O stymulujgcem dziataniu szlamu na
wigzanie azotu w wodach naturalnych.

La stimulation de la fixation de l'azote Iibre' dans les ..
bassins d'eaux naturels.
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W STEP.

W procesach obiegu materji w wodach naturalnych niewatpl-
wie jeden z najpowazniejszych czynnikéw stanow:a bakterjz, (12,
30, 33, 37). Na szczegdlna uwage zasluguje grupa bakteryj,
wiazacych wolny azot rozpuszczony w wodzie (13), dla innych
organizméw zupelnie niedostepny. Przez wytworzenie 1 wprowa-
dzenie zwiazkéw azotu do obiegu przyczyniaja si¢ one do utrzy-
mania réwnowagi azotowej w danym zblorniku wody, wyréwzu-
jac straty azotu, powstale na skutek dzialalnosci bakteryj deni-
tryfikacyjnych. W sprzyjajacych warunkach moga bakterje wia-
zace wolny azot, przyczynié sie nawet do wzbogacenia danego
zbiornika wody w znaczne ilosci azotu. Zw azany azot zuzywaja
na odbudowe swego biatka. Dopiero po ich $mierci, na skutek roz-
ktadu, azot ten staje sie dostepny dla innych organizméw.

Do grupy asymilantéw wolnego azotu nalezy zal'czyé prze-
dewszystkiem Azotobaktera (3), wiazacego azot w warunka-h
tlenowych oraz Clostridium Pasteurianum (9, 54), ktire waze
go w warunkach beztlenowych. Poza temi bakterjami w szeregu
prac wskazano, i1z réwniez niektére grzybki jak Aspergillus niger,
Penicillium glaucum, Cladosporium herbarum, Phoma radicis
Oxycocci, zdolne sa do wiazania wolnego azotu (48). Dane tz,
zdaje sie, wymagaja jednak dokladnego sprawdzenia, ze®vzg'edu
na najzupelniej sprzeczne wyniki, osiggane przez réznych autoréw
przy badaniu zdolnosci wiazania azotu u identycznych grzybkéw

(45, 46).
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Zagadnienie wiazania wolnego azotu przez niektore mizsze
gleny zostalo naogél rozstrzygnicte negatywnie (22, 26). Nie-
liczne dowody potwierdzajace nalezy raczej przypisal operowa-
niu materjalem, zanieczyszczonym przez bakterje, wigzace wolny
azot.

Rozpowszechnienie tych bakteryj w réznych miejscach mo-
rza Pélnocnego i oceanu Indyjskiego stwierdzii Keu tner.
(21). Benecke i Keutner (5) stwierdzli réwniez
obecnoéé tych bakteryj ma niektérych glonach morskich 1 orga-
nizmachh fitoplanktonu, zaréwno morskiego jak i stodkowodne-
go. Sklonilo ich to do wyrazenia przypuszczenia o istneniu sto-
sunku symbiotycznego pomiedzy glonami a powyzszem: bzkter a-
mi, przyczem glony, wzamian za dostarczonz bakterjom weg'o-
wodany, otrzymywalyby od nich zwiazki azotowe. Zagadnierie
to pozostaje dotad otwarte wobec braku odpowiednich danych
doéwiadczalnych (31), ktéreby powyzsze przypuszczenia po-
twierdzily!

Ostzitnio znaleziono réwniez Azolobaktera 1 Clostridium w je-
ziorze Genewskiem (36) 1 w ile morza Kaspijskiego (25, 34).

Blizsze badania nad warunkami rozwoju tych baktery; w wo-
dach slodkich przedsiewzigto ma stacji w Wielenbach (12),
w zwiazku z doswiadczeniami nad nawozeniem stawéw rybnych
(17, 29, 53, 55). Z osiagnietych dotad rezultatéw wynka, i1z
przy obecnoéci celulozy oraz zastosowaniu bezazotowych nawo-
z6w mineralnych, zwlaszcza zwiazkéw fosforu, bakterje wiazace
azot wolny rozwijaja sie intensywnie, zwiekszajac tem *zapasy
azotu (12). ‘

Zadaniem niniejszej pracy bylo badanie poréwnawcze pro-
cesu wigzania wolnego azotu w warunkach tlenowych i beztleno-
wych oraz stwierdzenie jaki wplyw na jego przeb'eg wywiera
szlam, bedacy podlozem proceséw mikrobiologicznych w wodach
naturalnych.

BADANIA WSTEPNE.

Prébki  szlamu wydobywano aparatem Apsteina,
{(Nr. 65 katalogu 7-go f-my W. Schweder, Kiel (—) 50), prze-
noszono do pracowni w zamknietych stojach (,,Weck), i n'e-
zwlocznie szczepiono szlamem plynne pozywki bezazotowe, roz-
lewajac jednoczeénie szalki z agarem bezazotowym. Pozywka

bezazotowa skladala sie z 29, mamnitu, 0.02%, K,HPO,,
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0.01, 0304. 00]% CaHPO4, agaru dodawano 15%
Pozatem rozmieszczano réwniez szlam w szalkach Petriego
lub w wiekszych stojach, dodajac nieco mannitu. Zwykle w pierw-
szych kilku dniach przetrzymywano kultury w termostacie przy
temperaturze 26"; pdzniej za$§ po dostatecznem rozwinigclu s.g
bakteryj — w temperaturze pokojowe;.

W kulturach surowych, szczepionych szlamem torfowym,
(ze zbiornikéw wody stojacej w Drewnicy), spostrzezono tylko
obecnoéé Azotobaktera. Bardzo obficie rozwijal si¢ Azotobakter
w kulturach, szczepionych odwirowanym planktonem z tychze
zbiornikéw wody. Obecnosci Clostridium zaréwno przy hodowli
w warunkach tlenowych, jakotez beztlenowych, nie stw:erdzono.

W szlamie, zawierajacym znaczna ilo$é skladnikéw orga-
nicznych, (z fosy Czerniakowskiej), obficie wystgpowalo Clostri-
dium, natomiast znacznie stabiej — Azotobakter.

Obecnoéé¢ zaréwno Azotobakiera jak i Closiridium, na gle-
bokosciach 1, 2, 1 4 m., stwierdzono w szlamie ze znaczng prze-
waga skfadnikéw mineralnych (z jeziorka Czerniakowskiego —
19). W kulturach, szczepionych odwirowanym planktonem z te-
goz jeziora, rozwingl sie obficie Azotobakter. W kulturach tych
nie zauwazono Clostridium, nawet przy hodowli w warunkach bez-
tlenowych. Z. powyiszego szlamu wyizolowano nastepnie czyst=
- kultury Azotobaktera i Clostridium.

Oprocz Azotobaktera i Clostridium pojawialy sie czestokroé

na pozywkach bezazotowych i mne bakterje, grzybki, czasem «-
nice. Jednakze, przy dalszei hodowli na pozywkach bezazoto-
wych lub prébie izolowania, organizmy te albo wecale nie rozw'-
jaly sie lub tez nieznacznie.

DOSWIADCZENIA ILOSCIOWE.

Szlam do doswiadczen ilosciowych pobierano tylko z je-
ziora Czemiakowskiego z g%gba‘koéci 5 m; do wszystkidl doéwiad-
czefh mniej wu;cej z tego samego miejsca, (w srodku jeziora kolo
mostu) .

Barwa szlamu byla ciemno-oliwkowa. Posiadal on charak-
terystyczny zapach; odrazajacego zapachu zgnilizny lub tez
amonjaku nie stwierdzono. Odczyn wody wycisniete] ze szlamu
byl alkaliczny, pH==8,0. W pracowni szlam przesiewano przez
mosiezne sitko o gestoéci oczek 0,5 mm., celem usuniecia musze-
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lek, kamyczkéw i t. p. Zawartos¢ wody w szlamie po przesaniu
przez sitko wahata sie od 58%, do 66%,. W szlamie przewazaly
skladniki mineralne. Zawartos¢ substancyj organicznych w su-
chym szlamie wynosila 5%, do 7%. Zawartos¢ azotu — od
013 do 0.17%-

Przy prébie oznaczenia ilosci bakteryj znalezicno, 1z na
jednakowych pozywkach agarowych bezazotowych, z jednakowe;j
tlosci szczepionego szlamu, wyrosto wiecej kolonij w warunkach
beztlenowych miz w warunkach tlenowych. Z dawki 0.02 g.
$wiezego szlamu wyrosto, po 5-u dniach przy temperaturze 269,
w warunkach tlenowych 818, a w beztlenowych 1123 kolonij.

Stosowano pozywke plynna na wodzie wodociagowsj lub de-
stylowanej ze szkla, zawierajaca 1,89, glukozy, 0.05%, K, HPO,
z dodatkiem poczatkowo 0.5%, CaCO, péiniej 19, CaCO,.
Odczyn pozywki byl stabo alkaliczny pH < 8.

