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INTRODUCERE

Microbiologia solului in zilele noastre a devenit una dintre stiin{ele de baza,
atat ca fundament al agriculturii modeme, cét si ca mod de studiu in inventarierea resur-
selor naturale §i caracterizarea ecosistemelor terestre din punctul de vedere al protectiei
mediului.

Folosind metode microbiologice §i fizico-chimice se poate descrie starea de
sdndtate a solurilor. Acest tip de investigare permite crearea unui sistem de monitorizare
agroecologica.

Aceste metode de caracterizare a solurilor se pot completa cu analiza microor-
ganismelor sensibile la actiunea factorilor de mediu, ceea ce permite folosirea lor ca
bioindicator al calitatii solurilor. O bacterie care poate fi utilizata in acest sens poate fi
una aerobd, nesimbioticd fixatoare de azot molecular, §i anume o bacterie din genul
Azotobacter care este foarte rispandita in natura: sol, api si rizosfera plantelor. in lucra-
rea de fata s-au prezentat caracteristicile fiziologice a unor specii izolate pe tipuri de
soluri reprezentative a judetului Satu Mare.

REZULTATE $I DISCUTII

Pentru a studia activitatea bacteriilor din genul Azotobacter s-a urmarit
evidentierea unor tulpini din tipurile de sol reprezentative ale judefului Satu Mare (1).
Pentru acesta am izolat tulpini din urmatoarele tipuri de sol: cernoziom (Petresti,
Chereusa), brun luvic (Gherta Mare, Raitesti), luvisol albic pseudogleizat (Certeze,
Ciuperceni), solonet (Cauas) si sol forestier (Mujdeni), notdndu-le cu S1...S8.

Culturile s-au izolat prin insiméntarea mediului Ashby solidificat cu
griuncioare de sol (4). Dupi o incubare de 24 - 48 h in termostat de 18-20°C au aparut
primele colonii transparente, mucilaginoase in jurul grauncioarelor de sol. Dintre cele 5
tipuri de sol luate in studiu o crestere deosebita s-a observat la cemoziom comparativ cu
celelalte. Dupa o supraveghere din 24 in 24 de ore, timp de 10 zile, s-a constatat o dez-
voltare mai accentuatd a coloniei din jurul graunciorului de cemoziom fata de celelalte
tipuri de sol. Evident, a avut loc §i cresterea coloniei din jurul grauncioarelor celorlalte
tipuri de sol, dar intr-un ritm mult mai scazut.

Dupa 7 zile de incubare a aparut prima data pigmentatia bruna a coloniei mu-
cilaginoase la toate tipurile de sol.

Pentru a dovedi ca tulpinile izolate din sol cu siguranta apartin genului Azoto-
bacter am urmdrit cateva din proprietitile descrise in Manualul lui Bergey (2,3). Prin
efectuarea coloratiei Gram s-a observat ci toate tulpinile sunt Gram-negative. Bacteriile
colorate in acest mod sunt singuratice sau unite in grupuri de 2 - 3 sau in lanfuri de dife-
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rite lungimi. Sunt mobile i produc pigmenti bruni nedifuzibili pe mediul Asbhy si difu-
zibili pe mediul cu 0,2 % benzoat de sodiu. Sunt chimioorganotrofe, folosind diferite
zaharuri pentru crestere. Nu sunt proteolitice (cresc pe mediul cu gelatina, dar nu deter-
mina lichefierea gelatinei). Toate tulpinile sunt catalazo-pozitive. Optimul de pH pentru
crestere §i fixarea azotului este de 7,0 - 7,5, iar temperatura optima este 18 - 32°C si,
ocazional, 37°C (5).

Din aceste colonii s-au efectuat insimantari pe mediu Ashby pentru :
1) obtinerea de culturi pure;
2) determinarea apartenentei specifice a tulpinilor izolate in culturi pure ;
3) determinarea activitatii enzimatice a tulpinilor izolate;
4) determinarea numarului celulelor de Azotobacter dintr-o cantitate cunoscutd de bio-
masa.

