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Influence of some Phosphorus and Carbon Compounds on Binding 
of Atmospheric Nitrogen by Azotobacter 

Jak wiadomo, azotobakter należy do tych mikroorganizmów, które mo- 
gą wykorzystywać różne związki jako źródła węgla. Może on rozwijać 
się na wielu cukrach prostych i złożonych, alkoholach, a nawet na związ- 
kach aromatycznych, takich jak benzoesan sodu (5, 11, 12, 26). 

Zdolność do korzystania przez azotobaktera z jakiegoś źródła węglo- 
wego jest, jak się wydaje, cechą związaną nie tylko z określonym ga- 
tunkiem, ale i szczepem. Na przykład badany przez Winogradskie- 
go jeden ze szczepów Azotobacter agile nie korzystał z mannitolu 
i kwasu benzoesowego. Inny natomiast szczep tego samego gatunku, któ- 
rym zajmował się Fiodorow, całkiem dobrze wykorzystał oba wy- 
mienione źródła węgla (19). Wiadomą jest rzeczą, że jedne źródła wę- 
gla są wykorzystywane szybciej, inne wolniej przez ten sam szczep azo- 
tobaktera (19). Może być i tak, że różne źródła węgla są wykorzysty- 
wane przez azotobaktera równocześnie w jednakowym stopniu (9). 

Oprócz obecności w podłożu hodowlanym odpowiednich dla azoto- 
baktera źródeł węgla, konieczna jest także obecność i innych związków. 
Na przykład wydzieliny korzeniowe niektórych roślin, zawierające róż- 
ne związki organiczne, mogą być w pewnych okolicznościach czynni- 
kiem stymulującym wzrost azotobaktera (4, 8, 14, 15, 18, 20, 21, 22, 28, 
24, 29, 30). Doniesiono także o stymulującym wpływie substancji hu- 
musowych na wiązanie azotu atmosferycznego przeż ten mikroorga- 
nizm (6). 
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Z doniesień niektórych autorów wynika, że dodatek do podłoży ho- 
dowlanych niektórych minerałów, jak np. montmorillonitu (17) lub żelu 
krzemionkowego (27), może mieć wpływ na rozwój azotobaktera. Mine- 
rały te wpływały w jakiś sposób albo na zwiększenie intensywności 
wiązania azotu atmosferycznego, albo przyczyniały się do lepszego wy- 
korzystania fosforu z różnych źródeł przez azotobaktera. 

Znaną jest rzeczą, że poza takimi pierwiastkami jak bor, molibden, 
mangan, żelazo i inne (1, 2, 5, 7, 10, 16, 19, 25), istotną rolę w rozwoju 
azotobaktera, a więc i w procesie wiązania wolnego azotu przez ten 
organizm, odgrywa fosfor. Przy braku wystarczającej ilości tego pier- 
wiastka w podłożu, działalność azotobaktera jest upośledzona lub ulega 
zahamowaniu. Wprawdzie nie wydaje się, aby fosfor uczestniczył bez- 
pośrednio w wiązaniu azotu atmosferycznego przez azotobaktera (5), na- 
leży jednak przypuszczać, że intensywność tego procesu jest ściśle zwią- 
zana z ilością dostępnego fosforu. Przeprowadzone w tym kierunku licz- 
ne próby sugerowałyby, że aktywność azotobaktera w wiązaniu wol- 
nego azotu była wyższa przy zwiększonych dawkach fosforu w porów- 
naniu z niższymi dawkami tego pierwiastka w podłożu hodowlanym (5, 
11, 28). 

Ziemięcka (28) badając wpływ niektórych mineralnych związków 
fosforu na intensywność wiązania wolnego azotu przez szczep Azotobac- 
ter chroococcum znalazła w tym względzie istotne różnice. Podobnie 
Duma-Bobyk (3), analizując wpływ niektórych źródeł fosforu 
w płyńnej pożywce na wiązanie azotu atmosferycznego, znalazła rów- 
nież wyraźne różnice. 

Celem niniejszej pracy było zbadanie, w jakim stopniu niektóre 
związki fosforu oraz węgla wpływają na intensywność wiązania azotu 
atmosferycznego przez szczepy 3 gatunków azotobaktera. 

MATERIAŁ I METODY 

W doświadczeniach użyto następujących szczepów: Azotobacter macrocytoge- 
nes, Azotobacter vinelandii i Azotobacter chroococcum. Szczepy te pochodziły z ko- 
lekcji laboratorium mikrobiologicznego w Delft (Holandia). 

