaerob
kezeléseknél 2,0 gfl KNOyot is tartalmazott a tdptalaj. Sterilizdlas 1,5 atm
nyomdson 10 percig. Inkubdcio 28 C%-on, 50 ml taptalajt tartalmazé Erlen-
meyer-lombikokban tértént, melyek az acrob kezelésekndl levegével, az
anaeroboknal 30 ppm-nél kisebb O,-tartalma Ny-el voltak Atdramoltatva. A
gizok sterilizdldsa higitott krémsavoldaton vald dtmogdesal tortént, az dramlds
sebesséue rotameterrel ellendrizve 2041 I/h volt mindkét esethen.

Hat nap inkubdei6 utdn a tenydszetek le lettek centrifugdlva, a szuper-
natansbél 5,0 ml-es mintdk szérazra parolva. A maradék a kovetkezd puf-
ferrel (5,0 ml) volt extrahdlva: Na-citrat 19,60 g, cc HCL 16,50 ml, tiodiglikol
20,0 ml, Brij 35 (20%) 4,50 ml, oktansav 0,1 ml, forralt deszt. viz 1000 ml-re.
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A Ps. stutzeri altal képzett nyalka ilyen koriilmények kézott nem oldddik, ez
szliréssel el lett tavolitva. Az igy kapott viztiszta oldatok 0,6 ml-es részletei
egy Bio-Chrom aminosavanalizdtor oszlopaira keriiltek, amely a ,,BioRad
Accelerated Low Pressure System’ szerint teljes kvalitativ és kvantitativ
aminosav analizist végzett a mintdkon.

Az egyes kezelésckben termel8dstt sejttomeg mérése Pye Unicam SP
800B spektrofotométeren, 660 nm hullimhosszon tortént. Bhhez a méréshes
tomény sejtszuszpenzick szdrazanyag tartalménak és extinkcidjdnak mérésé-
bél szdrmazé kalibrécids gorbe késziilt, amely a 0,1--1,25 mg sejt/ml tarto-
méanyban linearis volt,

A munka sorin felhasznilt vegyszerek a kereskedelemben kaphaté
legjobb mindségtick voltak. Az aminosavanalizishez sziikséges vegyszerek a
»BioRad Laboratories” gydrtmanyai, a tdptalajok alkatrészei DIFCO gvart-
manviak voltak.

Eredmények és kivetkeztetések

A mért adatok Gsszesitve az 1. tdbldzatban taldlhaték, amelybél néhdany
fontosabb Gsszefiiggés azonnal szembetiinik. Legfontosabh, hogy a Ps. stutzeri
szaporoddsa aerob viszonyok kozott nitrat hatdsdra mintegy 10%-kal, aktiv
denitrifikdciét folytatva tobb mint 80%-kal csokken. Ugyanakkor az egvség-
nyi sejttomegre vonatkoztatott aminosavforgalom kereken 25%,-kal, illetve
200%-kalng. A felhaszndlt nitrattal equivalens kationfelesleg néveli a pH-t,
ami maga utdn vonja az Ey; csékkenését.

Az aminosavfelhasznalds nemesak egészéhen novekszik nitrat hatdsdra.
hanem a felhasznalds spektrumdban is valtozdsok mutatkoznak. Ezekben az
eltérésekben néhany tobhé-kevésbé bonyolult torvényszer(iség ismerhetéd fel.
melyeket célszerlinek ldtszik kezelésenként targvalni.

Aerob légzés

Az 1. tablazat adatainak értékelését megkonnyiti, ha az egyes amino-
savak szdzalékos részvételét tekintjiik az adotf keverékben, illetve a felhasz-
nilds egészében. Tlyen értelemben dtszdmitva a mért értékeket, a 2. tablézat
adatait kapjuk (2. tiblizat). (Meg kell jegvezni. hogy az adatok a ténylegesen
adott aminosavmennyiséure vonatkoznak, ugyanis az alkalmazott kazeinhidro-
lizditum gvari kozlés szerint, mintegy 40%, szervetlen s6t tartalmaz. E frakeio
f6bh komponensei méréseink szerint a kovetkezék: C1- 22,2%, Na™ 15,15%.
K= 1,26%, Ca?* 0,149%.)

