O nitryfikacyi amoniaku i Zrodtach wegla

podczas zywienia sie fermentow nitryfikacyjnych.
Przez

E. Godlewskiego.
(Z dwiema rycinami w tekscie).

Rzecz przedtozona na posiedzeniu Wydz. mat.-przyr. z d. 4. czerwca 1895 r.

l. Wstep.

Jak wiadomo, juz w r. 1879, Schlésing i Mintz wykazali, ze
znany od dawna proces przemiany amoniaku na kwas azotowy, jaki
odbywa sie z mniejszg lub wiekszg tatwoscig, prawie w kazdej upra-
wnej ziemi, nie jest prostem chemicznem utlenianiem, jak dawniej sa-
dzono, ale sprawg fizyologiczng, powstajgcg pod wpltywem pewnego wia-
Sciwego uorganizowanego fermentu. Zapatrywanie przytoczonych auto-
réw rychto zostato potwierdzone przez doswiadczenia wielu innych ba-
daczow, atoli usitowania zmierzajgce do wyosobnienia w stanie czystej
kultury mikroorganizmu, ktéry w tym procesie odgrywat role fermentu,
diugi czas pozostawaty bez skutku. Powodem niepowodzenia prac po-
dejmowanych pod tym wzgledem byto to, ze, jak sie pdZniej pokazato,
poszukiwany mikroorganizm nie ro$nie na zelatynie; a ze usitowano od-
osobni¢ witasnie za pomocag kultur zelatynowych, wiec podjete ta droga
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0 NITRYFIKACYI. 159

starania nie mogty by¢ pomysinym uwienczone skutkiem. Dopiero za-
pomocg innych metod badania, otrzymano korzystniejsze wyniki.

Odosobnienie poszukiwanego fermentu udato sie po raz pierwszy
w r. 1890 i to wspodtczesnie dwom badaczom Franklandowil) i Wino-
gradzkiemu 2. Kazdy z nich doszedt do celu inna droga. Drég tych
opisywac¢ nie bedziemy, ale podniesiemy tylko fakt, ze obaj badacze
zupetnie od siebie niezaleznie przekonali sie, jak zamiana amoniaku na
kwas azotowy a z nig i rozwoj wiasciwego fermentu moze sie odbywac
w phynie czysto mineralnego skiadu, bez dodatku jakiejkolwiekbgdz ma-
teryi organicznej jako pokarmu weglowego dla owego fermentu.

Frankland uzywat ptynu zawierajgcego na 100 g. wody destylo-
wanej: 0,1 g. fosforanu potasowego, 0,2 g. siarkanu magnowego, 0,1 ¢.
chlorku wapniowego, 0,05 g¢. chlorku amonowego i 0,5 g. weglanu
wapniowego. Winogradzki brat ptyn, w ktéorym na 100 cm3, wody jak
najstaranniej destylowanej byto: 0,1 g. fosforanu potasowego, 0,1 g.
siarkanu magnowego i | g. zasadowego weglanu magnowego.

Obaj badacze przekonali sie, ze odosobniony w stanie czystej kul-
tury ferment, zamienia amoniak nie na kwas azotowy ale na azo-
tawy. Winogradzkiemu udato sie jednak pozniej 3) wyosobni¢ z ziemi
drugi ferment, ktéry znajdujace sie w plynie azotyny zamieniat na
azotany. W ten sposob udowodnit Winogradzki, ze nitryfikacya amo-
niaku, t. j. utlenienie go na kwas azotowy odbywa sie w dwdch okre-
sach, pod wpltywem dwu réznych mikrobéw. W pierwszym okresie pod
wptywem mikrobu, ktéremu autor daje nazwe nitrosomonas, amo-
niak zostaje utleniony na kwas azotawy. W okresie drugim pod wpty-
wem innego mikrobu, ktéry autor nazwal nitrobacter, utworzony
poprzednio kwas azotawy, zostaje dalej utleniony na azotowy. W ziemi
oba fermenty dzialajg z rowng energiag, tak ze tworzacy sie kwas azo-
tawy natychmiast zamienia sie na azotowy. W ptynie, z powodu stab-
szego dostepu powietrza, nitrosomonas bierze gére, a nitrobacter dopiero
wtedy zaczyna by¢ czynnym, gdy amoniak juz prawie zupetnie zniknat
z ptynu, t. j. gdy warunki rozwoju, dla silniejszego widocznie nitroso-
somonas staty sie mniej korzystne.