Doświadczenia przeprowadzono na pożywkach stałych, agarowych (po 20 ml 
na płytkach Petriego), o składzie podanym przez Jensena (12). W miarę po- 
trzeby modyfikowano je, wprowadzając do nich różne związki fosforu lub węgla, 
jako jedyne źródła tych pierwiastków w pożywce. W przypadku stosowania róż- 
nych źródeł fosforu, źródłem węgla była zawsze glikoza w ilości 2%. Gdy zmie- 
niano źródła węgla, fosfor dodawano zawsze w postaci K,HPO, w ilości 0,05%. 

Źródłami fosforu w pożywkach doświadczalnych były: K,HPO;, Na,HPO%4, 
Ca;(PO;)», FePO,, gliceryno-fosforan sodu, gliceryno-fosforan wapnia, fityna, 

" nukleinian sodu i lecytyna. Wymienionych związków fosforowych dodawano do 
pożywek w przeliczeniu na 0,05% K+HPO4. 
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Jako źródeł węgla użyto w ilości 2%: glikozy, fruktozy, galaktozy, sorbozy, 
ramnozy, sacharozy, maltozy, laktozy, rafinozy, ksylozy, skrobi, etanolu, sprawdza- 
jąc uprzednio, czy szczepy azatobaktera są zdolne do korzystania z wymienionych 
związków jako jedynego źródła węgla w pożywce. 

Uzyskane w ten sposób pożywki, w których zmiennymi były źrćdła węgla 
i fosforu nazwano doświadczalnymi. Zarówno pożywki podstawowe, jak i doświad- 
czalne sterylizowano w autoklawie w temp. 1109C przez 10 min. 

Szczepy azotobaktera namnażano na skosach pożywki podstawowej (12). Po 
5 dniach hodowli w temp. 28?C spłukiwano wzrost bakterii przy pomocy 2,5 ml 
sterylnego płynu fizjologicznego. Przy pomocy komory Thoma obliczano liczbę ko- 
mórek azotobaktera w 1 ml zawiesiny, co pozwoliło wnieść na powierzchnię po- 
żywek doświadczalnych jednakowe inoculum bakterii. Zawiesinę azotobaktera roz- 
prowadzano równomiernie na powierzchni pożywki przy pomocy specjalnej ba- 
gietki szklanej. 

Hodowlę szczepów azotobaktera na pożywkach doświadczalnych prowadzono 
przez 10 dni w stałej temp. 28%C w 3 równoległych powtórzeniach dla każdego 
szczepu. 

Po skończonej hodowli określano azot w całej pożywce (wraz ze wzrostem bak- 
teryjnym) metodą Kjeldahla. Stosowano 6-krotne powtórzenie dla każdego szcze- 
pu. Stopnia wykorzystania cukru w pożywce nie oznaczano. 

WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

Wyniki prób, mających na celu wyjaśnienie wpływu niektórych mi- 
neralnych i organicznych związków fosforu w pożywce na wiązanie azo- 
tu atmosferycznego przez azotobaktera, wskazują, że przy użyciu od- 
miennych związków mineralnych fosforu, przebiegało ono z różną in- 
tensywnością (tab. 1). Najefektywniejszy okazał się szczep Azotobac- 
ter chroococeum przy obecności w pożywce fosforanu dwusodowego. 
Mniej azotu związał szczep Azotobacter vinelandii w obecności fosforanu 
dwupotasowego. Fosforan trójwapniowy był najmniej odpowiedni dla 
tych dwóch szczepów azotobaktera. Natomiast Azotobacter macrocyto- 
genes w warunkach przeprowadzonych doświadczeń wiązał stosunkowo 
dużo wolnego azotu właśnie przy dodaniu do pożywki fosforanu trój- 
wapniowego. Jednakże największe ilości związane azotu przez ten orga- 
nizm znaleziono w pożywce z fosforanem żelaza. Wynik ten potwierdza- 
ją wcześniejsze obserwacje niektórych autorów (3). 

Z organicznych źródeł fosforu w pożywce najlepszy okazał się gli- 
ceryno-fosforan wapnia dla szczepów Azotobacter vinelandi; i Azotobac- 
ter chroococcum. Fityna była natomiast nieco lepszym źródłem fosforu 
od gliceryno-fosforanu sodu i gliceryno-fosforanu wapnia w pożywce 
dla szczepu Azotobacter macrocytogenes. Użycie w pożywkach dla azo- 
tobaktera nukleinianu sodu lub lecytyny, z uwagi na obecność azotu 
w tych związkach, mija się z celem. 

