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(Influence of soil extracts on the growth of Azotobacter
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(wplynelo 14, XI. 1949).

W do$wiadczeniach polowych przeprowadzonych w koficu
XIX w. stwierdzono, ze mozna przez szereg lat uprawia¢ na polu
rodliny i zbieraé¢ ustalony na pewnym poziomie plon, bez nawozenia
gleby zwiazkami azotowymi. Dowodzilo to, ze w glebie odbywa si¢
jakié proces, ktéry wyréwnuje azot zabrany jej z plonem. W in o-
gradsky przypuszezajac, ze jest to proces biologiczny poszuki-
wal bakteryj, zakazajac ziemig pozywke nie zawierajaca azotu.
W tych warunkach otrzymal on kulture bakteryj zdolnych do roz-
woju w obecnosci wolnego azotu powietrza, jako jedynego jego
srodla, lecz rozwijajacych sie tylko wtedy, gdy z otoczenia ich wy-
kluczono tlen. Poniewaz za$ uprawna, przewiewna gleba nie sta-
nowi dogodnego podloza dla bakterii beztlenowych, nalezalo si¢
spodziewaé, ze moga znajdowaé sie¢ w niej bakterie wiazace wolny
azot w obecnosci tlenu.

W roku 1901 Beijerineck® zakazajac ziemig pozywke
mineralna z mannitem jako zrédlem wegla, a nie zawierajaca azotu,
otrzymal kulture, w ktérej réznorodne bakterie tworzyly gruby
kozuch z czasem silnie brunatniejacy. W kulturze tej stwierdzil on
przybytek azotu, a nastepnie wyosobnil z niej bakteri¢ wiazaca
wolny azot. Bakteria ta daje na pozywce zestalonej agarem kolonie
bezbarwne, polprzezroczyste, ktére z czasem przybieraja brunatne
zabarwienie, stad nazwa Azotobacter chroococcum. Odkrycie azo-
tobactera wzbudzilo duze zainteresowanie, gdyz wigzanie wolnego
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azotu w jego kulturach bylo wydatniejsze niz w kulturach bakteryj
beztlenowych, lecz réwnoczeSnie bardzo nieréwnomierne tak, ze
nawet Beijerinck w nastepnejswej publikacji® zwatpil, czy
rzeczywiscie azotobakter wigze azot samodzielnie, a to dlatego, bo
wystepowaly duze réznice w przybytkach azotu miedzy kulturami
czystymi a zanieczyszczonymi. W czystych kulturach azotobaktera
przybytki azotu byly male, wigksze w kulturach surowych, a naj-
wieksze w obecnosci drobnych iloSci ziemi, na co jednak B e i je-
rinck nie zwrécil uwagi. Pewne Swiatlo na warunki w jakich
odbywa sie wigzanie azotu rzucily badania Krzemieniewskie-
g 0" wykazujace, ze Azotobacter chroococcum wiaze wolny azot
samodzielnie w obecno$eci malych ilosci ziemi lub tylko jej préchni-
cy. Dzialanie za$§ prochnicy zalezne jest od jej pochodzenia. Otrzy-
mana bowiem z réznych gleb, w réznym stopniu dziala dodatnio,
a réwniez nie bez wplywu jest jej ilos¢ w kulturze.

Z dalszych badah Krzemienigwskiego™ okazalo sig,
ze prochnica nie jest dla azotobaktera ani zrédlem azotu, ani zrod-
“lem wegla. Nie jest takze, jak to wykazala Krzemienie w-
s kK a® Zroédlem zasadniczych skiadnikéw mineralnych. Mianowicie
azotobakter rozwija sie w pozywce z préchnica tylko wtedy, gdy
obok niej znajduja si¢ sole wapnia, magnezu, kwasu fosforowego
i siarkowego, a takze i potasu wbrew twierdzeniu Gerlach a
i Vogla?®, :

Stwierdzenie faktu, ze préchnica wywiera tak wybitny wplyw
na rozwdj azotobaktera, stalo si¢ punktem zwrotnym w badaniach
nad procesem wigzania azotu, a gléwnym ich celem staje si¢ wyjas-
nienie mechanizmu dzialania zwigzkow prochnicznych. Badania pro-
wadzono w dwu kierunkach i wypowiadano rézne poglady.

Kaserer" tlumaczy aktywnosé prochnicy obecnoscig
w niej zelaza, glinu, manganu, krzemianéw i fosforanéw. R e m y
iRosing® stwierdzaja, ze zelazo jest konieczne dla rozwoju
azotobaktera, do czego okazuje si¢ najbardziej odpowiedni wodoro-
tlenek zelaza w alkalicznym roztworze cukru trzcinowego. Inne
zwiazki zelaza z wyjatkiem jego polaczen z kwasem krzemowym
i wapniem, sg mniej korzystne dla procesu wigzania azotu.

Przypisywanie tak wybitnego znaczenia Zelazu znalazlo po-
twierdzenie w doswiadczeniach R 0 sin g a® wykazujacych osla-
bienie dzialania prochnicy przez jej gotowanie z kwasem solnym,
przy czym ulega zmniejszeniu ilo$é zwigzanego w niej zelaza. 0,1 g
proéchnicy surowej wprowadzonej do pozywki zawierajacej 1,84 mg
Fe,0,, dalo przybytek azotu wynoszacy 9,5 mg azotu zwigzanego;
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natomiast 0,1 g préchnicy, wytrawianej na zimno kwasem solnym,
a zawierajacej 0,5 mg Fe,0, daje tylko 7,8 mg przybytku azotu, zas
prochnica, ktéra gotowana z kwasem solnym zawierala jeszcze 0,22
mg Fe,0,, dawala przybytek azotu, ktéry réwnal si¢ 0,72 mg. Ten
zwiazek miedzy iloScig zelaza w prochnicy a wiazaniem azotu przez
azotobaktera pozwala R 6 sin g o w i przyjaé, ze jest ono czyn-
nikiem warunkujacym aktywnos§é prochnicy i przychyla sie on do po-
gladobw Bonnema, ze zelazo odgrywa role posrednika przepro-
wadzajacego azot z powietrza w azotyny, a te dopiero sa przerabiane
przez bakterie. Poza tym towarzyszace zawsze zelazu domieszki
kwasu krzemowego i glinu, moga wywiera¢ pewne dodatnie dzia-
lanie na rozwéj azotobaktera, lecz zawsze stabsze niz zelazo.

Juz Krzemieniewski a nastepnie Dojarenko
i Reinitzer' przeprowadzali doswiadczenia z préchnicg
traktowang kwasem solnym i stwierdzili ostabienie jej aktywnosci,
nie biorge jednak pod uwage Zzelaza, przypisywali je szkodliwemu
dzialaniu kwasu solnego na zwiazki azotowe proéchnicy, ktérych
azot czeSciowo przechodzil do kwasu.

Burk, Lineweawer i Horner?", ktorzy przepro-
wadzali do$wiadczenia z Azotobacter Vinelandi, wiazali réwniez
znaczenie préchnicy z zawartoScia w niej zelaza.

Dalej Bassalik i Neugebauer'* stwierdzaja, ze
zelazo jest koniecznym pierwiastkiem dla rozwoju azotobaktera,
przy czym pobiera on latwiej zelazo ze zwigzkéw w stanie koloidal-
nym lub ze zwigzkéw organicznych, niz z rozpuszczalnych soli mi-
neralnych. Badacze ci wyciagaja stad wniosek, Zze korzystne dziala-
nie préchnicy jest tylko czeSciowo zalezne od obecnosci w niej zelaza
i przypuszczaja mozliwo$é wplywu substancji z kategorii bioséw.
Wobec tego stosuja oni do kultur dodatek wyciagéw z drozdzy, co
daje dobre wyniki w wypadku, gdy wyciag nie byl gotowany. Wy-
ciggi ogrzewane dzialaly znacznie stabiej. Czynnymi okazaly sie
réwniez wyciagi z organéw zwierzecych, z pochewki liSciowe]j psze-
nicy, jeczmienia i zyta, przy czym te ostatnie dzialaly najkorzyst-
niej. Takze dodatki witamin B, C, a szczegélnie C, mialy wplyw
dodatni.

Prazmowski®™® anastepnieS6hngen?® przypisuja
znaczenie prochnicy jej stanowi koloidalnemu. Pierwszy z nich
stara sie zastgpié prochniany naturalne sztucznymi skladajacymi
sie z agaru, wodorotlenku zelazowego, krzemianu sodowego, we-
glanu wapnia lub magnezu i peptonu. Prazmows ki na pod-
stawie swoich do$wiadczen dochodzi do wniosku, Ze nie czyste lfol-
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loidy, lecz absorbowane przez nie, w odpowiednim stosunku, sklad-
niki mineralne, a takze zwiazki azotowe organiczne i nieorganiczne
wywieraja wplyw korzystny na wigzanie azotu przez azotoboktera.
Inaczej objasnia dzialanie kolloidow S 6 hn g e n*, ktéry twier-
dzi, ze wielka powierzchnia sustancji kolloidalnych pochlania tlen
i azot ulatwiajac w ten sposéb azotobakterowi ich pobranie. Za
korzystnym wplywem wzmozonego dostepu tlenu przemawiaja do-
$wiadczenia z paskami bibuly czeSciowo zanuZonymi w pozywce.
Azotobakter najsilniej rozwijal sie na bibule w czeSci wystawionej
nad powierzchni¢ plynu. Wiadomo, ze azotobakter nie korzysta

z bibuly jako zrodla wegla, moglta wiec ona dzialaé tylko przez ulat-
wienie dostepu tlenu.

Na skutek coraz liczniejszych dosw1adczen wykazujacych do-

datni ‘wplyw mikroelementéw na rozwdéj ro$lin wyzszych, szereg
badaczy proébuje aktywowaé przyswajanie wolnego azotu przez
dodatek do kultur azotobaktera soli réznych metali. Fred dodaje
CuSO,, Voiqgu sole baruyy, Colley sole kadmu, niklu, miedzi
i cynku, nie zawsze jednak z wynikiem dodatnim, czesto wprost
z ujemnym np. z miedzig w pozywce plynnej.
' Z po$réd badaczy pierwszy Bortels ° spopielil prochnice
i wykazal, ze popidl jej dodany do pozywki, dziala tylko nieco sla-
biej niz sama préchnica, czyli ze czynnik aktywny w préchnicy jest
skladnikiem mineralnym. Bortels®’® byé moze pod wplywem
metody H abera, wktorej molibden jest stosowany jako kata-
lizator redukecji azotu, dodaje do kultur azotobaktera molibdenu
i stwierdza jego wplyw dodatni.

