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Jiri Starka:

Rozklad oxalatu piadnimi mikroorganismy

(Oddéleni obeené mikrobiologie, biologicka fakulta Karlovy university, Praha)

Do pudy piichazi kazdoroéné pomérné velké mnozstvi oxalata s rostlin-
nymi zbytky, ale nedochézi k jejich nahromadéni. Osudu oxalatt v pudé viak
byla dosud vénovana jen nepatrna pozornost. Rozpustné soli st'avelové kyse-
liny jsou zndmy svoji pomérné zna¢nou toxicitou pro vétSinu mikroorganismi
a proto jejich odbouravani bylo spiSe hledano v ¢isté chemickych procesech.

Tak na pf. Wehmer (1891) pozoroval, Ze roztoky oxalat jsou samo-
volné oxydovany za Géasti denniho svétla. K samovolné oxydaci muze dojit
i v pudé, kde dochézi nejdiive k vysrazeni Ca oxalitt a dile k jeho pomalému
rozkladu na CO,. Tato oxydace neni zpisobena 7adnymi specifickymi substan-
cemi, ani pH pudy zde nehraje rozhodujici Glohu. Kysliéniky kovu (Al, Fe,
Si, Ba, Ca, Cr, Cu, Pb, Mn, Zn) a ferroalumosilikity oxydaci podporuji.
I v okyselenych pidach (pH = 3,2 az 6,88) byly oxality za 15 dni rozloZzeny
z 60 az 80 %, podobné jako v pidach neutralnich. Oxydaéni proces neni pre-
rusen ani sterilisaci pidy (Puri, Rai a Kapur 1946).

Rozklad oxalatt v pidé vSak neni jen procesem anorganickym. Prvni
doklady o tdasti bakterii pfinesl Bassalik (1913), ktery mezi 90 bakte-
riemi a houbami isolovanymi z ptudy, z nichz t¥i dovedly aktivné §tépit Stave-
lany, nalezl bakterii s vyznaénymi oxalolytickymi vlastnostmi a nazval ji
Bacillus extorquens. Tato bakterie dovede vyuzit stavelanu jako jediného zdroje
uhliku a energie. Od dukladné studie Bassalikovy objevily se jen ojedinélé
zpravy o rozkladu oxalatd, avsak bez snahy nebo Gspéchu isolovat specifického
rozkladate. Jsou uvedeny v praci Bhatové a Barkerové (1948),
ktcti nalezli nového rozkladacée, pfibuzného Bassalikovu B. extorquens, a na-
zvali jej Vibrio oxaliticus. Jmenovani autoii stanovili charakteristiky tohoto
nového druhu a sledovali oxydaci oxalitu a formiitu jocho promytymi suspen-
semi. Janotovi (1950) se dokonce podafilo najit v pudé Bassalikovu
bakterii, kterou na zékladé jeji morfologické a biochemické charakteristiky
zafadil k rodu Pseudomonas (Pseudomonas extorquens Bassalik). Dalsiho nového
rozkladate isolovali Khambata a Bhat (1953) a Jayasuriya
(1954).

Schopnost asimilovat oxalaty je zna¢né rozsirena u hub, které za vhodnych
podminck je dovedou vytvatet predevdim z cukri a za jinych podminek opét
déle metabolisovat. Prvni zpravy jsou ve zminéné praci Wehmerové
(1891), dalsi doklady piinesli Bach a Fournier (1935), Chrzaszcz
a Zakomorny (1933) aj. a jsou prchlédnuty ve Fosterovas (1949)
monografii. Aktinomycety podle zjisténi Pridhamova a Gottlie-
bova (1948) oxality zpravidla nedovedou vyw it, raproti tomu nckteré
druhy  Proactinomyces jsou dobrymi rozklada¢i (Miiller 1950).
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Ukolem této price bylo ovéFit piitomnost bakterii Stépicich oxalaty
v nasich pudach a zrevidovat tuto vlastnost u mikroorganismi s tak vydatnou
prizpisobivosti jako jsou aktinomycety.

Isolace bakterii

Asi 1 g Gerstvé pidy byl roztiepan ve 100 ml tekutého BB media v baiice,
které byly inkubovany pii 28°. Za 24 hodin se projevil sice slaby, avSak patrny
rust (zakal). Soudasné alkalisace media naznaéovala nahromadovani alkalickych
kationtt uvolnénych asimilaci oxalati, jejichz bytek byl prokazatelny
titraéné N/10 KMnO, (tab. 1).