Uzyskane w naszych doświadczeniach wyniki sugerowałyby, że sto- 
sowany powszechnie w pożywkach dla azotobaktera fosforan dwupota- 



Tab. 1. Wpływ niektórych źródeł fosforu w podłożu agarowym na wiązanie azotu atmosferycznego przez azotobaktera 
(związany N w mg na 1 g dodanego cukru) 

Influence of some sources of phosphorus in agar medium on the binding of atmospheric nitrogen by Azotobacter 
, (bound N in mg per 1 g of sugar added)  

 

 
          

ZUOd tra LO ru 

liceryno- | gliceryno- Azotobacter Ę i 
K,HPO; Na.HPO;4 Ca;(PO4)» | FePO4 fosforan fosforan fityna nukleinian lecytyna 

sodu wapnia sodu 

macrocytogenes 13,0 11,6 11,0 15,4 10,4 10,3 10,8 0,9 4,5 
vinelandii 14,3 13,3 6,8 12,3 13,3 14,0 9,0 0,8 nie badano 
chroococcum 14,8 15,6 9,1 12,8 10,8 12,9 11,2 0,6 4,5 

 
 

Tab. 2. Wpływ niektórych źródeł! węgla w podłożu agarowym na wiązanie azotu atmosferycznego przez azotobaktera 
(związany N w mg na 1 g dodanego związku energetycznego) 

Influence of some sources of carbon in agar medium on the binding of atmospheric nitrogen by Azotobacter 
(bcund N in mg per 1 g of energizing compound)  
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Żródła węgla 

Azotobacter a = 2 5 z ksyloza | glikoza SE galak frukto- | ram maltoza | laktoza sacha rafinoza | skrobia | etanol 
boza toza za noza roza 

macrocytogenes 3,27 8,90 3,40 10,62 | 12,40 6,77| 23,60 2,60 5,85 14,85 7,55 4,67 
vinelandii 3,05 16,10 | 12,72 12,37 | 14,05 | 14,90| 16,10 1,20 12,47 13,52 9,60 7,92 
chroococcum 3,40 14,50 4,05| 14,82 | 14,82 6,80 | 14,10 2,80 14,47 15,30 10,70 1,40 

| ou = 

887 
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sowy jest gorszym źródłem fosforu dla szczepu Azotobacter chroococcum 
niż fosforan dwusodowy. Należałoby to jednak jeszcze sprawdzić na 
większej liczbie szczepów, aby przekonać się, czy jest to cecha gatun- 
kowa, czy też szczepowa. 

W przypadku hodowli Azotobacter macrocytogenes, spośród wszyst- 
kich użytych w doświadczeniach związków fosforu, najlepszy okazał się 
fosforan żelazowy. Wykorzystanie przez szczep Azotobacter macrocyto- 
genes tego na ogół trudno dostępnego dla mikroorganizmów związku 
fosforu wiąże się, być może, ze zdolnością do wytwarzania kwasów orga- 
nicznych przez ten drobnoustrój. W tych też warunkach może także jon 
żelaza jest dostępniejszy dla tego organizmu, co z pewnością nie pozo- 
staje bez znaczenia przy wiązaniu azotu atmosferycznego. Wytwarzanie 
przez szczep Azotobacter macrocytogenes małych ilości kwasów orga- 
nicznych pomaga, być może, tej bakterii również w lepszym wykorzy- 
staniu Ca;(PO4)» w porównaniu z dwoma pozostałymi gatunkami azoto- 
baktera użytymi w doświadczeniach. 

Wyniki prób, w których obserwowano wpływ różnych związków 
energetycznych w pożywce na wiązanie azotu przez badany szczep azo- 
tobaktera wskazuje, że najodpowiedniejszym źródłem energii dla szcze- 
pu 4Azotobacter macrocytogenes była maltoza (tab. 2). Jest to zgodne 
z wcześniejszymi spostrzeżeniami Karwackiej (13). Dla szczepu 
Azotobacter vinelandii najlepszym źródłem węgla okazała się również 
maltoza oraz glikoza. Natomiast Azotobacter chroococcum najlepszy efekt 
w wiązaniu wolnego azotu osiągał przy obecności w pożywce rafinozy 
jako jedynego źródła energii. 

5. 
WNIOSKI OGÓLNE 

4 

1. Spośród użytych w doświadczeniach nieorganicznych związków 
fosforu fosforan żelazowy powodował najsilniejsze wiązanie azotu atmo- 
sferycznego przez Azotobacter macrocytogenes. Najlepszym źródłem P 
dla Azotobacter vinelandii był natomiast K.HPO;, a dla Azotobacter 
chroococcum — NaHPO;4. Fosforan trójwapniowy okazał się najgorszym 
źródłem fosforu mineralnego w pożywce dla wszystkich trzech bada- 
nych szczepów azotobaktera. 