Podobnie jak molibden, lecz stabiej, dziala wolfram i wanad.
To odkrycie Bortelsa nadalo nowy kierunek badaniom nad
wigzaniem azotu przez azotobaktera. Caly szereg badaczy stosuje
teraz podane przez B or t el s a pierwiastki, lecz nie zawsze
z jednakowym wynikiem. Bassalik i Neugebauer przy-
znaja, ze w malych iloSciach molibden dziala korzystnie lecz nie
tak dobrze jak wyeciagi i ich popioly z substancji pochodzenia roslin-
nego i zwierzecego. Dodatni rezultat po dodaniu molibdenu otrzy-
mala Birh-Hirschfeld?® gdzie przyrost azotu w kulturach
z dodatkiem 0,001—0,01% Mo doréwnywal przyrostowi azotu w kul-
turach z wyciggami z ziemi.

Nastepnie Matylda Schr 6 d e r*® wykazala, ze dodatek
molibdenu do pozywki z woda wodociagowa zwigksza dziesigcio-
krotnie, a z woda destylowana tylko trzykrotnie wigzanie azotu
przez azotobaktera. Schr 6 der zaleca dodawa€ do pozywki
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z wodg destylowang Zelazo, cynk, miedz, krzem i wanad przy czym
ostatnie dwa pierwiastki mozna, wedle niej, zastagpi¢ wodg wodocig-
gowa. Rippel zwraca uwage, zZe dzialanie molibdenu ujawnia
sie wyraznie dopiero wobec duzych dawek zelaza. W jego doswiad-
czeniach (%%, *), dodatnie dzialanie molibdenu wobec malych ilosci
zelaza nie‘bylo wyrazne.

Pewne wyjasnienie przyczyny sprzecznych w wielu razach
wynikéw doSwiadczei z molibdenem daly doswiadczenia K r z e-
mieniewskiego i Kovatsa® oraz Kovatsa™ wyka-
zujace, ze dodatnie dzialanie préchnicy mozna zastapi¢ przez jed-
noczesny dodatek molibdenu i zelaza w odpowiednich ilo$ciach.
Zaden z tych skladnikéw nie dziala samodzielnie. Préchnica zwykle-
zawiera dostateczne ilo$ci Zelaza, za$ prochnicom dziatajacym stabo
brak jest molibdenu lub innego podobnie dzialajacego pierwiastka.
Dodatek molibdenu wzmacnia wplyw stabo dzialajacej préchnicy.
Préchnica dzialajaca stabiej z powodu wygotowania z kwasem sol-
nym traci cze$é zelaza, — przez jego dodatek mozna przywrocic
préchnicy jej aktywnosé.

Stwierdzenie, ze czynnikami aktywnymi w proéchnicy sg mi-
kroelementy jeszcze nie rozwiazywalo calkowicie zagadnienia wply-
wu ziemi na rozwdj azotobaktera. Popioly z préochnicy byly zawsze
mniej czynne niz sama ziemia lub jej prochnica, a takze doswiad-
czenia przeprowadzone z wyciggami z gleby wykazywaly, ze oprécz
skladnikéw mineralnych odgrywaja role jeszcze inne czynniki.
Wyniki do$wiadczeh z wyciagami z ziemi otrzymane przez réznych
badaczy nie sg zupelnie zgodne.

W do$wiadezeniach Kotk 6 wn y*" wyciag otrzymany
w autoklawie pod ci$énieniem trzech atmosfer w ciggu trzech godzin
dzialal slabiej niz wyciag przygotowany przez kilkugodzinne goto-
wanie na wolnym ogniu. Wynikalo z tego, ze pod wplywem wysokiej
temperatury czynniki dzialajace pobudzajaco na rozwoj azoto—
baktera stracily czeSciowo swa aktywnosé.

Nastepnie Bassalik i Neugebauer® podaja, ze
ekstrakty z gleby, bakteryj, drozdzy, kietkujacych zbéz i organiz-
moéw zwierzecych tracg czeSciowo swa aktywno$é pod wplywem
ogrzewania. 7 pordéwnania ekstraktéw glebowych otrzymanych
w temperaturze pokojowej ,,na zimno“ a przesaczonych przez Swiece
Chamberlanda oraz wyciagow gotowanych i antoklawowa-
nych wynikalo, ze aktywno$é ich jest zalezna nie tylko od iloSci
zawartej w nich suchej masy, ale i od jej jakoSci. Ogrzewanie
ekstraktu otrzymanego ,na zimno* do 100°C przez 1 godzing i przez

A}
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3 godziny w temperaturze 144 °C wplywa oslabiajaco na jego dzia-
lanie. Wigksze iloSci wyciggu autoklawowanego w 144 °C, jak wy-
kazuja zestawienia wynikéw (*, str. 231), zupelnie uniemozliwiaja
rozw(6j azotobaktera. Stad autorzy ci wnieskuja, ze w wyzsze]
temperaturze powstaja jakie§ substancje trujace. Wedlug nich do-
datni wplyw wyciagéw glebowych jest zalezny od dwoch lub trzech
czynnikéw. Jednym z nich mialby byé skladnik wyciagu wrazliwy
‘na temperature, a wigc o charakterze zwiazkow z grupy bioséw,
drugim mikroelement mineralny, a trzecim nieznany czynnik lotny.

Whbrew powyzej przytoczonym pogladom Krzemienie w-
ski, Lohnis oraz Birch-Hirschfeld zalecaja sporza-
dzanie wyciagoéw z gleby w temperaturze powyzej 100°C. K r z e-
mieniewski otrzymuje wyciag wodny w autoklawie przez
1,5 godziny pod ci$nieniem 1 atmosfery. Podobnie L 6 hnis
i Pilai®. Birch-Hirschfeld® do swoich doswiadczen
uzywa wyciggéw glebowych otrzymanych pod cisnieniem 1,5 atmo-
sfery i otrzymuje dobre wigzanie azotu (12 mg zwigzanego azotu na
1 g glukozy). ’

Wobec tego, ze wyniki do$wiadczen przeprowadzonych
z ekstraktami, otrzymanymi roéznymi metodami a takze z réznych
gleb, nie zawsze nadaja si¢ do Scislego poréwnania nalezalo prze-
prowadzié¢ do$wiadezenia z wyciagami otrzymanymi w rézny sposob,
lecz z jednej i tej samej ziemi. Do$wiadczenia te zostaly wykonane
a rezultaty podane sa ponizej.

Do doéwiadezen tych uzywano stale ziemi pochodzacej z Ogro-
du Botanicznego Uniwersytetu Lwowskiego.

Ziemie te, uprzednio wysuszong na powietrzu i przesiang przez
2 mm sito przechowywano w wiekszej ilosci w chlodnej piwnicy.
Poniewaz przy sporzadzaniu wyciggu zachowywano stale stosunek
1 cze$ei suchej masy ziemi na 2 czesci wody destylowane]j, dlatego
co pewien czas oznaczano w tej ziemi ilo§é zawartej wody przez su-
szenie do stalej wagi w temperaturze 105 °C.

Wyciagi w temperaturze pokojowej otrzymywano mieszajac
ziemie z wodg w ciggu 24 godzin. Nastepnie po odstaniu przez na-
stepnych 24 godzin sgczono czterokrotnie przez ten sam lejek az do
otrzymania zupelnie klarownego przesgczu.

Ekstrahowanie na goraco odbywalo si¢ przez gotowanie 1 go-
dzine w temperaturze 100 °C, lub 1 godzine w autoklawie w tempe-
raturze 130 °C. Kolbe z ziemig i woda wazono, a po ogrzaniu dopel-
niano do pierwotnej wagi i wyciag saczono przez bibule. Poniewaz
wigzanie azotu na wyciggach saczonych przez bibule i oczyszcza-
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nych przez wirowanie nie wykazywaly réznic, dlatego do po6zniej-
szych do$wiadczen uzywano stale wyciagéw oczyszczanych z czesci
mechanicznych na wiréwce elektryeznej.

Wyciggi otrzymane w réznej temperaturze byly roéznie zabar-
wione. Ekstrakty otrzymane w temperaturze 130°C mialy kolor
intensywnie brazowy, wpadajacy w czerwony. Ekstrakty w 100°C
byly koloru mocnej herbaty. Natomiast ekstrakty otrzymane
w temperaturze pokojowej byly barwy slomkowej. Obserwowano
stale zmetnienie wyciggu klarownego po jego ponownym ogrzaniu
przy sterylizacji. Kwasowosé stwierdzano aparatem foliowym
Wulf fa pH wyciagu ze 130°C wahalo sie od 7,1—7,3. Wyciag
z temperatury 100°C mial pH od 7—7,2. Wyciag z temperatury po-
kojowej stale wykazywal pH 7,1.

Kultury zestawiano po 12—18 w kolbach na 250 ccm ze szkla
jenajskiego, o plaskim dnie (Srednica 8,5 cm). Kolby zamykano
korkami z waty bawelnianej. Do kultur uzywano pozywki o naste-
pujacym skladzie: na 100 ccm wody destylowanej 10 g glukozy,
0,5 g K,HPO,, 0,25 g MgS0,, 0,015 g Fe,(SO,),. aq. Do pozywki do-
dawano zawsze 10 cem oraz odpowiednig ilosé wyciggu. Kultury ze-
stawiano z 50 lub 60 ccm plynu dodajac do kazdej kolby 0,025 g
CaCO,. W wypadku, gdy nie dodawano 50 cem wyciagu, wéwezas
ekstrakt uzupeliano do okreslonej objetosci woda destylowana.