1) Frankland P. S. and G. C. Transaction of the Roy Soc. London Vol. CLXXXI.
189 s. 107. Poditug referatu w Jahresberichte Uber die Fortschritte in der Lehre der
Gahrungsorganismen. Braunschweig 1891. S. 107.

2) Winogradzki. Annales de I'Institut Pasteur z roku 1890.

3) Winogradzki. Recherches sur les organismes de la nitrification 4—5 memoire
(Annales de I'Instit. Pasteur t. V. 1891).
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Nitrobacter podobnie jak nitrosomonas rozwija sie i wywotuje wia-
Sciwg mu fermentacya, w ptynie czysto mineralnego sktadu. Wino-
gradzki wywotywat te fermentacyg w wodzie destylowanej, do ktorej
dodawat tylko azotynu potasowego, fosforanu potasowego i zasadowego
weglanu magnowego. W takim phynie nitrobacter rozwijat sie pomysinie
i zamienial azotyn potasowy na azotan. Wobec tych zjawisk na-
suwato sie¢ badaczom pytanie, skad oba fermenty czerpig wegiel po-
trzebny do ich rozwoju. Czyzby ilos¢ materyi organicznej byta w nich
tak mata, zeby do jej wytworzenia mogly wystarczy¢ jakie$ Slady za-
nieczyszczen wody destylowanej i soli mineralnych uzywanych do przy-
rzadzania ptynéw zywigcych? Bynajmniej. Bo naprzod, takich zanie-
czyszczen w doswiadczeniach Winogradzkiego prawie wecale nie byto,
skoro on z najwiekszg skrupulatnoscig starat sie o to, zeby wszystkie
materyaty, ktorych uzywat do przyrzadzania swych ptynow, byly zu-
petnie pozbawione materyj organicznych, a powtdre rozw¢j tych mikro-
organizméw potaczony jest z produkcya materyi organicznej, wystar-
czajacg do tego, aby jg ilosciowo oznaczyé. Winogradzki po skonczo-
nem doswiadczeniu oznaczat ilos¢ wegla materyi organicznej, zawartej
w ptynach, w ktérych sie odbywata nitryfikacya. Jakoz pokazato sie,
nietylko ze ta ilo$¢ nie byla tak bardzo mata, ale nadto ze byla ona
prawie $cisle proporcyonalna do ilosci amoniaku utlenionego na kwas
azotawy. | tak w czterech réznych kulturach analizy wykazaty:

—m 2 3 4
utlenionego azotu .- - - - 0,722 g. 0,5061g. 0,9283 ¢g. 0,8154 g.
wegla w materyi organicznej 0,0197 ,, 0,0152, 0,0264 , 0,0224 ,
Stosunek.......ccoovevieiinieennns 1. 36,6 1333 1352 1 364

Poréwnawcze oznaczenia wegla materyi organicznej w ptynach
niezakazonych, w ktérych zatem nie odbywata si¢ nitryfikacya azotu,
ale ktore przez caly czas trwania doswiadczenia trzymane byly w tych
samych warunkach co ptyny fermentujace, wykazywalty w nich za-
ledwo $lady materyj organicznych.

Wobec takich rezultatbw nie mozna byto watpi¢, ze mikroby ni-
tryfikacyjne czerpig wegiel z innego jakiego$ zrodia anizeli z przypad-
kowych zanieczyszczerh ptynu materyami organicznemi, i ze z tego zré-
dia materya organiczna gromadzi sie w fermentujacym ptynie. Pytanie
jakiem by¢ moze to zrédlo. Winogradzki twierdzi, ze zrédiem tem byt
wegiel weglanu magnowego znajdujgcego sie w plynie, ostatecznie wiec
kwas weglowy, tylko nie wolny ale w postaci soli magnowej. Bytby to
pierwszy przyktad tworzenia sie materyi organicznej z kwasu weglo-
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wego W organizmie niezielonym i to bez wptywu Swiatta. Proces tego
rodzaju zbyt jest wazny pod wzgledem teoretycznym, aby nie zastugi-
wat na doktadniejsze jeszcze zbadanie i usuniecie wszelkich mozliwych
watpliwosci, jakie nasuwacby sie mogly w uznaniu go za fakt udowod-
niony. Watpliwosci takie podniesione byly nie bez pewnej podstawy,
przez Elfinga, wkrétce po ukazaniu sie pracy Winogradzkiego 1).