Tabulka 1
Puadni vzorek*) L. pasaz s s
"’ pH za 3 dni | pH za 3 dni
Zahradni listoyv 8,0 8,8
Zahradni listovka 7.6 8.5
S —| - .
Zahr { listov s raseli 7,4 8,1
Zahradni listovka s raselinou ‘ 7.4 8.3
S S | - e
- | 7,6 8,4
Raselina ‘ 7.6 8.3
*) Poc¢atectni pH BB media bylo 7.0.
BB medium (Bhat a Barker 1948)
COOH . COOK 0,1 ¢
(NH,),50, 0,06 ¢
K,HPO, 0,06 g
MgS0, . 7 H,0 0,01 ¢
FeSO, . 7 H,0O 0,002 g
CaS0, . 2 H,O 0,001 g

H,0 destil. do 100 ml pH = 17,0

7 nahromadovacich kultur po nékolikanasobném pieoékovani byly odko-
vany po nafedéni misky s BB agarem (na 100 ml BB media pfidano tésné pred
vylitim na misky 2 ml M/10 CaCl,, oddélené sterilisovaného). Kolonie oxalo-
lytickych bakterii vytvarely prihledné zony po odbourani stavelanu vépe-
natého, jemné rozptyleného v agaru. Isolaci na téze pudé ziskany &isté kultury
gramnegativnich drobnych kratkych tyéinek az vibrii, tvotici na BB agaru
drobné bezbarvé az bilé kolonie o priméru asi 1 mm za 48 hod. Podle kulti-
vadnich charakteristik (rist na masopeptonovém bujonu a BB agaru s kvas-
niénym extraktem) a morfologického obrazu podobajise Bhatem a Bar-
kerem (1948) popsanému Vibrio oxaliticus.

Isolace aktinomycet

Aktinomycety byly isolovany*) obvyklym zpisobem na McBeth-Sca-
lesové agaru a preotkovany na BB agar. Testovano bylo 16 kmeni aktino-
mycet, z nichZz 6 dovedlo rast na BB agaru a stépit oxalaty. Jejich charakte-
ristika na obou pudéach je uvedena v tabulce 2:

*) Isolaci provedli ochotné V. Matelova a J. Protiva.
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Tabulka 2

BS agar BB agar
Kmen ¢islo N . ) )
mycelium v}?%?é' I?‘gmezlvt mycelium v}:d;m. Plgme;{t
vfy v prosti. yfy v prosti.
Al bilé bilé hnédy bilé bilé 0
A2 sedé bilé 0 sedozelené bilé 0
A3 bilé bilé zlutozelené | bilé bilé 0
A4 hnédé sedé cerveny sedohnédy | Sedé cerveny
Ab Sedé sedé 0 gedé sedé 0
A6 gedé gedé 0 sedé Sedé ! 0
|

Asimilace §tavelové kyseliny

Isolované kultura oxalolytickych bakterii byla nao¢kovana do sklenéného
véalee obsahu 2000 ml, naplnéného 1000 ml tekuté BB pilidy a provzdusiovana
pres sintrovou desti¢ku pomoci vibraéniho motorku. Jako kontrola slouzila
stejné upravend avsak nenaockovani nadoba, provzdu$inovana tymz zptisobem.
Kultivaéni teplota byla 20° v rozptyleném dennim svétle. Ubytek oxalati
byl stanoven ve 20 ml vzorcich prevedenim na Ca- * stl, kterd po oddéleni
na sintrovém filtru byla rozpusténa ve 4/N H,S0, a za horka (80 az 90°) titro-

vana 0,1/N KMnO, (Tomicéek 1950).
Zatim co v kontrolni nddobé obsah &tavelanu za 5 dni poklesl oxydaci
vzdusnym kyslikem jen nepatrné a pH se od pocatku nezménilo, v naocko-

851
801
75 pH
"_,.-b--.......-..-@.............
pd o — ;
pH ml N/10 2 3 4 5 dni
KM n 04

Obr. 1. Ubytek oxalati ve vzdu$néné kultuie_bakterif. 0x

. kontrola

= ubytek oxalati v ml N/10 KMnO,
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vaném valci se jiz za 24 hodin objevil zakal a ubytek oxalati. Za 5 dni byla
priblizné jedna tietina oxalati odbourana a pH stouplo az na 8,3.

Obdobny pokus byl proveden s kmenem Actinomyces sp. A 3 rovnéz na
BB mndiu. O¢kovano bylo suspensi spor z Sikmého agaru (zkumavka 2 20 mm
na 1000 ml pudy). V kontrolnim nenaotkovaném vilci poklesl obsah oxalatii
za 9 dnis 1,7 na 1,45 ml spotf. N/10 KMnO, ve vzorku.