Pozywke sterylizowano w parze po 20 minut przez 3 dni.
Szczepiono kultury stale jednym i tym samym uszkiem platynowym
z trzydniowej kultury azotobaktera, wyroslej swiezo na pozywce
agarowe]j z mannitem, starajac si¢ o mozliwie jednakows ilo$¢ wpro-
wadzonego materialu. Azotobakter uzywany do szczepien byl wy-
osobniony z ziemi ogrodowej, z ktorej wygotowywano wyciagi. Przed
szczepieniem pozywek i po skoficzonym doswiadczeniu badano czy-
sto$é kultury azotobaktera w preparatach utrwalonych i barwio-
nych barwikiem Giem zy lub blekitem metylenowym. Kultury
trzymano w termostacie w temperaturze 27—29°C. Zakonczenie
doswiadczenia nastepowalo przez dodatek 1 cem kwasu siarkowego
stezonego. Zawartos¢ azotu oznaczano metoda K jeldahl a.
Przyrost azotu w kulturze, bedacy zarazem miarg rozwoju azoto-
baktera, obliczano odejmujac od znalezionego azotu w kulturze
ilogé azotu wprowadzonego z pozywka, ekstraktem lub ziemig.

Dla stwierdzenia stopnia aktywnosci uzywanej do do$wiadezen
ziemi i dla uzyskania podstawy do poréwnania dzialania w rézny
spos6b przygotowanych wyciagow, zestawiono doswiadcezenie I z roz-
nymi ilo$ciami ziemi wprowadzonymi do 50 cem pozywki. Do kultur
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dodano suchej masy ziemi, ktérej iloSé oznaczono przez suszenie do .
stalej wagi w temperaturze 105°C. Zawierala ona 0,65% azotu.
W 10 cecm pozywki bylo 0,3 mg azotu. Zestawienie danych podaje
Tablica I.

TABLICA I

HO;%;‘;?:&;;: Y1 N wprowadzony Tloéé zwiagzanego
do pozywki: do kultury w mg:|N calkowity w mg: N w mg:
(Quantities }‘;’f dfyl (N added to the | (Total N in mg) (Quantity of
addon 1o the modiumy| Culture in mg) flced I S ag)

_ 4,76 2,84
025 ¢ 1,92 , 4,48 2,56
6,86 | 3,31
0,50 g 3,55 : 7,84 4,29
-’ 11,20 4,40
1,00 g 6,80 12,32 5,52
|
: 17,08 7,03
150 g 105 ! 17,64 7,59
| 21,16 7,86
2,00 g 13,30 ; 20,40 7,10
i
. 5 27,18 ! 7,38
3,00 g 19,80 ! 26,45 6,65
' 32,76 6,76
4,00 g 26,00 33.92 | 732
g 40,70 , 7,90
5,00 g 32,80 ? 40,04 ; 7,24

Doswiadczenie trwalo 5 dni. Temperatura 28°C. (5-day experiment. Temp. 28°C).

Jak wynika z tego doswiadczenia juz 2 g ziemi (suchej masy)
powoduje optymalny dla danej gleby rozwéj azotobaktera, a wraz
z nim maksymalne wigzanie azotu. Po 5 dniach w kulturach z 2 g
ziemi znaleziono przybytek azotu Srednio z dwu kultur wynoszacy
7,48 mg. Dalsze zwiekszenie ilosci ziemi do 3, 4 i 5 g nie wywarlo
juz wpltywu. Odpowiednie Srednie przybytki azotu wymosily: 7,01,
7,04 i 7,57 mg.
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Przed przystapieniem do doSwiadczen z wyciaggami nalezalo
jeszeze stwierdzié, czy wyciagi nie zawierajg substancji mogacych
stuzyé dla azotobaktera jako zrodio wegla, a takze, czy nie zawieraja
one czasem dostatecznej ilo§ci soli mineralnych, co czyniloby ich do-
datek w pozywce zbytecznym. Zestawiono wiec w tym celu doswiad-
czenie 11 uzywajac dwu wyciaggéw: otrzymamy w 100°C i w 130° C.
(Tablica II).

TABLICA IL

_ otrzymamy przy 100° C | otrzymany przy 130°C
Wyciag (received at' 100°C) (received at 130°C)
(Soil extract) Przybytek N w mg:.
. (N increase in mg)
0,4 - 1,1
tk L) r
bez dodatku 05 0.5
(No substances added) 0,7 0,8
z dodatkiem glukozy 43 5,9
4,7 7,2
(Glucose added) 3.0 6.8
z dodatkiem 7,2 8,9
pozywki catkowitej 6,8 9,2
(Full medium added) 7,0 9,0

Doéwiadczenie trwalo 6 dni. Temperatura 28° C. (6-day experiment. Temp. 28° C).

Jak z tego zestawienia widaé rozwéj azotobaktera na samym
wyciggu byt jednakowy i staby, przecigtnie 0,5 i 0,8 mg. tzn., ze
wyciagi nie zawieraja zadnych zwigzkéw w dostatecznej iloSci, z kto-
rych mogliby on korzystaé. Dodatek glukozy podnidst wigzanie azotu
w wyciagu z temperatury 100° C do 755%, a wyciagu z 130° C 828/,
w poréwnaniu z wigzaniem azotu w kulturach z samym wyciagiem,
Dalsze podniesienie wigzania azotu przez dodatek do wyciggow
skladnikéw mineralnych w pozywce wskazuje, ze i skladniki mine-
ralnie w wyciagach nie znajduja sie w dostateczne] ilosci.

Niedostatek skladnikéw mineralnych w wyciagu z temperatury
100° C byt wiekszy, przyrost azotu w stosunku do kultur z glukoza
wzrost o 75%, gdy przyrost w kulturach z wyciaggiem z temperatury
130° C podniost sie tylko o 429/y, czyli wyciag ten zawieral stosunko-
wo wiecej skladnikéw mineralnych niz wyciag w 100° C. Zatem wy-
ciagi z gleby podobnie jak wyciagi prochnianéw, co wykazywaly licz-

12
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ne do$wiadczenia réznych badaczy (*%, *), nie moga byé¢ dla azoto-
baktera Zrodiem wegla ani dostatecznym Zrédiem zwyklych sktadni-
kow mineralnych.

Doswiadezenie III mialo cel podwdjny: chodzilo mianowicie
o to, jakie ilosci wyciagu nalezy doda¢ do pozywki aby otrzymaé
maksymalne wigzanie azotu i jak dzialaja wyciagi w zaleznosSci od
temperatury, w ktoérej zostaly sporzadzone? (Tab. III).

Do pozywki dodano wyciagi w iloSciach odpowiadajacych réz-
nym ilo$ciom suchej masy ziemi. Ze sposobu przygotowania wycig-
géw wynikalo, ze na 1 g suchej ziemi przypadalo 2 cem wyciggu.
Uzyto wiec najmniejsza ilo§é wyciagu tj. 4 cem odpowiadajaca 2 g
ziemi, a wiec ilo§¢ wywolujacg maksymalne wigzanie azotu.

Juz wyglad kultur wskazywal na to, ze wyciagi dzialaja réznie,
Na wyciggach przygotowanych w temperaturze pokojowej rozwdj
byl slabszy, kozuch na powierzchni pozywki powstawal pdzno, w kul-
turach na wyciagach przygotowanych na goraco kozuchy pojawily
sie po 3 dniach i nastepnie brazowialy.

Dos$wiadczenie to pozwolilo stwierdzi¢, ze wyciagi z ziemi bez
wzgledu na temperature w jakiej zostaly przygotowane, dzialajg na
wigzanie azotu slabiej niz ziemia, z ktorej pochodza. Wyciagi przy-
gotowane w wyzszej temperaturze dzialaja korzystniej na rozwdj
azotobaktera anizeli wyciagi przygotowane w temperaturze pokojo-
wej. Wyciag otrzymany w temperaturze 130° C w iloSci 40 cem, co
odpowiada 20 g ziemi, spowodowal wigzanie azotu réwne wigzaniu
w obecno$ci 2 g ziemi (Tab. I). We wszystkich innych kulturach
wigzanie azotu bylo slabsze. Jesli przyja¢ za 100/ najwiekszy przy-
bytek azotu otrzymamy przy 40 ccm wyciagu przygotowanego w tem-
peraturze 130° C, to przy tych samych iloSciach wyciagéw przyrosty
wynosily : przy wyciggu otrzymanym w temperaturze pokojowej 41%,
a w temperaturze 100° C 75,6%.

Bardzo staba aktywno§é wyciagu przygotowanego w tempera-
turze pokojowej nasuwala pewna watpliwosé, czy nie dziala na niego
szkodliwie sterylizacja. Niejednokrotnie bowiem stwierdzono ujem-
ny wplyw ogrzewania pozywek, nawet czysto mineralnych, na war-
tos¢ ich dla organizméw. Ruhland objasnial to tym, ze przy ste-
rylizacji nastepuje zalkalizowanie pozywki na skutek utraty CO,,
co pocigga za sobg wytracenie zelaza z pozywki. Taka pozywka staje
sie mniej odpowiednia dla bakteryj wodorowych i Zelazistych
(Lieske). Nalezalo si¢ zatem przekonaé, czy sterylizacja pozywki
wplywa na rozwdj azotobaktera i w zwiagzku z tym wykonano do-
Swiadezenie IV. Przygotowano wigc wyciag w temperaturze pokojo-

-—
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wej, dodano do niego na kazde 50 ccm po 10 cem pieciokrotnie skon-

~ centrowanej pozywki i rozlano do kolb po 60 cem. Trzy z nich pod-
dano sterylizacji w temperaturze 100°C, trzy wyjalowiono saczac
przez SwieceChamberlanda.

TABLICA 1IV.

Przybytgk N wmg — (N i_ncrease inmg)

. | Saczony przez §wiece
Sterylizowany w 100°C Chamberlanda

(Sterilized at 100" C) | (Filtrated by means of
Chamberland‘s candle)

Pozywka z dodatkiem

wyciagu ofrzymanego 29 3,2
w tempe‘ratur_'ze poko-

Jowe]. 3,1 ) 3,3
(Medium with addition .
of soil extract obtained 3,3 3,2

at room temp.)

Doswiadczenie trwato 5 dni. Temperatura 29° C. (5-day experiment. Temp. 29" C).

Jak wynika z oznaczenia azotu w kulturach (Tab. IV), nie moz-
na stwierdzié¢ réznicy miedzy kulturami sterylizowanymi w tempe-
naturze 100°C a wyjalowionymi z ominigciem podwyzszonej tempe-
ratury. Sterylizacja zatem nie wywiera wplywu obnizajacego war-
tos¢ wyciagu otrzymanego w temperaturze pokojowej.

