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SAZETAK

Moguénosti primjene bakterije Azotobacter chroococcum

Azotobacter chroococcum je bakterija koja ima sposobnost prevodenja dusika iz zraka u
amonijak uz pomo¢ enzima nitrogenaza ¢ime pribavlja biljkama neophodne hranjive tvari i
poradi tog svojstva je jadan od potencijalnih sastojaka organsko-bioloskih gnojiva cija
uporaba cini buduc¢nost organsko-bioloske poljoprivrede. Osim toga bakterija Azotobacter
chroococcum ima mnoge druge sposobnosti i kvalitetne osobine kao Sto su: proizvodnja
fitohormona, produkcija siderofora, bioloSka kontrola patogenih gljiva i nemetoda,
sposobnost degradacije, sposobnost uzajamnog djelovanja sa mikoriznim gljivama, sinteza

alginata itd.

Kljucne rijeci: Azotobacter chroococcum, biolosko gnojivo, fungicidno djelovanje, vezanje
dusika iz zraka,



SUMMARY

The possibilities of applications Azotobacter chroococcum bacteria

Azotobacter chroococcum is bacterium capable to convert nitrogen contained in air to
ammonia by help of enzyme nitogenase providing essential nutrients to the plants.
Therefore it is one of potential components of organic-biological fertilizers whose utilization
makes the future of organic — biological agriculture. Except that, bacteria Azotobacter
chroococcum has many other capabilities and quality characteristic like as: production of
phytohormones, siderophore production, biological control of pathogenic fungi and
nematodes, capabilities of biodegradation, interactions with vesicular arbusicular

mycorrhizas, sinteze of alginates etc.

Key words: Azotobacter chroococcum, biofertilizer, fungicide activity, nitrogen fixation.
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1.UVOD



Azotobacter chroococcum je bakterija koja je sposobna vezati dusik iz zraka i
pomoc¢u svog enzimskog sustava nitrogenaza reducirati molekulski dusik iz
atmosfere do amonijaka i ostalih vaznih spojeva Sto sadrze dusik (Beijerinck, 1901.).
Zbog toga svojstva ona je interesantna kao potencijalni sastojak bioloSkog gnojiva
(Santek i Mari¢, 1995.).

Od svih biogenih elemenata dusSik ima najvaznije hranidbeno djelovanje i nezamisliv
je uzgoj bilo koje kulture bez tog elementa, a mikroorganizmi imaju sredi$nju ulogu u
koriStenju dusika kao izvora Zivota na zemlji ( Durakovi¢, 1996.).

Obogacivanjem zemlje amonijakom iz zraka smanjila bi se potroSnja umjetnih gnojiva
i omogucio ekoloski pozitivan uzgoj poljoprivrednih kultura. Racionalna gnojidba traZi
sve viSe informacija o stanju i pristupacnosti hranjiva u tlu. Tradicionalna uniformna
gnojidba umjetnim gnojivima ¢esto dovodi do preobilne ili nepotpune gnojidbe tim
vaznim elementom. Preobilna gnojidba moze uzrokovati povecano ispiranje nitrata, a
time i nepotrebne troSkove i oneciScenje okoliSa. Nepotpuna gnojidba opet dovodi do
smanjenja prinosa. Veca koncentracija nitrata predstavlja i potencijalnu opasnost po
zdravlje Covjeka jer izaziva methemoglobinemiju. Zabrinutost znanstvenika zapocela
je 1970. g. kada je profesor Paul Crutzen upozorio na mogucnost da dusikovi spojevi
iz umjetnih gnojiva mogu ostetiti ozonski omota¢ (Deshmukh, 1998.).

Energetska kriza u svijetu nametnula je potrebu istrazivanja, racionalizacije i
supstitucije novih i obnovljenih izvora energije gotovo u svim podrucjima Covjekove
gospodarske djelatnosti. Takav je slu€aj i u proizvodnji mineralnih dusi¢nih gnojiva.
Velik utroSak energije i njezina neobnovljivost u proizvodnji mineralnih dusi¢nih
gnojiva, njihova visoka cijena proizvodnje kao i opasnost od onecis¢enja Zivotne
sredine utjecala je na smanjenje primjene mineralnih dusi¢nih gnojiva u proizvodniji
ekonomski znacajnih biljaka (Juri¢, 1998.).

Primjenom suvremenih mjera koje je poljoprivredna znanost razradila, a praksa
posljednjih desetlje¢a prihvatila, postiZzu se visoki prinosi u proizvodniji kulturnog bilja.
Medutim, ista ta znanost danas upozorava da se vrhunski rezultati proizvodnje i
visoka bioloSka kakvocCa proizvoda ne¢e moci trajno postizati u poljoprivredi bez
primjene organskih i bioloskih gnojiva (Slami¢, 1992.).



2.0PCI DIO



Otkrica dvojice mikrobiologa godine 1880. stvorila su osnovu danasnjeg
razumijevanja biogeokemijskih ciklusa koji €ine temelj Zivota na Zemlji. Martinus
Bejierinck i Sergej Vinogradski prvi su dokazali kako bakterije sudjeluju u kruzenju
biogenih elemenata izmedu tla i atmosfere (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001.).

Temeljit preokret u shvacanju Zivotnih funkcija biljke znacilo je Liebigovo djelo koje
postavlja tvrdnju da samo anorganska priroda daje biljkama prvobitnu hranu (Supek,
1971.).

Dusik, kisik i ugljik (kao CO2) elementi su prijeko potrebni za Zivot, a u atmosferi se
nalaze u plinovitu stanju. U najvecem broju sluCajeva mikroorganizmi pretvaraju te
elemente u oblike upotrebljive za biljke i Zivotinje. Buduci da su Covjekovi izvori hrane
i biljnog i Zivotinjskog podrijetla, vazno je poznavati i razumjeti bioloSka nacela
mikrobne flore, koja su povezana s biljkama i zivotinjama u njihovim prebivalistima, i
njihovu ulogu u svakom pojedinom sludaju. Zivotinjski organizmi ne mogu iz
anorganskih tvari sintetizirati organske tvari potrebne za izgradnju svog tijela i za
odrzavanje Zzivotnih funkcija, nego ih primaju gotove u obliku hrane izravno ili
posredno iz biljnog svijeta. lako se katkada €ini da su mikrobi opasni po naSe zdravlje
zato Sto inficiraju i razgraduju biljke i Zivotinje, uklju€ujucéi i ljude, to nije njihova
prvenstvena uloga u prirodi. Prema naSsem sadasSnjem pogledu na Zivot na ovom
planetu, prvenstvena je uloga mikroba u prirodi njihovo neprekidno bivstvovanje
(Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001.).

2.1. NUZNE TVARI U ZIVOTU BILJAKA

Hranijive tvari u Zivotu biljaka su odredeni biogeni makro i mikro elementi koji su nuzni
zarasti razvoj biljaka. Prema znacaju u gradi i metabolizmu izdvajaju se ugljik, kisik,
vodik, dusik, fosfor i sumpor zbog toga jer su oni gradevni elementi organskih tvari u
bilkama. Osim makroelemenata, za obavljanje zivotnih funkcija vazni su i
mikroelementi kao $to su: kalij, kalcij, Zeljezo, magnezij, mangan, kobalt, bakar, cink,
molibden itd. Sve te elemente billka prima iz zemlje u obliku mineralnih soli koje
moraju biti topljive u vodi kako bi ih biljka mogla resorbirati (LeSi¢ i sur., 2002.).

VODA

Voda je kolijevka zivota na zemlji. Prvi Zivot razvio se u vodi. Voda je biljci potrebna
za sintezu primarne organske tvari - ugljikohidrata, naravno uz nuznu prisutnost ugljik
(IV)-oksida, CO,. Voda biljci omogucava primanje drugih hranjiva u obliku vodenih
otopina i obavlja cirkulaciju tvari u organizmu biljke. Pomocu korijena bilike se
opskrbljuju vodom koja obi¢no Cini 75-90% sadrzaja zive stani¢ne tvari. U biljnoj je
prehrani voda donor organogenih elemenata — vodika i kisika koji sudjeluju u
procesima fotosinteze. U tim se procesima kisik oslobada u molekulskom obliku O i
odlazi u atmosferu gdje sluzi za disanje svih aerobnih organizama (LeSi¢ i sur.,
2002.).



UGLJIK

Ugljik je najvazniji strukturni element za sve Zivotne oblike. Biljke ga koriste iz zraka u
kojem se nalazi u obliku ugljik (IV)-oksida (CO;). Sav ugljik u sastavu stanica potjeCe
od ugljicnog dioksida iz atmosfere i bikarbonata i karbonata otopljenih u vodi na
zemljinoj povrsini (Suti¢ i Radin, 2001.).