Megallapithat6, hogy aerob viszonyok kozott a Ps. stutzeri egyes amino-
savakat a felhaszndlis szempontjahdl némi elényben részesit. Osszmennyiséget
és felhaszndlésbeli eltoléddsokat egyarint szemel6tt tartva a glutamat, aspar-
tat, a leucinok, alanin, glicin jelentSsebb preferdltsiga észlelhets. Ezzel szem-
ben szerin, prolin, tirozin, fenilalanin kisebb mérvii, a tohhé-kevéshé bazikus
hisztidin, arginin, lizin viszonylag nagvobb hattérbeszorulisa figyelhetd meg.
Kiilondsen a lizin felvétele alacsony, ha figvelembe vessziik, hogy az adott
keverékben tobb van bel8le, mint pl. aspartat, de felhaszndlisa ebben a reld-
cidban az 50%,,-ot sem éri el.

A teljes aminosavfelhasznalds 1 mg szérazanyagra vonatkoztatva 2,0499
mg, tehat a szdrazanyag produkeié 49,8%,. Ez az adat j6 egyezésben van
SPANGLER és (GILMOUR a bevezetéshen emlitett dolgozatinak adataival.
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A Ps. stutzeri aminosavfelhasznaldsa kiilonbdz8 kisérleti kioriilmények kiozdtt

1. tabldzat

[¢Y] (2) (3
Aminosay Adott Felvett aminosav mikromole/mg szirazanyag
AMinosav S — -
mikromole/ml Acrob ! Aeroh 4- NO, | Anaerob + NO,

ABD 5 oee e s s o 1,34 1,69 1,86 3,99
Thre s s o e e 0,85 0,92 1,18 5,40
1 1,11 1,06 1,65 3,006
GIW oo wn o vn aa 2,00 2,48 2,80 11,50
PO o en on v o an 0,65 0,70 0,92 4,04
GLY i v v 0,79 0,99 | 1,11 2,85
5 R 1,00 1,36 | 1,54 4,32
C¥8TE e 0,00549 (,0072 0,0084 0
Val cenwavmsies 1,03 1,21 1,46 0
MEBE e 0,42 0,45 | 0,59 2,30
7 B 0,79 . . 0
3 57 1 LA 1 ,87} 2,66 3,20 3,70 0
i b b SRS 0,28 0,25 0,39 1,35
) 5 T R —————— 0,22 0,19 0,28 1,00
Lys ..ooovininn 1,38 0,69 1,22 2,02
HyS .......... 0,34 0,25 0,47 2,35
APE e 0,45 0,19 0,44 1,69
NH;r .......... 1,26 1.15 | 1,18 7,05
Felvétel NHF néllkiil mikro-

THOHE ae e emomm o e G000 S 15,63 19,61 47,92
HE wsiwnmonnns o0 B3 S80S 2049,5 2561,3 6082,0
Sejttomeg mg/ml ... 0,800 0,710 0,145
pH az inkubdeid végén ... .. 8,06 5,92 9,32

Il az inkubdcié végén mV - 288 - 276 1212

2. tabldzat

A Ps. stutzeri aminosavielhasznalasanak spektruma aerob viszonyok kozdtt

&)}

Aminosayv

Osszesen . . .

Adotb

8,45
5,35
7,00
12,61
4,00
4,97
6,86
0,03
6,50
2,64
4,97 ]
11,80 |
1,76
1,38
8,70
2,14
2,84
7,90

99,99

2

%o

[©)]
Felhasznilt 9%,

I 10,08
i 5,48
6,31
14,80
3,69
3,90
3,10
0,04
6,70

16,77

1,13
6,85

99,03

Kiilimbsiy

)

1,63
0,13
0,69
2,19

0,40

0,03
1,24
0,01
020
004

2,28

-0,27

-0,25
-4,59
-0,65
~-1,71

1,05
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Aerob légzés nitrdt jelenlétéhen

Ez a kezelés némi magyardzatra szorul, hiszen a nitrat-légzés anacrob
folyamat. Azonban az eddigi vizsgilatok szerint az aerob Iégzésrdl a nitrdt-
légzésre vald dttérés nem egy hatarozott oxygéntenzionil ugrdsszer(ien, hanem
folyamatos dtmenettel torténik. (LENHOFF és munkatirsal [3]).