Doswiadczenia przeprowadzano w kolbach litrowych ze
szkla ,,Pyrex”, zawierajacych po 200 cm® powyzsze] pozywki.
Stosowano steryhizacje trzykrotna po 20 minut w parze 100°.
Kolby przeznaczone dla hodowli w warunkach tlenowych zamy-
kano korkami z waty. Doswiadczenia w warunkach beztleno-
wych nastawiano w kolbach, zamknietych korkam! gumowemu.
Przez kazdy korek gumowy przeprowadzono dwie rurki szk'ane
zgiete pod katem prostym. Wszystkie kolby danej ser)i dosw’ad-
czen taczono ze soba szeregowo, mozliwie krétko, przy pomocy
grubosciennych rurek gumowych. Réwnolegle kolby poszczegdl-
nych doswiadczen oddzielone byly od kolb innych doiwiadczen
filtrami kulkowemi z wata. Korki gumowe, rurki lacznikowe
1 filtry z wata sterylizowano. Po zaszczepieniu zestawiano razem
wszystkie kolby, wlaczajac réwniez do ukladu manometr rtecio-
wy, tak skonstruowany, iz jednoczesnie sluzyl za wentyl, przez
ktéry nadmiar gazéw, wytworzonych przy fermentacji, mogl swo-
bodnie uchodzi¢; stad ciénienie wewnatrz kolb bylo zawsze rowne
ciénieniu atmosferycznemu.

Po szczelnem zamknieciu kolb i zalaniu korkéw 1 potaczen
parafing, wypompowywano trzykrotnie powietrze, wypelnia'ac
kazdorazowo kolby azotem z butli. Dla pochloniecia zanie-
czyszczen tlenem przeplékiwano azot w trzech ptéczkach z pyro-
gallolem. W odstepach 4-dniowych zmieniano gaz w kolbach.
Doswiadczenia nastawiano w pokoju, termostacie lub tez w po-
mieszczeniu, w ktérem przez 12 godzin utrzymywano temperature
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okoto 359; w nastepnych godzinach temperatura wyréwnywata
sie Z temperaturg poko]vowq

W pierwszej serji do$wiadczen nastawiono pojedyncze kol-
by; w nastepnych serjach zawsze potréjna ilos¢ kolb dla kazdego
doéwiadczenia, rzadzie] podwoéjna. Nastawiano réwniez odpe-
wiednio kolby kontrolne, niezaszczepione — zawsze w podwds-
nej iloci.

Czas doéwiadczen wynosit zawsze 21 dni, poczem kolby
zalewano 25 cm? stezonego H,SO,, zawartoé¢ spalano 1 ozna-
czano azot metoda Kjeldahla. Otrzymane wynki netto, po cdje-
ciu azotu kontrol, zestawiono w odpowiednie tabele.

Serja L

Szeié kolb, zamera}qcych po. 200 cm?3 pozywk: (0.5%,
CaCO,) zaszczepiono kolejno $wiezym wilgotnym szlzmem,
w ilosei 1—0.2 — 0.02 — 0.01 — 0.001 — 0.00019%,. Ilosci
szlamu, poczynajac od 0.019, dodawano, pipetujac odpowiedia
loéé silnie sklécone; zawiesiny szlamu w wodzie sterylizowane;j.
Réwnolegle nastawiono taka sama ilos¢ kolb w warunkach bez-
tlenowych, szczepiac je w ten sam sposéb. Kolby trzymano w po
koju, w ktérym temperatura w przeciagu 21 dni wahata si¢ w gra-
nicach 19¢ — 230,

W pierwszym tygodmiu,, na 3-ci dzien od szczepiema
zmetnialy kultury tlenowe, szczepione dawkami szlamu wiekszem:
od 0.02%,. W réwnoleglych kulturach beztlenowych zmstnien'e
nastapifo z poczatkiem drugiego tygodma. W drugim tygodmiu
rozpoczelo sie obfite wydzielanie gazéw w obu doéwiadczeniach.
W doswiadczeniu tlenowem na powierzchni pozywek utworzyl sie
kozuch, poczatkowo barwy bialej, pozme] z6tto-brazowej. Wy-
tworzony kozuch byl tem grubszy im wu;kszq dawka szlamu
szczepiono. Zanik kredy byl stosunkowo nieznaczny. W do-
$wiadczeniu beztlenowem wydzielanie sie gazéw bylo tem obfitsze,
m wieksza stosowano dawke szlamu. Mozna bylo odréinié za-
pach kwasu mastlowego. Po 21 dniach w doswiadczeniu beztle-
nowem kreda znikla zupelnie w kulturach z dawka szlamu 1%,
lub 0,29, zas w pozostalych kolbach zniklo okoto 509/ do 759
dodane; kredy. Odczyn pozywek pozbawionych kredy by!
kwasny, pozostalych za$ obojetny. Tworzenia si¢ kozucha na po-
wierzchni kultur nie zauwazono, natomiast w plynie zwieszaly sie
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bialawe obloczki, a na sciankach kolb rozpostarl sie nalot tej sa-
me] barwy. W kulturach z dawka szlamu 0.01 — 0.001 —
0.00019/ szlamu wytworzy! s¢ bardzo staby nalot.

Przy badaniu mikroskopowem znajdywano w kulturach tle-
nowych obficie wystepujacego Azotobakiera i Clostridium, zas
w beztlenowych — samo Clostridium. Oczywiscie, ze w jednych
i drugich kulturach ponadto jeszcze liczne pateczki 1 spirille.

TABELA I,
Kultury surowe: 21 dni — jours
Cultures impures Tmp. 19" — 23°C
%
szlamu

szczepionego

Encemencées
avec % limon

tlenowe beztlenowe
aérobies anaérobies

|| mg N — netto

gain net en Az
1 2 .02 5.34
01 11.20 £.63
0.02 8.86 1717
001 551 704
0.001 5.38 4.35
0.0001 1.22 4.14

Rozwazajac dane doswiadczenia tlenowego widzimy, ze ilosé
zwiazanego azotu jest tem wigksza im wigksza dawka szlamu
szczepiono. Natomiast w warunkach beztlenowych maximum wia-
zania azotu przypada na dawki 0.02 i 0.019,. Zastanawiajace
byly, az tak znaczne réznice w wiazaniu azotu, w warunkach tle-
nowych, przy dawkach np. 19/ i chociazby 0.019,. W przeciagu
21 dni doéwiadczenia réznice nie powinne byé tak jaskrawe.

Prowadzenie doéwiadczenia pojedyncza iloscia kolb pozwa-
lalo przypuszczaé, ze wyniki dla doswiadczen’a beztlenowegs no-
sza cechy przypadkowosci. Nasunela sie my$l, czy tez sam szlam
niezaleznie od zawartych w nim bakteryj nie oddziatywuje w jaki-
badZ sposéb na skomplikowany proces wiazania azotu w kultu-
rach surowych.. Nalezalo bakterjom daé jednakowe pod tym
wzgledem warunki.
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Serja IL

W serji tej powtérzono przedewszystkiem doswiadczenia serji
poprzedniej (Tabl. II — 2, 4). Réwnoczesnie nastawiono zmo-
dyfikowane doéwiadczenie, w ktérem dodano do kolb okolo 1 gr.
§wiezego szlamu 1 sterylizowano trzykrotnie wraz z pozywka.
Kredy do pozywek dodawano odtad zawsze 19,. Dla doswiad-
czenia beztlenowego nastawiono potréjna iloé¢ kolb. (W tabl.
II — 1 podano jedynie $rednia wynikéw oraz wielkoéé odchyle-
nia). Szczepiono wszystkie kolby réwnoczesnie w sposéb podany
przy serji I-szej.. Wahania temperatury pokoju wynosity
150 — 210,

Juz w pierwszym tygodniu w kolbach, zawierajacych po 1 gr.
sterylizowanego szlamu zmetnienie 1 obfite wytwarzane sie ga-
zow zaréwno w kulturach tlenowych jak i1 beztlenowych rozpo-
czeto sie wezeénie] niz w kulturach nie zawierajacych dodatku
szlamu sterylizowanego. W beztlenowych kulturach, zawieraja-
cych sterylizowany szlam i szczepionych swiezym szlamem w ilosci
I — 0.19, fermentacja zakonczyla sm; juz po uplywie tygodnia.
W kulturach, szczepionych mniejszemi iloéciami  szlamu proces
fermentacyjny trwal dluzej. Wytwarzajaca sie piana byla tem sil-
niejsza im wigkszg dawka szlamu szczepiono. Fermentacja miala
przebieg szybszy i silniejszy miz w kulturach szczeplonych temi
samemi ilosciami szlamu, lecz nie zawierajacemi szlamu steryli-
zowanego. Kultury beztlenowe, bez dodatku szlamu sterylizo-
wanego, zachowaly sie analogicznie jak w doswiadczeniu serji
I-szej. Zuzycie kredy nie przekroczylo w zadnej kolbie 509,.

W warunkach tlenowych réznice pomiedzy kulturam, za-
wierajacemi szlam sterylizowany, a nie zawierajacemi tego do-
datku nie zaznaczyly si¢ w tak ostry sposéb W kulturach szcze-
pionych duza dawka szlamu wytworzyl sie gruby kozuch bru-
natny; przy mm}sz.ych dawkach wytworzyla sie mleczno-biala
blonka lub tylko piana.