Zelena bilika, pomocu klorofila iz Cisto anorganskih tvari, CO, iz zraka, vode koju
dobiva iz zemlje i suneve energije sintetizira sloZzene organske tvari: Skrob, Secer i
celulozu. To je izrazito fotokemijski proces za koji je potrebna svjetlost i toplina, a
koje biljka dobiva od sunca. Ovaj proces je primarna biokemijska manifestacija zive
tvari koja ima osnovno znacenje za zivot na zemlji (Supek, 1971.).

DUSIK

Dusik je najCeSc¢i ograniCavajuci faktor za rast i proizvodnju biomase u svakoj okolini
koja klimatski omogucava izvor Zivota. Zemljina atmosfera je bogat izvor duSika gdje
ga u formi Ny plina ima 78,1% volumno ili 75,5 % teZinski. Medutim, u tom
molekularnom plinovitu obliku duSik je neiskoristiv za mnoge organizme, jer trostruka
veza medu atomima ga €ini inertnim. Neki mikroorganizmi vezu molekularni dusik u
procesu vezanja dusika i pretvaraju ga u amonijak iz kojeg zatim nastaju organske
tvari kao $to su: aminokiseline, proteini, nukleinske kiseline i sl. (Suti¢ i Radin, 2001.).

Dusik tla je u obliku organskih i anorganskih spojeva. Organski dio sadrzan je u
humusu i nepotpuno razloZenim biljnim, Zivotinjskim i mikrobioloskim ostacima.
Najveci dio duSika u tlu rezultat je aktivnosti mikroorganizama. To je najprije rezultat
djelovanja onih mikroorganizama koji mogu vezati molekularni dusik iz atmosfere i
graditi vlastitu organsku tvar, a zatim drugih nizih i na kraju viSih organizama kada za
njihove Zivotne potrebe u tlu ima dovoljno duSika. Mineralni dio koji je potpuno
raspoloziv za usvajanje, samo je mali dio ukupnog dusika tla uglavnom u koli€ini koja
je nedovoljna za dobru prehranu bilja. Mineralni oblici duSika u zemlji su: NH3, NO3’,
NO,", NH4*, NH,OH, NO, N2O i NO; i zastupljeni su u manjoj koli€ini nego organski.
Bilike u prehrani koriste iskljugivo anorganski dudik u obliku amonijevog iona NH," ili
nitratnog iona NOs3;. Amonijev ion je pogodniji zbog mogucnosti neposrednog
ugradivanja u organske tvari, dok se nitratni ion prvo mora reducirati do amonijaka.
Kapacitet nekog tla za vezanje amonijaka odreden je, prije svega, prisustvom
glinenih minerala. Vezanje povecavaju Ca?*, Mg2+ i Na®. Proces vezanja amonijskog
iona analogan je vezanju kalija u tlu, pa vece prisustvo ilita i vermikulita utjeCe na
intenzitet te pojave (Vukadinovi¢ i LonCarevic, 1997.).

FOSFOR

Fosfor je mineralni element koji je nuzan u fiziologiji biljnih stanica i nezamjenijiv u
gradi stanica svih zivih organizama, jer je sastavni dio makroenergetskih spojeva
adenozindifosfota (ADP) i adenozintrifosfata (ATP), ulazi u sastav koenzima koji
sudjeluju u prenoSenju vodika u oksiredukcijskim procesima, sudjeluje u procesima
nasljedivanja osobina i sintezi proteina jer se nalazi u sastavu DNK i RNK, sudjeluje
u procesima metabolizma, fosforilacije, disanja, fermentacije, sastavni je dio kostura
ljudi i Zivotinja itd. Mikroorganizmi su bitni ¢imbenici u pripremi fosfora potrebnog



billkama. Biljke mogu primiti fosfor jedino u oksidiranom obliku i to kao ion fosforne
kiseline HsPO4 koja disocira u vodi na ione H.PO4 =, HPO4% i PO,*. U prehrani
biljaka dostupni su samo oblici fosfora koji su topivi u vodi (Suti¢ i Radin, 2001).

Sva nasa tla su uglavnhom siromasna fosforom. Rezervu fosfora u tlu ¢ine fosfatni
minerali i organski fosforni spojevi. 1z minerala se fosfor postupno oslobada
razgradnjom istih, a iz organskog dijela mineralizacijom (Supek, 1971.).

KALIJ

Kalij je vrlo rasprostranjen element u prirodi, a potjeCe iz stijena i minerala na kojima
se zemljiSte formiralo. Moze se nalaziti i u glini, gdje je €vrsto vezan i u povoljnim
uvjetima se postupno oslobada. Kalij je jedan od prijeko potrebnih elementa u zivotu
biljaka i mikroorganizama, ali nije konstitutivni element, jer ne ulazi neposredno u
sastav organskih spojeva. Nakuplja se u stanicama klorofila biljaka u ionskom obliku
ili je mobilno vezan za organske tvari. Biljike usvajaju ion kalija (K*) pomoéu korijena
iz zemljiSne otopine, a i putem lista u folijarnoj prehrani. Kalij je najznacajniji elektrolit
zivih tkiva. Njegova uloga moze se razvrstati u dvije osnovne funkcije:

- aktivacija enzima;

- regulacija propusnosti zivih membrana.
Mehanizam usvajanja kalija funkcionira normalno samo kod dovoljne koli€ine vode i
kisika u supstratu. Buduci da je aktivnost enzima ATP-aze stimulirana prisustvom
kalija dolazi do boljeg usvajanja svih hranjiva, bolje je koridtenje svjetlosne i kemijske
energije u procesu fotosinteze itd. Kod primjene viSih doza duSika kalij smanjuje
Stetne ucinke ugradujuéi ga u slabo topljive duSikove spojeve. Dobra opskrbljenost
kalijem umanjuje posljedice suSe, povecana je sinteza rezervnih tvari kao Sto su
Skrob, saharoza, lipidi i proteini, a time i kakvoca i prinos proizvoda (Vukadinovic i
Loncarevic, 1997.).

KALCIJ

Kalcij je zemno-alkalni metal koji ima sposobnost izgradnje kompleksnih spojeva, ali
ne sudjeluje u gradi Zive tvari. FizioloSka funkcija mu je nasuprot tomu vrlo znac¢ajna
te se ubraja u nuzne elemente. UtjeCe na fizikalno-kemijska svojstva protoplazme,
nespecificno aktivira dvadesetak enzima, te povecava stabilnost zZivih membrana i
utjeCe na njihovu propusnost. Kalcij ulazi u red najrasprostranjenijin elemenata
litosfere. Podrijetlo kalcija u tlu je iz primarnih minerala silicija i sekundarnih minerala
kalcija kao $to su: kalcit (CaCO3), dolomit (CaCO3; x MgCO3), gips (CaSO4 x 2H,0),
razli€iti kalcijevi fosfati itd. Anorganske rezerve kalcija u tlima su prosje¢no 0,2-2,0%,
a u karbonatnim tlima Cesto prelaze 10%. U kiselim tlima znatno je manje kalcija te
se u praksi vrlo ¢esto javlja potreba za kalcizacijom. Naime, ogromna je uloga kalcija
u odrzavanju pH reakcije tla te tako posredno utjeCe na raspolozivost svih drugih
elemenata, najviSe B, Fe, Mn, Zn i Cu. Kalcij je vrlo vaZzan za odrzavanje strukture tla
jer omogucéuje povezivanje njegovih Cestica u strukturne agregate zajedno s
humusnim tvarima pa tako snazno utje€e na vodozracni rezim tla i oksidoredukcijske
procese, Cime izrazito povecava njegovu biogenost — proces amonifikacije,
nitrifikacije, bioloSko vezanje duSika, oksidaciju sumpora itd. Kalcij zagrijava zemljiste
i pogodno djeluje na rahlost zemljiSta ¢ime omogucuje nesmetanu dobavu kisika u
dublje slojeve zemljiSta. Uloga kalcija je zna¢ajna u procesima fotosinteze i disanja
jer utjeCe na propustljivost elektrona i protona u stanicnoj stijenci biljaka. Znacajna



je i zastitna uloga kalcija od toksi¢nosti suviska mikroelemenata uz povecanje
otpornosti na povecan sadrzaj soli u tlu (Vukadinovi¢ i LonCarevic, 1997.).