Natomiast z doswiadczeh Bassalika i Neugebauer
wynikalo, ze w wyciagu otrzymanym w temperaturze pokojowej ,na
zimno“ poddanemu wplywowi ogrzewania w ciagu trzech godzin
w autoklawie przy 3 atmosferach (144° C) powstaja jakie§ substan-
cje dzialajace szkodliwie, ktére przy wiekszej ilosei wyciagu tzn.
50 ccm znoszg catkowicie korzystny wplyw ekstraktu. Ogrzewanie
wyciagu przez 1 godzing oslabia co prawda jego dzialanie ale w znacz-
nie mniejszym stopniu.

Wobec tego, ze jak wynika z naszego dosSwiadczenia, steryli-
zacja wyciggu przygotowanego w temperaturze pokojowej nie wy-
warla szkodliwego wplywu na aktywno$¢ wyciagu, nalezalo sie prze-
konaé, czy nie ulega zmianie wyciag ogrzewany przez dluzszy czas
w temperaturze wyzszej. Zestawiono wiec doswiadczenie V, poddajac
cze$¢ wyciagu otrzymanego w temperaturze pokojowej dzialaniu
temperatury 100° C przez 1 godzine. Drugg cze$¢ ogrzewano w auto-
klawie przez godzing w temperaturze 130°C. Trzecia wyjalowiono
sgczac przez Swiece Chamberlanda.
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TABLICA V.
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50 cem wyciggu Saczony przez " _
otrzymanego Ewiece Og.rzewany 1 go Og:jzewany 1 go
w temperaturze Chamberlanda dzine w tempe- | dziny w tempe-
pokojowej . raturze 100°C raturze 130°C
(Filtrated by
(50 cem of soil means of (Heated during | (Heated during
e;t”r‘ignfggﬁge)d C"“Z"ﬁ‘;’}g"‘?s 1 hour at 100°C)|1 hour at 130°C)
Erzyhytek I 3,35 3,05 2,95
W mg
(N increase in mg) 025 10,15 +0,15

Doéwiadezenie trwalo 5 dni. Temperatura 28° C. (5-day experiment. Temp. 28° C).

Jak zwykle uzyto do doswiadczen po 50 cem wyciggu, zestawia-
jac po trzy kultury z kazdym ekstraktem. Wyciag sgczony przez
$wiece Chamberlanda dodano do wyjalowionej pozywki, inne
kultury sterylizowano jak zawsze trzy razy w parze. Sredni przyrost
azotu w wyciggu nieogrzewanym wynosit 3,35 mg w ogrzewanym do
100° C — 3,05 mg, zas$ ogrzewany do 130°C — 2,95 mg.

Wobec nieznacznej roéznicy na korzysé kultur na wyciggach
nieogrzewanych zestawiono nastepne, podobnie jak poprzednie, VI
doswiadczenie lecz przediuZzono czas ogrzewania do trzech godzin,
spodziewajgc sig, ze w tych warunkach moga nastapié wieksze roz-
nice. Po 6 dniach oznaczono azot zwigzany (Tab. VI).

TABLICA VL

I 50 cem wyciagu Sgczony przez _
otrzymanego wiece Og.rzewany 3 go Og?‘zewany 3 go-
w temperaturze Chamberlanda | dziny w tempe- | dziny w tempe-
pokojowej . raturze 100°C raturze 130°C
(Filtrated by
(50 cem of soil means of (Heated during | (Heated during
extract obtained Chamberland's |4 hours at 100°C) |3 hours at 130°C
at room temp.) candle)
Przybytek N 3,8 4,05 [ 39
w mg . ’
(N increase in mg) T 04 1035 105

Doéwiadczenie trwalo 6 dni. Temp. 28—29°C. (6-day experiment. Temp. 28—29°C).

Jak widaé wiazanie azotu we wszystkich kulturach bylo jedna-
kowe. Srednie wynosza: 3.8, 4.05 1 3.8 mg. Spodziewana réznica nie
wystapila, co wskazuje na to, ze pod wplywem ‘dzialania wyzsze]j
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temperatury i to przez czas dluzszy w naszym doswiadczeniu nie po-
wstaly substancje szkodliwe, a substancje czynne nie ulegly zmianie.
Mozna wiec wyciagi otrzymane w temperaturze pokojowej steryli-
zowaé w 100° C i dzialanie ich poréwnywaé z dzialaniem wyciagow
z temperatury wyzszej.

Wplyw prochnicy, a takze sktadnikéw mineralnych ujawnia sie
nie tylko przez zwiekszenie przybytkow azotu, lecz takze przez bar-
dziej ekonomiczne zuzycie zrodia wegla.

Dla stwierdzenia, czy sposéb przyrzadzania wyciagéw i pod
tym wzgledem wywiera swoj wplyw, zestawiono doswiadczenie VII,

w ktorym obok przybytkéw azotu oznaczono zuzyta glukoze (Ta-
blica VII).

TABLICA VI

N w mg w kul- Zuzycie
Pozywka 1;11';\? };:; Z}?- Przybytek | cukru | Il\’rrzg;wltug
. zezepi ch, | [
z dodatkiem konfrolnyeh Nwmg | WmMmg glukozy
(Medium with _ (N amount | (N increase ‘ Céﬁgi‘%_ i incrente
i in mg in non- : | : | per 1 g of
addition) inoculated con- inmg) | tion | glucose)
trol cultures) |l in mg)
50 cem wyciagu |
otrzymanego ?
w temperaturze i i At | 440 [ s
pokojowej 3,9 2.9 . 460 | 6,30
(of 50 cem of soil i f
extract obtained &l | s | 510
at room temp.) |
|
50 cem wyciagu | .
otrzymanego ’
przy temperatu- . 508 | 843 | %0
5 .
rze 100" C 6,0 720 | 712 10,10
(of 50 cem of soil
extract obtained 62 | 164 0
at 100°C) ! |
50 cem wyciagu 5 .
otrzymanego |
przy temperatu- ; [ 2,00 oal | 10,2
rze 130" C 8.1 | 10,2 | 850 | 12,0
(of 50 ccm of soil | =
extract obtained 88 : o | i
at 130°C) - '

Doswiadczenie trwalo 5 dni. Temperatura 29" C. (5-day experiment. Temp. 29" C).
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Jak z tablicy widaé, nie tylko przybytek azotu w wyciggach
otrzymanych w wyzszej temperaturze byl wiekszy, ale i zuzycie glu-
kozy bylo ekonomiczniejsze. Jesli przyja¢ za 100 zwigzany azot
i zuzyta glukoze w kulturach z wyciagiem najstabiej dzialajacym,
to w kulturach z wyciagiem przygotowanym w 100° C wigzanie azotu
wzrosto do 232'/o a zuzycie glukozy tylko do 164%. Jeszcze korzyst-
niej wypadio ono w kulturach z wyciagiem otrzymanym w 130°C.

Przyrost azotu wzrést do 313%, zuzycie glukozy do 199%. Przyto-

czone doswiadczenia wykazuja zatem jasno, ze ekstrahujac przy
wyzszej temperaturze mozna z ziemi wyciggnaé wiece]j substancji
pobudzajacej rozwo6j azotobaktera.

Wobec doswiadczenia wykazujacego w wyciagach brak odpo-
wiedniego dla azotobaktera zrédla wegla i niedostatecznej ilosci
zwyklych skladnikéw mineralnych (Tab. II), tylko substancjom
czynnym nalezy przypisaé¢ dodatni wplyw wyciggéw. Najkorzyst-
niejszy okazal sie wyciag otrzymany w autoklawie w temperatu-
rze 130° C.

Istniejg w literaturze spostrzezenia, ze na aktywnosé ekstrak-
téw glebowych ma wplyw odezyn plynu ekstrahujacego. Bortels®
wykazuje, ze popioly z ekstraktow alkalicznych dzialaja lepiej niz
popioly z ekstraktéw kwasnych. Spostrzezenia te sklonily go do
wniosku, ze substancje czynne w wyciagach glebowych rozpuszczaja
sie w plynach alkalicznych.

Bassalik i Neugebauer' poréwnywali rowniez eks-
trakty kwasne, obojetne i alkaliczne z gleby lecz nie stwierdzili roz-
nicy ich dzialania, poniewaz plyny, jak sami zaznaczaja, uzyte do
ekstrahowania gleby mialy nieznaczne odchylenie od reakeji obo-
jetnej.

Do wszystkich podanych przeze mnie dotychczas doswiadczen
byl uzywany wyciag sporzadzony z wodg destylowang. Do dwu
nastepnych do$wiadezen uzyto roztworu o réznej kwasowosci.

Uzyto mianowicie wyciagbéw otrzymanych z 300 g ziemi slabym
H,SO, lub NaOH, poczynajac od 1/200 n. ptynu. Musiano kilkakrot-
nie sporzadzaé wyciagi zasadami i kwasami azeby otrzymaé stosow-
ne wyciagi o odpowiednim odczynie. Kwasy i zasady dodane do ziemi
po godzinie gotowania ulegaly neutralizacji. Po licznych dopiero pro-
bach otrzymano pH =— 8,1 dla wyciagu alkalicznego, dla wyciagu
kwasnego 6,9 oraz wyciag obojetny o pH — 7,1. Wyciag alkaliczny
doprowadzono 1/10 n. H,8SO, do pH = 7,1, réwniez wyciag kwasny
sprowadzono do pH = 7,2 przy pomocy 1/10 n. NaOH. Do kultur
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(Tab. VIII) uzywano po 50 ccm w ten sposéb zobojetnionego wycig-
gu, oraz do kazdej kultury, jak zawsze, dodano 10 ccm pieciokrotnie
stezonej pozywki zasadnicze].

TABLICA VIIL

50 cem wyciagu otrzymanego w temperaturze 100° C
przy pomocy roztworu:
(50 cem of soil extract received at 100°C
by means of:)

Pozywka z dodatkiem|

(Medium with — . -
 addition of) obojetnego alkalicznego | kwasnego
(neutral solution) |(alkaline solution}| (acid solution)

Przybytek N w mg 6,2 6,9 é 3,3
(N increase in mg 6,4 8,3 4,7

Dos$wiadczenie trwalo 7 dni. Temperatura 28° C. (7-day experiment. Temp. 28" C).

