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SUMMARY

Contribution for developing apropiate methods to study the nitrogen
fixation by free organisms

Tests for acetylene reduction were made with several strains of nitrogen
fixing bacteria Azotobacter. The objective is prepearing methods for stu-
dying other possible nitrogen fixing strains isoleted the cruise ATLOR II.

INTRODUCCIO

Els darrers anys, les mesures de fixacié de nitrogen, adhuc en ecosis-
temes naturals, han rebut un gran estimul gracies a una colla de métodes
nous que hom recull en el quadre 1, juntament amb d’altres d’eficacia
dubtosa. Aixi, és molt dificil de controlar la manca total de nitrogen com-
binat en un medi de cultiu, i, per tant, el creixement d'una soca en un
medi que hom creu lliure de nitrogen pot representar només el desenvo-
lupament d’un metabolisme micronitrofil, com han demostrat Hirr i
POSTGATE °.

La nitrogenasa, 'enzim que fixa el nitrogen molecular, és molt versa-
til; ScHOLLHORN i BURRIS ® comprovaren que és capag de reduir un ampli
espectre de substrats. Es particularment interessant la reduccié de l'aceti-
l¢; aprofitant-ho, STEwART i coHab.?® posaren a punt un métode per a
quantificar la capacitat de fixaci6 de nitrogen. Nosaltres hem emprat aques-
ta técnica, amb unes soques d’Azotobacter isolades del sol pel doctor Vives,
del Departament de Microbiologia de la Universitat de Barcelona. Hom
creu interessant de discutir-ne alguns punts.
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QUADRE 1

PRINCIPALS TECNIQUES EMPRADES PER A L'ESTUDI DE LA FIXACIO
DE NITROGEN

a) MORFOLOGIQUES

a.1) Heterocists en les cianoficies (VALLESPINGS 1)
a.2) Increment de D.O. d'un cultiu sense nitrogen combinat inicial

b) INCREMENT DEL NITROGEN PARTICULAT/DISSOLT

¢) ESTUDI MANOMETRIC DE L'INTERCANVI DE GASOS QUE T¥ LLOC
DURANT LA FIXACIO (Coss i MYERS ?)

d) INCORPORACIO D'ISOTOP RADIOACTIU *N (CampBELL i coHab. ?)

¢) TECNIQUES ESPECTROMETRIQUES

e.1) Relacié6 N/Ar o bé “N/¥N (Fay i FocG %)
e.2) Incorporacié d'isotop estable **N (NEeess i colab. 7)

/) REDUCCIO DE L’ACETILE I CIANURS PER LA NITROGENASA
(STEWART i coHab. ?)

METODES

Hom fa créixer les soques en un medi sense nitrogen combinat i amb
manitol com a font de carb6. Conté tambe Fe, Ca, Mo i Mg a més de
fosfat (medi AM); el pH s’ajusta a 7,2 i la temperatura de creixement és
de go° C. Hom fa les lectures de les densitats optiques a fi d’obtenir un
control de la poblacié, amb un espectrofotometre i a 500 nm de longitud
d’ona. Hom fa la mesura del pH en continu durant el temps de I'experien-
cia. La quantificacié de I'activitat nitrogenasa és duta a terme en erlen-
meyers de go ml de capacitat, amb tap del tipus «d’antibioticn. Hom posa
una mica de greix de silicona al tap a fi d’aconseguir una bona estanquei-
tat. Si treballem amb un cultiu, n’hi ha prou amb 5 ml de mostra. Hem
comprovat que si la tensié d’acetil¢ és superior a 0,1 atm, no hi ha pérdua
en la capacitat de reduir-lo, encara que resti nitrogen en el recipient d'in-
cubacié6.

Injectem el volum precis d’acetile a fi que I'atmosfera final sigui més
o menys: 76 9, N,, 209, de O, i 39, de C,H,. Hom obté l'acetile a par-
tir de carbur de calci i és preparat immediatament abans; conté quanti-
tats variables pero molt petites d’etile i meta, detectables cromatografica-
ment, per la qual cosa cal fer un «blanc» abans de la incubacié de cada



CONTRIBUCIO AL DESENVOLUPAMENT DE TECNIQUES 89

mostra. La separacié de l'acetile i de l'etile és molt senzilla d’aconseguir
cromatograficament. Nosaltres emprarem un cromatdgraf amb detecci6
per flama d’hidrogen amb una columna de Porapak R i nitrogen de molta

(!