MAGNEZIJ

Magnezij je zemnoalkalna kovina koja je sposobna graditi kompleksne spojeve od
kojih je klorofil od iznimna znacenja. Vrlo je rasprostranjen element i Cini 2,1%
litosfere, a potreban je za veéi broj procesa sinteze organske tvari, nuzan za promet
energije i rezervnih tvari. Pozitivno utjeCe na metabolizam ugljikohidrata, proteina,
masti te zajedno s drugim kationima djeluje na koloide protoplazme i aktivira velik
broj enzima: peptidaza, dehidrogenaza, karboksilaza, dekarboksilaza i dr. Kofaktor je
gotovo svih enzima Kkoji kataliziraju reakcije fosforiliziranih supstrata, te je
neposredno ukljuCen u metabolizam energije. U fotosintezi sudjeluje kao aktivni
centar klorofila. U glikolizi nespecificno aktivira enolazu, a takoder djeluje na
dekarboksilaze Krebsovog ciklusa (Vukadinovi¢ i LonCarevi¢, 1997.).

Magnezij nije predmet proizvodnje u industriji mineralnih gnojiva, javlja se u punilu
kao kalcij-magnezij karbonat tj, dolomit (Supek, 1971.).

Simptomi nedostatka magnezija vezani su uz razgradnju klorofila i pojavljuju se prvo
na starijem liS¢u u obliku kloroze, a zatim i na mladem lis¢u. Kod jaceg nedostatka
liSCe dobija prvo narancastu, zatim crvenu i violetnu boju, te konacno dijelovi lista
prelaze u nekrotiéne povrine, dok lisne Zile ostaju zelene. Zita su osjetljiva na
nedostatak magnezija posebice u fazi vlatanja kada imaju najvecu koncentraciju
kloroplasnih pigmenata. Deficit magnezija Cest je na lakim, pjeskovitim tlima (LeSi¢ i
sur., 2002.).

SUMPOR

Sumpor je sastavni dio biljnog tkiva i billke ga trebaju priblizno koliko i fosfora. U
mineralnim se gnojivima nalazi kao sporedni element u obliku sulfata u kojem ga
biljke i uzimaju iz tla. S obzirom na to da se u zraku nalazi, Cesto i u povecanim
koli¢inama kao sporedni proizvod pri sagorijevanju ugliena, nafte i plina, kao SO,,
biljke ga uzimaju izravno iz zraka. Ako ga u zraku ima previSe, javljaju se takozvane
kisele kiSe koje zakiseljavaju okoli§ (Sutié¢ i Radin, 2001.).

OSTALI ELEMENTI

Zeljezo posredno ili neposredno sudjeluje u biosintezi klorofila, ima znagajnu ulogu u
disanju biljaka, nuzna je komponenta, zajedno s molibdenom, aktivhog centra
nitrogenaze, enzima koji katalizira bioloSko vezanje duSika. Oksidacijom
dvovalentnog Zeljeza neke bakterije, ukljuujuci i Azotobacter vrste, izdvajaju zeljezo
iz korjenova sistema i taloze ga oko svojih stanica u obliku Fe(OH)s. Ovaj anorganski
spoj veze se s organskim komponentama i u zemlji nastaju tzv. siderofore u obliku
mrkih kapljica ili spirala. Nedostatne koliCine Zeljeza uzrokuju bolesti biljaka od koje
joj pozuti lis¢e (LeSi¢ i sur., 2002.).

Osim navedenih prijeko potrebnih elemenata u Zivotu za rast biljke joS su potrebni:
natrij, klor, silicij i dvadesetak elemenata. koji sudjeluju u izmjenama tvari.



ODNOS UGLJIKA NASUPROT DUSIKU

C:N omjer predstavlja potencijal mineralizacije organske tvari u tlu. Omjer ugljika i
dusSika u biljnim stanicama iznosi 15:1, pa pravilnim izborom i mijeSanjem materijala
treba taj odnos posti¢i i u gnojivu, kompostu, ili zemlji, jer je u tom omjeru biljci
najpristupacnije uzimati hranjiva (Znaor, 1996.).

2.2. KRUZENJE TVARI U PRIRODI
2.2.1. KRUZENJE UGLJIKA

U biosferi u kojoj autotrofni i heterotrofni organizmi Zive zajedno dogada se
jedinstveni bioloski ciklus u kojem autotrofi za sintezu organskih spojeva koriste
atmosferski ugljicni dioksid, a heterotrofni organizmi uporabom organskih spojeva
autotrofa vracaju ugljicni dioksid u atmosferu. PotroSnja uglji€nog dioksida iz
atmosfere je tako velika da bi ga zelene biljke mogle potpuno potrositi za 50 godina,
ako se on ne bi istodobno vra¢ao u atmosferu. Ravnoteza u potrosnji i proizvodniji
ugljicnog dioksida je prirodni zakon koji regulira odrzavanje zivota na Zemlji. Tu
mikroorganizmi imaju glavnu ulogu jer su u mogucnosti i stvarati organsku biomasu i
razlagati je. Na taj naCin oni odrzavaju neprekidno kruzenje ugljika u prirodi od
anorganskog u organski oblik i obrnuto (Durakovi¢, 1996.).

2.2.2. KRUZENJE DUSIKA

Zanimljiv prikaz kruzenja dusika oCevidan je na slici 1. Ciklus duSika se sastoji od
dviju faza: vezanja dusSika i asimilacije dusika.

Vezanje dusSika

Vezanje duSika iz zraka moze biti biolosSko i nebioloSko. NebioloSko moze biti
prirodno i umjetno. Prirodno nebiolosko fiksiranje duSika dogada se pri sijevanju
munja, a umjetno je osmislio Covjek i zove se Haber-Boshov postupak proizvodnje
amonijaka (Supek, 1971.).

BioloSko vezanje dusSika je ekonomski veoma znacajno jer priskrbljuje oko 55%
ukupne koliine dusSika nuznog za uzgoj biljaka. Prvi je produkt vezanja dusSika
amonijak. On se ugraduje u aminokiseline, a kasnije u proteine i nukleinske kiseline.
Vezanje dusika znaci redukciju molekulskog dusika iz atmosfere do amonijaka (NH3)
i ostalih bioloSki vaznih spojeva §to sadrze dusik.

Reakcija vezanja du$ika odvija se s pomoc¢u bakterijskog enzimskog sustava,
nitrogenaze i ATP. Sveukupna reakcija moze se prikazati ovako, (Durakovi¢, 1996.):

N, + 6H" + 6e” + 12 ATP nitrogenaza 2NH; + 12 ADP + 12 P
>

BioloSko vezanje dusika moze biti:

- NESIMBIONTSKO
- SIMBIONTSKO.



Slika 1. Kruzenje dusSika u prirodi

https://www.google.hr/search?hl=hr&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1024&bi
h=614&qg=kruzenje+dusika+u+prirodi&og=kruzenje+dusika+&gs

Nesimbiontsko vezanje dusika

Velik broj cijanobakterija i bakterija koje zZive u tlu i vodama, poznate su kao
nesimbiontski fiksatori dusika. Tipi€ni predstavnici te skupine su:

Samostalno zivuc¢e bakterije iz rodova:
Azotobacter, Azotomonas, Bacillus, Clostridium, Desulfovibrio,
Klebsiella, Nocardia, Pseudomonas, Rhodospirillum.
Cijanobakterije iz rodova:
Anabaena, Aphanizomenon, Chlorogloea, Nostoc, Stigonema, Trichodesmium.

Nesimbiotski fiksatori duSika su mikroorganizmi koji nisu u neposrednoj vezi s viSim
biljikama, ve¢ koji zive slobodno u zemlji i vodi, a molekulski atmosferski dusik u
svojim stanicama reduciraju do amonijaka kojeg koriste za izgradnju vlastitih
stani¢nih sastojaka. Za taj naCin vezanja duSika mikroorganizmi koriste energiju iz
pogodnog vanjskog izvora dobivenu oksidacijom organskih tvari, najceS¢e Secera. U
prirodi ti mikroorganizmi Cesto Zive u blizini celulolitiCkih mikroorganizama koji ih
opskrbljuju jednostavnim ugljikohidratima (Vukadinovi¢ i LonCarevi¢, 1997.) .

Ovisno o prisutnosti kisika u sredinama, slobodno vezanje duSika moze biti:

- anaerobnoi

- aerobno.
U anaerobnom vezanju dusika kao izvor energije najc¢eS¢e sluze monosaharidi Cija
se transformacija obavlja po tipu maslacne fermentacije, u kojoj se oslobodeni vodik
koristi za redukciju duSika u amonijak. Mehanizam tog procesa odvija se na sljededi
nacin:



1. CeH120g — CH3-CH>-CH>-COOH + 2H, + 2CO»
2. N+ 3H, — 2NH3 + 92,2 J

Na ovaj nacin mikroorganizmi vezu dva do tri puta manje duSika nego u aerobnom
vezanju dus$ika ( Hardy i sur., 1973.).