Wyrézniata sie swym wygladem tylko jedna kultura, szcze-
piona dawka 0.02%, szlamu do pozywki, nie zawierajacej szlamu
sterylizowanego. Kultura ta byla bardzo silnie zmetniona, bez
éladu piany i pokryta staba blona barwy zélto - pomarafczowe;.
Po analizie okazalo sie, ze w kulturze tej otrzymano 30.85 mg
zwiazanego azotu (netto). (Tabl. IT — 4).
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Kultury surowe:
Cultures impures

TABELA Il

21 dni-—jours.
Tmp. 15°-21¢C

_ Il beztlenowe —anaérobies tlenowe — aérobies
% sterylizowa-| bez steryli- sterylizowa- | bez steryli-
i, | o | B | s | e
szczepionego avec llmon sans limon e sans limon
en.emel'lcées ﬁtéri“sé - _Sté_‘l'l]"lf?__ - - s}% - _s‘§rl_ll_5é -
avec o/® limon “ 2 3 | 4
mg N-netto mg N-netto
gain net en Az, gain net en Az
1 4,36 -+ 0.44 | 4.00 l 5.81 [ 947
0.1 7994048 | 534 794 | 822
0.02 997+ 031 836 961 | 3088
0.01 8.92 4+ 0.49 | | 470 9.73 | 10.09
0.001 673 +018 3.37 6.16 : 6.42
0.0001 557074 312 | 58 | 55

Dane analityczne niniejszej serji doswiadczen pozwalaja
stwierdzi¢ tylko, Ze najsilniejsze wiazanie wolnego azotu ma
miejsce przy szczepieniu dawka 0.029, szlamu zaréwno w wa-

runkach tlenowych jak i beztlenowych.

W warunkach beztlenowych uwidocznia sie dodatni wplyw
sterylizowanych dawek szlamu, (tabl. II — 1, 2). W kulturze
tlenowej, zawierajacej 1 gr. szlamu zwiazalo si¢ 9.47 mg azotu,
natomiast przy potréjnej dawce, (1 gr. szlamu sterylizowanego
i 2 gr. szlamu szczepionego), przyrost azotu wynosit tylko 5.81 mg.
Przyczyna tego moze byé zbyt duza zawartos¢ azotu w 3 gr.
wprowadzonego szlamu (5.2 mg), lub tez obecnos¢ znacznej
iloéci bakteryj, (w 2-ch gr. szczepionego szlamu), mogacych nie-
korzystnie oddzialywaé na orgamizmy wiazace wolny azot. W po-
zostalych kulturach tlenowych dawka sterylizowanego szlamu
wplywu na ilo$¢ zwiazanego azotu nie wywarla.

Wyjatkowo wysoki plon, jak to juz wyzej zaznaczono, wy-
kazata kultura z przyrostem 30.85 mg azotu. Ta wysoka wydaj-
nos¢ mogla byé poprostu wynikiem bledu popelnionego podczas
analizy, lub tez pozostawaé w jakim$ przyczynowym zw.azku
z wystapieniem zélto-pomaraficzowego nalotu. Spostrzezenia po-
czynione przy Ill-ej serji doswiadczeri pozwalaja jednakze
przyjaé to drugie przypuszczenie.

Poréwnujac wyniki otrzymane w rubryce 2 1 4 (tebl. II)
z wynikami I-ej serji doéwiadczen (tabl. I), widzimy znaczna n'e-
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zgodnoéé wynikéw tylko w kulturach tlenowych.. Nalezy wszakze
mieé na uwadze to, iz sa to przeciez kultury surowe (p. serja III).

Serja III

Doswiadczenia tej serji mialy na celu stwierdzenie, jak od-
dzialywuja wyciagi wodne ze szlamu na wiazanie azotu w suro-
wych kulturach zaréwno tlenowych, jak i beztlenowych.

Przygotowano wyciag wodny, gotujac na laini wodne;j
w przeciagu 3-ch godzin odpowiednie iloici Swiezego szlamu 1 wo-
1y wodociagowej w stosunku | gr. szlamu na 100 cm® wody.
Po ostudzeniu, i przesaczeniu, otrzymano zlekka zéttawy przezro-
czysty plyn o stabym zapachu, ktérego pH=8.0. Wyciag ten
0Znaczono jako 1%,. Z wyciagu tego przygotowano tez rozcien-
czenia dwu- 1 dziesigciokrotne, a wiec odpowiadajace wyciagom
0.5%, i 0.1%,. Otrzymane wyciagi zastosowano bezpoérednio
jako rozpuszczalmki do pozywek, zam:iast wody wodociagowe;.
Dla poréwnania przygotowano réwniez pozywki na zwykle; wo-
dzie wodociggowe;.

TABELA 111
Kultury surowe: 21 dni—jours
Cultures impures
Szczepione 0.02 % szlamu Tmp. 13°—24°C
Ensemencées avec 0.02% de limon
%
z:’;‘;lligr:u tlenowe beztlenowe
¥ d'extrait aérobies anaérobies
de limon
mg N — netto
gain net en mg Az.
14.05 8.86
1 683 8.57+2.18| 17.90 7.68+0.75
4.82 6.29
9,76 8.65
0.5 7.08 792+ 0.73| 8.28'8.24+0.14
694 7.88
8.61 835
0.1 7.41 723+0.62]| 7.14 746 +0.36
l 567 6.88
svwk 16 43 8.50
DOZy WS 7.59 10.27+ 2.45] 7.73 8.12+0.31
normalna 6174 %

K strata wskutek wypadku
perte par accident.
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Doéwiadczenia nastawiono réwnoczeénie w warunkach tle-
nowych i beztlenowych. Szczepiono kolby dawka 0.029 swie-
7ego szlamu, ktéra to iloéé okazala sie w poprzedniej serji do-
éwiadczen optymalna. Wahania temperatury pokoju w przecia-
gu 21 dmi wynosity 130 — 240,

Wiekszoé¢ kultur zachowala sie zgodnie z spostrzezeniami
poprzedniej serji. Roéznily sie tylko swym wygladem zewnetrznym
kultury, ktérych wyniki zostaly w tabeli I1I-ej podane thustym dru-
kiem. Powyzsze kultury w warunkach beztlenowych pokryte byly
silna piana barwy pomanariczowo-ceglastej. Plyn mial barwe zlekka
76ha. Nalot pomaraficzowo - ceglasty rozwijal sie poczatkowo
z malych ognisk barwy zéltej, rozsianych na powierzchni ptynu,
by z czasem catkowicie go pokry¢. Nalot ten, badany pod imersja,
wykazal obecnosé duzej ilosci bardzo drobnych, zéttawych ziare-
nek, o nieokreslonej postaci. Po odsaczeniu plyn pozostawal bez-
barwny, na saczku zaé otrzymano osad barwy zéltej, mieroz-
puszczalny w rozmaitych rozpuszczalnikach organicznych, (eter,
eter petrolowy, kw. octowy, benzyna, benzol), jak réwniez i w bar-
dzo silnych kwasach mineralnych (HNO,, HCL, H,S0,).

Préba izolowania na pozywkach stalych azotowych 1 bezazo-
towych nie dala wyniku. Przeszczepienia oczkiem platynowem
powyzszego nalotu na plynne pozywki bezazotowe, dawaly
zawsze ten sam efekt jak w kolbach wyjsciowyeh, tylko w wa-
runkach beztlenowych. Wskazywaloby to na mikrobiologiczny
charakter zjawiska. Zjawisko tem wiecej jest godne uwagi, ze da-
ne analityczne wykazaly, za wyjatkiem jednej kolby (6.88 mg N
w tabl. III), zwiekszony plon azotu w tych wlasnie kulturach,
w ktérych powyzszy nalot wystepowal. Zwlaszcza w kulturach
tlenowych réznica ta uwydatnia sie bardzo jaskrawie. Kozuchy
w tych kulturach byly b. grube 1 barwy zélto - pomaraficzowe;.

Pozatem érednie wyniki doswiadczen uderzaja brakiem wiek-
szych réznic ilosciowych w zdolnosci wiazania azotu w surowych
tulturach tlenowych i beztlenowych. Réwniez 1 wyciag wodny
ze szlamu na wiazanie azotu w kulturach surowych nie wywarl

wplywu.
Serja IV.

Doswiadczenia tej serji przeprowadzono na czystych kultu-
rach Azotobaktera i Closiridium. Badano wplyw wyciagu wod-
nego ze szlamu, szlamu suszonego oraz wyprazonego, a wiec po-
zbawionego skladnikéw organicznych.
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Wyciag wodny przygotowano, gotujac 3 godz. pod cisnie-
niem 2 atm. w autoklawie odpowiednie iloéci $wiezego szlamu
i wody wodociagowej w stosunku 1 gr. szlamu na 100 cm® wody.
Po przesaczeniu otrzymany 19/ wyciag czedciowo rozcieficzono
dwu- i dziesieciokrotnie, otrzymujac wyciagi 0.5%, 1 0.1%,.

