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IZUCAVANJE VOLUMENA BAKTERIJSKIH STANICA
NA PODRUCJU SREDNJEG JADRANA

CALCULATING THE VOLUME OF THE BACTERIAL
CELLS IN THE REGION OF MIDDLE ADRIATIC

Olivera Risti¢ i Slavko Sobot

Institut za oceanografiju i ribarstvo, Split
Poljoprivredni fakultet, Novi Sad

UVOD

Bakterije su u morskoj vodi daleko masovnije naseljene od drugih
mikrobnih predstavnika (plijesni, kvasaca, aktinomiceta itd.), pa se zbog toga,
vjerojatno, njihovu proucavanju u morskim ekosistemima i posveéuje veca
paznja. Svojom djelatnoSéu u procesu destrukcije organske materije, bakterije
su od posebnog znacaja za kruZenje materije, a osim toga njihova uloga u
trofickom lancu privlaéi znatnu paZnju, jer predstavljaju izvor hrane za
zooplanktonske i zoobentonske organizme.

Da bismo saznali koli¢inu bakterijskog naselja u moru, njegovu raspro-
slranjenost, dinamiku kolebanja populacije, produkeciju ili brzinu razmnoZa-
vanja, sluZzimo se kvantitativnim prikazivanjima dobivenih rezultata, bilo u
vidu broja kolonija, brojnosti bakterijskih stanica ili prikazujuéi vrijednosti
kao bakterijsku biomasu. Prikazivanje rezultata u teZinskim jedinicama je
prikladnije i svrsishodnije s obzirom na ostale komponente Zivog svijeta u
moru i na moguénost komparacije s njima, bilo da se radi o zooplanktonu
fitoplanktonu ili mikrobentosu.

Za izrafunavanje bakterijske biomase, tj. za prijelaz od njihova broja
na teZinu, potrebno je izvrSiti mjerenja veli¢ine bakterijskih stanica. Na osno-
vu dobivenih vrijednosti za pojedine morfoloSke grupe, po formulama za
prosta geometrijska tijela, izra¢unava se volumen bakterijskog tijela. Iz poda-
taka o ukupnom broju bakterijskih stanica u 1 ml vode, znajuéi prosjecne
volumene bakterija, mozZe se izraCunati biomasa u odredenom volumenu vode.
Za specifiénu teZinu ve¢ina autora uzima vrijednost 1,0 (Ivanov 1955,
Cviié 1963, Kuznjecov i Romanenko 1963, Rodina 1965, Zo-
Bell 1963), a Jorgenson (1966) smatra da taj faktor treba da bude 1,1.
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Kako je mjerenje veli¢ina bakterijskih stanica i proucavanje volumena
po morfoloskim grupama dugotrajan i teZak posao, vrlo se ¢éesto u mikro-
bioloskoj literaturi bakterijska biomasa izraZava brojéanim, a ne tezinskim
vrijednostima ili, kako navode Kuznjecov i Romanenko (1963), razni
autori uzimaju razli¢ite koeficijente Zbog toga je potrebno vrsiti opetovana
mjerenja na ispitivanim podruéjima, radi dobivanja S$to  to¢nijih podataka.

Ako se bakterijska biomasa prikazuje u vlaZnoj teZini, potrebno je mjeriti
zive stanice. Rodina (1965) navodi da je vrSila mjerenja Zivih stanica,
medutim Osnickaja (1954) iznosi da je mjerila stanice na membranskim
filtrima, tj. na fiksiranom materijalu. Veéina ostalih autora ne daje ove podat-
ke, pa je neizvjesno u kakvom su stanju kod njih mjerene veli¢ine stanica.

Cviié (1963) iznosi da je izvrSio mjerenja na stanicama kultiviranih
bakterija. Namece se pitanje mijenja li se u laboratorijskim uslovima veli¢ina
stanica pojedinih vrsta. Pored toga treba imati na umu da se samo mali posto-
tak od zastupljenih bakterija u morskoj sredini moZe dobiti metodama kul-
tiviranja. :

Svi su ovi momenti bili razlog da, radi odredivanja bakterijske biomase
u srednjem Jadranu, prethodno izvr§imo mjerenja bakterijskih stanica i izra-
¢unamo njihove volumene.

