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

Jak wiadomo, azotobakter nalezy do tych mikroorganizméw, ktére mo-
ga wykorzystywaé rézne zwigzki jako zrodla wegla. Moze on rozwijaé
sie na wielu cukrach prostych i zlozonych, alkoholach, a nawet na zwigz-
kach aromatycznych, takich jak benzoesan sodu (5, 11, 12, 26).

Zdolnosé do korzystania przez azotobaktera z jakiegos zrodla weglo-
wego jest, jak sie wydaje, cechg zwigzang nie tylko z okreslonym ga-
tunkiem, ale i szczepem. Na przyklad badany przez Winogradskie-
go jeden ze szczepOw Azotobacter agile nie korzystal z mannitolu
i kwasu benzoesowego. Inny natomiast szczep tego samego gatunku, kto-
rym zajmowal sie Fiodorow, calkiem dobrze wykorzystal oba wy-
mienione zZrodla wegla (19). Wiadomg jest rzecza, ze jedne zrdodla we-
gla sag wykorzystywane szybciej, inne wolniej przez ten sam szczep azo-
tobaktera (19). Moze by¢ i tak, ze rozne zrodla wegla sg wykorzysty-
wane przez azotobaktera réwnoczesnie w jednakowym stopniu (9).

Oproécz obecnosci w podlozu hodowlanym odpowiednich dla azoto-
baktera Zrodel wegla, konieczna jest takze obecnosé i innych zwigzkow.
Na przyklad wydzieliny korzeniowe niektérych roslin, zawierajace ro6z-
ne zwigzki organiczne, moga by¢ w pewnych okolicznosciach czynni-
kiem stymulujgcym wzrost azotobaktera (4, 8, 14, 15, 18 20, 21, 22, 23,
24, 29, 30). Doniesiono takze o stymulujagcym wplywie substancji hu-
musowych na wigzanie azotu atmosferycznego przez ten mikroorga-
nizm (6).



286 Adam Szember i Andrzej Wyczotkowski

Z doniesien niektérych autoré6w wynika, ze dodatek do podlozy ho-
dowlanych niektérych mineraléw, jak np. montmorillonitu (17) lub zelu
krzemionkowego (27), moze mie¢ wplyw na rozwoéj azotobaktera. Mine-
raly te wplywaly w jakis sposéb albo na zwigkszenie intensywnosci
wigzania azotu atmosferycznego, albo przyczynialy sie do lepszego wy-
korzystania fosforu z réznych Zrédel przez azotobaktera.

Znang jest rzecza, ze poza takimi pierwiastkami jak bor, molibden,
mangan, zelazo i inne (1, 2, 5, 7, 10, 16, 19, 25), istotng role w rozwoju
azotobaktera, a wiec i w procesie wiagzania wolnego azotu przez ten
organizm, odgrywa fosfor. Przy braku wystarczajacej ilosci tego pier-
wiastka w podlozu, dzialalnosé azotobaktera jest uposledzona lub ulega
zahamowaniu. Wprawdzie nie wydaje sie, aby fosfor uczestniczyl bez-
posrednio w wigzaniu azotu atmosferycznego przez azotobaktera (5), na-
lezy jednak przypuszczaé, ze intensywnos¢ tego procesu jest Scisle zwig-
zana z ilo$cig dostepnego fosforu. Przeprowadzone w tym kierunku licz-
ne proby sugerowalyby, ze aktywno$é azotobaktera w wigzaniu wol-
nego azotu byla wyzsza przy zwigkszonych dawkach fosforu w porow-
naniu z nizszymi dawkami tego pierwiastka w podlozu hodowlanym (5,
B128):

Ziemiecka (28) badajgc wplyw niektérych mineralnych zwigzkow
fosforu na intensywno$é¢ wigzania wolnego azotu przez szczep Azotobac-
ter chroococcum znalazta w tym wzgledzie istotne réznice. Podobnie
Duma-Bobyk (3), analizujac wplyw niektérych zrédet fosforu
w plynnej pozywce na wigzanie azotu atmosferycznego, znalazla row-
niez wyrazne roznice.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie, w jakim stopniu niektore
zwigzki fosforu oraz wegla wplywaja na intensywnos$¢ wigzania azotu
atmosferycznego przez szczepy 3 gatunkow azotobaktera.

