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WPLYW POCHODNYCH 1,2,4,5-TETRAZYNY
NA WZROST BAKTERII GLEBOWYCH
ORAZ AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA W GLEBIE"

Streszczenie. W pracy badano wplyw pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny: 3,6-dihydrazynotetrazyny
(DHTz), 3,6-bis(3,5-dimetylopirazylo)1,2,4,5-dihydrotetrazyny (DMPDHT) oraz N,N’-bis(1,2.,4,5-
-tetrazyno-6-(3,5-dimetylopirazylo))hydrazyny (BDMPT) na wzrost wyizolowanych z gleby
szczepdw bakterii Gram-dodatniej i Gram-ujemnej (Bacillus halodurans 1 Pseudomonas stutzeri)
oraz na aktywno$¢ enzymatyczna fosfatazy kwasnej i dehydrogenazy w glebie. Najwigkszy efekt
toksyczny wobec wyizolowanych szczepdéw bakterii wykazywata 3,6-dihydrazynotetrazyna,
natomiast najmniejszy — 3,6-bis(3,5-dimetylopirazylo)1,2,4,5-dihydrotetrazyna. W oznaczeniach
aktywnosci fosfatazy kwasnej w glebie stwierdzono, ze najwigkszy wpltyw na aktywno$¢ enzyma-
tyczng miata 3,6-dihydrazynotetrazyna. Poczatkowo notowano nieznaczny wzrost aktywnosci
fosfatazy (przy stezeniu DHTz w mieszaninie reakcyjnej okoto 40 mg-1"), a nastepnie istotny
spadek — do poziomu okoto 2/3 pierwotnej aktywnos$ci w glebie, oznaczanej bez obecnosci
DHTz.

Slowa kluczowe: aktywnos$¢ enzymatyczna, bakterie glebowe, tetrazyny

Wstep

Zwiazki wysokoazotowe majg istotne znaczenie w produkcji pirotechnicznej (po-
duszki powietrzne, napinacze pasow bezpieczenstwa) oraz w produkcji nowoczesnych
materiatow wybuchowych. Mozliwos¢ biodegradacji niektorych zwigzkéw chemicz-
nych stosowanych jako materialty wybuchowe byta badana przede wszystkim na przy-

“Badania dofinansowane przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach grantu
nr O N204-000834.



2

Borkowski A., Szala M., 2010. Wptyw pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny na wzrost bakterii glebowych oraz aktywnos¢
enzymatyczng w glebie. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #70.

ktadzie 2.4,6-trinitrotoluenu (TNT), 1,3,5-trinitro-1,3,5-triazacykloheksanu (RDX),
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktanu (HMX), a takze 2,4,6,8,10,12-heksanitro-
-2,4,6,8,10,12-heksaazaizowurtzitanu (CL-20) (BHUSHAN i IN. 2002, FOURNIER i IN.
2002, CROCKER i IN. 2006). Zdolnos$¢ biodegradacji tych zwiazkéw stwierdzano u roz-
nych bakterii, zarowno w warunkach tlenowych, jak i $cisle beztlenowych, np. u bakte-
rii z rodzajow Pseudomonas, Clostridium 1 Desulfovibrio (BHUSHAN 1 IN. 2003, ZHAO
iIN. 2003).

Celem prezentowanych w tej pracy badan bylo oznaczenie toksycznosci wybranych
pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny w stosunku do wyizolowanych z gleby bakterii Gram-
-dodatniej i Gram-ujemnej (Bacillus halodurans 1 Pseudomonas stutzeri) oraz zbadanie
wplywu pochodnych tetrazyny na aktywno$¢ enzymatyczng w glebie. Gatunki nalezace
do rodzajow Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter oraz liczne promieniowce sa poda-
wane w literaturze jako potencjalnie uzyteczne w procesie bioremediacji $rodowisk
skazonych ksenobiotykami, w tym takze materiatami wybuchowymi (JAIN i IN. 2005).
Badane pochodne nie byty przedmiotem wielu studiéw mikrobiologicznych i enzyma-
tycznych, jedynie nieliczne prace wskazujg na mozliwe antybakteryjne wiasciwosci
zwigzkow zawierajacych pierscien tetrazynowy (KHAN i IN. 1992, PANDEY i IN. 2009).