Ezért feltételezhetd, hogy amennyiben a nitrat-légzés szubsztratszinten
valtozdsokat okoz, ezek az egyébként elsésorban aerob légzést folytatd sejt
anyagescréjében, ha kismértékben is, de érvényesiilnek,

A mért adatok igazoltik ezt az elképzelést. Mindenck el6tt o szaporodds
kismérvii csokkendse észlelhets, megnovekedett aminosavforgalom mellett.
Szérazanyag termelds az aminosavfelhasznilds 40,09, -dra cstkken. Az amino-
savlelhaszndlis spektruméban lényeges viltozds kivetkezik be, az aminosavak
tobbségét az adott keverdk ardnyai szerint veszi fel. Az acrob viszonyok kozitt
észlelt felhaszndldsbeli kiilonhségek elmosGdnak, csak o fenilalanin, arginin,
lizin felvételének viszonylag alacsony szintje marad jellemzé.

Nilrdt-léyzés

Anaerob viszonyok kozitt a vizsgalt torzs szaporoddsa nagymértékben
esokken, ugyanakkor az aminosavfelhasznilds rendkiviili madon fokczddik.
Az 1 mg szirazanyagra vonatkoztatott aminosavfelhasznalds 6,082 mg(1. tabla-
zat) tehdt a teljes aminosavforgalomnak csupdn 17,3%,-a forditodik testd pitésre.
Ez lényegesen alacsonyabb érték SPANGLER és munkatirsai [6] altal a Ps.
stutzeri szénhydritkatabolizmusdnak vizsgilata kozben megfigvelteknél. Ennck
ellenére nincsen feltétlen cllentmonddshan veliik, mivel az idézett szerzok
mis torzzsel és lényegesen eltérd kisérleti foltételek kozott nyerték azokat.
Elssorban a kisérletek idGtartaminak jelentds kiilonbsége (néhdny éra, ill.
6 nap) okozhatja ezt az eltérést.

Az egyes aminosavak felhaszndlisdt kilon-kiilon tekintve megéllapit-
haté, hogy felvételilk sem koncentrdcidjukkal, sem egvszeri fizikai-kémiai
tulajdonsigaikkal nem ardnyos. Anaerobfacrob hényadosokat szimitva az
agparagin, glicin, alanin, lizin, kisebb hattérbeszorulasa, hisztidin és arginin
dtlagndl nagyobb felvételfokozddasa észlelhets. Bzek a valtozisok részben 2
koncentricidviszonyokkal magyardzhaték és nem litszanak tdlzottan jelen-
tdseknek. Megjegyzésre érdemes viszont, hogy a glutaminsav az &sszes amino-
savfelhasznilisban 27,5% -ban részesedik, ami adott mennviségéher képest is
felting és osszhangban 4ll a torzs tenyésztiése sordn megfigyelt ,glutamat-
kedvelésével”,

Négy aminosavat, nevezetesen a valint, leucint, i-leucint és ciszteint
nitrét-légzés kozben a torzs nem veszi fel. Az elébbi hirom véaltozatlan formé-
ban, a ecisztein pedig a mintafeldolgozds sordn cisztinné oxidalédyva teljes
cgészében visszamérhets. Az emlitett aminosavak felhasznaldsdnak megszii-
nése Osszefiiggéshen lehet a Ps. stufzeri mér régen megfigvelt telepstruktira-
viltozdsaival. Ugyanis a friss izoldtumok réncos, szaraz, koherens kolonidkat
képeznek. Rividdel a faj lefrisa utdn, mée a malt szazadban, clsdként K i NyE-
MANN [2] szdmol be mukoid varidnsok fellépésérsl. Bzt a disszocidciot elészor
vaN NIEL és ALLEN [8] hozzdk Gsszefiicgésbe az aerob illetve denitrifikiciot
folytatd életmdd véltozdsaival. Szerintiik a jellemz& koloniastruktura tobbé-
kevéshé stabilizalhaté nitrdt-tartalmn taptalajokon valé tenyésztéssel. TdGvel
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azonban egyre nagyobb lesz a mukoid tipusok széma. STANIER és munkatdr-
sai [7] szerint az eredeti struktrat a mukoid muténsok egy része visszanyeri,
ha néhény nemzedéken keresztill aktiv denitrifikécidra kényszeritjik. Sajat
tapasztalataink megerdsitik e megfigycléseket, tovibbmenden az emlitett val-
tozésok hideg-sokkal valo kivalthatosdgat is észleltik.

Osszegezve, kiilonbozé kornyezeti hatdsokra o Ps. stulzeri a sejtfalszin-
tézis (ezen keresztiil a telepstruktira) véltczas.ival is reagdl. A megviltozott
sejtfal az egyes aminosavak felvételéhen kiilonbségeket okozhat, mint azt
SHOCKMAN és munkatdrsai [5], valamint mds szerzdék antibiotikumokkal,
UV-sugérzdssal, ozmotikus sokkal, sth. szembeniérzckenységgelkapesolatban
mar tobbszor kimutattik.