181

857

401

751

70 4 Y
pH ml ~/ro 2 4 6 8 10 dn
KMn04

Obr. 2. Ubytek oxalatu ve vzduinéné kultute aktinomycety — — — — — = pH

Aktinomyceta rostla pomérné dobfe na synthetické piudé bez rastovych
faktori a vytvarela kulitkovité mycelium. Ve srovnani s ristem na gluko-
sovém bujonu byla tvorba biomasy ovicm znaéné pomalejsi a slabsi. Byla li
pridina v palalclmm pokuse glukosa (0,1 9%), aby byl stimulovan pociteéni
rust, rozklad oxaldtii probihal vzh]edem k veétsimu mnozstvi asimilujicich
bunék v daném objemu rychleji. Podobny té¢inck mél i asparagin (0,01 %,).
Desetinasobné zvySeni obsahu oxalitt v mediu (na 1 %) mélo jasné brzdivy
vliv a aktinomyceta nerostla ani pity den kultivace.

Tabulka 3

. q 0 2. d
BB medium + zdroj dusiku den B : (lon

0,066 °, N - Tl s
(0,066 % N) pH N0 KMnO,|  pH | N0 KMnO, | sus. v mg

NH,CI 7,5 1,70 7.0 0,06 10,0
KNO, 7,5 1,70 8,5 0,1 5,8

Asparagin

1,70 8,5 0,22

s

20,4
Sterilni kontrola 7,5 1,70 7.6 1.42
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Pii kultivaci kmene A 3 za statickych podminek (500 ml baiky se 100 ml
media) na tekuté BB pidé se ukazal zdroj dusiku jako velmi vyznamny pro
intensitu rozkladu oxalata (tab. 3).

Nejlépe byly stavelany vyuzity na NH,Cl, nejméné na asparaginu, ackoli
zde byla podle oéekévani susina nejlepsi. Asparagin byl zéroven vyuzit jako
zdroj uhlfku a energie piednostné pied oxalaty.

Z4aveér

V zahradni pidé a v raseliné jsou hojné bakterie patiici velmi pravde-
podobné k druhu Vibrio oxaliticus a podileji se s dal§imi mikroby, pfedevsim
aktinomycetami, na odbourivani §tavelant, pokud se vyskytnou v pudé
s rostlinnymi zbytky nebo jako metabolity hub.

Isolované bakterie i aktinomycety dovedou vyuzit oxalatti rozpustnych
1 nerozpustnych ve vodé jako jediného zdroje encrgie a ubliku. V obou pripa-
dech je asimilace podstatné urychlena provzdustiovanim. Aktinomycety jsou
ziejmé velmi aktivnimi rozkladaédi oxalati. Z 16 testovanych kment Stépilo
oxalaty jako jediny zdroj C 6 kmenti. Vybrany kmen A 3 spoticboval za 5 dni
kultivace substrat ze €69, zatim co bakterie za stejnou dobu vyuzily pouze
40 %. Za 9 dni byl u aktinomycety veskery oxalit rozlozen, u bakterii i pii
delsi kultivaci se pohybovalo mnozstvi nevyuzitého oxalatu kolem 50 9.

Je mozno océekavat, ze v piudé se vyskytuji jesté dalsi mikroby schopné
stépit oxalaty a Ze jejich rozklad neni tedy zdaleka procesem vyluéné che-
mickym. Rozkladadi oxalatii nejsou zajimavi pouze s hlediska pidné mikro-
biologického. Oxalaty jsou pomérné chudym zdrojem energie a jejich meta-
bolismus je dosud nejasny. Uvazuje se o meziproduktu kyseliné mravendi,
vzniklé dekarboxylaci kyseliny stavelové. Lze odéckavat, ze dalsi studium
oxalolytickych bakterii prinese do této otizky, vyznamné nejen pro biochemii
mikrobt, nybrz i rostlin a Zivodichu, vice svétla.
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I1. Crapka

Pasxoacnne couxeii maseneBoii KNCIOTHI MUKPOOPTAHH3MAMH B 10YB6

B oropoauoii nouse u B Topde HAXOIMTCA MHOMeCTBO OAKTEPHIT, OTHOCAIMXCA, KaK
kamercs, k suay Vibrio oxaliticus. Baxrepuu sToro BUa npuanMMaior ydyactue ¢ ApYyramu
MUKPOGAMI, HIPEHIe BCETO ¢ AKTMHOMULCTAMI, B IIPoNecce pasilo:Kenust codeil manesenoii
KUCJIOTHL, HAXOQJAIINXCSA B ()OJILIHHH(‘TBC CJIydadeB B IIOYUBe ¢ OcTaTHRAaMI pél(,‘TCIIHﬂ WJM B BUJIE
MeTaboanToB rpibos.