MATERIJALI I METODIKA

Uzorci morske vode su uzimani u toku ljetnog perioda sa 4 postaje: Ston-
tica, KaStelanski zaljev, a na profilu Ancona—Dugi otok sa dvije postaje
(putinska i obalna). Sve su probe uzimane za stupac vode od povrSine do
dna (vidi sliku 1.)

Budué¢i da smo htjeli saznati hoce li biti odstupanja u veli¢inama bakte-
rijskih stanica iz morske vode i kultiviranih bakterija iz iste sredine te hoce
li biti znacajnih razlika u volumenu nativnih i fiksiranih stanica, izvr§ili smo
mjerenja u svim ovim kombinacijama i izra¢unali njihov volumen. Osim toga
volumene kokoidalnih i dominantnih $tapi¢astih oblika izracunali smo iz arit-
metiCkih sredina dijametra, odnosno duZine i §irine stanica, a paralelno i iz
srednjih veli¢ina kubova, odnosno kvadrata ovih parametara.

Karta 1. Raspored postaja

Za mjerenje dimenzija fiksiranih bakterija iz morske vode koristili smo
se membranskim filterima No 2 (firme Sartorius — Gothingen). Filtri su pret-
hodno sterilizirani kuhanjem u destiliranoj vodi, a zatim je pod sterilnim
uvjetima profiltrirano za svaki uzorak po 50 ml morske vode. Po zavrSenoj
filtraciji filtri su fiksirani u pari formalina i suSeni asepti¢ki na zraku. Osu-
Seni filtri su bojani 5% eritrozinom 3 sata, odbojavani, suSeni na zraku, pro-
svjetljavani i mikroskopirani.

Iste filtre smo upotrebljavali i za dobivanje nativnih stanica iz morske
vode, pri ¢emu je filtrirana 1 lit. morske vode, zbog dobivanja veée koncen-
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tracije bakterijskih stanica. Filtracija je zaustavljena u momentu kada je u
lijevku ostalo 1—0,5 ml vode iz koje je uziman materijal za pravljenje
preparata.

Kod mjerenja stanica iz kultura nadinjena je suspenzija stanica u sterilnoj
tiziolo§koj otopini, a onda je postupak bio isti kao Sto je navedeno.

Bakterijske kulture su izabrane s istih podrucja, a obradeno je ukupno
10 razlic¢itih izolata (po 5 iz svake morfoloSke grupe). Ukupno je izmjereno
3800 stanica. Volumen bakterijskih stanica kokoidalnog oblika izraéunavan
je po formuli kugle, a volumen S$tapicastih po formuli valjka. Kao Sto smo
napomenuli, za svaki smo uzorak proratunavanje volumena vrsili na dva
naéina. Bilo da se dobivene vrijednosti dimenzija po aritmeti¢kim sredinama
uvrste u odgovarajuée formule ili su iskoriSéene srednje vrijednosti kubova
odnosno kvadrata dijametra, jer ima miSljenja (Rodina, 1965) da aritme-
ticke sredine dijametra koka, odnosno Sirine S§tapi¢a, daju umanjene vrijed-
nosti volumena. Rezultate mjerenja smo svodili na varijacione nizove. Za izra-
¢éunavanje prosjeka po intervalnim podacima iskoriSteni su prosjeci intervala.
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Sl. 1. Podrucdje istraZivanja



REZULTATI I DISKUSIJA

Podaci o volumenu bakterijskih stanica iz morske vode razli¢iti su.
Osnickaja (1954) je za Kaspijsko more dobila vrijednost od 0,3 w3,
Cviié (1963) za bakterije Jadranskog mora nalazi da je volumen jedne bak-
terijske stanice u prosjeku 0,25 u®, a ZoBell (1963) navodi da se volumen
za veéinu morskih bakterija kreée od 0,1 do 1,0 x?