Poréwnujae dzialanie wyciggéw sporzadzonych plynem obojet-
nym, stabo alkalicznym i stabo kwasnym stwierdza sie najlepsze
wigzanie azotu na wyciagu alkalicznym. I tu réwniez aktywnos$é
wyciaggu nie objawia sig¢ zbytnio, zwlaszcza miedzy obojetnym a al-
kalicznym,, gdyz plyny uzyte do ekstrahowania ulegaly zobojetnieniu
juz w czasie gotowania.

Wobec braku wyraznej réznicy pomiedzy wyciagiem obojetnym
a alkalicznym zestawiono podobne do$wiadczenie (Tab. IX) lecz
z wyciggami otrzymanymi w silniejszych roztworach kwasu siarko-
wego i wodorotlenku sodu. Wyciag sporzadzano w temperaturze
100° C. Po licznych prébach otrzymano po 1 godzinie gotowania
wyciag alkaliczny, ktérego pH = 9,2 oraz wyciag kwasny o pH — 4,2.
Takie same wyciagi sporzadzano w temperaturze 130°C. Wiyciag
alkaliczny przy pomocy kwasu podobnie jak w poprzednim doswiad-
czeniu sprowadzono do pH = 7,3, wyciag kwasny za$ sprowadzono
do pH = 7,2. W ten spos6b zobojetnionych wyciagéw uzyto do kultur
w iloéci po 50 cem. '

W trzecim dniu do$wiadczenia mozna juz bylo zauwazyé znacz-
nie lepszy rozwoj na pozywce z wyciagiem alkalicznym. W czwartym
dniu powstal juz gruby kozuch, ktéry w széstym dniu byl zupelnie
brazowy. Na wyciagu kwasnym rozwéj byt bardzo staby i do konca
kozuch ledwie sie zaznaczyl. Zestawienie iloSci zwigzanego azotu
na wyciagu otrzymanym w 100° C i w 130° C plynem obojetnym, al-
kalicznym i kwasnym podaje tablica IX. Po 7 dniach azotobakter
przyswoil na wyciggu obojetnym otrzymanym w 100°C $rednio
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TABLICA IX
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Pozywka z dodatkiem

(Medium with

Przybytki azotu w mg otrzymane w roztworze:

(N increase in mg obtained in solution:)

. addition of) obojetnym alkalicznym kwasnym
(neutral) (alkaline) (acid)
50 cem wyciagu
otrzymanego 6.8 9,2 1,6
w teril(;j)ne'e]réturze 6.2 103 18
(50 cem of soil extract 6,7 10,6 1,7
received at 100° C) ’
50 cem wyciggu
otrzymanego 8,8 11,6 34
v lepe e 8,9 11,2 2,7
(50 cem of soil extract 9,2 10,9 3,2 1
received at 130°C)
4

Doéwiadczenie trwalo 7 dni. Temperatura 28° C. (7-day experiment. Temp. 28°C).

6,56 mg N, alkalicznym 10,03 mg, kwasnym zas 1,7 mg. Taki sam
wyciag otrzymany w 130°C umozliwil azotobakterowi przyswoié
$rednio na wyciggu obojetnym 8,96 mg N, alkalicznym 11,23 mg,

kwasnym za$ 3,1 mg.

Z doswiadczenia tego widaé, ze znaczenie odczynu plynu eks-
trahujacego wystepuje wyraznie. Wyciag alkaliczny jest bez por6w-
nania aktywniejszy niz wyciag kwasny. Plynem alkalicznym zatem
daje sie wyciagnaé z gleby wiecej cial aktywnych. Taki wynik do-
$wiadezenia ma swoje uzasadnienie w tym, ze kwasy préchniczne pod
wplywem zasad tworza rozpuszczalne prochniany, mogace ulec wy-
plékaniu, natomiast dzialaniem plynu kwasnego wytraca sie z ziemi
kwasy prochniczne w wodzie nierozpuszczalne. Wigksza aktywnosé
wyciggéw alkalicznych mozna wigzaé¢ z wigksza ilo$cig rozpuszczo-

nych w nich substancji préchnicznych.

Azeby przekonaé sie, czy czynnik pobudzajacy rozwéj azoto-
baktera mozna oddzieli¢ z wyekstrahowanych substancji, zastosowa-
no dialize umieszezajac wyciag w rurach celofanowych w wodzie
wodociggowej w ciagu 2 i 4 dni. W drugim podobnym doswiadcze-
niu dializowano wyciag w dializatorze elektrycznym przez 8 godzin.
W czasie dializy, roztwory pierwotnie zupelnie czyste, metnialy, przy
czym zmetnienie bylo najwieksze w wyciagu przygotowanym w tem-

peraturze 130° C.
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T A

BLICA X

Pozywka z dodatkiem
50 ccm wyciagu

Przybytki N w mg:
(N increase in mg:)

otrzymanego — == =
w temperaturze w ekstrakcie w ekstrakcie w ekstrakcie
(Medium with niedializowanym | dializowanym dializowanym
addition of 50 ccm 2 dni 4 dni
of soil extract (in 2-day dialized | in 4-day dialized
received at) soil extract) soil extract)

(in nondialized
soil extract)

pokojowej 2,85 1,5 |
(room temp.) + 0,55 + 0,2 40,1
8,0 4,6 3,7
100°C +08 +1,1 +05
9 | 6,85 4,65
130 C i .'

+0,3 i +1,85 + 0,45

Doswiadczenie trwato 6 dni. Temp. 28—29°C. (6-day experiment. Temp. 28—29°C).
A\
TABLICA XI

Pbiywka z dodatkiem 50ccm Przybytki N w mg:
wyciggu otrzymanego (N increase in mg:)
w temperaturze R e
. . L w ekstrakcie w ekstrakcie dializo-
(Medium with addition niedializowanym wanym elektrycznie
2 ;{rggtcfggeft{ez";‘n (in nondialized (in soil extract dialized
soil extract) electrically)
pokojowej 3,0 2,65
(room temp.) +0,2 + 0,15
7,25 5,9
100°C +0,35 +04
: 9,5 6,7
0 ¥ )
130°C + 0,6 Ju .

Doswiadczenie trwalo 6 dni. Temp. 28—29°C. (6-day experiment. Temp. 28—29'C).

Z tablic X i XTI wyrazZnie widaé, ze dializowanie w znacznym sto-
pniu zmniejsza aktywnosé ekstraktow glebowych i to zaréwno otrzy-
manych w temperaturze pokojowej jak i w temperaturze wyzszej. Te
doswiadezenia byly zgodne z obserwacjami Birch-Hirschfeld,
ktéra réwniez znajduje ostabienie wyciagéw dializowanych, gdy cho-
dzi o wigzanie azotu przez azotobaktera. Birch-Hirschfeld
prébowala réwniez wydzielié z ekstraktu czynnik aktywny przez roz-
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puszczenie go w alkoholu, eterze lub acetonie. Skladnik ten okazal
sie nierozpuszezalny w tych odezynnikach.

Z przytoczonych doswiadczen wynika, Ze najkorzystniej na
rozwdj azotobaktera, a tym samym na przybytki azotu w kulturach
jego, wplywaja wyciagi otrzymane w wyzszej temperaturze.. Wy-
ciagi te byly zawsze silniej niz inne zabarwione na kolor brazowy,
co wskazywalo na zawarto$é w nich substancji préchnicznych. Wia-
domo, ze sama prochnica dziala pobudzajaco na rozwoj azotobaktera,
a jak wykazal Bortels® przezzawartos¢ czynnych skladnikow
mineralnych, w jaki§ sposob z nig zwigzanych. Przez dializ¢ wyciagi
znacznie tracily na swej aktywnosci, mozna wiec przypuszczaé, ze
nastapilo to przez czeSciowa utrate czynnego skladnika mineralnego.
Nasunelo sie zatem pytanie, czy przez dialize mozna go usunaé takze
z samej prochnicy. :

Cheac na to pytanie odpowiedzieé wykonano nastepujace do-
$wiadczenie.

7 ziemi, ktérej uzywano do wszystkich doswiadczen, sporzadzo-
no roztwoér czystego préchnianu sodu. Jedna porcje w ilosei 600 cem
uzyto do oznaczenia suchej masy. Drugg taka sama ilo$¢ poddano
dializie elektrycznej. W czasie dializy wytracila sie z roztworu préch-
nianu pewna ilo§¢ substancji, ktéra zebrano na sgezku i wysuszono
do stalej wagi. Przesacz, znacznie ja$niejszy niz pierwotny roztwor
uzyty do dializy, odparowano na }azni i wysuszono do stalej wagi
w eksykatorze prézniowym, gdyz otrzymana substancja bardzo stabo
lecz wyraznie chionela wode.

7 600 cem roztworu prochnicy uzyskano 5,52 g suchej masy.
7 600 cem roztworu dializowanego otrzymano: 2,52 g osadu, powsta-
lego w roztworze w czasie dializy i 2,23 g substancji pozostalej w roz-
tworze, a zatem 45,6% suchej masy przeszlo do osadu, 40,4°/ pozo-
stalo w roztworze a 13,9 oddializowalo sie.

Na 50 ccm wody destylowanej i 10 cem skoncentrowanej
pozywki dano do jednych kolb 0,1 g préchnianu, do innych 0,1 g
suchej masy osadu powstalego przy dializie wzglednie tez samg ilosé
suchej substancji pozostalej w roztworze (Tab. XII).