IIzoampoBannbie JaKkrepin U AKTHHOMHIIETHL CIOCOOHBI MCIOJL30BATH PACTBOPUMLIC
I HEPACTBOPHUMBIE B BOJE COJN HABEJIeBOIl KHCIAOTE B KayecTBe eJIMHCTBEHHOTO MCTOYHMKA
SHepruM U yriaepoaa. B ofoux cayuanx appamus yekopser npouecce accumuasannn. Homkerest,
UTO AKTHHOMULETH HauboJee aKTUBIO PA3JIAraloT CoJIM 1aBeleBoil kuciaornl. Ws 16 mram-
MOB 6 1ITAMMOB ICIIOJIb30BAIN COJM 1ABEIeBOIl KICIOTH B KauecTBe MCTOYHNKA YIIepo/a.
HIramm Ne Ay pasiomna B rederne 5 aneii BupammBapna 669, cyberpara, MesILy TeM Kak
faxTepnu TOIbKO 409% Ba aro ke Bpems. Yepes 9 nneil AKTMHOMHIETEI pAcLeNNIM Bee
COJIN I11ABeJIeBoil KNCJI0THI, HO Gakrepnum W B TEUCHHUE IPOJLOIFKUTEIBHOT0 BHIPAITIMBAHNA
MCIOIb30BAII UX JNITL 0KoJI0 509%,.

MosKHO IPeINOIOKUTh, YTO B ToYBe HAXOAATCS elie M Apyrue MUKpoOBI, crocoOHbIe
PABIATATH COJM IHABCIEeBONH KHCIOTHI M MOKET ObITh, YTO NPOIECE PABIOKEHNA HE TOILKO
xuMnueckuii mpouece. Mukpofor, pasaarapoine coiu Niapesenoil KUeJI0TLl MHTEPECHB He
TOIBKO ¢ TOYKM 3peHMs MouBeHnoit MuKpoOuodorn. Colu 1aBelieBoil KMCTOTHI ABJISIOTCS
CPABHUTEIbHO € AHLIM HCTOUHNKOM DHEPTHIL U 10 CHX II0p UX MeTaGoJIusM He N3yUeH, OJ(HAKO
HPEIIOIArIeTCsT CYHIeCTBOBANNME MYypPABLUHONH KHCIOTHLI, BO3HMKINeil gexapboxcnisnueit
niapesenoil kuesgorsl. MoHO HAZEATLCS, YTO JajdbHeiilnee usyuenune meradoamsma Gakre-
puit, pacienIsmonuX coan aseaeBoii Kuciaorsl, 6osee 00BACHUT HTOT BOIIPOC, MHTCPECHDLIH
HE TOJBKO s OMOXUMIN MHEpPOGOB, HO M A OMOXNMHM PACTeHNI W KUBOTHLIX.

J. Starka:
Decomposition of Oxalates by Soil Microorganisms

In the garden soil and in the peat they are abundant bacteria belonging very probably
to the genus Vibrio oxaliticus. They participate with other microbes, first of all with actino-
mycetes, in the decomposition of oxalates coming in the soil with plants’ rests or as metabolites
of fungi ete.

Isolated bacteria and actinomycetes can use oxalates both dissolved or insolubles in water
.as sole source of energy and carbon. In both cases the assimilation is substantially enhanced
by aeration. The actinomycetes are evidently very active decomposers of oxalates. Of 16 strains
tested oxalates are splitted as sole source of carbon by 6 strains. Selected strain A3 used 66 9,
of substrate in five days of cultivation, whilst bacteria utilised only 40 9, in the same time. In
nine days oxalate was completely decomposed by the actinomycete, but the bacteria leaved
about 50 %, of oxalate even by longer cultivation unused.

It can be expected that in the soil they exist still more oxalate-splitting microbes. Thus
the decomposition of oxalates in the soil could not be considered as a solely chemical process.
The decomposers of oxalates are interesting not only from the standpoint of soil microbiology —
oxalates are comparatively a poor source of energy and their metabolism is known very incom-
pletely. It could be expected that the further study of oxalate-splitting bacteria will throw more
Jlight upon this question, important not only in the biochemistry of microbes, but also of plants
and animals,
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