Iz navedenih podataka je vidljivo da se pri mjerenju bakterijskih stanica
dobivaju razli¢iti rezultati, $to je sasvim razumljivo kad se radi o razli¢itim
ekolosko-geografskim uvjetima ispitivanih podruéja.

Prema dobivenim rezultatima kod nas, zapaZa se da su prosjetne vrijed-
nosti volumena u vetini slucajeva vete, ako su mjerene stanice kultiviranih
bakterija. Tako je prosjetan volumen S$tapicastih bakterija iz morske vode
(po aritmeti¢kim sredinama dimenzija) iznosio 0,74 u? dok je kod kultiviranih
bakterija iznosio 0,82 w3. Volumeni 3tapic¢astih bakterija (po srednjim vrijed-
nostima kvadrata Sirine) bili su pojednaki i iz morske vode i kultiviranih
bakterija (0,96, odnosno 0,94 u?®). Volumen kokoidalnih bakterija (po aritme-
ti¢kim sredinama) iz morske vode je iznosio 0,42 w3, a kultiviranih 0,79 u?
dok je za iste oblike bakterija (po srednjim vrijednostima kubova dijametara)
iz morske vode volumen iznosio 0,75 w3, a kultiviranih 0,95 u3. Poveéani volu-
meni kultiviranih bakterija su dobiveni i mjerenjem fiksiranih bakterija, samo
su te razlike bile znatno manje od razlika u nativnom stanju.

Tabela 1.

Bakterijski volumeni po aritmeti¢kim sredinama

. Volumen (mik?) Post. omj. vol.

Oblik Nativ. Fiksir. fiksir. stanica

Postaje stanica stanica stanica prema nativ.
Stapici 0,54 0,16 29,62
Stoncica koki - 0,26 0,12 46,15
Stapici 0,57 0,18 31,57
Ancona — Dugi otok (pucina) koki 0,42 0,13 30,95
Stapici 1,00 0,20 20,00
Ancona — Dugi otok (obalna) koki 0,62 0,16 25,80
Stapiéi 0,87 0,13 14,94
Kastelanski zaljev koki 0,38 0,08 21,05
Soj br. 4 (Stoncica) koki 0,99 0,19 19,19
Soj br. 38 (Stoncica) koki 0,64 0,33 51,56
Soj br. 40 (Stonéica) $tapiéi 0,65 0,17 26,15
Soj br. 47 (Stoncica) koki 0,99 0,14 14,14
Soj br. 73 (Anc.-D. o. pué.) Stapiéi 0,99 0,41 41,41
Soj br. 71 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,61 0,11 18,03
Soj. br. 78 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,91 0,13 14,28
Soj br. 9 (Kastel. z.) koki 0,69 0,22 -~ 31,88
Soj br. 23 (Kastel. z.) Stapiéi 0,96 0,14 14,58

Soj br. 56 (Kastel. z.) koki 0,68 © 0,06 8,82




Tabela 2.

Bakterijski volumeni po srednjoj veli¢ini kubova i kvadrata

Volumen (mik?) Post. omj. vol.

Oblik Nativ. Fiksir. fiksir. stanica

Postaje stanica stanica stanica prema nativ.
Stapici 0,78 0,23 29,48
Stoncica koki 0,65 0,24 36,92
Stapici 0,71 0,27 38,02
Ancona — Dugi otok (pucina) koki 0,64 0,23 35,93
Stapici 1,25 0,27 21,60
Ancona — Dugi otok (obalna) koki 0,86 0,27 31,39
Stapici 11 [ 0,24 21,42
Kastelanski zaljev koki 0,87 0,18 20,68
Soj. br. 4 (Stoncica) koki 1,19 0,28 32,52
Soj br. 38 (Stoncica) koki 0,88 0,42 47,72
Soj br. 40 (Stoncica) Stapici 0,80 0,20 25,00
Soj br. 47 (Stoncica) koki 132, 0,19 16,96
Soj br. 71 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,74 0,16 21,62
Soj br. 73 (Anc.-D. o. puc.) stapici 1,10 0,52 47,27
Soj br. 78 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,96 0,22 22,91
Soj br. 9 (Kastel. z) koki 0,81 0,32 39,50
Soj. br. 23 (Kastel. z.) Stapici 1,12 0,15 13,39
Soj br. 56 (Kastel. z.) koki 0,79 0,13 16,45

Tabela 3.
Bakterijski volumeni nativnih stanica
Volumen (mik3) Postot. omj. vol
Posred. po aritm. sred.
Oblik Po arit. vel. kvad. isred. veliC.
Postaje stanica sredinama ikubova kvadr.ikub.