Jak widaé z przytoczonych cyfr, osad powstaly podczas dializy
dzialal prawie tak samo jak sama préchnica, a bylo mniej zwigza-
nego azotu zaledwie o 4,5%. Sucha masa pozostala w roztworze
dzialala 319/, stabiej niz préchnian, przy czym roéwniez zuzycie glu- -
kozy bylo mniej ekonomiczne. Przy 0,1 g osadu otrzymano na
1 g glukozy 10,85 mg zwigzanego azotu, przy 0,1 g substancji pozo-
stalej w roztworze wspélezynnik ekoramiczny wynosit 8,7. W porow-
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TABLICA XIL

Pozywka bez Fe N przyswojony w mg | Wspolczynmk
ekonomiczny

(Medium without Fe) (N increase in mg) (Economic coefficient

z dodatkiem 0,1 g
préchnianu sodu 9,0 11,3
(with addition of 0,1 g 9,1 10,7
of natrium humine)

z dodatkiem 0,1 g

osadu powstaltego

przy dializie 8,9 11,4

(with addition of 0,1 g 8.4 10,3

of deposit obtained ' ’
at dialisis)

z dodatkiem 0,1 g

pozostatosci 6.2 8.6
w roztworze
(with addition of 0,1 g 6,3 8,8

of remainder in solution)

Doéwiadczenie trwalo 5 dni. Temperatura 28° C. (5-day experiment. Temp. 28° C).

naniu z wyciggami z ziemi, dializa oddzialala na préchnian w znacznie
stabszym stopniu. Mozna wiec przyjaé, ze czynnik aktywny w ziemi
jest $ciSle zwigzany z substancjami prochnicznymi i nie latwo jest
go od nich odlgczyé, kiedy dopiero wyciagi przygotowane przy 130° C
dzialaly tak samo jgk préchnian (doSwiadczenie IIT) i daly podobny
wspolezynnik ekonomiczny réwny 10,8.

W czasie dializy substancje préchniczne ulegly cze¢Sciowemu
wytraceniu, a otrzymany osad skupil w sobie wigksza cze$é czynnika
aktywnego. W kulturach z dodatkiem 0,1 g substancji wytraconych
z roztworu, przybytek azotu wynosit 95,5% azotu zwigzanego w kol-
bach z 0,1 g préchnianu, podczas gdy w kulturach z substancja pozo-
stala w roztworze 69,0%.

Dializa zatem tylko w bardzo nieznacznym stopniu osltabia
dzialanie préchnicy.

Chcgce nieco blizej.poznaé dzialanie substancji wyekstrahowa-
nych z gleby wyciagi odparowano na lazni wodnej i wysuszono
w eksykatorze prézniowym do statej wagi. Substancje tak wysuszo-
ng przechowywano stale w eksykatorze, gdyz chlonela wode. Naj-
wigcej suchej masy zawieral wyciag otrzymany w 130°C. W jego
10 cem bylo 40 mg suchej masy, w tej samej iloSci wyciagu otrzyma-
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nego w temperaturze 100° C bylo 31 mg, a w wyciggu otrzymanym
w temperaturze pokojowej bylo 24 mg suchej substancji. Co do za-
warto$ci azotu réznice byly nieznaczne. Sucha masa wyciggu z tem-
peratury 130° C miala 3,85% azotu, z temperatury 100° C — 3,79%,
a z temperatury pokojowej 3,04%.

Dla poréwnania dzialania wyciagéw i otrzymanych z nich su-
chych substancji zestawiono doswiadczenie (Tab. XIII) dajac do jed-
nych kolb 50 cem odpowiedniego wyciggu i 10 ecem skoncentrowanej
pdé.ywki, do innych za$ ilo$ci suchej masy odpowiadajace 50 ccm
wyciggu 50 ccm wody destylowanej i 10 cem pozywki. :

TABLICA XIIL

Wyciag otrzymany w temperaturze:
(Soil extract received at:)
pokojowej i :
Pobywic: & (room temp.) (at) 100°C (at) 130" C)
i, 4 _ [ N - Lo, e e - Lo e
(edm ) w3 |28°8| wg (B4o3| wg |34
o = w8 = o oa o B 1] e a2 o £ 2
5 = g o £ g S & £ g
>3 |Egsf]l 28 |Egef| 23§ |Egs
[
* < |8§63F| " |B52f| T~ |§6S8
Przybytki N w mg 3,33 2,74 6,83 5,6 8,78 6,88
(N increase in mg) | =+ 0,4 +0,8 + 0,4 +0,3 + 0,5 +04

Doswiadczenie trwalo 6 dni. Temperatura 28" C. (6-day experiment. Temp. 28° C).

Z powyzszego zestawienia widaé, ze odparowanie wyciagu wy-
raznie oslabilo wplyw zawartej w nich suchej substancji pobudza-
jacej rozwdj azotobaktera. Najwieksze straty poniosta sucha sub-
stancja z wyciggu zwykle najsilniej dzialajacego, otrzymanego w tem-
peraturze 130°C. Wiazanie azotu oslablo tu o 21,7%, zas dwa
pozostale wyciagi stracity na swej aktywnosei 18 i 17,7%.

Nastepne doswiadczenie (Tab. XIV), zestawiono dodajac do
kultur réwnyeh il(@i suchych substanc_]1 wyciggow otrzymanych
w roznych temperaturach.

Poroéwnujac ze soba otrzymane wyniki wigzania azotu widag,
ze przyrosty azotu sg najlepsze w obecnosci ekstraktu w 130°C.

Przyjmujac przybytek azotu w obecnosci suchej masy wyciagu
w temperaturze pokojowej za 100% to przy tej samej ilosci suchej
masy ekstrahowanej w temperaturze 100° otrzymamy 150,5% zwia-
zanego azotu, za$ przy suchej masie wyciagu ze 130° C 172,5%. Jesli
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TABLICA XIV.

Pozywka z dodatkiem 200 mg suchej substancji

wyciagu otrzymanego

(Medium with addition of 200 mg of dry matter
of the soil extract obtained at)

w temperaturze § 0 130° C
pokolve] p(rztywlt?"oc? p(ff 130°C)
(room temp.) &
35 6,4 7,2
Przybytek N w mg 42 : 6,2 6,8
(N increase in mg) 45 '= 5.7 6,7
3,8 58 6,9

Doswiadczenie trwalo 6 dni. Temperatura 28" C. (6-day experiment. Temp. 28° C).

poréwnamy dane z tablicy XIII i XIV to widzimy, Ze na rozwdj azo-
tobaktera wplynelo tylko zwigkszenie suchej masy pochodzgcej

z wyciagu otrzymanego w temperaturze pokojowej.

Zwiekszenie

ilosci suchej masy wyciagu otrzymanego przy 100° C pozostalo bez

efektu. §
TABLICA XV.
Wyciag w tempe- Przybytek I;I wb n;g
raturze pokojowej dng g? Zywk"; I-F:t
e o Przy (at) |Przy (at) | do ag]clll)o(\ir:gga u
(Soil extrac 100°C 130°C
50 ccm obtained at room (N increase in mg
temperature) in medium without
- = soil extract)
Przybytek N w mg—(N increase in mg)
‘ 392 7,3 I 9.8 0,7
: ;vst';:zlagu " 3,0 7,0 | 9,0 0,8
o e soi
extract) St o 3 - =
2,9 6,8 | 8,9
3,2 63 | 68
podestylatu 2,9 6,0 6,7
(remainder after 2,5 6,0 6,9
distillation 2.9 6,5 6,8
0,9 08 | 0,8
destylatu 0,8 0,7 0,9
(distillate) 0,9 0,6 0,7

Dos$wiadczenie trwalo 6 dni. Temperatura 29° C. (6-day experiment. Temp. 29° C).
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Zmniejszenie sie aktywno$ci substancji znajdujacej si¢ w wy-
ciggach przez ich odparowanie moze byé spowodowane albo utrata
jakiej$ substancji lotnej albo zmiang stanu fizycznego jakiegos
skladnika czynnego. Dla stwierdzenia, czy w wyciagach znajduje sie
jaka$ substancja lotna majaca wplyw na rozwd6j azotobaktera, de-
stylowano wyciagi i poréwnywano dzialanie destylatow i podesty-
latow z dzialaniem wyciggow (Tab. XV).

Jak widac¢ z tej tablicy destylaty nie wywarly zadnego wplywu
na wigzanie azotu, rozw6j w kulturach z ich dodatkiem byl taki sam
jak w samej pozywece. Stosowano réwniez destylaty z wyciagéw za-
kwaszonych i zalkalizowanych i okazaly sie one bez znaczenia. Na-
tomiast podestylaty dzialaly, ale slabiej niz wyciagi, przy czym naj-
wiecej, bo 25,4%, stracil na wartoSci podestylat z wyciagu najezyn-
niejszego otrzymanego w temperaturze 130° C. Podestylat z wyciagu
przygotowanego w temperaturze 100° C utracit 11,4% swej aktyw-
nosci, a dzialanie podestylatu wyciagu otrzymanego w temperaturze
pokojowej obnizylo sie najmniej, bo tylko o 7,4%.

Na podstawie tego doSwiadczenia mozna stwierdzié, ze miedzy
substancjami czynnymi nie znajduja sie zadne zwiazki lotne, lecz
niemniej sam proces destylacji, podobnie jak wysuszenie, wplywa
ujemnie. Wskazuje to, Ze w wyciagach, przynajmniej czeSciowo,
czynng jest substancja ulegajaca w czasie tych zabiegéw zmianom
pokojowej obnizylo si¢ najmniej, bo tylko o 7,4%.

Jak z powyzszego widaé wysuszenie i oddestylowanie tylko
czeSciowo niszezylo dzialanie substancji decydujacych o rozwoju
azotobaktera, co nasuwa przypuszczenie, ze W wyciagach znajduje
sie nie jeden czynnik lecz conajmniej dwa. Obnizenie aktywnosci
przez dialize moze wskazywacé na obecno$é aktywnego czynnika mi-
neralnego, obnizenie jej przez wysuszenie pozwala sie dopatrywacé
czynnika organicznego ulegajacego obezwladnieniu przez zmiane sta-
nu fizycznego. Dla rozstrzygniecia tego zagadnienia zestawiono
doswiadczenie (Tab. XVI), w ktérym poréwnano dzialanie wyciagu
przygotowanego w temperaturze 130°C, jego suchej masy i jego
popiolu w ilo$ciach odpowiadajacych 50 cem wyciagu, a wiee 200 mg
suchej masy i 42 mg popiotu z niej otrzymanego .