Material i metody

Synteza pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny. W badaniach wykorzystano nast¢pujace
pochodne tetrazyny (rys. 1): 3,6-dihydrazynotetrazyne (DHTz), 3,6-bis(3,5-dimetylopi-
razylo)1,2,4,5-dihydrotetrazyng (DMPDHT) oraz N,N’-bis(1,2,4,5-tetrazyno-6-(3,5-
-dimetylopirazylo))hydrazyng (BDMPT). Badane pochodne zostaly zsyntetyzowane
zgodnie z danymi literaturowymi (MARCUS i REMANICK 1963, COBURN i IN. 1993,
CHAVEZ i IN. 2000). Struktura otrzymanych produktow zostata potwierdzona metoda
spektroskopii NMR 'H and "C (Bruker, DRX 500). Czysto$¢ zwigzkéw oznaczono
metoda HPLC (Shimadzu LC 20A). Rozpuszczalnos¢ badanych pochodnych w wodzie
jest rozna, jednak w zakresie stezen 0-100 mg-1"' zar6wno DHTz, jak i BDMPT sg sto-
sunkowo dobrze rozpuszczalne. DMPDHT jest zwigzkiem najtrudniej rozpuszczalnym,
ale w roztworze wodnym tatwo ulega utlenieniu do dobrze rozpuszczalnej 3,6-bis(3,5-
-dimetylopirazylo)1,2,4,5-tetrazyny (DMPT).

Mikroorganizmy i stosowane podloza. W pierwszym etapie prac wyizolowano ze-
spot bakterii glebowych na podlozu z glukoza o sktadzie: Na,HPO, 4,0 g, KH,PO,
3,5 g, NH,Cl1 0,1 g, MgSO, 0,1 g, CaCl, 0,1 g, CéH,04 - HO 5 g, woda destylowana
1000 ml, pH 6,8-7,0. Glebe ogrodowa (1 g) wprowadzano do 50 ml podtoza i inkubo-
wano przez 48 h w temperaturze 25°C w warunkach tlenowych. Nastgpnie 1 ml otrzy-
manej hodowli ponownie wprowadzano do 50 ml podtoza i inkubowano 24 h. Z tak
otrzymanej hodowli wyizolowano na plytkach z agarem odzywczym dwa szczepy bak-
terii: Bacillus halodurans i Pseudomonas stutzeri, ktorych identyfikacje przeprowadzo-
no metodami molekularnymi (16S rRNA). Bakterie te byly szczepami dominujacymi
w wyizolowanym z badanej gleby zespole mikrobiologicznym.

Oznaczenie toksycznosci badanych pochodnych tetrazyny. Test przeprowadzono
na ptlytkach z agarem odzywczym metoda studzienkowa. Do testu zastosowano wyizo-
lowane wczeéniej dwa szczepy bakterii glebowych, ktore wysiewano w postaci gestej
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Rys. 1. Struktura badanych pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny
Fig. 1. The chemical structure of investigated 1,2,4,5-tetrazine derivatives

hodowli w ilosci 100 pl na plytke. Nastgpnie w agarze wykonywano jalowo studzienki
o Srednicy 0,5 cm, po czym do studzieneck wprowadzano roztwor badanego zwigzku
o stezeniu 1 mg/ml w ilo$ci 200 pl do jednej studzienki. Gotowe ptytki pozostawiano na
1 h w temperaturze 4°C, a nastgpnie inkubowano w temperaturze 30°C przez 24 h. Po
inkubacji oznaczano strefy zahamowania wzrostu.

Oznaczenia fosfatazy kwasnej. Badania przeprowadzono w kolbkach o pojemnosci
100 ml w trzykrotnym powtdrzeniu. Do kolbek wprowadzano 0,5 g gleby ogrodowej
powietrznie suchej, 2 ml buforu octanowego o pH 5,3, 2 ml roztworu badanej pochod-
nej tetrazyny oraz 2 ml substratu — soli sodowej fosforanu nitrofenolu (PNP) do finalne-
go stezenia 0,625, 1,25, 2,5, 3,75, 5,0 mM PNP. Aktywno$¢ oznaczano przy réznych
stezeniach badanej pochodnej tetrazyny: 0 mg-1" (kontrola), 20 mg-1", 41 mg-1", 83
mg-1", 104 mg-1". Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 10 min, a nastep-
nie reakcj¢ przerywano, dodajac 40 ml wody, catos¢ filtrowano przez saczek, do prze-
saczu dodawano 0,5 ml roztworu 1M NaOH, dopetniano do 50 ml i oznaczano stezenie
nitrofenolu (NP) spektrofotometrycznie (Thermo Scientific).