416 mn. +

294mn, + x 8

x 12800

PORAPAK R: 150m x & mm.
GAS PORTADOR: Np-FLUX  S5ml/m

TEMPERATURA COLUMNA: &0° C

F1G6. 1. — Hom pot veu-
re les condicions em-
prades per a la separa.
cié d'acetild i etild.
L'etilt tarda a ésser
detectat 2,04 minuts i
I’acetilé 4,16. La quan-
titat d’acetilé sempre
¢és comparativament
molt gran i per aixd
convé canviar l'atenua-
cié de l'enregistrador
(els numerets dels pics
fan referéncia a l'ate-

nuacié). Es possible de
condixer el volum d’eti-
1¢ produit injectant
quantitats conegudes i
mesurant 1"Area del pic
corresponent

~——injeccid

puresa com a gas portador. La temperatura de la columna fou de 40° C.
Hom pot veure a la fig. 1 les condicions de separacio.

El periode d’incubaci6 s'atura amb la injeccié d’1 ml d’acid fosforic
al 50 %,.

RESULTATS

Hi ha un punt que ens convé d’aclarir a causa de la confusi6 que hom
troba en la bibliografia: és el que es refereix al temps d’incubacié ade-
quat per a dur a terme el test de l'acetile. Alguns autors (SucaHARA i Ka-
war") empren temps molt curts —mitja hora o una hora—; per contra,
d’altres, fins i tot 48 hores (BreEzonik i HARPER'). Tanmateix no pot ésser
establerta una llei general, siné que depén del tipus de material. Nosal-
tres hem treballat en diverses soques d’4zotobacter (clarament diferencia-
bles per llur diferent capacitat de produir etil¢) i podem concloure que,
almenys durant les primeres dotze hores, la quantitat d’acetil¢ reduida al
llarg del temps s’ajusta prou bé a una recta (fig. 2). Aquest fet, d’altra ban-
da, ens déna confianga en el metode, perqué hem treballat amb soques de
capacitat fixadora, reconeguda per d’altres mitjans, i hem asegurat els re-

sultats obtinguts amb bacteris isolats en el curs de la campanya oceanogra-
fica ATLOR II (mar¢ 1973).
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Perd no convé d’allargar més el temps d’incubaci6: la cinética de la
reacci6 es pot ajustar a una equaci6 de les del tipus de Michaelis-Menten
(Harpy i collab. ¥), com podiem preveure. Temps massa llargs ens donaran
valors d’etilé relativament baixos.

A la fig. g ha estat representada la corba de creixement de la soca 20,
en el medi AM liquid i a 30° C, el pH del medi al llarg del temps i l'etile

L,H, _PRODUIT

g\}.tmo! Iml »

e =

F16. 2. — Aparicié d'etilé al llarg del temps. Hi ha diferdéncies

entre les soques d'dzotobacter (assenyalades amb els niims, 16,

18, 19 i 20). Hom pot veure que s’ajusta prou bé a una recta durant
les dotze primeres hores d’incubacié

produit. Hom troba el valor maxim durant les primeres fases del creixe-
ment logaritmic de la soca. Després, i coincidint amb la baixa del pH, €s
perdia la capacitat de reduir I'acetile i, per tant, de fixar nitrogen. D’acord
amb la bibliografia, hom no introdueix un error gaire gran si divideix
per 3 els mpM d’etile per tal de deduir-ne la quantitat de nitrogen fixat.

Discussié 1 CONCLUSIONS

Tot aixd ens porta a plantejar algunes preguntes per a tractar d’es-
brinar I'activitat fixadora dels bacteris en els ecosistemes, a més de confir-
mar que el metode de I'acetilé és una bona mesura indirecta per a copsar
els nivells d’actuaci6 del cicle del nitrogen en la natura. Hom troba els
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valors més elevats de fixaci6 en la fase logaritmica del creixement. Ho hem
trobat repetidament en d’altres espécies de bacteris i adhuc en llevats. Lla-
vors, cal pensar com porten a terme llur activitat en la natura. Es dificil
d'imaginar que siguin trobats en fase logaritmica de creixement, bé que,
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en sistemes amb forts fluxos de matéria i d’energia, hom pot suposar que
s'estableix una mena de quemostat (cas dels llocs d’aflorament a l'ocea).
Només per mitja de I'aplicacié de técniques adients hom pot arribar a
assolir informacié per a explicar les aparents paradoxes que establim en
extrapolar fets ben comprovats al laboratori. Perd aixd ens porta a una
problematica que s’aparta del proposit de la present comunicacio.
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