U anaerobne fiksatore duSika pripadaju vrste bakterija iz roda Clostridium i to:
Clostridium pasteurianum, Clostridium butyricum i Clostridium acetobutilicum, zatim
fototrofne crvene sumporne bakterije iz roda Cromatium i zelene sumporne bakterije
iz roda Chlorobium i na kraju fakultativno anaerobne bakterije: Enterobacter
cloaceae, Klebsiella pneumoniae itd. (Suti¢ i Radin, 2001.).

Aerobno slobodno vezanje dusika odvija se u zivotnim sredinama gdje ima
dovoljno kisika u zraku, npr. dobro obradivanim poljoprivrednim zemljiStima i vodenim
sredinama. U vezanju ovog tipa, za razliku od anaerobnog vezanja, nastaje vise
energije oksidacijom organskih tvari potrebne za redukciju dusSika iz zraka.

Bakterije roda Azotobacter najjaci su fiksatori dusika u prirodi. Tu pripadaju vrste:
Azotobacter chroococcum, Azotobacter vinellandii, Azotobacter beijerinckil,
Azotobacter nigricans, Azotobacter americanus i Azotobacter paspali. Porodici
Azotobacteriaceae pored roda Azotobacter, pripadaju joS i rodovi Azotomonas , vrste
Azotomonas agilis, Azotomonas insignis i Azotomonas maktocytogenes)

U skupinu aerobnih fiksatora dusika pribrajaju se joS i bakterije roda Azospirillum,
Achromobacter, Aerobacter, Methylomonas, Pseudomonas, Nocardia, zatim gljive iz
roda Pullularia, fotosintetske cianobakterije (plavo - zelene alge) od kojih su za
poljoprivredna zemljiSta zna€ajni predstavnici rodova: Anabaena, Nostoc i Tolypothrix
i druge cianobakterije: Cylindrospermum, Gleotheca, Gleocapsa, Lyngbya,
Oscillatoria i dr. (Suti¢ i Radin, 2001.).

U slobodnom vezanju duSika, sintetizirani duSiCni spojevi ostaju u stanicama Zivih
mikroorganizama, nedostupni za biljnu prehranu sve dok mikroorganizam ne pocne
odumirati. Pritom se stanice razgraduju i spojevi duSika podlijezu procesu
mineralizacije pri ¢emu se oslobadaju spojevi koje biljke mogu koristiti u prehrani
(Gordon i Brill, 1972.).

Simbiontsko vezanje dusika

Najveci je broj podataka o vezanju molekulskog dusSika dobiven prou€avanjem
uzajamnog odnosa izmedu nekih bakterija i leguminoza, biljaka poput graha, graska,
djeteline i slicnih. Bakterije su u toj zajednici sve vrste roda Rhizobium i one su
specificne za svaku biljnu vrstu s kojom se udruzuju. Mikroorganizmi koji vezu dusik
normalno Zive u tlu, pa mogu prodrijeti u korijen leguminoze i stupiti u obostrano
korisnu zajednicu. Preduvjet je za stvaranje te simbiontske zajednice da organizmi
stupe u kontakt sa stanicnim povrSinama. Bakterije se ucvrSéuju serijama
kompleksnih interakcija i prodiru u korijenove dlacice biljke domacina, gdje stvaraju
lokalizirane kvrzice ili nodule. Slobodan dusik, uhvaéen pomocu toga sustava nodula,
biva pretvoren u amonijak. lako postoje i ostali sustavi vezanja duSika, zajednica
bakterija-leguminoza iznimno je djelotvorna u «hvatanju» dusSika i jedan je od
najvaznijih izvora dusika iz atmosfere (Durakovi¢, 1996.).
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Rod Rhizobium obuhvaca viSe vrsta koje su specificne za pojedine leguminozne
biljke. Nodule bakterija osjetljive su na vanjske uvjete, posebice nedostatak vlage, a
uniStavaju ih i bakteriofagi (Redzepovié¢ i sur., 1997.).

Aktivnost nitrogenaze

Proces vezanja duSika odvija se uz prisustvo nitrogenaze. To je enzimski kompleks
koji se sastoji iz dva dijela:

1. dinitrogen reduktaze (molibdensko - Zeljezni proteinski dio): veze duSik i
reducira ga do amonijaka;

2. dinitrogenaza reduktaze (Zeljezni proteinski dio): uz pomoc¢ energije dobivene
redukcijom dusika do amonijaka reducira prvi enzim - dinitrogen reduktazu.

Fe protein se prvo reducira uz pomoc¢ elektrona koje donira feredoksin. Zatim
reducirani Fe protein veze ATP i reducira molibden Zeljezni protein koji daje elektrone
duSiku N, proizvode¢i HN=NH. U dva sljedeéa ciklusa ovog procesa HN=NH se
reducira u NH»>-NH; Sto daljnjom redukcijom prelazi u 2 NH3; Potrebna energija: 16
mola ATP po molu reduciranog N,. Ovisno o tipu mikroorganizama reducirani
feredoksin koji je izvor elektrona proizvodi se fotosintezom, respiracijom ili
fermentacijom (Narula i Gupta, 1987., 1988.).

Asimilacija dusika

Proteini Sto ih proizvode biljke, bivaju potroSeni i eventualno ponovno vraceni u
okolis. Tijekom enzimatskih aktivnosti mikroorganizama organske molekule s
duSikom razgraduju se do amonijaka u procesima truljenja. Amonijak se stvara u
procesu amonifikacije. Najveca koliCina amonijaka Sto je proizvedena pri truljenju
pretvara se u nitrate (NO3’) u dva reakcijska koraka. KemosintetiCke bakterije koje
pripadaju rodu Nitrosomonas oksidiraju NH3 do nitrita (NO;’). Nitriti se potom
oksidiraju u nitrate pomocu bakterije iz roda Nitrobacter. Pojedine bakterije,
primjerice Pseudomonas i neke gljive, upotrebljavaju dusikov atom iz nitrata kao
akceptor elektrona i reduciraju ga u plinoviti dusik N,. Pretvaranje u plinovite
dusSikove spojeve ili denitrifikacija zatvara ciklus duSika. Taj je proces dosljedno
anaeroban (Durakovi¢, 1996.).
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2.3. MIKROBIOLOSKA GNOJIVA

MikrobioloSka gnojidba je bioloski proces u kojem se plodnost zemljiSta ostvaruje
neposrednim ucesScem ili unoSenjem u zemljiSte mikroorganizama koji svojom
aktivnoSc¢u sudjeluju u pripremanju biljnih asimilativa i drugih biotiCkih materija za
potrebe biljaka. Aktivni Cimbenici u mikrobioloskoj gnojidbi su Zivi organizmi i po tome
se ona razlikuje od kemizacije i humizacije kojima se plodnost postize unoSenjem u
zemljiSte mineralnih ili organskih tvari.

MikrobioloSka gnojidba moze biti prirodni i biotehnoloski proces. Prirodna
mikrobioloSka gnojidba javlja se u okviru postojece Zivotne zajednice — biocenoze.
Sudionici su mikroorganizmi, clanovi Zivotne zajednice, koji svojom aktivhoScu
pribavljaju hranjive elemente za vlastitu prehranu i istodobno pridonose plodnosti
zemljista. U prirodnoj mikrobioloskoj gnojidbi, vode¢e mijesto pripada bioloSkom
vezanju dusika u kojoj mikroorganizmi koji zive u zemljiStu i vodi vezu atmosferski
dusik prevodeci ga pri tome u dostupne oblike za biljnu prehranu. BioloSko vezanje
duSika ima iznimno ekonomsko znacenje, jer se njime opskrbljuje oko 55% ukupne
koliine duSika koja se biljkama stavlja na koristenje.