Osszefoglalas

1. Aerob viszonyok kozott a kazeinhidrolizatum komplex aminosav-
keverékébél a Ps. stutzeri valamennyi aminosavat hasznositja. Glutamat, aspar-
tat, a leucinok, alanin, glycin kissé elényben részesiil, mig a bazikus aminosa-
vak, nevezetesen a hisztidin, arginin, lizin hattérbe szorulnak. Az inkorporacioé
megkozeliti az 50%-ot.

2. Aerob viszonyok kozott, nitrdt hatdsira az inkorpordcio cstkken.
Az egyes aminosavakat az adott keverék ardnyal szerint veszi fel, csupdn a
fenilalanin, arginin, lizin felhaszndlisa kisebb mérvii.

3. Nitrat-légzés kozben négy aminosavat (Val, Leu, i-Leu, CySH) a
vizsgdlt torzs nem hasznosit.

A t6bbi aminosav —kiilonosen a glutamat — felhasznalasa erdsen né az
inkorporicié rovésira. Az egyes aminosavak felhasznilésa sem koncentréicio-
jukkal, sem egyszerd fizikai-kémiai tulajdonsigaiklkal nem ardnyos.

4. A kapott eredmények osszhangban allnak azokkal a mds oldalrél
nyert kivetkeztetésekkel, melyek szerint denitrifikdcio kozben a TCA-ciklus
reciklizdcija fokozddik.
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Utilization of Amino Acids by Pseudomonas Stutzeri
under Aerobic Conditions and During Nitrate Respiration

T. PATKAT

Research Tustitute of Soil Science and Agricultural Chemistry of ihe Hungarian Academy of Sciences, Budapest

Summary

I In the case of acrobic conditions the Ps. stutreri utilises all amino acids from
the complex mixture of easein hydrolysate. (utamate, aspartate, the leucins, alanine
were more preferable, while the more or less basic amino acids, namely hystidine, arginine,
lysine less so. The incorporation was about 50%.

2. Under acrobic conditions, with addeds nitrate, the incorporation decreased.
Ench amino acid is utilised according to the ratio in the given mixture, exeept phenylala-
nine, arginine, lysine which seemed to be less preferable.

3. During nitrate respiration four amino acids were not utilised by this strain.
(Val, Leu, i-Leu, CySTH.) The utilisation of the remaining highly increased to the disad-
vantage of incorporation. The uptake of the amino acids did not ecorrelate either thoir
coneentrations, or with simple physico-chemical properties.

4. These results are in agreement with results obtained by other authors from dif-
ferent aspeets, to which the recyelisation of the TCA cyele increases during nitrate res-
piration.

Table 1. Utilization of amino acids by Ps. stutzeri under different experimental
conditions. (1) Amino acid, (2) Amino acid added, micromole/ml. (3) Amino neid utilised,
micromole/dwt.

Table 2. Utilization of amino acids by Ps. stutzeri under aerobie conditions. (1)
Amino acid. (2) Added, percent., (3) Utilised, percent, (4) Difference

Aminosiiureverbrauch von Pseundomonas stutzeri unter
aeroben Verhiltnissen und im Laufe von Nitrat-Atmung

T. PATK AT

Forschungsinstitut fiir Bodenkunde und Agrikulturchemie der Ungarischen Akademie der
Wissenschalten, Budapest

Zusammenfassung

L. Unter aeroben Verhiiltnissen verwendet Ps. stutzeri alle Aminosiuren des
Kaseinhydrolysates. In diesem Vorgang werden aber das Glutamat, Aspartat, die Leueine,
das Alanin und Glycin von Ps. stutzeri in geringem Masse bevorzugt, wiihrend die basi-
schen Aminoséuren, und zwar das Hystidin, Arginin und Lysin zuriickgedringt werden,
Die Inkorporation ist nahe zu 509;.

2. Auf Wirkung von Nitrat nimimt die Inkorporation unter aeroben Verhiltnissen
ab. Die einzelnen Aminosiiuren werden in dem Verhiltnis aufgenommen, in dem sie
in dem Hydrolysat zugegen sind, nur der Verbrauch von Phenilalanin, Arginin und Lysin
st geringer.