Suchy szlam otrzymano w ten sposéb, iz po przesianiu §wie-
zego szlamu przez sitko, suszono go w temperaturze 103° do
stale] wagi, rozcierajac nastepnie dokladnie w mozdzierzu aga-
towym, otrzymano jednolity szaro - zielonkawy proszek. Pro-
szek ten dodawano do kolb w iloéciach odpowiadajacych zawar-
tosci suchej masy w $wiezym szlamie uzytym do przygotowania
wyciagu wodnego. Tak np. do przygotowania 200 cm® wyciagu
19, uzyto 2 gr. $wiezego szlamu, ktéry zawieral suchych skiadni-
kéw tylko 0.80 gr. Taka tez iloé¢ suchego szlamu dawkowano
do kolb, zawierajacych po 200 cm® pozywki i znakowanych
w tablicy IV jako 19,. Odpowiednio, do innych kolb dodawano
suchego szlamu w iloéciach dwu- 1 dziesieciokrotnie mmiejszych
t. 3. 0.40 gr. 1 0.08 gr.

Odpowiednie ilosci zupelnie suchego szlamu prazono w mi-
seczce porcelanowe] przez 3 godziny na silnym ogniu, celem usu-
niecia skladnikéw ogranicznych. Po ostudzeniu powtornie rozcie-
rano w mozdzierzu agatowym, otrzymujac proszek barwy cegla-
stej. Wskutek prazenia ubywalo 79/ wagi. Dlatego tez szlam
prazony dodawano do odpowiednich kolb w ilosciach o 79 mniej-
szych od dawek suchego szlamu. A mianowicie:

wyciagowi 1 % odpow. suchego szlamu 0 80 gr. prazonego 0.74 gr.
»w o 0.5, - 5 s 040 5 . 5 . 0875,
,. 0.1, » 008 , i » 0074,
Szlam suchy Tub prazony dodano do kolb, zawierajacych po
200 cm3 pozywki na wodzie wodociagowe], inne kolby zawieraty
pozywke przygotowana na wyciagach odpowiednich koncentracyj,
wreszcie dla poréwnania nastawiono kultury na pozywkach z wo-
da wodociagowa. W doswiadczeniu z Azotobakterem szczepiono
kazda kolbe 1 cm? plynnej, czystej 2-dniowej kultury, hodowane;j
w termostacie przy temperaturze 26°. Doswiadczenie nastawiono
w pokoju, w ktérym w przeciagu 21 dmi temperatura wahala sie
w granicach 200 — 220,

Juz w pierwszym tygodniu dal sie zauwazyé znaczniejszy
i szybszy rozw6j kultur Azotobakiera w pozywkach, zawieraja-
cych dodatek szlamu suchego lub prazonego w poréwnaniu do
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kultur na zwykle; pozywce lub tez na wyciagu. W drugim iy-
godniu réznice te byly jeszcze bardzie; jaskrawe. Pod koniec
doswiadczenia w kulturach, zawierajacych dawki szlamu suchego
lub prazonego wytworzyl sie gruby, bialawy kozuch, gdzienie-
gdzie juz brunatnawy, przyczem tem grubszy, im wieksza dawke
szlamu stosowano. Natomiast kultury na pozywkach zwyklych
lub z wyciagiem wodnym ze szlamu pokryte byly staba blonka
bialawa i zmetnienie plynu w poréwnaniu do poprzednich kolb
bylo niewielkie. Kultury réwnolegle poszczegdlnych doswiadczen
nie wykazaly miedzy soba réznic w rozwoju. Dane analizy spo-
strzezenia te potwierdzily w calej rozciaglosei.

TABELA 1V
Azotobacter: 21 dni — jours
Tmp. 200 — 22°C
4 0.1 05 1 '
gain net d’Az. — mg N — netto
stlae prasag ] 908 10.50 | 1738
limon incinéré ggg 3.43'_1:0.18 gjog 8.94:t0.6b }532}1225i0]1
szlam suchy || 535 sslmes
limon sachd || 538 5351005 | 8517971043 | 1049 11.014-0.18
 wyciag || 28 214 297
ze szlamu 2.06 1.£84-0.07 1.88 1.9240.09 241 2.46-40.20
extrait de limon 181 o 1.74 - 2.01 _‘
pozywka 3.01
normalna 2 |
Mil. nutr nor- 2.004-0.05
male 1.94[

Dziatanie wyciaggu wodnego ze szlamu na wiazanie azotu
przez Azolobakiera w poréwnaniu z kultura na zwyklej pozywee
prawie wcale nie zaznaczylo sie. Szlam suchy i prazony bardzo
silme zwieksza plon; — przy dawce 19, prawie 6-krotnie.
Zmniejszenie dawki szlamu zmniejsza réwniez iloé¢ zwiazanego
azotu. Silniej oddzialywuje prazony szlam, aczkolwiek przy dawce
19/, prawie 6-krotnie. Zmniejszenie dawki szlamu zmniejsza réw-
niez 1loé¢ zwiazanego azotu. Silniej oddzialywuje prazony szlam,
aczkolwiek przy dawce 0.19 stosunki si¢ odwracaja. Wyniki po-
dane tlustym drukiem w tabl. IV odnosza si¢ do dwéch kultur, kté-
rych okres wegetacyjny przedluzono do 4-ch tygodni, umieszczajac
je na 4-ty tydziefi do termostatu w temperaturze 26°. Analiza wy-
kazala jeszcze doé¢ znaczny przyrost plonu w poréwnaniu do
réwnoleglych kolb, ktérych okres wegetacyjny trwal tylko 21 dn,
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(w temperaturze pokojowej). Dane z tych dwéch kultur nie sa
objete przez odpowiednie Srednie.

Ogélnie stwierdzié mozna, ze mineralne skladniki szlamu
przyczyniaja sie do zwiekszenia wiazania azotu przez Azoto-
baktera.

Sktad pozywek w doswiadczeniu z Clostridium byt ten sam,
jak w doéwiadczeniu z Azotobakierem. Przeprowadzono je
w atmosferze beztlenowej. Poniewaz przy hodowh czystych kul-
tur Clostridium okazalo sie, iz optymalna temperatura jest 300 —
359, wiec doswiadczenie zmontowano w pomieszczeniu, w kto-
rem w przeciagu |2-u godzin utrzymywano temperature okofo 35°.
W nastepnych 12-u godzinach temperatura w tem pommeszczeniu
zrébwnywala sie powoli z temperatura pokoju. Najnizsza tempera-

tura w 3-tygodniowym okresie tego doswiadczenia byla tempera-
tura 259.

Szczepiono pozywki 3 cm? silnie skiéconej 7-dniowej kul-
tury Clostridium na plynnej pozywce bezazotowej. Pod mikrosko-
pem w kulturze tej przewazaly formy bezsporowe, czestokro¢ in-
wolucyjne, jednakze spotykano réwniez i typowe clostridia ze
sporami.

W pierwszym tygodniu nie wykazaly kultury prawie zadne-
go rozwoju. Jedynie w kolbach, zawierajacych dawki suchego
lub prazonego szlamu mozna bylo spostrzec na powierzchni,
osiadlej na dnie kredy, male gruzelki, wznoszace si¢ ponad ghadka
powierzchnia osadu. W niektérych za$ kolbach gladka po-
wierzchnia byla peknieta w kilku miejscach. Dopiero w nastep-
nym tygodniu plyn zaczynal metnie¢, ukazywaly si¢ pecherzyki
gazu i wytwarzala sie piana na powierzchni pozywek. Piana ta
byla tem obfitsza im wigksza dawke suchego lub prazonego szlamu
dana kultura zawierala. Wytwarzania si¢ kozucha nie spotrze-
sono. W kulturach, zawierajacych wyciag wody, piana pojawila
sie dopiero pod koniec doéwiadczenia. Kultury na zwyklych po-
zywkach nieznacznie réznity si¢ swym wygladem od nieszczepio-
nych réwnoleglych kontrol. Przed zalaniem kolb kwasem stwier-
dzono we wszystkich bez wyjatku zaszczepionych kolbach za-
pach kwasu mastowego i bardzo silne zesluzowacenie osadu kre-
dowego. Kontrola mikroskopowa dala ten sam obraz jak przy
kulturze uzytej do szczepienia t. j. obecnoéé przewazajacej Hosci
paleczek bezsporowych, czestokroé inwolucyjnych oraz typowe
clostridia ze sporami.
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TABELA V
Clostridium 21 dni — jours
Tmp. 25°-35° C
% I 0.1 0.5 1
- mg N-netto i

Gain net en Az.

Szlam prazony 2.01 +0.12 1.924-0.25 2.51 - 0.26

Limon inclnéré

| |
szlam suchy 3.08+0.13 | 285+021 | 3864059

Limon seché | |

Extrait de limon

wyciag ze szlamu 3.36 +0.22 2624032 | 2564027

pozywka normalna 1.99 +- 0.08

Mil. nutr. norm.

Analiza nie dala, oczekiwanego na podstawie obserwacj
przebiegu wegetacji, wyniku. Kultury z wyciagiem wodnym 1 su-
chym szlamem wykazaly nieznaczne tylko zwigkszenie plonu azo-
tu ponad wydajnosé kultur na zwyklej pozywce.

Serja V.

W doéwiadczeniach dotychczasowych przygotowywano po-
zywki na wodzie wodociagowej. Poczynajac od tej serji stoso-
wano do doéwiadczen tylko wode destylowana ze szkla.