Za razliku od prirodne, biotehnoloska gnojidba postize se uno$enjem u zemljiste
odredenih kultura mikroorganizama, koji svojom aktivnoSCu pripremaju biljne
asimilative i druge bioticke tvari potrebne bilici. Ciste kulture odabranih
mikroorganizama pripremaju se u obliku posebnih bioloskih preparata, koji se u
zemljiste unose pojedinagno ili zajedno sa sadnim materijalom. Ciste kulture
mikroorganizama se umnozavaju u pogodnim hranjivim, teku¢im ili  Cvrstim
podlogama. U velikim koli¢inama, njihovo umnozavanje obavlja se u fermentorima ili
bioreaktorima, koji su opskrbljeni hranjivim supstratom, optimalnom temperaturom,
aeracijom i povoljinom koncentracijom vodikovih iona. Za umnozavanje se odabiru
aktivni sojevi mikroorganizama sposobni za aktivaciju mikrobioloSkog procesa u
zemlji s povoljnim utjecajem na biljni rast. Umnozene Ciste kulture se zatim
nacjepljuju na neki supstrat-nosaC. Kvalitetan mikrobiolosSki pripravak treba
sadrzavati dovoljnu koli€¢inu mikroorganizama po jedinici tezine tzv. mikrobioloski
titar, kao i koli€inu koja se primjenjuje na odredenoj povrsSini zemljiSta — tzv. hektarsku
dozu. Primjena pripravka mora biti prilagodena tipu zemljista i ekoloSkim uvjetima
povoljnim za razvoj mikroorganizama koji se unose u zemljiSte. UnoSenje stanica
mikroorganizama u zemljiste naziva se mikrobizacija zemljista. (Suti¢ i Radin, 2001.).
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2.4. BAKTERIJA Azotobacter chroococcum

2.4.1. OPCE OSOBINE BAKTERIJE Azotobacter chroococcum
(Lenart, 2004.)

Azotobacter chroococum je bakterija iz porodice Azotobacteriaceae. Porodica
Azotobacteriaceae ima Cetiri roda. To su: Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia i
Derxia (Jensen, 1954.). Prvu i drugu wvrstu iz roda Azotobacter, bakterije
Azotobacter chroococcum i Azotobacter agilis otkrio je u Nizozemskoj Beijerinck
1901. godine. Zatim su redom izolirane sljedeée vrste: Azotobacter vinelandii,
Azotobacter beijerinckii, Azotobacter nigricans, Azotobacter paspali, (Dobereiner,
1966.), Azotobacter armenicus, Azotobacter salinestris.

Slika 2. Mikroskopska slika baketrije Azotobacter chroococcum
https://www.google.hr/search?hl=hr&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1024&bi
h=614&qg=azotobacter+chroococcum

Bakterije iz roda Azotobacter su pleomorfne $to znaci da se morfoloSki mijenjaju u
zavisnosti od uvjeta sredine. One mogu biti:
- u obliku kratkih tupih Stapica veli€¢ine 2 x 4 um (Winogradski, 1938.);
- okrugle stanice promjera 2-3 um koje se pojavljuju u nakupinama ili lancima;
- sitni tupi Stapici ili okrugle stanice manje od 1um, a Cesto se pojavljuju u
parovima, (Winogradski, 1930.);
- vece stanice nepravilna vlaknasta oblika (Winogradski, 1938.);
- uspavane stanice zvane ciste okrugla oblika, metaboliCki neaktivne
(Winogradski, 1938.).
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Bakterija Cije su osobine istraZivane u ovom radu imala je izgled sitnih tupih Stapica
krac¢ih od 1um koji se pojavljuju u parovima. Na slici 2. vide se takve stanice koje su
vec presle u oblik cista.

Bakterije vrste Azotobacter chroococcum su asporogene, gram negativne,
heterotrofne i dosljedni su aerobi. Optimalna reakcija sredine za uzgoj bakterije
Azotobacter chroococcum je neutralne vrijednosti, a optimalna temperatura varira od
25-30° C. U ostarjelim kulturama stanice Azotobacter chroococcum proizvode
netopivi crni pigment melanin (Narula, 2000).

Azotobacter chroococcum ne proizvodi endospore, ali formira debelo obrubljene ciste
(slika 3) kao dio njezinog zivotnog ciklusa. Ciste su stanice u fazi mirovanja. Nastaju
iz vegetativnh stanica kada se bakterija nade u nepovoljm uvjetima. Svrha stvaranja
cista je prezivljavanje isuSivanja, nedostatka hranjiva i mehanickih oSteCenja. Kada
se stanica prevede u oblik ciste u njoj se zaustavljaju svi metaboliCki procesi.
Mogu¢im dolaskom u povoljne uvjete bakterija opetovano prelazi u stanje
vegetativne stanice. Bakterijske stanice u stanju cista pokazuju veliku otpornost na
djelovanje kemikalija. Ciste sadrzavaju velike koliCine kalcija, ali ne i dipikolinske
kiseline. Kalcij je taj koji omogucuje otpornost na isusivanje. Dok su u stanju cista,
stanice ne mogu fiksirati dusSik.

© Ero Paniests, 15995

Slika 3. Bakterija Azotobacter chroococcum u stadiju ciste

https://www.google.hr/search?hl=hr&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1024&bi
h=614&qg=azotobacter+chroococcum&og=azotobacter+chroococcum

Nastanak cista odvija se u 3 faze:
1. stanice gube flagelarne pokretace;
2. mjenjaju oblik iz ovalnog u okrugli;
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3. stvaraju debeli omotac nacinjen od:

- unutrasnjeg omotaca, intine koga €ine lipidi i ugljikohidrati;

- vanjskog omotaca, koga cCine lipoproteini i lipopolisaharidi.
U srediSnjem dijelu ciste smjeStene su velike granule polihidroksibutirata (PHB) koje
sluze kao rezervna tvar za prelazak sa aerobnog na anaerobni metabolizam. U
omotaCu ciste koji se naziva i kapsula nalazi se stani¢na sluz nacinjena od
polisaharida i glavnog sastojka alginata koji je odgovoran za mehanicku otpornost
cista. Kapsula nacinjena od alginata prijeCi ulazak kisika u stanicu. Ocevidno je da
je kvaliteta, a ne kvantiteta alginata mjerodavna za zastitu nitrogenaze. Proces
stvaranja cista je polagan, traje oko 36 sati (Narula, 2000.).

Optimalna temperatura za biosintezu alginata je 12-18 °C. Dodatak metalnih kationa,
saharoze i n-butanola u hranjivu podlogu moze izazvati stvaranje cista (Narula,
2000.)

Mnogi znanstvenici diliem svijeta ve¢ dugi niz godina prouc€avaju bakteriju
Azotobacter chroococcum, tako da primjerice u Indiji postoji i standard o uzgoju i
nacijepljivanju  bakterije Azotobacter chroococcum, Prema uputama indijskog
standarda ovu bakteriju je moguce uzgojiti u bezdusSi¢nim teku¢im podlogama u
koncentracijama veé¢im od 10" mL™" Zivih stanica, koje se na &vrstim nosagima mogu
odrzati dulje od 6 mjeseci. U Indiji se takoder preporuCuje proizvodnja tekuceg
bioloskog gnojiva  koje sadrzava 10" mL™" stanica bakterije Azotobacter
chroococcum u obliku cista radi njihova duga vijeka trajanja i odrzivosti preko 25
mjeseci pri temperaturama od 4°C pa sve do 42°C. (Narula, 2000.). Najvaznija
osobina bakterije Azotobacter chroococcum je sposobnost vezanja slobodnog
duSika iz zraka pomoc¢u enzima nitrogenaze pri uzgoju na podlogama bez izvora
duSika uz nuzno prisustvo organskog ugljika kao izvora energije, a to mogu biti:
glukoza, saharoza, neki alkoholi, organske kiseline, i sl. Bakterije ove vrste imaju
najvecu respiratornu aktivnosti jer su sposobne vezati i do 30 mg dusika iz zraka pri
oksidaciji 1 g ugljikohidrata. Za aktivnost enzima nitrogenaze nuzno je prisusutvo
molibdena ili vanadija koji mogu biti zamijenjeni i Zzeljezom (Narula i Tauro, 1986).
Azotobakterije su ispitivane zbog vezanja duSika. Medutim, usprkos vrlo velikom
broju eksperimentalnih podataka, ukljuCujuci stimulaciju razvoja biljaka, toCan
mehanizam djelovanja azotobakterija kojim utjeCu na rast biljke nije dovoljno
razjasnjen. Moguca su Cetiri razliCita mehanizma:

1. vezanje dusika;

2. predavanje dusika biljci;

3. proizvodnja biljnih hormona koji mijenjaju morfologiju i uzrokuju rast biljke;

4. bakterijska redukcija nitrata koja poveéava akumulaciju duSika u inokuliranoj

biljci (Narula, 2000.).

Na osnovu svojih istraZivanja za uzgoj bakterije Azotobacter chroococcum mnogi
znanstvenici (Jensen, Brown, Winogradski) preporucuju selektivhe bezdusi¢ne
podloge.
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Slika 4. Porast sluzavih kolonija bakterije Azotobacter chroococcum na Brown-ovoj
bezdusicnoj podlozi.
https://www.google.hr/search?hl=hr&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1024&bi
h=614&q=azotobacter+chroococcum

2.4.2. PRIMJENA BAKTERIJE Azotobacter chroococcum

Bakterija Azotobacter chroococcum Koristan je zemljiSni mikroorganizam koji ima
pozitivan utjecaj na rast i razvoj biljaka. Njezina prisutnost u zemlji oznacava plodnu i
obradivanu zemlju. U Sumskom zemljistu gotovo da je i nema U neobradenom i
toksicnom zemljiStu takoder nije prisutna. Njezin broj u obradivanom zemljiStu se
kreCe od nekoliko tisu¢a do nekoliko desetaka tisu¢a u gramu zemljista (Narula,
2000.).