Do wyznaczenia podstawowych parametrow charakteryzujacych aktywno$¢ enzy-
matyczng zastosowano model Michaelisa-Menten wedtug wzoru:
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_ Vmax : [S]
~ Km+[S]

gdzie:
Vinax — szybko$¢ maksymalna powstawania produktu — nitrofenolu (ug/min/g),

Km — stala Michaelisa,
[S] - stezenie substratu (PNP).

Oznaczenia dehydrogenazy w glebie. Oznaczenia przeprowadzono, opierajac si¢
na metodzie opisanej przez CASIDA i IN. (1964). Do probowek wprowadzano 2 g po-
wietrznie suchej gleby ogrodowej, nastgpnie dodawano okoto 50 mg CaCOj; i roztworu
badanej pochodnej tetrazyny (DHTz lub BDMPT) do finalnego st¢zenia 375 lub 750
mg-kg ' gleby, a nastepnie dodawano 0,5 ml roztworu trifenylotetrazolu (TTC) o steze-
niu 3%. Koncowa obj¢tos¢ roztworu inkubacyjnego wynosita 3,5 ml. Probowki zamy-
kano szczelnie korkiem i prowadzono inkubacj¢ w temperaturze 37°C przez 24 h. Wy-
niki przedstawiono jako ilo$¢ powstalego formazanu (TFC) na gram gleby w jednostce
czasu (ug'g’ W czasie 24 h). Oznaczeniem kontrolnym byt uktad, w ktérym zamiast
roztworu badanych zwigzkow zastosowano wode destylowang. Badanie wykonano
w trzykrotnym powtorzeniu.

Wyznaczenie dlugoS$ci trwania lagfazy w hodowli Bacillus halodurans w obec-
nosci badanych pochodnych tetrazyny. Do wyznaczenia wptywu pochodnych tetra-
zyny na dlugo$¢ trwania lag-fazy zastosowano hodowlg szczepu Bacillus halodurans.
Hodowle prowadzono w kolbkach o pojemnosci 100 ml w dwukrotnym powtdrzeniu.
Do opisanego wczesniej podloza z glukoza dodawano badanej pochodnej tetrazyny
w stezeniu: 10, 20, 40 i 100 mg-1". Inokulum (1 ml) stanowita 12-godzinna hodowla
szczepu Bacillus halodurans na tym samym podtozu. Uktadem kontrolnym byta ho-
dowla bez badanego zwiazku chemicznego. Inkubacje prowadzono w temperaturze
30°C przez 80 h. W tym czasie badano ggstos¢ optyczna (OD) hodowli w spektrofoto-
metrze przy dtugosci fali 550 nm. Z otrzymanych danych sporzadzono pétlogarytmicz-
ny wykres zalezno$ci wartosci OD od czasu hodowli. Poczatek prostoliniowego wzrostu
OD w czasie wyznaczat koniec trwania lagfazy w badanej hodowli.

Wyniki i dyskusja

Oznaczenie toksycznosci badanych pochodnych tetrazyny wobec wyizolowanych
szczepOw bakterii glebowych (tab. 1) wykazato, ze najwickszym efektem toksycznym
charakteryzowala si¢ dihydrazynotetrazyna (DHTz) wobec szczepu Pseudomonas stut-
zeri. Znacznie mniejszy efekt toksyczny wykazata BDMPT, natomiast w przypadku
DMPDHT nie wykazano zadnego efektu toksycznego. Duza toksyczno$s¢ DHTz mozna
tlhumaczy¢ obecnoscig dwoch grup hydrazynowych w czasteczce i najlepsza rozpusz-
czalno$cia w wodzie w stosunku do pozostalych dwéch zwiazkdéw. Hydrazyna jest
zwigzkiem silnie toksycznym i mutagennym, a takze wykazuje znaczng reaktywnos¢
chemiczng (PARODI i IN. 1981, ROGAN 1 IN. 1982, POSO i IN. 1995). Otrzymane wyniki
testu toksycznosci potwierdza eksperyment, w ktérym oznaczono dtugos$¢ trwania
lagfazy w hodowli Bacillus halodurans w obecnosci badanych substancji chemicznych
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Tabela 1. Oznaczenie toksyczno$ci badanych pochodnych tetrazyny wobec wyizolowanych
szczepOw bakterii glebowych

Table 1. The toxicity indication of investigated tetrazine derivatives to isolated strains of soil
bacteria

Strefy zahamowania (mm)