1.0btinerea de culturi pure de Azotobacter

Pentru obtinerea de culturi pure, s-au facut insdmantari din colonia crescuta in
jurul grauncioarelor de sol in striuri pe suprafaja mediului Ashby solidificat. Placile au
fost insamantate §i incubate la 18°C. in paralel, o placi a fost agezati in termostat de
30°C. in primele zile s-a observat ci viteza de crestere a tulpinii este mai mare la 18°C
decat la 30°C. In schimb, pigmentatia bruni a coloniei a aparut la 30°C, dupa 4 zile de
incubare, iar la 18°C, dupa 6 zile de incubare. De asemenea, fenomenul de imbétranire a
coloniei este mai evident la temperatura mai crescuta.

Dupé cc s-au obtinut colonii bine dezvoltate din toate tipurile de sol, in conti-
nuare s-au efectuat insamantari din colonii in striuri, succesiv de 5 ori, din 48 in 48 de
ore, pentru obtinerea de culturi pure. Puritatea culturilor s-a verificat §i prin examinari la
microscop de cercetare MC7 cu obiectivul de imersie. Imaginea obtinuti a fost fotogra-
fiata §i prezentata in Figura 1. S-a constatat ca in cdmpul vizual nu apare ait tip de celula
bacteriand sau fiingica.

Figura 1. - Imaginea fotografica a A.chroococcum obtinuti prin studierea cu obiectivul de imersie
alMC 7.
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Pentru a dovedi cu exactitate c3 tulpinile izolate aparfin unei anumite specii de
Azotobacter, s-au efectuat o serie de teste prelimindre, cum ar fi: coloratia Gram, verifi-
carea mobilitdtii celulare prin efectuarea unei suspensii celulare in ser fiziologic,
insimanfarea pe mediu cu benzoat de sodiu 0,2 % i pe mediu cu extract de carne (6).

fn urma coloratiei Gram, s-a evidentiat ci bacteriile din tulpinile izolate sunt
Gram-negative §i cd in cultura nu apare decat un singur tip de celula bacteriana.

Pentru verificarea purititii culturilor obtinute, s-a preparat mediul de cultura
Ashby prin inlocuirea sursei de carbon (glucoza) cu benzoat de sodiu 0,2 %, stiind ca pe
acest mediu doar celulele de Azotobacter sunt capabile de crestere. Mirirea
concentratiei de benzoat poate cauza otravirea culturii. Dupa o incubare de 24 h 1a 18°C,
s-a observat aparitia coloniilor mucilaginoase transparente. De asemenea, s-a observat
aparifia unui pigment brun-negru in mediul de culturd, ceea ce demonstreaz3 producerea
de pigmenti difuzibili in mediul cu benzoat. Prima dat3 aparifia pigmentilor melanici a
fost semnalati la 24 h, urmaté de inchiderea coloratiei. La una dintre tulpinile izolate s-a
observat prezenta unui pigment de culoare mai deschis3, care §i dupd 72 h a rdmas tot
brun-deschis. Insimantarea pe mediu cu extract de carne a avut ca scop din nou verifi-
carea purititii culturilor obtinute, stiind cd pe acest mediu celulele de Azotobacter nu
sunt capabile de crestere. Nici dupa 7 zile de incubare mi am observat aparitia vreunei
colonii pe acest mediu, deci culturile obtinute sunt pure.

2. Determinarea apartenentei specifice a tulpinilor de Azotobacter izolate in culturi pure
fn acest scop, s-au efectuat mai multe teste, descrise in Manualul lui Bergey,
care sunt prezentate sumar in Tabelul 1.

Primul indiciu de identificare a fost acela de izolare din sol pe mediul de
cultura electiv. Dup3 obtinerea culturilor a trebuit verificatd puritatea acestora prin me-
todele descrise mai sus. In urma examinirii la microscop a celulelor suspendate in ser
fiziologic, s-a evidentiat c3 bacteriile din toate culturile izolate sunt mobile i nu am
observat prezenta altor tipuri de celule bacteriene sau fungi microscopici. Exceptie au
facut bacteriile unei singure culturi, care nu au prezentat mobilitate.