2. Z organicznych związków fosforu fityna wywoływała najsilniej- 
sze wiązanie azotu atmosferycznego przez szczep Azotobacter macrocy- 
togenes. Natomiast szczepy Azotobacter vinelandii i Azotobacter chro- 
ococcum najsilniej wiązały azot z powietrza w obecności gliceryno-fos- 
foranu wapnia w pożywce. Nukleinian sodu lub lecytyna powodowały 
najniższe wiązanie wolnego azotu przez badane szczepy azotobaktera. 
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3. Najlepszymi źródłami węgla w pożywce była: maltoza — dla Azo- 
tobacter macrocytogenes, maltoza i glikoza — dla Azotobacter vinelandii 
i rafinoza dla Azotobacter chroococcum. 

4. W warunkach przeprowadzonych doświadczeń użyte źródła wę- 
gla i fosforu różnicowały ilość związanego wolnego azotu przez badane 
szczepy azotobaktera. 
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PE3IOME 

Ilenbro pa60Tbl ObiJIO yCTAaHOBJIEHME BJIMAHMA HEKOTODBIX MMHEpaJIb- 
HbIX M OpraHMYECKUX COCĄMHEHUA cboccdbopa u yrJiepoła Ha MHTEHCUB- 
HOCTŁ CBA3bIBAHMA CBOGOJĄHOTO a3OTa a3oTOGaKTepoM. IIpuMeHAJTUCb 
IUTaMMbi: Azotobacter macrocytogenes, Azotobacter vinelandii u Azoto- 
bacter chroococcum. 

B pe3yJlbTaTe MCCJIEHOBAHMA yCTAHOBJIEHO, UTO M3 BCEX HpMMEHEH- 
HbIX B SKCIIEpUMEHTe CPpOCCPOpHBIX coejquHeHui, FePO; CuJIBHee BCero 
BJIIMAJI HA CBA3bBIBAHME a3OTa Azotobacter macrocytogenes. Jl3 MuHe- 
paJIbHbIX COeJRUHEHNi cpoccpopa nia Azotobacter vinelandii cambiM Jry4- 
IIMM OKa3AJICA K+HPO;, a nia Azotobacter chroococcum — Na.HPOy. 

M3 opraHuieckux coejqjrHeHui cpoccpopa CpuTMH CMJIbHEE BCETO CTM- 
MyJlupyeT CBA3bIBaHMe ATMOC(PEPHOTO a3oTa A. macrocytogenes. Jlna 
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A. vinelandii u A. chroococcum caM5BIM JIYHLIMUM OKA3AJICA TJIMIEpOCDOC- 
CDOPHOKMCJIBIA KAJIbBLMA. 

M3 npuMeHeHHbIX B 9KCIIEDAMCHTe MCTOH4HMKOB yTJIepojł ą MAaJIbTO3A 
BJIMAJJA Ha CBA3bIBAHAE CBOOOJĄHOTO a3oTa A. macrocytogenes CcuJibHee 
BceTo. Tak żKke u NIA A. vinelandii MaJIbTO3a M TJIIOKO3A OBIIM HaMJryH- 
IIMMM MCTOHUHUKAMM SHepruu. B yCJIOBUAX HPOBOĄUMOTO SKCIEepUMEHTA 
A. chroococcum CcBA3aJ caMoe ÓOJIBIIIO2 KOJIMHAECTBO CBOÓOJĘHOTO a3OTA, 
Hpu 3TOM B IMTATEJILHOŃ CpeXe B KAUECTBE ENUHCTBEHHOTO MCTOUHUKA 
SHeprTHM IIpACyTCTBOBAJIA pacpUHO3a. 

SUMMARY 

The objective of the present work was to determine the influence 
exercised by some mineral and organic compounds of phosphorus and 
carbon on the intensity of binding free nitrogen by Azotobacter. The 
following strains were used: Azotobacter macrocytogenes, Azotobacter 
vinelandii and Azotobacter chroococcum. 

It was found out that out of all phosphorus compounds used for the 
experiment, FePO, had the strongest action on the binding of atmo- 
spheric nitrogen by Azotobacter macrocytogenes. Of the mineral phos- 
phorus compounds, KaHPO; proved the best in this respect for Azoto- 
bacter vinelandii, and Na.HPO; — for Azotobacter chroococcum. 

Of the organic phosphorus compounds, phytin had the most stimulat- 
ing influence on the binding of atmospheric nitrogen by A. macrocyto- 
genes. For A. vinelandii and A. chroococcum, calcium glycerophosphate 
proved the best. 

Of the sources of carbon used in this experiment, maltose influenced 
the binding of free nitrogen by A. macrocytogenes most strongly. Mal- 
tose, as well as glycose, were the best source of energy for A. vinelandii. 
Under the conditions of the present experiment, A. chroococcum bound 
the greatest amount of free nitrogen in the presence of rafinose as the 
only source of energy. 
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