Zwiazek chemiczny

Bacillus halodurans

Pseudomonas stutzeri

DHTz 10 14
BDMPT 1-2 2
DMPDHT - -

(rys. 2). W badaniach tych wykazano, ze dodatek DHTz do hodowli w iloéci 10 mg-1"
powoduje wydtuzenie lagfazy do 20 h, natomiast stezenie 40 mg-1"' powoduje catkowite
zahamowanie wzrostu w hodowli ptynnej. Mniejszym wpltywem na wydtuzenie lagfazy
charakteryzowala si¢ pochodna BDMPT — dodanie tego zwigzku w ilosci 10 mg-1™"
powodowato wydtuzenie lagfazy mniej wiecej o 5 h. Prawie zupelnym brakiem wptywu
na kinetyke wzrostu bakterii w hodowli charakteryzowata si¢ DMPDHT oraz produkt
jej utleniania w roztworze wodnym — DMPT.

h y =250 1,16 @ DHTz
60 — R? =099 O BDMPT
5 O DMPDHT
40
30 y=0,31x+ 1,14

R?=0,94
20 — y =0,04x + 0,34

R?=0,90
10

T |
0 20 40 60 80 100 120
mg-I"*

Rys. 2. Dlugos¢ trwania lagfazy w zaleznosci od stgzenia badanych po-
chodnych tetrazyny w hodowli Bacillus halodurans

Fig. 2. The length of lag-phase depending on concentration of investi-
gated tetrazine derivatives in culture of Bacillus halodurans

Oznaczenia aktywnos$ci fosfatazy kwasnej w glebie w obecnosci DHTz przedsta-
wiono na rysunku 3 (3 a, 3 b, 3 ¢). W zakresie stezeh DHTz 20-40 mg-1"' mieszaniny
reakcyjnej nie zanotowano istotnych réznic w stosunku do uktadu kontrolnego. Szyb-
ko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej utrzymywala si¢ na poziomie 8 pg-min™-g”.
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Rys. 3. Oznaczenia enzymatyczne. Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w probkach gleby
w obecnosci DHTz (A, B, C) oraz aktywnos$¢ dehydrogenaz w glebie (D). A — uktad kon-
trolny — probki gleby bez DHTz, B — probka gleby z DHTz (20 mg-I™"), C — maksymalna
szybkos¢ powstawania produktu aktywnosci fosfatazy kwasnej w probkach gleby przy
roznym st¢zeniu DHTz; ciagla linig zaznaczono przebieg badanej zaleznosci wedtug mo-
delu Michaelisa-Menten; D — aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie w obecnosci DHTz
i BDMPT (375 i 750 mg-kg™). Zaznaczono odchylenia standardowe

Fig. 3. Enzymatic analyses. Activity of acid phosphatase in soil samples with DHTz (A,
B, C) and activity of dehydrogenases in soil (D). A — control — soil samples without DHTz,
B - soil sample with DHTz (20 mg-1"), C — maximal activity of acid phosphatase in soil
with a different concentration of DHTz; solid line marks the course of the investigated de-
pendance according to Michaelis-Menten model; D — activity of dehydrogenases in soil
with DHTz and BDMPT (375 and 750 mg-kg™"). Standard deviations have been marked