Dla zbadania wplywu podanych dawek zwiazkéw azoto-
wych na proces wiazania azotu przez Clostridium nastawiono na-
stepujace do$wiadczenie.

Przygotowano 109, wyciag z grochu, gotujac w parze
w ciagu 3-ch godzin odpowiednie iloéci grochu i wody destylo-
wane] ze szkla. Po przesaczeniu na zimno otrzymano przezro-
czysty plyn barwy zéttej. Nastepnie przyrzadzono plynne po-
zywki na wodzie destylowanej ze szkla, zawierajace précz zwy-
kiych skladnikéw jeszcze 109 powyiszego wyciagu z grochu,
nastepnie 59/ oraz 19/ tegoz wyciagu, a jednoczesnie dla poréw-
nania — pozywke bez dodatku wyciagu z grochu. Pozywki roz-
lano do odpowiednich kolb, wzigtych w ilosci potréjnej dla po-
szczeglnych  doswiadczen, sterylizowano 1 szczepiono 1 cm?
plvnnej 10-dniowej kultury Clostridium.
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Poniewaz spostrzezono, iz wyizolowane Clostridium rozwi-
jalo sie jednakowo w warunkach tlenowych i beztlenowych, aa-
stawiono rownolegle dwa doswiadczenia; — jedno w warunkach
tlenowych drugie za$ — beztlenowych. Wahania temperatury
w okresie 3-tygodniowym wynosity 25¢ — 350,

Obraz zewnetrzny rozwoju kultur otrzymano taki jak w po-
przedniem doswiadczeniu. Znaczniejszych réznic pomiedzy kul-
turami tlenowemi 1 beztlenowemi nie zauwazono. Wieksza piana
wytworzyla sie jedynie w tych kulturach, ktére zawieraly 109
1 59 wyciagu z grochu. Kultury na zwyklej pozywce bez do-
datku wyciagu z grochu, pozostajace w warunkach tlenowych,
nie réznily sie niczem od sterylizowanych 1 nieszczepionych kon-

trolnych kolb.

TABELA VL
Clostridium 21 dni-jours
. Tmp. 25°-35°C
Iﬂzf:, ;‘;gﬁi‘?g tlenowe beztlenowe
Extrait Ee pois a ‘0% aérobies ‘ anaérobles
! w tem
- : ma. N mg N netto
& img d'Az dans l'ex- gain net d'Az
| trait
10 | 1248 ~019+0.10 |  —0174006
5 6.74 0.03+0.04 | 0.674-0.12
1 : 1.32 2.48+0.15 : ].55i0 09
pozywka normalna . 0.00+ 0.00 i 1.62-40.03
mil. nutr norm. *0!1_—};0.05 1 -

Analiza wykazala, ze przy wiekszych dawkach wyciagu,
(z zawartoscia azotu 12.48 mg 1 6.74 mg), Clostridium prze-
staje wiaza¢ wolny azot 1 to zaréwno w warunkach tlenowych
jak 1 beztlenowych. Przy nieznacznej dawce azotu zwiazanego
w wyeiagu (1. 32 mg N,) wiecej wolnego azotu zostaje zwia-
zane w warunkach tlenowych niz beztlenowych.

W pozywkach bezazotowych wiaza sie w czystych kultu-

crach Clostridium male ilosci wolnego azotu. Zastanawiajacem
jest, iz w tychze samych poiywkach w warunkach tlenowych
weale nie stwierdzono wiazania wolnego azotu. Brak wszelkiego
zmetnienia 1 zesluzowacenia kredy wskazywal na to, 1z bakterje
weale nie rozwinely sie. Powtérzenie tego dos$wiadczenia dalo
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prawie ten sam wynik (tabl. VI-¥). Mikroskopowo stwierdzono.
bardzo nieliczne bakterje, pochodzace zapewnie od szczepienia.

Serja VL

Z. dwéch doéwiadczen tej serji jedno zawieralo w pozywce
19, dawke suchego szlamu (0.80 gr.), drugie za$é zwykla po-
zywke bezazotowa. W kazdem z tych doswiadczen nastawiono
kolby, szczepione: 1-o czystemi kulturami Azotobaktera i Closiri-
dium, 2-o czysta kultura Azotobaktera i 3-o czysta kultura Clo-
stridium. . Szczepiono po 1 cm? 2-dniowej plynnej kultury Azo-
tobaktera i 1 em® 10-dniowej plynnej kultury Clostridium. Kul-
tury szczepione Azotobakterem i Clostridium lub wylaczme Azo-
tobakterem hodowano w warunkach tlenowych; kultury Clostri-
dium — w atmosferze azotu. Wszystkie kolby umieszczono w ter-
mostacie, w ktérym wahania temperatury w okresie 3-tygodnio-
wym wyniosty 280 — 309,

7 powodu optymalnej temperatury rozwéj bakteryj we
wszystkich kolbach rozpoczal sie stosunkowo wczesnie. Kultury
Azotobaklera czyste i zmieszane z Clostridium pokryly si¢ juz 3-go
dnia kozuchem. Kozuch ten byl grubszy w kolbach z dodatkiem
19/ suchego szlamu niz w réwnoleglych kulturach na zwyklej po-
zywce. Réwniez kultury czystego Clostridium silmiej rozwijaly
sie w pozywkach z 1% szlamu.

TABELA VII

21 dni--jours

Azotobacter - Clostridium Tmp 28°—c0°C
Kultury { 1% suchego bez
szlamu
Cultures 1% de limon szlamu
| sechi
=
" mg N-netto
gain net en Az en mg
Azotobacter+Clo-
stridium 15,85»1—_0.7'2 8.1540.12
Azotobacter 14.13—_{:_0.34 4.{J9j—'_0.47
Clostridium | 3.584-0.09 | 1.924-0.06
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Analizy wykazaly, iz ilosé zwiazanego azotu w kulturach
z 1%, szlamu byla prawie 2-krotnie wigksza w mieszanej kulturze
Azotobaktera i Clostridium: przeszto 3 razy — w. kulturach
Azotobaktera 1 blisko dwukrotna w kulturach Clostridium w po-
r6wnaniu do kultur bez szlamu. Szczegélnego oddzialywania na
siebie Azotobaktera i Clostridium nie mozna stwierdzi¢; jak wi-
dzimy, sumy iloéci zwigzanego azotu przez czyste kultury Azoto-
baktera i Clostridium niewiele si¢ réinia od wynikoéw otrzymanych
dla kultur mieszanych i to zaréwno przy braku jak i obecnosci
suchego szlamu w kulturach. Potwierdza si¢ silnie stymu'ujace
dzialanie suchego szlamu na rozwéj zwlaszcza Azotobaktera,
mn'ej zaé silnie Clostridium. Dzialanie to rozciaga si¢ réwniez. na
kultury mieszane Azotobaktera i Clostridium.

Zwiazanie przez czysta kulture Azotobaktera srednio
409 mg azotu w zwyklej pozywce w poréwnaniu do srednie]
2.00 mg, otrzymane] w doswiadczeniu serji IV (tabl. IV), nie
powinno nas dziwié, gdyz utrzymywano przeciez w niniejszem
doéwiadczeniu stale temperature 280 — 309, gdy przy tamtem
doéwiadczeniu temperatura nie przekraczala 200 — 22°.

Serja VIL

Serja ta obejmuje doswiadczenia nad wplywem szlamu su-
chego i prazonego, wyciagu wodnego ze szlamu, suchej substancji
oraz popiolu tegoz wyciagu na wiazanie azotu przez czyste kul-
tury Azotobaltera i Clostridium. Suchy i prazony szlam przygo-
towano jak wyzej. Wyciag 19, przygotowano, gotujac 5-krotnie
00 gr. $wiezego szlamu w 2-ch litrach wody destylowanej ze
szkla, otrzymujac wiec tacznie 10 litréw wyciggu. Czes¢ wyciagu
zastosowano bezposrednio lub tez w rozcieficzeniu dzies’ecic-
krotnem (0.19/) jako rozpuszczalnik do pozywek. Pozostala
czeéé wyciagu odparowano do sucha w temperaturze 70°. Po wy-
suszeniu do stalej wagi okazalo sie, iz zawartoé¢ otrzymanej su-
chej substancji (o barwie ceglastej), w przygotowanym wyciagu,
wynosita 0.0057%,. Polowe uzyskanej suchej substancji dodano
do odpowiednich kolb z pozywka na wodzie destylowanej ze
szkla, a mianowicie, do kazdej kolby w ilosciach odpowiadaja-
cych zawartoscr suchej substancji w 200 cm? wyciagu 19, wzgle-
dnie 0.1%,. Druga polowe suchej substancji, dokladnie wysuszone;,
prazono 3 godzimy w tyglu kwarcowym; stwierdzono ubytek 259,
wagi. Otrzymany w ten sposdb popiél z wyciagu (barwy szarej)
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dawkowano podobnie jak sucha substancje wyciagu, lecz
w ilodciach zmniejszonych o 259, utraconych skladnikéw orga-
nicznych. - Ostatecznie wiec kolby zawieraly badz pozywki na
200 cm?® wyciagu 19 lub 0.1%, badz tez w 200 cm® pozywki
normalnej na wodzie destylowanej ze szkta — po 0.80 gr. szlamu
suchego, 0.74 gr. szlamu prazonego 0.0114 gr. suchej substancji
z wyciagu, 0.0086 gr. popiotu z wyciagu, wzglednie ilosci dzie-
sieciokrotnie mniejsze powyzszych sktadnikéw.