Tabelul 1
Caracteristicile diferentiale ale speciilor genului Azotobacter
(Bergey's Manual, 1984,1994)
14. 24 34 44 SA. 6A4.
Caracteristici chroo-  vine- beije- . =" armeni- paspali
. . 2 .. nigricans

coccum landii  rinckii acus
Mobilitate + + - - + +
Filamente lungi in cul- - - - - = +
turi tinere
Pigmenti solubili in apa:
- galbeni-verzui - + - - - +
fluorescenti®
- verzi - d - - - -
- bruni-negri - - - d - -
-brun-negri spre rosii- - - - + + -
violeti
- rosii-violacei - d - d + +
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1.A4. 2.A. 3A4. 5.A4. 6.A.
e e . . . 4.A. , ,
Caracteristici chroo-  vine- beije- L armeni- paspali
.. .7 .. nigricans
coccum landii  rinckii acus

Utilizarea sursei de car-
bon:
- ramnoza - + - - -
- caproat + + - - - -
- caprilat - + - - + -
- meso-inozitol - + d - d -
- manitol + + d d + -
- malonat d + + d - -

* Aceste specii pot produce sporadic forme filamentoase de diferite lungimi
® Pe mediu de cultura deficient in fier
Notatiile au urmatoarea semnificatie:
“+“- 90 % sau mai multe tulpini prezinta caracteristica respectiva
- ‘- 90 % sau mai multe tulpini nu prezinta caracteristica respectiva
“d*“-11 - 89 % dintre tulpini prezinta caracteristica respectiva

in continuare, s-a procedat la cultiviri pe medii de cultura in care s-a inlocuit
glucoza cu ramnoza §i manitol, cele doua zaharuri fiind un criteriu de diferentiere dintre
specii. De asemenea, capacitatea de a descompune amidonul este un criteriu de identifi-
care, stiind cd dintre speciile genului Azotobacter doar A.chroococcum, unele tulpini de
A.beijerinckii §i A.armeniacus folosesc amidonul, iar restul speciilor nu prezenta acti-
vitate a - §i B - amilazicd. A.chroococcum poate metaboliza manitolul §i ramnoza.
A.vinelandii nu utilizeaza amidonul, dar poate utiliza manitolul §i ramnoza.
A.beijerinckii i A.paspali nu utilizeaza manitolul §i nici ramnoza.

Malonatul folosit in locul glucozei ca sursa de carbon poate fi utilizat doar de
A.vinelandii si A.beijernickii.

Producerea de pigmenti bruni-maronii difuzibili in mediu cu benzoat de sodiu
0,2 % variazi de la o specie la alta. In prezenta benzoatului, tulpinile cultivate au produs
un pigment brun deschis care in decurs de 72 h a devenit brun-negru.

Rezultatele obtinute in urma efectudrii testelor de diferentiere dintre speciile
izolate din diferite tipuri de sol, notate cu S1...S8, sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2
Caracteristicile tulpinilor izolate din punctele de recoltare SI ... S8
Tulpinile Crestere pe| Crestere [Crestere pe Activitate Pr'oducer_e de N
izolate m. cu pe m.cu meu | azica pigmenti pe |Mobilitate
ramnoza | manitol | malonat m.cu benzoat

Sl - + - + + +

S2 + + + - + +

S3 + + + - + +

S4 - + - + + +

S5 - d + - + -

S6 + + + - + +

S7 - + + + + +

S8 + + - - + +
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Luand in considerare toate aceste caracteristici obtinute in urma testelor efec-
tuate, se constatd izolarea a trei specii de Azotobacter, si anume: A.chroococcum din
tipurile de sol cemoziom in punctul de recoltare S1, sol brun in punctul S4 si solonet in
punctul S7. Cealalta specie izolatd este A.vinelandii, tot din ceroziom, dar in punctul
de recoltare S2, din tipul de sol brun in punctul S3, din luvisol albic in punctul S6 si din
sol forestier in punctul S8. in punctul de recoltare SS, pe tipul de sol luvisol albic, s-a
obtinut o specie bacteriana care a prezentat caracteristica suplimentard de a metaboliza
malonatul §i care nu este mobild. Toate acestea impreuna sugereazi prezenta unei alte
specii bacteriene, §i anume a lui A.beijerinckii.

fn concluzie, se poate aprecia, in urma tuturor analizelor efectuate, ci speciile
cele mai frecvente pe teritoriul judetului Satu Mare sunt A.chroococcum si A.vinelandii,
care sunt raspandite din abundenta in tipul de sol cemoziom si in solul brun.