MATERIAL I METODY

W doSwiadczeniach uzyto nastepujgcych szczepéw: Azotobacter macrocytoge-
nes, Azotobacter vinelandii i Azotobacter chroococcum. Szczepy te pochodzily z ko-
lekeji laboratorium mikrobiologicznego w Delft (Holandia).

Do§wiadczenia przeprowadzono na pozywkach stalych, agarowych (po 20 ml
na plytkach Petriego), o skladzie podanym przez Jensena (12). W miare po-
trzeby modyfikowano je, wprowadzajac do nich réine zwiazki fosforu lub wegla,
jako jedyne zrédia tych pierwiastkow w pozywce. W przypadku stosowania ré6z-
nych zrédet fosforu, zrédlem wegla byla zawsze glikoza w iloéci 2%. Gdy zmie-
niano zrédla wegla, fosfor dodawano zawsze w postaci K,HPO; w iloSci 0,05%.

Zrédtami fosforu w pozywkach doswiadczalnych byly: K,HPO,, Na,HPO,,
Ca,(PO,),, FePO,, gliceryno-fosforan sodu, gliceryno-fosforan wapnia, fityna,
nukleinian sodu i lecytyna. Wymienionych zwigzkéw fosforowych dodawano do
pozywek w przeliczeniu na 0,05% K,HPO,.
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Jako Zrédel wegla uzyto w ilosci 2%: glikozy, fruktozy, galaktozy, sorbozy,
ramnozy, sacharozy, maltozy, laktozy, rafinozy, ksylozy, skrobi, etanolu, sprawdza-
jac uprzednio, czy szczepy azatobaktera sa zdolne do korzystania z wymienionych
zwigzkéw jako jedynego zrédla wegla w pozywece.

Uzyskane w ten sposéb pozywki, w ktérych zmiennymi byly Zrédla wegla
i fosforu nazwano do§wiadczalnymi. Zaré6wno pozywki podstawowe, jak i doswiad-
czalne sterylizowano w autoklawie w temp. 110°C przez 10 min.

Szczepy azotobaktera namnazano na skosach pozywki podstawowej (12). Po
5 dniach hodowli w temp. 28°C splukiwano wzrost bakterii przy pomocy 2,5 ml
sterylnego plynu fizjologicznego. Przy pomocy komory Thoma obliczano liczbe ko-
mérek azotobaktera w 1 ml zawiesiny, co pozwolilo wnie$é na powierzchnie po-
zywek do$wiadczalnych jednakowe inoculum bakterii. Zawiesine azotobaktera roz-
prowadzano réwnomiernie na powierzchni pozywki przy pomocy specjalnej ba-
gietki szklanej.

Hodowle szczepéw azotobaktera na pozywkach doswiadczalnych prowadzono
przez 10 dni w stalej temp. 28°C w 3 réwnoleglych rowtérzeniach dla kazdego
szczepu,

Po skonczonej hodowli okreslano azot w calej pozywce (wraz ze wzrostem bak-
teryjnym) metodg Kjeldahla. Stosowano 6-kroine powtérzenie dla kazdego szcze-
pu. Stopnia wykorzystania cukru w pozywce nie oznaczano.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Wyniki préb, majacych na celu wyjasnienie wplywu niektérych mi-
neralnych i organicznych zwigzkéw fosforu w pozywce na wigzanie azo-
tu atmosferycznego przez azotobaktera, wskazujg, ze przy uzyciu od-
miennych zwigzkéw mineralnych fosforu, przebiegalo ono z rézng in-
tensywnoscig (tab. 1). Najefektywniejszy okazal sie szczep Azotobac-
ter chroococcum przy obecno$ci w pozywce fosforanu dwusodowego.
Mniej azotu zwigzal szczep Azotobacter vinelandii w obecnosci fosforanu
dwupotasowego. Fosforan tréjwapniowy byl najmniej odpowiedni dla
tych dwoch szczepéw azotobaktera. Natomiast Azotobacter macrocyto-
genes w warunkach przeprowadzonych do$wiadczen wiagzal stosunkowo
duzo wolnego azotu wlasnie przy dodaniu do pozywki fosforanu tréj-
wapniowego. Jednakze najwieksze ilosci zwigzane azotu przez ten orga-
nizm znaleziono w pozywce z fosforanem zelaza. Wynik ten potwierdza-
ja wezesniejsze obserwacje niektérych autoréw (3).