Celem zorjentowania sie w dziataniu wiekszych dawek szla-
mu dodano do dwéch kolb po 1.48 gr. szlamu prazonego, a wiec
ilos¢ dwukrotnie wieksza niz przy 19 (tabl. VIII — 2°%/). Na-
stawiono tez dwie kolby, zawierajace po 0.043 gr. popiotu z wy-
ciagu, t. j. iloé¢ pieciokrotnie przewyzszajaca dawke 1%, (tabl
VIII — 59%). Whreszcie dla zbadania w jakim stopniu piecio-
krotne ekstrahowanie szlamu woda wplynelo na dziatanie samego
szlamu, wyprazono pozostaly po ekstrahowaniu szlam, dodajac
go potem do dwéch kolb po 0.74 gr., t. j. w tej samej iloéci jak
szlam prazony nie ekstrahowany. Nastawiono réwniez kultury na
zwyklej pozywce z woda destylowana ze szkla.

Doséwiadczenie dla Azotobaltera nastawiono w pokoju przy
temperaturze 220 — 26°. Szczepiono | cm?® plynnej kultury
2-dniowe;.

Szybki rozwéj i wytwarzanie sie grubego kozucha spostrze-
7ono w tych kolbach do ktérych dodano szlamu suchego, prazo-
nego, wzglednie 59 dawke popiolu z wyciagu. W kulturach, za-
wierajacych dziesieciokrotnie mniejsze dawki suchego lub prazo-
nego szlamu, kozuchy byly nieco ciefisze. Kultury na wyciagu ze
szlamu wzglednie zawierajace sucha substancje 1 popiél z wycia-
qu wykazaly rozwéj o éredniem natezeniu; pokryte byly cienkim
kozuchem 1 wygladem zewnetrznym mawzajem od siebie malo si¢
ré6znity. Natomiast kultury na zwyklej pozywce wykazatv
mierny wzrost. Zmetnienie bylo niewielkie, kozuszek nie wy-
tworzy! sie, jedynie tu 1 é6wdzie unosily sie obloczki.

Analizy potwierdzily silne oddzialywanie szlamu na Azo-
tobaktera, stwierdzone w doéwiadczeniach serji IV. Prazony
szlam oddzialywuje silniej miz szlam suchy. Zdwojenie dawk
prazonego szl mu ponad 19 daje tak niewielki efekt, iz mozna
przypuszczaé, ze dawka 19, zawiera dostateczna iloéé skladni-
kow stymulujacych. Oprzeé sie mozna w tem przypuszczeniu
jeszcze 1 na tym fakcie, ze szlam prazony ekstrahowany okazal sie
w swem dzialaniu niemniej silnym niz szlam, ktéry ekstrahowaniu
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TABELA VIl
Azotobacter 21 dni — jours
Tmp. 22°—26°C
-‘ ! |
4 0.1 ; 1 | 2 | 5
| ' |
== I —
mg N-netto
gain net d'Az en mg
szlam prazony 7.364-0.35 | 11.49--0.29 : 12,97-+0.13
limon incinéré B |
szlam prazony eks- i |
trahowany 10.90--1.38
extrait de limon incinéré J !
szlam suchy 7134011 | 8214029 |
limon seché _ ’ l
|
wyciag ze szlamu 4.2740.18 = 3964008 |
extrait de limon |
sucl_m substancja | :
wyciagu 3.80-+0.10 | 4,694-0.06 |
substance séche de I'ex- ) | |
trait I | I
| | | i
popidl wyciagu 3.34-40.15 | 4.554-0.06 | | 12.404+-0.00
Cendre de 'extrait o : | { —
pozywka normalna “ 1.944-0.03
Mil. nutr. norm. -

nie podlegal. A wigc pigciokrotne ekstrahowanie woda w tempe-
raturze 1000 nie zdotalo z niego wylugowaé takich iloci sklad-
nikéw stymulujacych, aby zmniejszenie si¢ ich zawartosci w szla-
mie moglo odbié¢ sie ujemnie na rozwoju Azotobaktera. Zreszta
w kulturach z wysokiemi dawkami szlamu czynnikiem ogranicza-
iacym dalszy rozwéj byl brak cukru, wskutek spozycia przez
bakterje. Wobec tego 1 zdwojenie dawki szlamu, mimo nadmiaru
czynnikéw stymulujacych efektu daé nie moglo.

Dziesieciokrotne zmniejszenie dawki prazonego i suchego
szlamu spowodowalo zmniejszenie plonu. Sucha substancja lub
popiél z wyciagu, w ilosciach réwnowaznych ich zawartosci w 200
cm?® 19 wyciagu wodnego, oddzialywuja prawie jednakowo.
Dziesieciokrotne zmniejszenie dawek obniza plon nieznacznie tylko
przy suchej substancji i popiele z wyciagu.

Uderzajacem w tem doéwiadczeniu jest wysoki plon otrzy-
many przy dodaniu do kultur popiotu z wyciagu w iloéci 0.043 gr.
(,,5%,7), a wiec przekraczajacej rozpuszczalno$é tego popiolu
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w wodzie przy temperaturze 100°. Przy tej dawce plon prawie
3-krotnie przewyzszyl wynik otrzymany z iloécia popiolu 0.0086 gr.
(1%), 1 ponadto doréwnal wynikom otrzymanym przy kulturach,
zawierajacych az 0.74 gr. 1 1.48 gr. prazonego szlamu!

Stad mozemy wywnioskowaé, iz stymulujace dzialanie na
wzrost Azotobaktera wywieraja skladniki (skladnik ?!) mine-
ralne, znajdujace si¢ w szlamie, ktére trudno rozpuszczaja sie
w wodzie. To stymulujace dzialanie uwidocznia sie tem jaskra-
wiej, skoro poréwnamy otrzymane wyniki z nieznacznym plonem
w kulturach na zwyklej pozywce.

Poréwnujac wyniki niniejszego doswiadczenia z wynikami
uzyskanemi w doswiadczeniu serji IV, spostrzegamy, 1z wyciag
wodny ze szlamu przygotowany w autcklawie pod ciénieniem 2
atm. utracit swe wlasnoéci stymulujace.

W identycznem doswiadczeniu z Clostridium pominieto kol-
by z ekstrahowanym prazonym szlamem; szczepiono 3 cm?® plyn-
nej 10-dniowej kultury. Wahania temperatury wyniosly
210 — 360,

TABELA 1X
Clostridium 21 dni — jours
Tmp. 21°—-36° C
9 I | 1 | 2 5
l mg N-ne?;:
' gain net d'Az en mg
szlam prazony 2.48 4+ 013 | 358 4-0.20 | 2.74 4 0.07
limon incinéré -
szlam suchy 2.79 +0.21 | 3.864 0.29

limon seché

wyciag ze szlamu 1.9540.11 | 3.64 +0.22

extirait de limon

sucha substancja
wyciggu Substance 2.24_—{_— 0.11 | 3.03 -+ 0.30

séche de 'extrait

popidél wyciagu | 1.914-0.07 | 3.63 +-0.33 4.06 4 0.23

Cendre de I'extrait

pozywka normalna
Mil. nutr. norm.

1.63 +0.08

Analiza wykazala zwiekszone wigzanie azotu w kulturach:
z dodatkiem suchego lub prazonego szlamu, na 19/ wyciagu wod-
nym, z sucha substancja lub popiolem z wyciagu.
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W kulturach na zwyklej pozywce przyrost azotu wynosit
érednio 1.63 mg., natomiast kultury, zawierajace wymienione sub-
stancje w iloéci odpowiadajacej 19, wykazaly plon 2-krotnie
wiekszy. Dziesieciokrotne zmniejszenie dawek obnizalo wydaj-
nos¢. Suchy lub prazony szlam, wyciag wodny, sucha substancja
i popiét z wyciagu oddzialywuja w jednakowym stopniu na wia-
zanie azotu przez Clostridium. Zwigkszona dawka popiotu z wy-
ciagu (0.043 gr.—,,5%") wplywa na zwigkszenie plonu, nato-
miast zdwojenie dawki prazonego szlamu nieznacznie plon cbnizyto.

A wiec i w kulturach Clostridium czynnikiem stymulujacym,
zawartym w szlamie, okazal si¢ popiét z wyciagu t. zn. skladnik:
mineralne szlamu rozpuszczalne w wodzie. To stymulujace dzia-
Yanie na Clostridium jest jednakze o wiele stabsze, niz w doiwiad-
czeniach z Azolobakteren.

OMOWIENIE.