Desi aceste doua specii bacteriene sunt prezente in toate tipurile de sol studiate,
ele nu apar cu aceeasi frecventd: numarul acestor bacterii variaza in principiu de la un
tip de sol la altul si chiar in cadrul aceluiasi tip de sol Din aceasta cauzi la determinarea
numarului acestora s-a calculat o medie din 3 probe simultane. Desi numarul celulelor
de Azotobacter prezintd un procent minim din totalitatea microflorei solului, prezenta
lor poate influenta echilibrul elementelor nutritive prin fixarea N, .

Din cele trei specii izolate s-au facut insimantari pe placi Petri in vederes
obtinerii de biomasa in cantitate mai mare, necesara pentru analize enzimologice.

3. Determinarea activitdfii enzimatice a tulpinilor de Azotobacter chroococcum, A.
vinelandii §i A.beijerinckii izolate in culturi pure

In acest scop, s-au insimantat cite 5 plici din fiecare cultur obtinuti. Dupi 3
zile de incubare, biomasa bacteriand produsi a fost folositd pentru analizele
enzimologice. Am cantarit in eprubete sterile aproximativ cate 1 g de biomasa bacteria-
né pentru determinarea activitétii dehidrogenazice, catalazice, fosfatazice §i ureazice.

Pentru determinarea activitdfii dehidrogenazice, peste biomasa bacteriana
cantarita s-au adaugat 10 ml apa de robinet fiarta si racita, obtindnd o suspensie celulard
de 10 %. La aceasta, s-a addugat 0,5 ml solutie de clorura de 2,3,5-trifeniltetrazoliu 3 %
si amestecul a fost pus la incubat in termostat la 37°C pentru 24 h. S-a constatat ci deja
dupa o ora a aparut o coloratie slaba, pe cand dupa 2 ore coloratia a devenit intensa. Din
aceasta cauzi s-a stopat reactia enzimatica prin extragerea formazanului format cu al-
cool etilic 96 %. Dupa extractia totald si aducerea la volum constant de 50 ml s-a citit
extinctia la spectrofotometru la lungimea de unda de 485 nm.

Totusi, s-a continuat determinarea activitafii enzimatice §i la 24 h prin
cantarirea din nou a unei mase bacteriene de aproximativ | g §i incubarea acestuia la
37°C. Dupi 24 h s-a stopat reactia enzimatici i s-a extras formazanul cu alcool etilic 96
%. Rezultatele obtinute in determinarea activitatii dehidrogenazice a celor 3 specii de
Azotobacter izolate din cele S tipuri de sol sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3
Variatia activitatii dehidrogenazice in funcfie de specia de Azotobacter
Specia Activitatea dehidrogenazica (mg formazan/g biomasa)
dupa2 h dupa24 h
1 .A.chroococcum 0,843 1,412
2.A.vinelandii 0,792 1,384
3.A.beijerinckii 0,613 1,341
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Pentru determinarea activitafii catalazice, s-a cantarit aproximativ 1 g de bio-
masd bacteriand intr-o eprubet steriid peste care s-au addugat 10 ml de tampon fosfat
de pH 6,8 si 2 ml de solutie 3 % de H,0, §i ldsat la temperatura camerei timp de o ora.
Dupi trecerea timpului de incubare, reactia enzimatici a fost stopata prin adiugarea de
10 ml H,SO, 4N, dupi care volumul s-a adus la 100 ml cu apa distilatd. Solutia astfel
obtinuta a fost filtratd si apoi la 25 ml din aceasta s-au adiugat 2,5 ml H,SO, 4N si s-a
titrat cu KMnO,4 0,5 N.

Rezultatele obtinute in determinarea activitdfii catalazice a celor 3 specii de
Azotobacter izolate din solurile luate in studiu sunt trecute in Tabelul 4.