Z organicznych zrédel fosforu w pozywce najlepszy okazal sie gli-
ceryno-fosforan wapnia dla szczepéw Azotobacter vinelandii i Azotobac-
ter chroococcum. Fityna byla natomiast nieco lepszym zrédlem fosforu
od gliceryno-fosforanu sodu i gliceryno-fosforanu wapnia w pozywce
dla szczepu Azotobacter macrocytogenes. Uzycie w pozywkach dla azo-
tobaktera nukleinianu sodu lub lecytyny, z uwagi na obecnosé azotu
w tych zwigzkach, mija sie z celem.

Uzyskane w naszych do$wiadczeniach wyniki sugerowalyby, ze sto-
sowany powszechnie w pozywkach dla azotobaktera fosforan dwupota-



Tab. 1. Wplyw niektoérych zrédel fosforu w podiozu agarowym na wiazanie azotu atmosferycznego przez azotobaktera
(zwigzany 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)

& Zireosg ' a i f o st earcy
Azotobacter e B B . nukleinian
K,HPO, Na,HPO, Cay(PO,), | FePO, fosforan fosforan fityna 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.

(zwiazany N w mg na 1 g dodanego zwigzku 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)

Wplyw niektérych Zr6de! wegla w podlozu agarowym na wigzanie azotu atmosferycznego przez azotobaktera

Zr6dta wegla

Azotobacter L o - : -
ksyloza | glikoza SRk 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
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sowy jest gorszym zrodiem fosforu dla szczepu Azotobacter chroococcum
niz fosforan dwusodowy. Nalezaloby to jednak jeszcze sprawdzi¢ na
wiekszej liczbie szczepéw, aby przekonac¢ sig, czy jest to cecha gatun-
kowa, czy tez szczepowa.

W przypadku hodowli Azotobacter macrocytogenes, sposrod wszyst-
kich uzytych w doswiadczeniach zwigzkéow fosforu, najlepszy okazal sie
fosforan zelazowy. Wykorzystanie przez szczep Azotobacter macrocyto-
genes tego na og6l trudno dostepnego dla mikroorganizméw zwigzku
fosforu wigze sie, by¢ moze, ze zdolnoscig do wytwarzania kwaséw orga-
nicznych przez ten drobnoustréj. W tych tez warunkach moze takze jon
zelaza jest dostepniejszy dla tego organizmu, co z pewnoscig nie pozo-
staje bez znaczenia przy wigzaniu azotu atmosferycznego. Wytwarzanie
przez szczep Azotobacter macrocytogenes malych ilosci kwasow orga-
nicznych pomaga, by¢ moze, tej bakterii réwniez w lepszym wykorzy-
staniu Cay(PO4), w poréwnaniu z dwoma pozostalymi gatunkami azoto-
baktera uzytymi w doswiadczeniach.

Wyniki préb, w ktérych obserwowano wplyw roéznych zwigzkéw
energetycznych w pozywce na wigzanie azotu przez badany szczep azo-
tobaktera wskazuje, ze najodpowiedniejszym zroédlem energii dla szcze-
pu Azotobacter macrocytogenes byla maltoza (tab. 2). Jest to zgodne
z wczesniejszymi spostrzezeniami Karwackiej (13). Dla szczepu
Azotobacter vinelandii najlepszym zrodlem wegla okazala sie réwniez
maltoza oraz glikoza. Natomiast Azotobacter chroococcum najlepszy efekt
w wigzaniu wolnego azotu osiggal przy obecnosci w pozywce rafinozy
jako jedynego zrodla energii.

v
WNIOSKI OGOLNE
.