Vezanje dusika iz zraka

U klimi umjerenog pojasa mikroorganizmi u jednoj godini vezu 20-40 kg duSika iz
zraka po hektaru. IzraCunato je da se na Citavoj povrSini Zemlje za godinu dana veze
oko 10" kg dusika iz zraka Najveéi dio vezanog dusika dostupan je bilkama tek
nakon uginu¢a i liziranja stanica bakterija. Mnogi autori pokusSali su prakti¢no
primijeniti to svojstvo vezanja duSika iz zraka putem Azotfobacter chroococcum, te
njen vrlo vazan pozitivan ucinak u proizvodniji koji istiCe Narula, (2000.).

Proizvodnja biljnih faktora rasta

Azotobacter chroococcum IuCi biljne faktore rasta kao Sto su: giberalini, citokinoni,
indol octena kiselina itd. (Narula, 2000.).

Fizioloski aktivne tvari su one koje u odredenim uvjetima imaju isti stimulacijski ili
inhibicijski uc€inak na fizioloSke i biokemijske procese u biljici, a Sto rezultira
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metabolitskim i morfoloSkim promjenama. Fitohormoni ili biljni hormoni su regulatori
procesa rasta i razvitka, a dijele se u 5 grupa: auksini, giberelini, citokinini, apsicinska
kiselina (ABA) i etilen.

Najvaznija fizioloSka uloga citokinona je:
- stimuliranje diobe stanica;
- sudjelovanje u diferenciranju stanica i formiranju organa;
- reguliraju promet tvari organa koji vise ne rastu;
- spreCavaju gubitak klorofila;
- utje€u na sintezu RNA u stanicama;
- povecavaju otpornost biljaka na visoke i niske temperature;
- povecavaju otpornost na gljivicna oboljenja.

Najvazniji fizioloSki u€inci giberelina su u:
- rastu biljaka;
- sintezi alfa amilaze i aktivnosti pojedinih enzima pri klijanju;
- razvoju ploda;
- utjecaju na broj i morfologiju listova;
- ubrzanju rasta korijena i stabljike;
- poboljSavanju cvatnje i oplodnje.

Auksini su hormoni koji djeluju stimulacijski na rast i razvoj biljaka, a ustanovljeno im
je | herbicidno djelovanje. Najznacajniji auksin je indol-3-octena kiselina (IAA).
(Vukadinovi¢ i LonCarevic, 1997)

Bioloska kontrola patogenih gljiva i nematoda

ZemljisSne gljive, najCeSCi nametnici na zrnu jeCma (Alternaria, Fusarium,
Helminthosporium itd.) izazivaju loSu humifikaciju, tj stvaraju nepovoljne oblike kao
Sto su: krenska i apokrenska kiselina, ¢ime pojaCavaju kiselost zemljista Sto se
nepovoljno odrazava na rast azotofiksacijskih i nitrifikacijskih bakterija.
Antagonisti¢ko djelovanje bakterije Azotobacter chroococcum na fitopatogene gljive
prou¢avali su mnogi ali nije razjaSnjeno uzrokuju li to siderofore ili antibiotici.
Bakterija Azotobacter chroococcum ima i fungistaticno djelovanje. Naime, ona
promovira rast bilke u poCetnom stadiju time Sto inhibira razvoj Fusarium.sp.,
Alternaria sp. i Penicillium sp. koji su vrlo ¢esto prisutni na sjemenu i sintetiziraju
brojne toksi¢ne sastojke (Narula, 2000.).

Proizvodnja siderofora

Siderofore su spojevi niske molekularne mase koje nastaju pri nestasici zeljeza, a
sluze kao prenosioci Fe (lll) u mikrobnim stanicama. U dodatku izvornog Zeljeza za
proizvodnju stanica siderofore mogu djelovati kao faktori rasta i u nekim slu€ajevima
kao potencijalni antibiotici. Zeljezo je &etvrti po vaznosti element zemljine kore i
prijeko je potrebno za rast svih zivih bi¢a. Takoder je vazan sastojak enzima kao Sto
su peroksidaze, katalaze, hidrogenaze i kljuCnih elemenata u vezanju duSika,
hidrogenaza i dinitrogenaza reduktaze (Narula, 2000.).
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Medusobno djelovanje bakterija roda Azotobacter i mikoriznih gljiva

Mikoriza je uzajamna ovisnost fotoautotrofnih biljaka i gljiva i predstavlja jednu od
najvaznijih ali jo§ nedovoljno razjasnjenih bioloskih zajednica koja regulira, a time i
omogucuje pravilno funkcioniranje ekosistema. Mikoriza je simbiotska zajednica
gljiva i viSih biljaka u kojoj su hife gljiva invadirane u korijen biljke i potpomazu
usvajanje vode i hranjiva. Mikoriza mozZze biti:

- infektivna (endomikoriza i ektomikoriza);
- neinfektivna (Vukadinovi¢i LoncCarevic, 1997.).

Mikorizne gljive opskrbljuju bakterije roda Azotobacter fosforom, a zauzvrat uzimaju
vezani dusik (Brown i Carr, 1984.). Ishac i sur. (1986), tvrde da dvojna inokulacija
pSenice s azotobakterijama i mikoriznim gljivama pojacava aktivnost nitrogenaze u
svim stadijima rasta pSenice u usporedbi s pojedinanom inokulacijom. (Narula,
2000.).

Sinteza alginata

Bakterije iz roda Azotobacter imaju jo$ jednu pozitivnhu osobinu. One stvaraju
ekstracelularnu tvar sluzave ili zelatinozne prirode. Ta tvar moze stajati Cvrsto
priljublijena kao sloj oko stanice i naziva se kapsula ili se moze slobodno odijeliti od
stanice pa se naziva sluz ili gumasta masa i sluzi kao sirovina za proizvodnju bioloski
razgradivih plasticnih masa.

Optimalna temperatura za stvaranje alginata je 12-18 °C. Dodatak metalnih kationa,
saharoze i n-butanola u hranjivu podlogu, mozZe izazvati stvaranje cista. (Narula,
2000.).

Ostale mogucénosti primjene bakterije Azotobacter chroococcum

Osim navedenih svojstava, bakterije iz roda Azotobacter imaju sposobnost:
- bioloSke razgradnje pesticida (lindana), fenolnih spojeva i sl. (Gupta i Narula,
1996.);
- otapanja fosfata (Kumar, 1998.);
- proizvodnje enzima (Narula, 2000.);
- proizvodnje vitamina B4 i C vitamina (Sankaram i Sundara,1962.);
- primjene u ribnjacima za hranidbu riba; (Narula, 2000.)
- povecavanja sadrzaja planktona u vodi (Narula, 2000.).

Osobine i moguénosti primjene bakterije Azotobacter chroococcum su neiscrpan
izvor za istrazivanje mnogim znanstvenicima (Lenart, 2004.)
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2.4.3. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA S BAKTERIJOM Azotobacter
chroococcum

Prirodno staniSte bakterije Azotfobacter chroococcum je zemlja koja je bogata
organskim tvarima (Gordon, 1981.).

Normalna populacija bakterija porodice Azotobacteriaceae u zemlji u razli€itim
dijelovima svijeta je uglavnom ispod 10* g”. Izuzetak je visok sadrzaj Azotobacter
chroococcum u dolini Nila 10’ g (Abd-el-Malak, 1971.).

Azotobacter chroococcum raste intenzivnije u zoni oko korijena biljke nego u samoj
zemlji (Dey, 1973.). Ovaj podatak upucuje na Cinjenicu kako Kkorijenje otpusta
hranjive tvari koje pospjeSuju rast ove bakterije. Rovira (1965.) skre¢e paznju kako
veli€ina populacije Azotobacter vrste u zemlji i oko biljke ovisi o vrsti uzgajane biljke.
Poja¢ano vezanje duSika u rizosferi billkke Ammophila arevariae pripisuje se
zdruzenom ucinku bakterija roda Azotobacter sa korijenom biljke. Dokazano je kako
bakterija Azotobacter chroococcum obitava i u parenhimskim stanicama liS¢a i
korijenja (Tippanahnavar i Ramachandra, 1989.). Bakterija Azotobacter
chroococcum je izolirana iz rizosfere tropskih trava i mnogih biljaka Juzne Afrike, sa
Srednjeg Istoka i Zapadne Australije (Dobereiner, 1974.).