Jesli poréwnamy otrzymane wyniki z danemi literatury, na-
lezy przedewszystkiem podkreslié trudnos¢ otrzymania przejrzy-
stych rezultatéw z kulturami surowemi, z czem i w innych pracacn
spotykano sie (3, 4, 5, 21). Wprawdzie z oznak zewnetrznych wi-
doczny byt sprzyjajacy wplyw szlamu na rozwéj kultur, jednakze
ilosciowe wyniki nie potwierdzaly tych spostrzezen. Wystepuja bo-
wiem w kulturach surowych nadzwyczaj skomplikowane i dotad
malo zbadane zjawiska wzajemnego oddzialywania baktery) na
siebie. ;

W doswiadczeniach serji 11 1 I1I spostrzeglismy, jak czynnik
o cnarakterze niewatpliwie mikrobiologicznym  (ceglasto-poma-
raficzowy nalot) wplywal sprzyjajaco ma wigzanie wolnego azo-
tu w surowych kulturach. W dwoéch kulturach tlenowych dzia-
lanie to wyrazilo sie nawet w prawie 2-krotnem zwigkszeniu plo-
nu (14.05 i 16.43 mg. — tabl. III). Najprawdopodobnie natra-
filiémy tu na jakié organizm beztlenowy oddziatywujacy dodatnio
na wigzanie wolnego azotu pzez Clostridium, a szczegdlnie Azo-
tobaktera.

Beijerinck i van Delden (4) stwierdzl
istnienie stosunkéw symbiotycznych pomiedzy Azolobakteren
a bakterjami sporowemi gatunku Granulobacter i niesporowemi ga-
tunkami Aérobacter aérogenes oraz Bacillus radiobacter. Ostatnio
réwniez Selim (47) wykazal zwigkszenie si¢ plonu azotu w kul-
turach Azotobaktera z B. aérogenes i B. radiobacter. Dodatni
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wplyw produktéw autolizy symbionta na wiazanie azotu przez
Azotobakiera stwierdzili prof. Bassalik 1 p. Neuge-
bauer (2). Réwniez dziala dodatnio na Azotobaktera prze-
sacz z kultur jego towarzysza, jak skonstatowala p. K ote k (24).

Wyniki ujete w tablicy IIl-ej uderzaja brakiem wiekszych
réznic w ilosci zwiazanego azotu pomiedzy kulturami tlenowemi
i beztlenowemi. Truffaut 1 Bezsonoff (51), kté-
rzy podobny wynik otrzymali, skfonni sa nawet przypisywaé bak-
terjom beztlenowym przewage w procesie wiazania wolnego azo-
tu w glebie. Albowiem, skutkiem znacznego spozycia tlenu prz::z
inne bakterje, warunki bylyby pomyslniejsze dla dzialalnosc:
bakteryj wiazacych wolny azot w nieobecnosci tlenu.

Czyste kultury Azotobaktera i Clostridium, na zwyklych
pozywkach, w poréwnaniu do kultur surowych, zwiazaly nie-
wielkie ilosci azotu; gdy dla Azotobakiera iloéé zwiazanego azotu
wynosifa przecietnie 2 mg, zaé dla Clostridium 1,9 — 1,6 mg,
to w surowych kulturach na takich samych pozywkach plon byl
4-krotnie wyzszy, (w tlenowych — 10.27 mg, w beztlenowych
8.12 mg, p. tabl. III). Ze zjawiskiem tem, stpostrzezonem jeszcze
pizez Beijerincka (3), spotykal sie wielokrotnie i inni
badacze. Beijerinck stwierdzil réowniez, iz dodanie nie-
znacznej llosci pasteuryzowanej ziemi do zwyklych pozywek mi-
neralnych wplywa sprzyjajaco na rozwéj Azolobakicra. To sprzy-
jajace dziatanie objasnial Beijerinck doborem odpowied-
niego zespotu bakteryj symbiotycznych 1 usunieciem przez pasteu-
ryzacje bakteryj silnie zakwaszajacych $rodowisko.

Badania Krzemieniewskiego (27) wykazaly,
iz dodatni wplyw ziemi na Azotobaklera odnie$é nalezy do za-
warte] w niej prochnicy. Badania te staly sie punktem wyjicia
licznych poszukiwan celem blizszego poznania nieznanego czyn-
nika, potegujacego wiazanie azotu przez Azolobaklera. Nalezy
bowiem nadmienié, iz prochnica jest substancja dotad chemicznie
niezdefinjowana (40). Dodaini wplyw méglby byé spowodowa-
ny, badZ przez jej sklad chemiczny, badZ tez przez jej fizvke-
chemiczne wlasciwosci, jako koloidu (15). Krzemienie w-
ski (27) stwierdzil, ze zwiazki préchnicowe nie byly dla Azo-
tobaktera irédlem wegla lub azotu. Sztuczne substancje préchni-
cowe, olrzymane z cukru, nie daly takiego efektu jak zwiazki na-
turalne. Wedlug Prazimowskiego (38), wystepo-
walyby obok préchnicy zaadsorbowane rézne nieorganiczne 1 orga-
niczne substancje koloidalne.
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Z substancyj nieorganicznych na uwage zastugiwalyby szcze-
golnie zwiazki zelaza. Dodatnie dzialanie zelaza na wiazanie
azotu przez Azolobaktera stwierdzili Prazmowsk1 (38)
oraz Remy 1 Rosing (42). Olsen (35) stwierdzit
dodatni wplyw cytrynianu zelaza na rozwdj Lemny 1 przypuszcza,
7e zelazo oddzialywuje nie w postaci jonu, jak mniema Blom
(6), lecz wehodzitoby w sklad jonu komplexowego w zwiazkach
organicznych. Zagadnienie dodatniego oddzialywania mineral-
nych skladnikéw gleby na wiazanie azotu, przez Azolobaktera.
skomplikowalo si¢ o tyle, iz w chwili obecnej mamy szereg sprzecz-
nych wynikéw, na podstawie ktérych autorzy wskazuja na zwiazki
glinu, krzemu, manganu, (38, 42, 51), wapnia, strontu (11) badz
molybdenu (7), jako domniemane stymulatory.

Niemnie]j skomplikowanie przedstawia si¢ sprawa skladnikow
organicznych. Bottomley (35) otrzymal z torfu pewne
substancje organiczne, ktére w minimalnych iloéciach ~oddzialy-
waly dodatnio na rozwdj roslin. Substancje te nazwal ,,auximo-
nami’”’, rozumiejac pod ta nazwa dodatkowe czynniki wzrostowe,
ktéreby odpowiadaly witaminom w §wiecie zwierzat. Jednakze
inm (35, 43) badacze neguja istnienie 1 niezbednos¢ ,,auximo-
now' .

Mniej badana byla kwestja korzystnego oddzialywania czyn-
nikéw stymulujacych na Clostridium, ktére naogét (9) przestaje
wiazaé wolny azot w obecnosci dostatecznych ilosci odpowiednicn
2wiazkéw  azotowych, jak to widzielismy przy doswiadczeniu
z wyciagiem z grochu (p. tabl. VI). Natomiast male dawki (1.32
mg) zwiazkéw azotowych nie hamuja wiazania wolnego azotu
(wedlug Winogradskiego (54) nawet sprzyjaja) ; w wa-
runkach tlenowych spotkaliémy si¢ nawet z nieznacznem zwigksze-
niem plonu (tabl. VI). Na pozywkach bezazotowych w warun-
kach tlenowych Clostridium zupelnie nie rozwinelo si¢. Fakt ten
daloby sie najproéciej wyttumaczyé przyjmujac, iz kultury byly
zanieczyszczone. Albowiem Winogradsky (54) twierdz,
iz Clostridium rozwijaé sie moze w warunkach tlenowych tylko
w obecnoéci innych bakteryj aerobowych. Nierozwiniecie sig kui-
tur tlenowych, pozbawionych zwiazkéw azotowych moznaby wéw-
czas wyjasnié, uniemozliwieniem rozwoju powyzszych baktery)
aerobowych, ktéreby zuzywajac dla siebie tlen, wytworzyé mogly
odpowiednie warunki dla Clostridium.. Jest to tem bardziej mo-
zliwe, gdy weZzmiemy pod uwage trudnosci zwiagzane z rozpozna-
niem czystoéci kultur Clostridium, ktére jest bardzo sklonne do
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wytwarzania form inwolucyjnych (9). Moznaby tez upatrywad,
w braku poczatkowych dawek zwiazkéw azotowych, przyczyne
degeneracji czystych kultur Clostridium na pozywkach bezazoto-
wych, doprowadzajacej do utraty zdolnosci wiazania wolnego
azotu (54).

W zwigzku ztem Pringsheim (39) 1 Brede-
mann (8, 9) stwierdzili, iz t. zw. pasaze, polegajace na prze-
szczepieniu Clostridium na pewien okres czasu do sterylizowane)
zieml, regeneruja jego zdolno$¢ wiazania azotu. LLantsch (28)
przypuszcza, 1z substancje koloidalne przyspieszaja kietkowanie
spor Clostridium. Zwraca tez LLant sch (28, 29) uwage »na
znaczna zawarto$¢ koloidéw w szlamie.. W kulturach mieszani-
ny Azotobaktera i Clostridium otrzymal L. a n t s ¢ h (29) naj-
wiekszy plon na pozywkach, zawierajacych dodatek szlamu. Gdy
w kulturach, zawierajacych 6 gr. ziemi ornej w 300 cm? pozywki
mannitowe] zwiazalo sie 11.4 mg. azotu, to przy dodaniu 6 gr.
szlamu przyrost osiagnal 18.5 mg. wobec 7.6 mg. na zwyklej po-
zywce (29 p. 411). Réznice te objasnia LLantsch mniejsza
zawartoécia koloidéw w ziemi ornej w poréwnaniu do szlamu.