Tabelul 4
Variatia activitatii catalazice in functie de specia de Azotobacter
Specia Activitatea catalazica
(mg H,O,/ g biomasa)
1.4.chroococcum 13,221
2.A.vinelandii 18,178
3.A.beijerinckii 7,460

Pentru determinarea activitafii fosfatazice, s-a cantirit din nou 1 g de biomasa
bacteriand intr-o eprubetd sterild peste care s-au addugat 10 ml solutie de fenilfosfat
disodic 0,5 % si amestecul a fost pus la incubat in termostat de 37°C, timp de 2 h. Dupi
scurgerea timpului de reactie, aceasta a fost stopata prin addugarea de 100 ml solutie 0,3
% de alaun de potasiu. Dupd filtrarea solutiei obfinute, s-au extras cdte 5 ml din fiecare
filtrat si au fost puse in baloane cotate de 25 ml peste care s-au mai addugat cite 5 ml de
tampon borax de pH 9,4, 0,8 ml solutie reactiv Gibbs (0,125 g dibromchinon-clorimida
in 50 ml etanol 96°) si s-a adus la semn cu api distilati. Dupi aparitia coloratiei albastre
(aproximativ 30 minute), probele au fost citite la spectrofotometru la lungimea de unda
de 610 nm.

Rezultatele obtinute pentru activitatea fosfatazicd a celor 3 specii de Azoto-
bacter izolate din solurile luate in studiu sunt trecute in Tabelul 5.

Tabelul §
Variafia activitatii fosfatazice in functie de specia de Azotobacter
Specia Activitatea fosfatazica
(ug fenol/ g biomasa)
1.A.chroococcum 64,27
2.A.vinelandii 58,16
3 A.beijerinckii 45,26

Pentru determinarea activitafii ureazice, la 1 g de biomasi celulara pusa intr-un
balon Erlenmeyer steril s-au addugat 15 ml tampon Sorensen de pH 5,7 §i 10 ml solutie
de uree 10 %. Amestecul a fost agitat pand la uniformizarea confinutului balonului §i,
apoi, agezat in termostat de 38°C pentru 24 h. Dupi trecerea perioadei de incubare, la
amestecul de reactie s-au addugat 15 ml solutie 1 N de KCl, volumul s-a completat la
100 ml cu api distilata §i s-a determinat continutul de amoniac prin distilare cu aparatul
Pamas-Wagner.
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Rezultatele obfinute in determinarea activitdfii ureazice a celor 3 specii de
Azotobacter izolate din solurile luate in studiu sunt trecute in Tabelul 6.

Tabelul 6
Variafia activitdtii ureazice in funcfie de specia de Azotobacter
Specia Activitate ureazica
(mg N/g biomasa)
1.A.chroococcum 6,068
2.A.vinelandii 5,321
3.A.beijerinckii 5,770

Pentru determinarea activitatii amilazice s-a folosit doar o metoda calitativa.
La 1 g de biomasa bacteriana cantarita s-au adaugat 10 ml solutie de amidon 2 %, 15 ml
tampon acetat de pH 5,6 si pentru omogenizare, continutul eprubetei a fost agitat, apoi,
asezat in termostat de 37°C pentru 24 h. Dupa trecerea perioadei de incubare, o parte din
amestecul de reactie a fost testata pentru determinarea cantitdtii de amidon nehidrolizate
prin titrare cu solutie Lugol (0,01 g I, + 0,02 g KI; KI se adauga in exces pana la dizol-
varea totala a ).

La unele dintre tulpinile testate nu s-a observat nici o activitate amilazica dupa
24 h, iar la altele amidonul nu a fost hidrolizat in totalitate. Din aceasta cauza, cealalti
parte a amestecului de reactie a fost reagezata in termostat pentru inca 24 h, dupa care
din nou s-a titrat cu solutie Lugol.

La tulpinile care au prezentat activitate amilazica, dupa 24 h a avut loc hidroli-
za a aproximativ 30 - 40 % din cantitatea de amidon adaugata iniial, iar dupa 48 h hi-
droliza a fost de 80 -90 %.

4. Determinarea numdrului celulelor de Azotobacter dintr-o cantitate cunoscutd de
biomasa

In acest scop s-a cantarit o cantitate de aproximativ 1 g de biomasa bacteriana
intr-o eprubeta sterild la care s-a adaugat 10 ml de apa de robinet fiarta §i racita, s-a
agitat suspensia timp de 30 minute dupa care s-a efectuat un sir de dilutii zecimale pana
la 10 tot in apa de robinet fiarti si ricita. Cate 1 ml din dilutie s-a inoculat pe mediul
solid Ashby, care apoi a fost pus la termostat de 20°C si s-a urmirit evolutia coloniilor
din 24 in 24 de ore. Dupa 3 zile de incubare au crescut 45 de colonii la ultima dilutie,
deci 1 g de biomasi continea 45 x 10'° celule bacteriene viabile.