Z doswiadczenia tego widzimy, ze wplyw popiolu byl slabszy
niz wyciagu i suchej masy. Przyjmujac przyrost azotu w kulturach
z wyciagiem za 100 to ilo§¢ zwigzanego azotu przez dodatek suchej
masy wyrazi sie 75,3%, a w obecnosci popiotu 52,5%. To do$wiad-
czenie wykazuje wyraznie, ze obok substancji nieorganicznych czyn-
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TABLICA XVL

o | 200 mg suchej | 42 mg popiotu
Wyciag otrzy- | substancji z 200 mg suchej
many w temPe- i wyciagu substancji przy
Pozywka + raturze 130°C |  przy 130°C 130°C
2 (Soil extract (200 mg of dry (42 mg of ash
(Medium +) received at 130°C) | matter of the received from
soil extract 200 mg of dry
50 cem | obtained at matter of the soil
! 130°C) extract at 130 C)
9,4 1,1 47
Przybytki N w mg 8,2 ; 58 4,2
: 5 9,0 E 6,8 5,0
N increase in m ; | 2 ’
. % 9,2 6,9 _ 4.9
9,0 | 7,0 | 4,7

Doswiadczenie trwato 6 dni. Temperatura 29° C. (6-day experiment. Temp. 29° C).

nych w wyciagach znajduja si¢ jakie§ zwigzki organiczne dodatnio
wplywajace na rozwéj i wigzanie azotu przez azotobaktera.

Ten wynik do$wiadczenia jest zgodny z doSwiadczeniami prze-
prowadzonymi z préchnicg i jej popiolami. Zaréwno Bortels
jak i Kovats stwierdzili,ze prochnica byla bardziej czynna niz
jej popiél, a wiec i w préchnicy odgrywaly pewng role substancje
organiczne.

Od czasu prac Bortelsa wiadomem bylo, ze dodatni wplyw
ziemi lub préchnicy w kulturach azotobaktera mozna w duzej mierze
zastapié dodatkiem do pozywki soli molibdenu, wanadu lub wolfra-
mu. Jak sie pézniej okazalo (Bortels, Rippel, Krzemie-
niewski-Kovats oraz Kovats) pierwiastki te dzialajg
tylko wtedy skutecznie, gdy obok nich znajduje si¢ w pozywce do-
stateczna iloS¢ zelaza.

Wplyw dodatkéw naszej ziemi, a co za tym idzie i jej wyciagow
uzywanych do kultur byl stosunkowo slabszy niz ziemi i wyciagow
stosowanych przez innych badaczy jak np. Bassalika i Neu-
gebauer. Mozna zatem przypuszczaé, ze slabe ich dzialanie po-
woduje brak w naszej ziemi zelaza lub molibdenu, czy innego skladni-
ka mineralnego, dzialajacego podobnie.

Dla przekonania sie o stusznos$ci tego przypuszczenia zestawio-
no doswiadczenie nastepujace (Tab. XVII). Do 50 ccm wyciggow
z réznych temperatur dodano do jednych zelazo w iloei 0,0015 g
Fe,(S0,), do innych 0,005 g Na,MoO,.
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TABLICA XVIIL
z dodaktiem z dodaktiem
0,0015 g 0,005 g
Pozywka bez Fe bez dodatku Fe2(SOn)s Na:2MoOs
(No substance : 2 : o
- added) (with addition | (with addition
(Medium without Fe) of 0,0015 g of | of 0,005 g of
Fex(SOn)s Na:2MoOn)
Przybytek N w mg — (N increase in mg)
z dodatkiem 50 ccm ‘
wyciagu otrzymanego - 2,9 2,7 | 3,7
w temperaturze pokojowej 3,4 3,0 3,9
(with addition of 50 cem 2,9 3,9 2.8
of soil extract obtained
at room temp.) 3,2 3,2 ! 2,6
z dodatkiem 50 ccm
wyciagu otrzymanego 7.2 % 10,1
w temperaturze 100°C 6,8 6,3 9,4
(with addition of 50 cem 7,2 7,2 8,6
of soil extract obtained
at 100°C) 6,5 74 8,9
z dodatkiem 50 ccm 9,2 9,7 13,9
wyciagu otrzymanego
w temperaturze 130° C 8,7 8,9 14,2
(with addition of 50 cem 8,9 9,2 | 13,0
of soil extract obtained |
at 130°C) 9,1 9,3 | 12,6

Do$wiadczenie trwato 7 dni. Temp. 24—25°C. (7-day experiment. Temp. 24—25°C).

Z powyzszego zestawienia wynikow widaé, ze dodatek zelaza,
a takze molibdenu, do wyciggu przygotowanego w temperaturze po-
kojowej nie wywarl wplywu. Srednie przybytki azotu z trzech kul-
tur z wyciagu z dodatkiem zelaza i dodatkiem molibdenu wynosily:
3,1, 3,2 i 3,2 mg. Na wyciag otrzymany w temperaturze 100°C do-
datnio wplynat dodatek molibdenu, bo przybytek azotu wzrést o 33,6 %
w poréwnaniu z przybytkiem azotu w samym wyciagu. Zelazo nie
‘wywarlo wplywu, gdyz $redni przyrost azotu z 4 kultur z Zelazem
wynosit 7,1 mg a $rednia z kultur z samego wyciagu 6,9 mg. Podob-
nie reagowal wyciag otrzymany w temperaturze 130°C. Dodatek
molibdenu podnidst jego aktywnos$é o 49,6%, dodatek za$§ zelaza
o 3,3%. Dodatek molibdenu wywarl nastepnie korzystny wplyw na
wyciagi przygotowane w wyzszej temperaturze lecz nie zmienit za-
chodzacych miedzy nimi roznic. Przybytki azotu byly wieksze w wy-
ciggu przygotowanym w temperaturze 130°C i aktywowane przez
molibden wynosily $rednio z czterech kultur 13,42 mg, podczas gdy

13
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w tych samych warunkach wyciag pochodzacy z temperatury 100° C
dal Srednio przybytek azotu 9,25 mg. W tym wyciagu zatem ujawnit
sie brak zelaza, ktérego wystarczylo na rozwdj w samym wyciagu,
lecz zabraklo, gdy rozwdéj azotobaktera byt pobudzony przez molib-
_den. Brak jakiegokolwiek efektu zaréwno z dodatkiem zelaza jak
i molibdenu w kulturach z wyciggiem przygotowanym w tempera-
turze pokojowej, Swiadczy ze czynne skladniki mineralne znajdowaly
sie w tak drobnej iloéci, Ze nie pozwolily na silniejszy rozwoj azoto-
baktera. Ujawnil si¢ takze niedostatek Zelaza, o czym S$wiadczy to,
ze dodatek molibdenu nie wywart zadnego wplywu. Za pomoca wody
w zwyklej temperaturze odbiera sie ziemi tylko bardzo nieznaczna
czeSé substancji czynnych niewystarczajacych dla utrzymania pel-
nego rozwoju azotobaktera.

TABLICA XVIIIL

.. . Pozywka z do-
Tlos¢ suchej masy | po;uwka 2 do- | Pozywka z do- | datkiem 0,005 g

wyciagu otrzyma- | qaiyiem 0,0015 g | datkiem 0,005 g iNg“al;Ifso':g
nego w temperaturze Fex(SOs)s Na:MoOs FE;(SOa]s

He (Medium with
(Medium with (Medium with addition of 0,005 g

(Quantity of dry L 44ition of 0,0015 g| addition of 0,005 9| NasMoO.

maiter of Sa a0l | of PexSONN of Na:MoO») and 0,0015 g
extract obtained Fex(SOs) s
t 130°C |
a ) Przybytki N w mg — (N increase in mg)
1,4 1.4 15,5
20 mg 2,0 1,7 15,7
o
2,1 Y 16,9
40 mg 2,6 2,5 15,6
2,9 3.9 ) 17,0
80 mg 3,7 4,0 16,7
5,2 59 16,9
100 mg 42 6,2 17,8
6,8 9,2 17,2
200 mg 7,1 . 9,1 16,0

bez dodatku suchej
masy wyciagu - 0,56 0,7
(No substance added) .

15,7

Dos$wiadczenie trwalo 6 dni. Temperatura 28° C. (6-day experiment. Temp. 28" C).

.
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Cheac dalej stwierdzi¢ przy jakiej iloSci suchej substancji wy-
ciagu wystapi brak Zelaza wzglednie brak drugiego czynnego sklad-
nika, a takze czy objawi sie jej wplyw na kultury zawierajace opty-
malng ilo$é zelaza i molibdenu w pozywcee, co pozwoliloby wniosko-
waé o znaczeniu substancji organicznej w nim sie znajdujacej, ze-
stawiono nastepujace doswiadczenie (Tab. XVIII).

Do kultur uzyto suchej substancji od 20—200 mg pochodzacej
z wyciagu sporzadzonego w temperaturze 130° C dodajac do jednych
kultur zelazo 0,0015 g Fe, (SO,) ,, do drugich molibden 0,005 g Na,MoO,
i do trzecich zelazo i molibden.

Dodatek samego zelaza i samego molibdenu w kulturach z 20,
40, 80 mg suchej substancji nie wplynal na rozwéj azotobaktera.
Pewien nieznaczny, korzystny wplyw molibdenu zaznaczyt sie w kul-
turach ze 100 mg suchej substancji, w wyrazny za$§ sposéb, bo wy-
noszacy 31,6% w kulturach z 200 mg suchej substancji. W obecnosci
dodanego razem molibdenu i zelaza wiazanie azotu wzroslo bardzo
nieznacznie, a znaczenie suchej masy ujawnilo sie tylko bardzo stabo.
W poréwnaniu z pozywka bez dodatku suchej masy wyciggu bylo
zwigzanego azotu Srednio 15,7 mg, tylez bylo w pozywce z 20 mg su-
chej masy (15,6). Przy wigkszych iloSciach suchej masy w pozywce
wigzanie azotu wahalo sie od 16—17,8 mg.