Z. doéwiadczen moich wynika, iz stymulujace dzialanie szla-
mu na wiazanie azotu przez Azotobaktera i Clostridium przypisac
mozna skladnikom mineralnym rozpuszczalnym w wodzie. Jak
stwierdzit prof. Bassalik (1), skladniki popiotowe wyciagu
wodnego z ziemi réwniez stymuluja wiazanie azotu przez Azoto-
baktera. Nalezy wzias¢é pod uwage fakt, iz preparaty préchni-
cowe zawieraja zawsze do$é znaczne ilosci domieszek mineral-
nych (powyzej 7%) (40 p. 160) oraz stwierdzone przez Re-
mygo i Rosinga (42) oslabienie dzialania prochnicy po
ekstrahowaniu jej kwasem solnym. Gdyby nawet préchnica, po
wyprazeniu t. j. calkowitem usunieciu substancy] organicznycn,
wlasnosci swe zachowala, to jednakze zagadnienie czynnikéw sty-
mulujacych nie byloby jeszcze uproszczone ze wzgledu na ilosc
mozliwych kombinacyj. Nie mamy bowiem dostatecznych pod-
staw, pozwalajacych przypisaé wlasnodci stymulujace wylaczne
jednemu sktadnikowi.
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STRESZCZENIE WYNIKOW.

1. Stwierdzono obecnosé Azotobaktera 1 Clostridium w szla-
mie rozmaitych zbiornikéw wody. W planktonie zauwazono tylko
obecnosé¢ Azotobaktera.

2. Daje sie zauwazyé sprzyjajacy wplyw dodatku sterylizo-
wanego szlamu na rozwdj kultur tlenowych i beztlenowych w po-
7vwkach bezazotowych, szczepionych $wiezym szlamem. Jednak-
7e rezultaty analiz na azot wyrainie tego nie odzwierciadlaja.
Najwiekszy plon w kulturach surowych otrzymuje si¢ przy szcze-
pieniu pozywek dawka 0.029, $wiezego szlamu. Wyciag wodny
ze szlamu nie wplywa na wiazanie azotu w surowych kul-
turach.

3. Iloéé zwiazanego azotu w surowych kulturach tlenowych
i beztlenowych jest prawie jednakowa. W niektérych tych kultu-
rach zauwazono wystepowanie pewnego czynnika o charakterze
mikrobiologicznym (pomaraficzowo - ceglasty nalot), w obecnosci
ktérego zwiekszala sie ilosé zwiazanego azotu, szczeg6lnie w kul-
turach tlenowych.

4. Dodanie do pozywek bezazotowych odpowiednich ilosci
suszonego lub prazonego szlamu powoduje silniejszy rozwo)
i zwigkszenie wiazania wolnego azotu w czystych kulturach 4zo-
tobaktera i Clostridium. W kulturach Azotobaktera to stymulu-
jace dzialanie szlamu objawia si¢ w silniejszym stopniu niz u Clo-
stridium. '

5. Wyciag wodny (1) ze szlamu dziala rowniez stymu-
lujaco, w stabszym jednak stopniu niz odpowiadajace mu ilosci
suchego lub prazonego szlamu. Przygotowany w autoklawie trac
on swe wlasnosci stymulujce.

6. Sucha substancja i popiél z wyciagu wodnego ze szlamu
dzialaja stymulujaco na wiazanie azotu przez Azotobakiera i Clo-
stridium. Przy odpowiedniem dawkowaniu mozna osiagnaé efekt
réwny dzialaniu suchego lub prazonego szlamu.

7. Wplyw stymulujacy szlamu na wiazanie wolnego azotu
przez Azotobaktera i Clostridium mozemy przypisa¢ skladnkom
mineralnym, stabo w wodzie rozpuszczalnym.

8. Dzialanie stymulujace szlamu rozciaga si¢ réwniez na
mieszane kultury Azotobaktera 1 Clostridium.

9. W obecnosci dostatecznej iloéci odpowiednich zwiazkéw
azotowych Clostridium przestaje wiazaé wolny azot.
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RESUME.

La fixation de 'azote libre par les microbes, dans les bassns
d’eau naturels (étangs, marécages) étant fort peu étudiée, on
a essayé de déterminer le rdle qui revient 3 Azotobacter et a Clo-
stridium dans ce processus.

’influence stimulante des extraits de terre sur 1’assimilation
de I'azote atmosphérique par Azotobacter en milieu artificiel est
généralement connue. Il semblait intéressant de constater si le li-
mon prélevé du fond des eaux aurait la méme influence. Les con-
ditions d’aération du sol arrable et du limon étant essentiellement
différentes, le limon pourrait étre dépourvu du facteur qui déter-
mine la stimulation.

. On a trouvé dans chaque echantillon de limon I’ Azoto-
bacter et Clostridium prélevé au fond des bassins d’eau naturels,
par conire le plancton contenait ' Azotobacter seulement.

2. Deux séries paralléles de cultures aérobies et anaérobies
en millieu nutritif liquide dépourvu d’azote étaient ensemencées
avec de petites quantités de limon frais. On obtenait le meilleur
développement en ensemencant avec 0,029, de limon. L’addition
de quantités variables de limon stéiilisé a ces cultures impures avait
une influence favorable sur leur développement, sans toutefois
augmenter de maniére appréciable la fixation de 1'azote. L’éxtrait
aqueux de limon n’exerce aucune influence sur I’assimilation de
'azote dans les cultures 1m pures. (Tab. Il III).

3. Les cultures impures aérobies et anaérobies assimilent des
quantités d’azote a peu preés égales. Dans quelques cultures, une
membrane de couleur orangée se formait a la surface du liquide
nutritif; dans ces cultures la quantité d’azote assimilé, était beau-
coup plus cosidérable. (Tab. III). Le microbe qui détermine pro-
bablement la formation de cette membrane n’a pu étre isolé.

4. Les cultures pures d’Azolobacter et de Clostridium dans
les milieux de cultures employés (sans addition de limon) et dans
les conditions données d’aération pour Azotobacter et d’anaéro-
biose pour Clostridium, assimilent des quantités 3 peu pres égales
d’azote. (Tab. IV,V). Il semblerait donc, que la fixation de I’azo-
te par Clostridium peut, dans certaines conditions étre beaucoup plus
importante qu’on ne ’admet généralement.

5. L’addition de quantités appropriées de limon séchéet sté-
rilisé aux cultures pures d’A4zotobacter et de Clostridium augmente
considérablement la fixation de I’azote. Il est a remarquer, que
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cette stimulation est beaucoup plus importante pour Azoiobacie
que pour Clostridium. (Tab. IV, V). .

6. L’addition de quantités equlvalentes de limon incinéié sti-
mule 1'assimilation de 1'azote par Azotobacter et Clostridium au
méme degré que l'addition du limon séché. On considére comme
équivalente p. ex. & | gr. de limon séché, la quantité de substance
minérale obtenue par incinération de 1 gr. de limon. Puisque la-
destruction de la substance organique du limon ne diminue pas son
action stimulante, il est évident, que ce sont ses composants miné-
raux, qui constituént I'agent de la stimulation. (Tab. IV, V).

7. L’extrait aqueux du limon (préparé au bain - marie) sti-
mule aussi I'assimilation de 1'azote par Azotobacter et Clostridium
mais en quantité équivalente & un degré moindre que le limon séché
ou incinéré (I'extrait de 1 gr. de limon considéré comme équiva-
lent 3 1 gr. de limon). L’extrait aqueux du limon préparé sous
pression dans l'autoclave, perd toutes ses qualités stimulantes.
(Tab. IV, V).

8. Le résidu sec de I'extrait de limon et le résidu incmeré
agissent sur la fixation de 1'azote tout comme I’extrait lui-méme.
En augmentant les doses du résidu sec ou incineré ajoutées au
milieux de culture on peut obtenir un effet égal a celui du limon
séché ou incinéré. Ce dernier fait est a remarquer, il prouve que
la différence entre l'action du limon et de son exirait est purement
quantitative, déterminée par la faible solubilité de I'agent stimu-
lant. (Tab. VIII, IX).

9. L’assimilation de 1'azote dans les cultures mixtes de Clo-
stridium et d’Azotobacler, ou ces deux microbes vivent en asso
ciation est influencée por 1’addition de limon de méme maniére,
que dans les cultures pures. (Tab. VII).

10. En présence de quantités suffisantes de substances orga-
niques azotées, la fixation de I’azote par Clostridium est tout
a fait arrétée

11. Les données expérimentales citées nous permettent de
conclure, que les composants minéraux du limon sont le facteur
qui stimule la fixation de I’azote libre par les microbes.

Institut de physiologie végétale de I'Université de Varsovie.
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