Zwigkszenie stezenia DHTz do 83 i 104 mg-1" powodowato znaczny spadek szybkosci
reakcji, do poziomu odpowiednio 6 i 5 pg-min™'-g"'. W przypadku aktywnosci fosfatazy
kwasnej w glebie w obecnosci BDMPT oraz DMPDHT nie zanotowano zmian w sto-
sunku do uktadu kontrolnego w zakresie badanych stezen. W prezentowanym uktadzie
eksperymentalnym zatem DHTz wykazata wlasciwosci zmniejszajace aktywnos¢ fosfa-
tazy kwasnej w glebie, w przeciwienstwie do BDMPT. Odwrotng zalezno$¢ stwierdzo-
no podczas oznaczania aktywnosci dehydrogenaz w glebie (rys. 3 d). W tym przypadku
BDMPT wykazywata znacznie wickszy efekt hamujacy w porownaniu z DHTz. Jest to
interesujagce w konteks$cie wczesniej prezentowanych wynikow, jednak przy interpreta-
¢ji otrzymanych danych trzeba mie¢ na uwadze takze role samej probki glebowej 1 jej
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wiasciwosci. Mozna przypuszczaé, ze o ile DHTz wykazuje znaczny efekt toksyczny
w czystych hodowlach szczepdw bakterii glebowych, o tyle w samej glebie juz nie musi
dochodzi¢ do tak silnych oddziatywan na mikroorganizmy i — co za tym idzie — na ak-
tywno$¢ dehydrogenaz. Moze by¢ to zwigzane z wickszg adsorpcja DHTz do czastek
glebowych, jak rowniez z wigksza nietrwatoscig tego zwiazku w glebie. Przeciwnie
BDMPT — z powodu np. stabszej adsorpcji do powierzchni czastek glebowych moze
silniej oddziatywa¢ na mikroorganizmy gleby i zmniejsza¢ w ten sposob aktywno$¢
dehydrogenaz. Proponowane tu wytlumaczenie tego efektu jest tylko teoretycznym
zatozeniem, brakuje bowiem literatury na temat adsorpcji badanych pochodnych tetra-
zyny do czastek glebowych i biomasy, a takze na temat ich stabilnosci w glebie. Znacz-
na cze$¢ dostepnych prac skupia si¢ na mozliwosciach biodegradacji zwiazkoéw nitro-
aromatycznych i innych bogatych w azot przez mikroorganizmy glebowe. Dla niekto-
rych zwiazkow nitroaminowych, takich jak RDX, HMX i CL-20, opracowano poten-
cjalne szlaki biodegradacji, jakim podlegaja one w warunkach laboratoryjnych (FOURNIER
i IN. 2002, CROCKER 1 IN. 2006). Biodegradacja zwigzkoéw nitroaromatycznych oraz moz-
liwos¢ bioremediacji Srodowisk nimi zanieczyszczonych zostata jeszcze lepiej zbadana
(SPAIN 1995, RODGERS i BUNCE 2001, SNELLINX i IN. 2002), jednak w dalszym ciagu
brakuje prac okreslajacych wptyw tego typu zwigzkéw na Srodowisko glebowe.

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze najwigksza toksycznoscia
w stosunku do dwoch wyizolowanych z gleby szczepow bakterii charakteryzowala sig
3,6-dihydrazynotetrazyna (DHTz), a znacznie mniejsza BDMPT. Wydtuzenie trwania
lagfazy w hodowli Bacillus halodurans w obecnosci DHTz potwierdza dodatkowo
antybakteryjny charakter tego zwigzku. Badania aktywnosci fosfatazy kwasnej w obec-
nos$ci pochodnych tetrazyny pokazaty, ze jedynie DHTz wykazuje hamujacy wplyw na
tempo reakcji katalizowanej przez ten enzym. Z kolei w badaniach nad aktywnoscia
dehydrogenaz w glebie stwierdzono, ze DHTz nie wykazuje znacznych efektow hamu-
jacych, w przeciwienstwie do BDMPT, co moze by¢ spowodowane rozng trwatoscia
tych zwiazkéw w glebie, jak i r6znym stopniem adsorpcji do czastek glebowych.
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INFLUENCE OF 1,2,4,5-TETRAZINE DERIVATIVES ON GROWTH
OF SOIL BACTERIA AND SOIL ENZYMATIC ACTIVITY

Summary. The paper presents the results of laboratory studies of the influence of tetrazine deriv-
atives on the growth of bacteria isolated from soil: Bacillus halodurans and Pseudomonas stutze-
ri. 3,6-Dihydrazinotetrazine (DHTz), 3,6-bis(3,5-dimethylpyrazol-1-yl)-dihydro-1,2,4,5-tetrazine
(DMPDHT) and N,N’-bis(1,2,4,5-tetrazine-6-(3,5-dimethylpirazylo))hydrazine (BDMPT) were
applied. 3,6-Dihydrazinotetrazine had the largest influence on the growth of isolated bacteria,
reflected in a significant lengthening of the lag-phase. This compound had also the largest toxicity
in relation to other investigated compounds. Acid phosphatase and dehydrogenase activity were
also determined in soil exposed to the tetrazine derivatives.

Key words: enzymatic activity, soil bacteria, tetrazines



9

Borkowski A., Szala M., 2010. Wptyw pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny na wzrost bakterii glebowych oraz aktywnos¢
enzymatyczng w glebie. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #70.

Adres do korespondencji — Correspondg'ng address:
Andrzej Borkowski, Katedra Ochrony Srodowiska i Zasobow Naturalnych, Uniwersytet Warszaw-
ski, ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa, Poland, e-mail: andrzejborkowski2@gmail.com

Zaakceptowano do druku — Accepted for print:
18.10.2010

Do cytowania — For citation:
Borkowski A., Szala M., 2010. Wplyw pochodnych 1,2,4,5-tetrazyny na wzrost bakterii glebowych
oraz aktywno$¢ enzymatyczng w glebie. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #70.