Comparand activitdtile obfinute pentru tulpinile izolate, se poate sublinia ca
cele 3 specii izolate prezintd activitdfi similare in general, cu mici variatii intre ele. Ast-
fel, A.vinelandii prezintd activitatea maxima catalazica, 4.chroococcum are activitate
dehidrogenazica si fosfatazicd maxima, iar A. beijerinckii zctivitatea ureazica.

O altd directie in care s-a urmarit activitatea bacteriilor din genul Azorobacter
este aceea ca tulpinile izolate au fost expuse radiatiilor ultraviolete pe un interval de
timp diferit ( 10, 20, 30 si 60 minute).

Datele din Tabelul 7 arata ca, dupé 10’ de iradiere, se constatata o crestere sla-
bé a activitdtii dehidrogenazice, in schimb celelalte activitati tot au scazut. Dupa 20’ si
30’ de expunere la actiunea radiatiilor ultraviolete s-a observat o sciddere bruscd a
activitdfilor enzimatice. Culturile bacteriene expuse actiunii radiatiilor ultraviolete timp
de 60 minute nu au mai crescut §i nu au prezentat nici un fel de activitate.
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Tabelul 7

Modificarea activitatii enzimatice a tulpinilor de Azotobacter sub
actiunea radiatiilor UV

Activitatea A.chroococcum I A.vinelandii I A.beijerinckii
enzimatica Durata iradierii (minute)
0 10 20 | 30 0 10 20 30 0 10 20 | 30

Dehidroge | 1,412 | 1,51 | 1,32]0,34| 1,384 | 1,393 | 0,942 | 0,250 | 1,341 | 1,376 | 0,72 |0,100
Inazici
mg
formazan/
Ig biomasa)
Catalazicd |13,221] 12,241 | 8,92 [2,42| 18,18 | 15,32 | 7,92 | 2,31 7,46 | 543 |220]1,89

mg H,0,/
Iz biomas3)
[Fosfatazicd| 64,27 | 50,42 |21,10|7,64| 58,16 | 42,36 | 18,20 | 6,32 | 45,26 | 38,40 | 16,4 | 6,00

ug fenol/
biomas3)
[Ureazica 577 | 092 | 0,0 |10,0] 5321 | 3,12 | 3,12 0,0 | 6,068 | 512 |1,05] 0,0

mg N/
|g biomas3)

CoNcLuzn

1. Prin izolarea a trei specii de Azotobacter din principalele tipuri de sol din judetul
Satu Mare, putem afirma cd speciile cele mai frecvente sunt Azotobacter
chroococcum si Azotobacter vinelandii, care sunt raspandite din abundenta in cerno-
ziom §i in solul brun. Pe un singur tip de sol, si anume pe luvisolul albic, s-a reusit
izolarea lui A.beijerinckii,

2. In urma determindrii activititilor enzimatice ale tulpinilor izolate, se poate sublinia
cd ele prezintd activitdfi similare in general, cu mici variatii intre ele. Astfel,
A.vinelandii prezintad activitatea maxima catalazica, A.chroococcum are activitate
dehidrogenazica si fosfatazicd maxima, iar la A. beijerinckii activitatea ureazica.

3. Prin supunerea celulelor la actiunea radiatiilor UV pentru diferite intervale de timp,
se observd cd dupa 10 minute creste slab activitatea dehidrogenazica, dar apoi, cu
cresterea timpului de iradiere pana la 60 de minute, dispar complet toate activitatile
enzimatice.
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Evidentiation of three Azotobacter Species from Representative Soils of the
Satu Mare County
(Summary)

Three Azotobacter species were isolated and identified from the representative
agricultural and forest soils of the Satu Mare county. A.chroococcum and A.vinelandii
were more frequently encountered than was A.beijerinckii. Strains of the three Azoto-
bacter species exhibited each of the enzymatic activities determined (dehydrogenase,
catalase, phosphatase and urease) UV-irradiation of the Azotobacter cells led to
diminution or to disappearance of their enzymatic activities depending on the

irradiation time.
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