Vrlo velika populacija bakterije Azotfobacter chroococcum ustanovljena je u
mravinjacima i termitnjacima. To je stoga Sto mravi i termiti razgraduju organsku tvar
celulozne prirode te na taj nacin stvaraju hranidbeno bogat okoli§ za rast i
umnozavanje ove bakterije (Boyer, 1971).

Istrazivanja Garga (1998.) upuéuju na Cinjenicu kako Azotobacter chroococcum raste
i u vodenim sredinama jezera i ribnjaka. U uvjetima in vitro u inokuliranoj vodi
bakterija Azotobacter chroococcum umnozila se za 30 dana Cetverostruko u odnosu
na podetni broj, tj sa 2,67 x 10* CFU mL™ na 9,51 x 10* CFU mL™. U isto vrijeme
smanijila se koli¢ina otopljenog kisika u vodisa 9,6 mgL'na6,6 mgL™.

Mishustin i Naumova (1962.) su miSljenja kako optimalna temperatura rasta bakterije
Azotobacter chroococcum ovisi o geografskom podruCju u kojem je prisutna.
Primjerice, u Indiji ova bakterija optimalno raste pri 35-40 °C. Minimalna temperatura
za rast i razmnozavanje bakterije Azotobacter chroococcum je 10 °C, ispod 5 °C
moze prezivjeti ali se ne razmnozava (Jensen, 1954.).

Mrkovacki i sur., (2000) proveli su istraZivanje odrzivosti bakterije Azotobacter
chroococcum pri razliitim temperaturama u svrhu industrijskog piliranja sjemena
Secerne repe bakterijskom biomasom. Dokazali su kako neki sojevi ove bakterije
izolirani iz rizosfere Secerne repe prezivljavaju 30 minutno djelovanje temperatura od
40 °C, 50 °C pa ¢ak i 60° C i to u koncentraciji 10"-10" Zivih stanica u mL.

Santek i Marié u svojim istrazivanjma 1995. godine dokazali su dobar rast i
sposobnost vezanja duSika iz zraka pri temperaturi 30 °C, dok su pri 20 °C ustanovili
kako je rast bakterija vrste Azotobacter chroococcum znatno smanjen, uz primjetno
povecanje stvaranja cista. Becking (1991.) i Green (1932.) zakljucili su kako
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Azotobacter vrste pokazuju najbolji rast na onim temperaturama koje inace vladaju u
okoliSu iz kojeg su izolirane.

Transport amonijaka kroz citoplazmenu membranu bakterije Azotobacter
unutarstani¢énog sadrzaja. Gotovo sav dusSik koji dospije u stanicu prelazi u amonijak
ili u glutamat, tj poCetnu tvar za sintezu aminokiselina, nukleinskih kiselina i proteina.
Vezani duSik zadrzava se u stanicama azotobakterija sve dok one ne uginu i ne
raspadnu se. Nakon oslobadanja proteina, peptidoglikana i nukleinskih kiselina u
okolinu nuzno je razgraditi navedene makromolekule do amonijaka uz pomoc¢
ekstracelularnih enzima i amonifikacionih procesa (Merrick, 1988.).

U svojim istrazivanjima Chahal i Chahal (1986.) dokazali su kako bakterija
Azotobacter chroococcum potpuno spre€ava lijezenje mladunaca iz jaja korijenovih
nematoda ako se jajaSca drze devet dana u tekucoj kulturi bakterije koja sadrzava
10° mL ™ Zivih stanica.

Pri temperaturi od 30 °C i 50 % - tnoj vlaZznosti zemlje ustanovljena je maksimalna
razgradnja lindana (2,4-D) ako je zemlja nacijepljena bakterijom Azotobacter
chroococcum (Balajee i Mohadevan, 1993), (Gahlot i Narula, 1996).

Azotobacter chroococcum izolirana iz tla koje je obogaéeno zaoravanjem slame
sposobna je rasti na fenolnim spojevima kao izvorima ugljika (4-hidroksi benzojeva
kiselina, rezorcinol, pirokatehol i vanilinska kiselina), Sto je takoder dokaz
sposobnosti bioloSke razgradnje (Weiser i sur. 1994.).

Uzgojem mjeSovite kulture bakterija Azotobacter chroococcum i Coprinus fimetarius
na pSeni¢noj slami u bioreaktoru za uzgoj na ¢vrstim supstratima povecao se sadrzaj
proteina za 16,1%. (Singh i sur., 1994.).

Toksi¢nost otpadnih voda nakon prerade maslina smenjuje se za 30% ako se u
otpadnu vodu nacijepi bakterija Azotobacter chroococcum. (Borja i sur., 1993).

Nakon tretmana sjemena rajCice sintetskim biljnim hormonom GAj; biljke rajCice
jednako su se razvijale kao kada je sjeme tretirano bakterijskom biomasom
Azotobacter chroococcum (Brown i sur., 1968.).

Umjetno zarazene sjemenke kukuruza s plijesnima Alternaria vrste, dale su za 30%
smanjen urod. Nakon njihove bakterizacije s bakterijom Azotobacter chroococcum
urod je bio 100 %-tan (Mallikarjunaiah i Bhide, 1981.).

Osam vrsta plijesni izoliranih iz rizosfere pri uzgoju pSenice tretirano je bakterijom
Azotobacter chroococcum. Nakon toga ustanovljeno je smanjeno stvaranje spora
plijesni u koliCinama od: 3,2% kod Aspergillus flavus; 2,8% kod Aspergillus phenecis;
19,2% kod Fusarium equiseti; 13,9%  kod Fusarium oxysporum; 3,1% kod
Penicillium oxalicum; 10,5% kod Helmethos poriumoryzae; 17% kod Pythium
aphanidermatum; i Cak 32,2% kod Colletorichum capsici (Sharma i sur., 1986. ,
1987.).

Dokazano je kako neke bakterije zaustavljaju rast bakterije Azotobacter
chroococcum. Tako npr. nakon 24 sata medudjelovanja bakterija: Pseudomonas
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putida i  Azotobacter chroococcum - 36,7% stanica bakterije Azotobacter
chroococcum prelazi u oblik ciste; Bacillus subtilis i Azotobacter chroococcum - 86%
stanica bakterije Azotobacter chroococcum prelazi u oblik ciste; Xanthomonas
oryzae i Azotobacter chroococcum — 51,7% stanica bakterije Azotobacter
chroococcum prelazi u oblik ciste (Sharma i sur., 1987.).

Prisutnost bakterije Azotobacter chroococcum u vodi pospjeSuje rast algi vrste
Calothrix antarctica, zaklju€ili su Saubert i Strijdom (1969.) na osnovu povecanja
sadrzaja hranjivih tvari u vodi i tamno zelene boje stanica algi.

Vezanje duSika iz zraka najbolje se odvija u mraku. SuncCeva svjetlost negativno
djeluje na rast i razvoj stanica bakterije Azotobacter chroococcum (Ganf i Horne,
1975.).

Vezanje duSika iz zraka pomocu bakterije Azotobacter chroococcum moguce je i u
morskoj vodi i to u koli¢inama od 1,84 -10 ug N g'h™" (Pearl i sur., 1981.). Ove
tvrdnje podudaraju se i s rezultatima istrazivanja Dickera i Smitha (1981.) koji su
ustanovili da je sposobnost vezanja dusika obrnuto proporcionalna salinitetu vode.

Delince (1992.) tvrdi kako je bakterija Azotobacter chroococcum sposobna vezati
dusik i u mikroaerofilnim uvjetima u talozima ribnjaka, doduSe u manjim koli€inama,
ali uz vecu zastupljenost hranjivih supstrata.

Primjena herbicida uglavhom negativno djeluje na mikrobnu populaciju u tlu,
posebice na bakterije roda Azotobacter (Strzelec, 1984.). Suprotno navedenom, neki
pesticidi, npr. karbofuran, djeluju stimulirajuée na rast i djelovanje bakterija roda
Azotobacter.

Inokulacija rizine slame bakterijom Azotobacter chroococcum zajedno s gljivom
Trichoderma reesei dovodi do povecanja stupnja razgradnje slame i sadrzaja dusika
u pripravku. MjeSovita kultura Azotobacter chroococcum i Rhizobium bakterija
povecava broj i sadrzaj suhe tvari nodula bilike le¢e (Kumar i sur., 1988.).

MjeSovita kultura bakterija iz rodova Azotobacter, Rhizobium i Pseudomonas
inokulirana na sjeme slanutka daje znaCajno povecanje prinosa, mase korijena i
mase nodula slanutka, kao i sadrzaja dusSika u zemlji. (Maurya i Sanoria, 1986.)

Lakshamanan (1982.) tvrdi kako je moguce u potpunosti nadomjestiti umjetna gnojiva
mikrobioloSkom gnojidbom, naravno uz pravi odabir biljne sorte i uvjeta uzgoja.