3. Wihrend der Nitrat-Atmung werden vom untersuchten Stamm vier Amino-
siuren (Val, Leu, i-Leu, CySH) nicht aufgenommen. Der Verbrauch der iibrigen Amino-
sduren — inshesondere des Glutamates — nimmt auf Kosten der Inkorporation stark
zu. Der Verbrauch der einzelnen Aminoséuren steht weder mit ihrer Konzentration, noch
mit ihren einfachen physikalisch-chemischen Eigenschaften im Verhiltnis,

4. Die gewonnenen Ergebnisse stehen mit den anderseitigen Folgerungen im
Tinklang, demnach sieh die Recyklisation des TCA-Cyklus im Laufe der Denitrifikation
steigert,

Tab. 1. Aminosiureverbrauch des Ps. stutzeri unter versehiedenen Vorsuchsbedin-
gungen, (1) Aminosiure. (2) Aminoséure-Gabe mikromole/ml. (3) Menge der aufgenom-
menen Aminosiure, mikromole/mg Trockensubstanz.

Tab. 2. Spektrum des Aminosiureverbrauches von Ps. stutzeri unter aeroben Vor-
héltnissen. (1) Aminosdure. (2) gegeben, 9. (3) verbraucht, %. (4) Differenz.
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Hcnonp3oBanne amuHokucel0T Pseudowmionas stutzeri B a3po0HBIX YCI0BHAX
H B NpOLECCe HHTPATHOrO AbIXaHHA

T. ITATKAH

Hayu1ro-HecneJoBaTe ThCiKHI HICTHTYT MO4YBOBeIeHHA W arpoxumitn AH Beurp i, Byganewr

Peswme

1. B aopodHLix yenopusx Pscudomonas stutzeri nenossgyer BCe AMHHOKMUCIOTLE H3 IH/I-
poslizaTa KaseliHa, B IepByo oucpeilb MCIOJB3YIOTCS FilyTamar, acnaprar, JeHuun, anaHds,
raMiiie, Menoan3opadie menoyHbX aMHHOKHCIOT, APriHHHEA, JIMGIHA, THCTHAMHA WACT MCei-
stertiree. Muoprnopawsdst (pronoucHne B Geski) npuomnKraerest K 50-TH TIPOLCHTaM.

2. B a9p00HBIX YCIIOBUSAX 0T BIHAHHCM HUTPATOR HHKOPNOPAIA cHibKaeTcs. [octyn-
neHie OTICHBHBIX AMHHOKMCIOT B KJAETKY WIET M0 KOHIEHTPAIHOHHOMY TPajMeHTy, TONLKO
yepoerHe (JeHHNANAHMHA, APTHHHHA, JIU3HHA MPOXOANT HIUKE 3HAUEHIIs KOHIEHTPAIHOHHOTO
IPAHEeHTA.

3. TIpy HUTPATHOM JHIXAHHIN HMCCIe0BAHALIH IWITaMm He ToTpednser 4-X aMiHOKHCIOT
(Basmn, neifiuig, wsoneitnnd, wicrenn). MCrnojibsoBaHHe OCTANBHBIX AMHHOKHCAOT 0C00eHHO
FIYTAMATA CHJIBHO BO3PAcTaeT B yulepd wHKopnopaunu, Mcnonpsosanne OTAENbHLIX AMMHO-
KHCJIOT He COOTRETCTBYET HM HMX KOHICHTPALMAM, HH HX [POCTBIM QHIHKO-XHMHUCCKHUM CBOil-
CTBaM.

4. TlonyueHHbe PE3yALTATLL HCCIIEI0BAHMIT COBMAAIOT C Pe3YJIbTATAMH HCCAeAOBAHHIT
APYIHX CTOPOH MeTaoHaMa, 110 KOTOPLIM B APOIeCCe JeHNTPHEHKAINM BO3PACTAET DELHKIH3A-
1A KA TPHKAPOOHOBLIX KUCJIOT,

Tada. 7. Mcnoap3oBadie aMHHOBLIX KHCIIOT Ps. Stutzeri B pasiiMuHbIX YCI0BHAX OMNBITA,
(1) AvnrokHcI0Ta, (2) JA1HAS AMHHOKHCIOTA B MHKPOMOJIb/MILL (3) YCBOCHHAA aAMHHOKHCI0TA
B MHKDPOMOJIB/MII CYXO0ro BEeIecTsa.

Tada. 2. Criektp yeBoeHus aMuniokienor Ps. Stutzeri B aopodruix yenosusx, (1) Amino-
kuenota. (2) Jlannaa aMHHoKICI0Ta B 9. (3) YeBoeHHast amiHEOKHCI0Ta B % . (4) Pasnuina.
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