Jak wynika z do$wiadezen z wyciagami zelazo i molibden, czy
tez jaki$ analogicznie dzialajacy skladnik mineralny, bardzo trudno
daje sie z ziemi wyplukaé. Dopiero w temperaturze 130° C otrzymano
wyciag dzialajacy tak, jak dziesigeciokrotna ilo§é¢ ziemi wywolujaca
optymalny dla niej rozwéj azotobaktera, a z nim i wigzanie azotu.
Wiadomo, ze dodatek préochnicy dziata tak samo jak dodatek ziemi,
z nig wiec wydostaja sie z ziemi skladniki czynne. Nalezalo zatem
przekonaé si¢ w jakim stopniu czynna jest préchnica otrzymana
z tej samej ziemi co i wyciagi, o ile z niej przez dialize dajg si¢ od- -
dzieli¢ czynne skladniki, oraz czy przez dodatek Zelaza lub molibdenu
mozna_jej wplyw wzmocnié, tak jak daje si¢ podnie§é dzialanie wy-
ciggow. _

Cheace i na to pytanie znalezé odpowiedz postapiono w naste-
pujacy sposob. Przez dzialanie kwasu solnego a nastepnie wodoro-
tlenku sodu uzyskano z 1000 g ziemi 1200 cem roztworu préchnianu
sodu. Kwasem stragcono kwasy préchnicze a nastepnie przeprowa-
dzono je ponownie w prochnian sodowy, otrzymujac 1200 cem roz-
tworu. 600 ccm poddano dializie. W czasie dializy z roztwo-
ru wytracil sie osad w takiej iloSci, ze mozna go bylo zebraé
oddzielnie. Poniewaz nie mozna bylo poréwnywaé wyciggu dializo-
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wanego z niedializowanym wobec stracania sie wyciagu, przeto roz-
twory odparowano, wysuszono i uzyto do kultur réwnych ilosci (Tab.
XIX), po 100 mg wysuszonego prdochnianu i 100 mg wysuszonego
osadu powstalego w czasie dializy.

TABLICA XIX.

z dodatkiem

z dodatkiem

Pozywka bez dodatku 0,0015 g 0,005 g
z dodatkiem Fe:(S0s)s Na:MoOs
(no substance (with addition | (with addition
(Medium with added) of 0,0015 g ' of 0,005 g
addition of) Fex(SOw)s Na:MoOs)

Pr;ybytek .N w mg - (N increase in mg)

|

obtained at dialisis
of natrium humine)

0,1 g prochnianu sodu 9.3 96 16,0
{ 0,1 g of natrium g ’ |
. humine) 9,6 9,0 l 15,5
0,1 g osadu powsta- ;
tego przy dializie B
prochnianu 8,8 8,9 17,7
(0,1 g of deposit 8,2 9,0 { 17,4
|
|

Doswiadczenie trwalo 5 dni. Temperatura-28° C. (5-day experiment. Temp. 28° C).

Jak widaé z tej tablicy w kulturach z préchnicg przybytki azo-
tu, $rednio 9,45 mg, byly prawie takie same jak w poprzednich kul-
turach z najlepiej dzialajacym wyciagiem sporzadzonym w tempera-
turze 130° C. Dodatek zelaza nie wplynat dodatnio ani w kulturach
z préchnicg ani z osadem powstaltym przy dializie. Dodatek molibdenu
podniést wyraznie rozw6j azotobaktera, przy préchnicy do 166,6%,
_ przy osadzie do 206%. Wskazuje to na to, ze z prochnica zabiera sig
z ziemi zelazo, nie oddzielajace si¢ od niej przez dialize. Wzrost wig-
zania azotu wskutek dodatku molibdenu pozwala przyjaé, ze zelaza
tego jest w niej wiecej niz w najlepszym wyciagu, dlatego azotobakter
w kulturze z prochnica wobec molibdenu osiaga swdj maksymalny
rozwaj. _ . ®

STRESZCZENIE

Zestawiajac wyniki z przeprowadzonych powyzej doswiadczen
mozna stwierdzié, ze wyosobnienie z gleby czynnikéw dzialajacych
dodatnio, a wlasciwie koniecznych dla rozwoju azotobaktera, jest
trudne. Bardzo drobna tylko ich czesé przechodzi do roztworu spo-
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rzadzonego w temperaturze pokojowej, wiecej znajduje sie ich w wy-
ciagach otrzymanych w temperaturze 100° i 130° C. Wyciagi przy-
gotowane w temperaturze 130° C dzialaja slabiej niz ziemia, dopiero
wyciag z 20 g ziemi dziala tak samo jak 2 g ziemi. Prawie bez war-
toSci byl wyciag przygotowany przy kwasnym odczynie roztworu,
wyciagi obojetne mialy aktywno$é posrednia. W przeciwienstwie do
tego wyciagi alkaliczne byly najczynniejsze ze wszystkich dotych-
czas otrzymanych roztworéw, a powodem tego bylo jednoczesne prze-
prowadzenie do tych wyciagow znacznej ilosci préchnianéw. Sub-
stancje préchnicze gleby, jak to wielokrotnie stwierdzano, dzialaja
tak samo jak sama ziemia, z nimi wiec wyosabnia sie z gleby sub-
stancje czynne w iloSci wystarczajacej do wywolania bujnego roz-
woju azotobaktera.

Wyeciagi dializowane i otrzymane z wyciagéw suche substancje
nie przechodzace bez reszty do roztworu, dzialaly slabiej niz odpowia-
dajace im wyciagi, lecz silniej niz otrzymane z nich popioly. Stabsze
dzialanie suchej substancji wyciagéw moznaby moze przypisaé szko-
dliwemu wplywowi zmiany stanu fizycznego. Oslabienie wyciagu
spowodowane przez dialize nalezy przypisa¢ ubytkowi jakiego$ sklad-
nika mineralnego. Ze o wartoSci wyciagéw decyduje zawartosé
w nich czynnych skladnikéw mineralnych Swiadezy to, Ze popioly
sa czynne i ze wyciag z gleby mozna poprawi¢ dodatkiem molibdenu.

Jak wiadomo obecno$é zelaza i molibdenu w pozywce bez eks-
traktu glebowego jest koniecznym warunkiem rozwoju azotobaktera,
przy czym molibden mozna zastapi¢ wanadem lub wolframem, a moze
takze jakim$ innym pierwiastkiem dzialajacym podobnie.

Uzywane do do$wiadczen wyciagi, niezaleznie od temperatury,
w ktérej je sporzadzono, nie zmienily stopnia aktywnosci przez doda-
tek do nich zelaza. Dodatek za$ molibdenu wplynal korzystnie na
wyciagi przygotowane w temperaturze 100° i 130°C. Na wyciag
otrzymany w temperaturze pokojowej ani dodatek Zelaza ani molib-
denu nie wplynal dodatnio. We wszystkich tych kulturach przybytki
azotu byly jednakowo male. Dodatek molibdenu: spowodowal pod-
niesienie iloSci wigzanego azotu w kulturach z temperatury 100°C
0 36,6%), a w kulturach z wyciagiem z temperatury 130°C o 49,6%.
Swiadezy to o tym, ze ilo§¢ zelaza w tych wyciagach byla dostateczna,
natomiast zbyt mala ilo§é drugiego czynnego skiadnika nie pozwolila
na osiagniecie lepszego rozwoju azotobaktera. Takie same wyniki
dalo doéwiadczenie z réznymi ilo§ciami suchej substancji z wyciagu
najczynniejszego sporzadzonego w temperaturze 130°C. Dodatek
zelaza i molibdenu calkowicie wyréwnal wigzanie azotu w kulturach
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z réznymi iloSciami suchej substancji wyciagu tak, ze jej wplyw
tylko bardzo slabo si¢ zaznaczyl. Aktywno$é préchnianu sodowego
otrzymanego z tej samej ziemi réwniez nie ulegla zmianie po dodaniu
zelaza, ale bardzo silnie zareagowala na dodatek molibdenu. Mozna
wiec przypuscié, ze zelazo bylo w prochnicy w dostatecznej iloSei,
brakowalo w niej tylko drugiego skladnika. Wobec tego, ze préch-
niany dzialaly jak ziemia nalezy przyjaé, ze réwniez w samej z1erm
byly tylko matle ilo$ci substancji czynnych.

Z Zakladu Fizjologii Roélin im. Emila Godlewskiego
Uniwersytetu i Politechniki we Wroclawiu.
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SUMMARY.

Since the results of experiments concerning the nitrogen
fixation of Azotobacter chroococcum Beij. in soil extracts obtained
by means of various methods are not exactly comparable, experiments °
were carried out by the writer with the extracts received in various
ways from the soil sample.

The results are as follows:

1. 'Water soil-extract contains neither sufficient mineral
compounds suitable for the growth of Azotobacter nor organic ones.
Azotobacter grew in such extract only in the case when mineral
salts and glucose (as carbon source) were added (Table II).

2. Extract obtained at 130° C has been proved to be the most
active; that received at room temperature — the least active. The
sugar consumption by Azotobacter was also less economic in the
extract made at the room temperature than in that prepared at the
higher one (Table VII).

- 3. Sterilization did not change the activity of soil extracts
made at room temperature. Quantities of nitrogen fixed were nearly
the same in all the three kinds of extracts received at the room
temperature: sterilized without heating, sterilized at 100°C, and
heated during longer time at 130° C (Table V and VI).

4. Soil extracts received by means of acid solution are little
active; their positive influence on the nitrogen fixation of Azotobakter
is less then that of water extracts (Table VIII and IX).

5. The most active were alkaline extracts, most probably due
to passing into them of considerable amounts of humines marked
by brown colour of the extract (Table VIII and IX).

6. Dialysis resulted in diminishing of activity of soil-extracts
received both at room temperature and at a higher one (Table X and
XI). Then, a factor stimulating the growth of Azotobacter can be
partially removed from the extracts by means of dialysis.

7. A comparison of the activity of the soil extracts received
at various temperatures with that of the corresponding amount of
their dry matter showed that dry matter is always less active than
the corresponding extract (Table XIII). The greatest losses had
the dry matter of the most active extract obtained at 130° C.

8. No active gas substances have been found in soil extracts.
~ Distillates have been proved inactive. Remainders after distillation
had a positive influence on the nitrogen fixation of Azotobacter but
less than that of corresponding extracts.
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9. Ash of the extract obtained at 130° C was less active than
the corresponding amount of the dry matter of this extract
(Table XVI).

10. Iron added to water extracts had no influence on the growth
~ of Azotobacter, independently on the temperature at which these
extracts were obtained. A positive influence of molybdenum was
greater in extracts received at 100°C and 130°C. This fact would allow
to infer that these extracts contained a sufficient iron quantity.
A positive influence of molybdenum on the nitrogen flxa,tlon was
not found in extracts obtained at room temperature.

11. Only a part of the substance influencing the growth of
Azotobacter can be extracted from the soil by means of water at
100° C and 130° C. Iron undergoes extraction easier than molybdenum
and other similarly acting elements. These elements can be separated
from the soil together with humus substances in sufficient quantities
to secure a good growth of Azotobacter and its nitrogen fixation
at an economic consumption of glucose.

From the E. Godlewski Laboratory of Plant Physiology of the University
in Wroclaw.
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