1. Sposréd uzytych w doswiadczeniach nieorganicznych zwigzkéow
fosforu fosforan zelazowy powodowal najsilniejsze wigzanie azotu atmo-
sferycznego przez Azotobacter macrocytogenes. Najlepszym zrodiem P
dla Azotobacter vinelandii byl natomiast K,HPO,, a dla Azotobacter
chroococcum — Na,HPO,. Fosforan tréjwapniowy okazal sie najgorszym
zrodlem fosforu mineralnego w pozywce dla wszystkich trzech bada-
nych szczepow azotobaktera.

2. Z organicznych zwigzkéow fosforu fityna wywolywala najsilniej-
sze wigzanie azotu atmosferycznego przez szczep Azotobacter macrocy-
togenes. Natomiast szczepy Azotobacter vinelandii i Azotobacter chro-
ococcum najsilniej wigzaly azot z powietrza w obecnosci gliceryno-fos-
foranu wapnia w pozywce. Nukleinian sodu lub lecytyna powodowaly
najnizsze wigzanie wolnego azotu przez badane szczepy azotobaktera.
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3. Najlepszymi zrédlami wegla w pozywce byla: maltoza — dla Azo-
tobacter macrocytogenes, maltoza i glikoza — dla Azotobacter vinelandii
i rafinoza dla Azotobacter chroococcum.

4. W warunkach przeprowadzonych doswiadczen uzyte zrédla we-
gla i fosforu réznicowaly ilos¢ zwigzanego wolnego azotu przez badane
szczepy azotobaktera.
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PE3IOME

Ienpio paboTbl OBLIO yCTAHOBJEHME BJMAHMA HEKOTOPHIX MMHEPAJb-
HBIX ¥ OpPraHMYeCKMX coeamHeHMit cocdopa m yraepojga Ha MHTEHCUB-
HOCTH CBA3BIBaHMA CBOOOAHOro aszora asorobakrepoMm. IIpmMmeHsich
mraMMbl: Azotobacter macrocytogenes, Azotobacter vinelandii m Azoto-
bacter chroococcum.

B pesyabrare mccaeI0BaHMIA YCTAHOBJEHO, YTO M3 BCEX INPMMEHEH-
HBIX B 9KcrepumeHTe (OCchOpHBIX coexamHenmir, FePO,; cuiabHee Bcero
BJIMAJ Ha cCBA3biBaHue asora Azotobacter macrocytogenes. VI3 muHe-
panbHBIX coeauHeHmit docdopa ana Azotobacter vinelandii cambIM Jyy-
umM okazainca K,HPO,, a ana Azotobacter chroococcum — Na,HPO,.

U3 oprannyeckux coeimHenuit docdopa puTMH CHIbHEE BCEro CTH-
MyJsmpyer cBA3biBaHMe armocdepHoro asora A. macrocytogenes. Jlna
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A. vinelandii u A. chroococcum caMbIM Jy4IUMM OKasaJjics ramuepodoc-
(POPHORMCIIBIN KaJIbILIVIA.

: VI3 npuMeHEHHBIX B 9KCIEPMMEHTE MCTOYHMKOB YIJIEPOAA MAaJbTOo3a
BIMAJIA Ha CBA3BIBaHMEe CcBOOOAHOrO aszora A. macrocytogenes cuibHee
Bcero. Taxk ke u gusa A. vinelandii ManbTO3a M TJIIOKO3a OBLIM HaWIy4-
MM MCTOYHMKAMM SHEpPruyu. B yCIOBMAX IPOBOAMMOIO 9KCIIEPUMEHTA
A. chroococcum cBsAzan camoe GOJIBIIIOS KOJMYECTBO CBODOLHOTO a30Ta,
IIp¥ 9TOM B IUTATEJBHOM Cpelie B KadecTBE EAMHCTBEHHOTO MCTOYHMKA
9HEepPIruy IIPUCYTCTBOBAJA paduHO3a.

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, K,HPO, 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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