Stapici 0,54 0,78 69,23
Stoncica koki 0,26 0,65 40,00

Stapici 0,57 0,71 80,28
Ancona — Dugi otok (rucina) koki 0,42 0,64 65,62

Stapici 1,00 1,25 80,00
Ancona — Dugi otok (obalna) koki 0,62 0,86 72,09

Stapiéi 0,87 1,12 77,67
Kastelanski zaljev koki 0,38 0,87 43,67
Soj br. 4 (Stoncica) koki 0,99 1,19 83,19
Soj br. 38 (Stoncica) koki 0,64 0,88 72,72
Soj br. 40 (Stoncica) Stapiéi 0,65 0,80 81,25
Soj br. 47 (Stoncica) koki 0,99 1,12 88,39
Soj br. 71 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,61 0,74 82,43
Soj br. 73 (Anc.-D. o. pud.) Stapici 0,99 1,10 90,00
Soj br. 78 (Anc.-D. o. ob.) Stapiéi 0,91 0,96 94,79
Soj br. 9 (Kastel. z.) koki 0,69 0,81 85,18
Soj br. 23 (Kastel. z.) Stapici 0,96 1,12 85,71

Soj br. 56 (Kastel. z.) koki 0,68 0,79 86,07
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Iz tabela 1. i 2. moZe se vidjeti da su volumeni fiksiranih stanica u svim
sluéajevima manji od volumena nativnih. Volumeni fiksiranih bakterija izno-
sili su 8,8—51,1% (tabela br. 1) ili 13,39—47,72% (tabela br. 2) od volumena
nativnih bakterijskih stanica. Smanjivanje volumena fiksiranog materijala je
sasvim prirodna posljedica suSenja bakterijskih stanica. Medutim, ovdje je
interesantno napomenuti da Lebedejeva i Kozlova (1969) nalaze da
se i poslije fiksiranja fermalinom vlaZna teZina nekih vrsta rodova Dap h-
nia, Ceriodaphnia i Euricerus mijenja i povetava za 30—40%.
Zbog odsustva zakonitosti u primjeni teZine ovih kladocera pri fiksiranju
formalinom, autori smatraju da je nuZno mjeriti Zive organizme.

Budué¢i da se za izraGunavanje biomase u vlaZnoj tezini kod bakterija
mogu mjeriti Zive stanice, to je, po naSem misljenju, za dobivanje egzaktnih
podataka potrebno mjeriti samo nativne stanice, jer fiksiran materijal ne
prikazuje ni vlaZnu, ni suhu teZinu.

Volumen bakterijskih stanica dobiven po aritmeti¢kim sredinama, bio je
u svim sluCajevima manji od volumena izratunatog po vrijednostima srednjih
veli¢cina kubova i kvadrata. Na tabeli br. 3. izraZen je procentni odnos tih
volumena.

Analizirajuéi podatke stani¢nih volumena bakterija iz morske vode s pu-
¢inskog i obalnog podruéja srednjeg Jadrana uocava se da su u obalnoj zoni
stanice veéih volumena (0,86—0,87 u3 za kokoidalne oblike i 1,12—1,25 w3 za
Stapicaste bakterije) od onih koje su zastupljene u puéinskoj zoni (koki 0,64—
—0,65 2, a Stapiéi 0,71—0,78 u3). Buduéi da se sinteza staniénog sadrzaja vrsi .
na racun autohtonog i alohtonog materijala, na ove razlike utjete veta koli-
¢ina alohtonog materijala u obalnoj zoni.

ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da je za dobivanje to¢nijih poda-
taka u proracunavanju bakterijske biomase potrebno vrsiti mjerenja nativnih
stanica. Vrijednosti volumena treba posebno izraZavati kao prosjetene volu-
mene kokoidalnih odnosno Stapi¢astih stanica, a ne kao prosje¢ne vrijednosti
bakterijskih stanica. U naSem slucaju prosjetan volumen koka iz morske vode
iznosio je 0,75 w3, a 3tapiéa 0,96 3. Uz to je i njihova brojéana zastupljenost
razli¢ita, pa je bez sumnje pogre$no zanemarivati ove parametre.

Izratunavanje izmjerenih dimenzija (dijametra i Sirine) za dobivanje sred-
njih vrijednosti svih izmjerenih stanica treba vr§iti statistickim metodama, jer
aritmeticke sredine daju umanjene vrijednosti.

Sude¢i po dobivenim rezultatima drugih autora, uvjetno uzimanje koefi-
cijenata smanjuje toénost dobivenih podataka, jer je veli¢ina bakterijskih
stanica promjenljiva i razli¢ita za razli¢ita podrucja.
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KRATAK SADRZAJ

U radu su izneseni rezultati izratunavanja volumena bakterijskih stanica
u vodama srednjeg Jadrana. Izracunavani su volumeni stanica u nativnom i
fiksiranom stanju direktno iz morske vode i nakon kultiviranja. Za kokoidalne
oblike upotrijebljena je formula za kuglu, a za S$tapicaste oblike formula za
valjak. Prosjeéni volumeni su izra¢unavani uvrStavanjem dobivenih vrijed-
nosti po aritmetiékim sredinama i po srednjim vrijednostima kubova odnosno
kvadrata dijametra.

Prosjetni volumeni bakterijskih stanica su veé¢i od kultiviranih sojeva
(iste morfoloske grupe) u odnosu na stanice dobivene direktno iz morske vode
(tabele 1. i 2). Ve¢i su volumeni dobiveni izra¢unavanjem po vrijednostima
srednjih veli¢ina kubova odnosno kvadrata dijametra od onih dobivenih po
aritmetickim sredinama (tabela 3).

Zbog prilitnog variranja prosjetnih volumena fiksiranih stanica nije mo-
guca upotreba nekog faktora za pretvaranje »suhog« volumena u mokri.

U ispitivanom podruéju prosjeéni volumen za kokoidalne oblike iznosi
0,75 1% a za Stapicaste 0,96 x°. Pri izralunavanju bakterijske biomase stoga
ireba obratiti paZnju brojcanoj zastupljenosti po morfoloSkim grupama. Iz
dobivenih rezultata je vidljivo da nije pogodna upotreba neke uvjetne vrijed-
nosti za volumen bakterijske stanice.

CALCULATING THE VOLUME OF THE BACTERIAL CELLS IN THE
REGION OF MIDDLE ADRIATIC

by
Olivera Ristié¢ and Slavko  Sobot

Institute of Oceanography and Fisheries, Split
Faculty of Agriculture, Novi Sad

SUMMARY

This work contains the results of the calculation of the volume of the bacterial
cell in the waters of the Middle Adriatic. The cell volumes in the native and fixed
conditions have been calculated directly from the sea water and after the cultivation.
For coccus form ball formula has been applied, and roller formula has been applied
for rod forms.

The average volumes are worked out by inserting the obtained values according
to arithmetic averages and against the average values of cubes respectively square
diameter.

The average volumes of bacterial cells are higher with the cultivate strains (the
same morphological group) in the relation to the cells obtained directly from the sea
water (table 1 and 2). The larger volumes are obtained by working oul in accordance
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with the values of average sizes of cubics respectively of the square diameter from
those obtained by arithmetic averages (table 3).

Owing to the considerable oscillation of the average volume of fixed cells it is
not possible to use a certain factor for converting »dry« volume into wet one.

In the examined region the average volume for cocci forms amounts to 0,75 u?,
and for rod forms 0,96 ud. During the calculation of bacterial biomass therefore the
attention has to be paid to the numeral participation per morphological groups.

It can be seen from the obtained results that it is not suitable to use some of
the condition values for the volume of bacterial cells.
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