Gordon i Brill (1972.) su zaklju€ili kako prisutnost amonijaka u okoliSu u kojem rastu
bakterije iz roda Azotobacter inhibira aktivhost enzima nitrogenaze, a time i
mogucnost bakterija za vezanje duSika iz zraka. Oni takoder tvrde kako je jedino
nakon uginucéa i raspada stanica ovih bakterija moguce oslobadanje amonijaka iz
stanica, ali postoje mutanti kod kojih se amonijak oslobada iz Zivih stanica.

Gnojidba mikrobioloskim gnojivom na bazi biomase bakterije Azotobacter
chroococcum povecava koncentraciju suhe tvari, $to su ustanovili autori pri uzgoju
Seéerne repe (Mrkovacki i sur., 1996), povréa (Mehrota i Lehri, 1971.), suncokreta
(Pathak i sur., 1993.) itd.
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Ova bakterija proizvodi vitamine (Revillas at al., 2000.), antibiotike (PrSa, 1964.),
fitohormone (Reli¢, 1989.), siderofore (Pandey i Kumar, 1989.), Sto pospjeSuju rast
biljke.

Bakterije iz roda Azotobacter Cesto zive u blizini nekih celulolitickin mikroorganizama
(Citophaga i dr.) i koriste se proizvodima razgradene celuloze kao izvorom energije
za vezanje dusika, uzajamno vracajuéi duSik tim celulolitiCkim mikroorganizmima.
Azotobacter chroococcum je u sinergistiCkim i antagonistiCkim odnosima s drugim
¢lanovima mikrobne populacije (Narula, 2000.).

Primjena bakterije Azotobacter chroococcum kao mikrobnog gnojiva znacajno
povecava sadrzaj suhe tvari, ukupan sadrzaj dusika i prinos kukuruza, pS$enice,
Secéerne repe i suncokreta (Emam i sur., 1986.), (Pandey i sur., 1998.).

Bakterija Azotobacter chroococcum ima i fungistaticno djelovanje. PotiCe rast biljke u
poCetnom stadiju tako $to zaustavlja razvoj plijesni Fusarium sp., Alternaria sp. i
Penicillium sp. vrlo Cesto prisutnih na sjemenu i u tlu. Pares i Afanchao, (1960.)
iznose da inokulacija azotobakterijama neutralizira toksiCha svojstva plijesni
Alternaria vrste.

Markinow (1934.) tvrdi kako se vezanje duSika iz zraka stimulira ako Azotobacter
chroococcum raste u simbiozi s bakterijama koje imaju sposobnost razgradnje
celuloze. npr. Cellulomonas biozotea, Aerobacter aerogenes i sl.

Garg (1998.) je ukazao da se dodatkom biomase Azotobacter chroococcum u vodu
ribnjaka znacCajno poveCava masa ribe, a Sto utjeCe na troSkove proizvodnje u
ribnjacima. Isti autor je izmjerio da se dodatkom biomase Azotobacter chroococcum
u vodu ribnjaka nakon 45 dana populacija fitoplanktona i zooplanktona povecava
peterostruko.

Azotobacter chroococum ima sposobnost otapanja fosfata u zemlji (Gaind i Gaur
1991.).

Bakterizacijom  sjemena kukuruza s biomasom Azotobacter chroococcum u
suptropskom podrucju Indije dobiven je prinos zrna 1,15 puta veéi od kontrolnog
uzgoja bez bakterizacije sjemena i bez gnojidbe. Takoder je ustanovljena 5 puta
veca populacija bakterije Azotobacter chroococcum u zemlji, u sredini vegetacijskog
perioda uzgoja bakteriziranog kukuruza. Zabiljezeno je i znaCajno povecanje
sadrzaja dusSika i fosfora u suhoj tvari biljke kukuruza uzgojene iz bakteriziranog
sjemena (Pandey i sur., 1998.).

Mishustin i Shilniker (1969.) su dokazali u nekoliko poljskih pokusa 7-12%-tno
povecanje prinosa suncokreta uz mikrobioloSku gnojidbu u odnosu na uzgoj bez
gnojidbe.

Shabaev i sur. (1991.) i Ahmed i sur. (1983.) ustanovili su povec¢anu koncentraciju

duSika u zemlji pri uzgoju Caja, kave i kokosa ako se zemlja gnoji pomocu biomase
Azotobacter chroococcum.
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PovecCanu koncentraciju ukupnog dusika u biljkama pri mikrobioloskoj gnojidbi uz
pomo¢ bakterije Azotobacter chroococcum ustanovili su svojim istrazivanjima:
Mrkovacki i sur. (1996.) u Secernoj repi, Mili¢ i Sari¢, (1988.) u kukuruzu, MiloSevic i
sur, (1994.) u paprici, itd.

Pove¢an urod kukuruza uz mikrobioloSku gnojidbu bakterijom Azotobacter
chroococcum dobili su Martinez-Toledo i sur. (1988.), pSenice (Srivastava i Sinha,
1992.), rajCice, krastavaca i krumpira Lehri i Mehrota (1972.).

Na visinu biljke SecCerne trske povoljan utjecaj imala je mikrobioloSka gnojidba s
Azotobacter chroococcum (Agarwal i sur., 1977.).

Pozitivan utjecaj bakterije Azotobacter chroococcum na klijavost je€ma dokazali su
Harper i Lynch (1979.).

Rad indijskih istrazivaCa (Narula, 2000.) dokazao je da se uporabom mikrobnog
gnojiva poveéavaju prinosi mnogih biljaka do 25%, a uz dodatak NPK gnojiva
mikrobnog gnojiva na bazi bakterije Azotobacter chroococcum prinosi se povecavaju
8-15%. Oni su takoder ostanovili smanjen intenzitet napada korijenove muhe i snijeti
na biljkama maka.

Bagyaraj i Menge (1978.) su dokazali 62%-tno povecanje suhe tvari rajCice uzgojene
od sjemena bakteriziranog biomasom Azotobacter chroococcum.

Ishac i sur. (1986.) su povecanje prinosa pSenicne slame za 5 g po biljci i trostruki
prinos zrna pSenice uzgojene uz mikrobnu gnojidbu.

Ishac i sur. (1990.) su umjetno zagadili 40 zrna soje s plijesnima Fusarium vrste. Od
toga je isklijalo 13 zrna $to €ini 32,5% u odnosu na nezagadena zrna. Nakon
bakterizacije zagadenog zrna s bakterijom Azotobacter chroococcum isklijalo je 39
zrna $to €ini 97,5%.

StatistiCki zna€ajno povecanje klijavosti, prinosa i suhe tvari zrna pSenice ako se
sjemenke tretiraju s bakterijom Azotfobacter chroococcum ustanovili su Badgire i
Bindu (1976.).

Utjecaj bakterizacije s Azotobacter chroococcum pri uzgoju kukuruza istrazivali su
Hussain i sur. (1987.), Srivastava i Sinha (1988.) i Govedarica (1993.). Ustanovili su
statisticki zna¢ajno povecanje biomase, ukupnog dus$ika i visine biljke.

Bakterija Azotobacter chroococcum mogla bi preZivjeti i pod uvjetima temperature,
pritiska i sastava atmosfere koji vladaju na Marsu. To su u svojim istrazivanjima
dokazali Moll i Vestal (1992.). Oni su uspjeli bakteriju odrzati zivom 112 dana na tlu
kojeg ima na Marsu, a &iji osnovni sastojak &ini Fe**-montmorilonit. (Lenart, 2004.)
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ZAKLJUCCI

Mogucnosti primjene bakterije Azotobacter chroococcum su sljedece:
Bakterija Azotobacter chroococcum je potencijalni sastojak bioloskih gnojiva zbog:
- sposobnosti vezanja dusika iz zraka;
- proizvodnje biljnih faktora rasta;
- proizvodnje siderofora;
- pogubnog djelovanja na fitopatogene gljive;

- sposobnosti otapanja fosfata u zemlji.

Mogucnost proizvodnje bioloSki razgradive plasticne mase zbog sposobnosti sinteze

alginata.

Osim toga bakterija Azotobacter chroococcum ima sljedece pozitivhe osobine:
*Stimulira rast i razvoj biljaka;

*Djeluje na povecanje prinosa poljoprivrednih kultura;

*Raste dobro uz prisutnost mikoriznih gljiva;

*Proizvodi vitamine i enzime;

*Ima sposobnost bioloSke razgradnje nekih otrova (lindana);

*Djeluje na povecanje biomase riba u ribnjacima;

*Mogla bi prezivjeti uvjete koji vladaju na planeti Mars.
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