Badacz ten zauwazyt, ze plesn Briarea rozwijata sie w ptynie zy-
wigcym , ztozonym wytgcznie z wody destylowanej i odpowiednich soli
mineralnych , ze jednakze w takim samym ptynie nie rozwijala sie, je-
zeli flaszke z ptynem zywigcym, w ktdorym jg wysiano, zatkano kor-
kiem, przez ktory przechodzita rurka wypetniona kawatkami wodnika
potasowego.

Doswiadczenie to zdawato sie wskazywac niewatpliwie, iz owa
plesn zywi sie bezwodnikiem weglowym, zwiaszcza przemawiato za tem
spostrzezenie, ze odgraniczenie powietrza kolbki od powietrza zewnetrz-
nego ciatem pochfaniajgcem bezwodnik weglowy, jakiem jest wodnik
potasowy, wstrzymywato rozw6j plesni. A jednak, mimo tak tudzacych
pozordw, dokladniejsze zbadanie sprawy nie potwierdzito tego przypusz-
czenia, albowiem pokazato sie, ze w kolbkach odgraniczonych wodni-
kiem potasowym od zewnatrz, plesn nie rozwiata sie nawet i wtedy,
gdy do ich powietrza doprowadzano umyslnie bezwodnik weglowy.
A wiec odgraniczenie powietrza kolbki od zewnatrz wodnikiem potaso-
wym , nie dlatego wstrzymywato rozwdj plesni, ze nie dopuszczato do
niej bezwodnika weglowego, ale dlatego, ze wstrzymywato dostep do-
ptywu zywigcego innych jakich$ ciat, z ktérych grzyb istotnie czerpat
pokarm weglowy. Ciatem tem byt w tym przypadku kwas octowy lub
jego aldehyd, ktorych mate ilosci znajdowaly sie w powietrzu labora-
toryum. Istotnie wegetacya plesni byla bardzo zywa, jezeli w sasiedz-
twie kolby z kulturg znajdowalo sie naczynie z octem.

Na mocy tych spostrzezeri Elfing przypuszczat, ze i w doswiad-
czeniach Winogradzkiego mogto sie odbywaé co$ podobnego, ze i tu
nie jest rzecza wykluczong, aby mikroby nitryfikacyjne nie czerpaty
wegla z jakich$ lotnych organicznych potaczen, ktoreby sie z powie-
trza rozpuszczaly w wodzie pozywki mineralnej.

Prawda, ze W.inogradzki robit poréwnawcze oznaczenia materyj
organicznych, zawartych w ptynie zakazonym i niezakazonym nitromo-
nadami, i ze w tym ostatnim znajdywat nawet po najdtuzszem jego

1) Elfing. Studien Uber die Einwirkung des Lichtes auf die Pilze. Helsingfors.
1890. s. 65.

Rozprawy Wydz. mat -przyr. T. XXX. 21
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staniu ledwo $lady organicznych potaczen ale i ten fakt rozstrzygaja-
cym jeszcze nie jest. Istotnie, przypuscicby mozna, ze mamy tu do
czynienia ze zwigzkami organicznymi trudno rozpuszczajgcymi Sie W wo-
dzie. Takie zwigzki w plynie jatowym nawet po najdtuzszem z niem
zetknieciu sie nie mogtyby sie w znaczniejszej ilosci nagromadzic, ale.
tam gdzieby w miare swego rozpuszczania sie byly zuzywane, przez
rozwijajagce sie mikroby, rozpuszczatyby sie w coraz nowych ilosciach
i w ten sposéb tworzaca sie z nich materya organiczna stopniowo gro-
madzitaby sie w ptynie fermentujacym.

Ze wzgledu na wielkag teoretyczng doniosto$¢ odkrycia Winogradz-
kiego, tyczaca sie sposobu zywienia sie fermentéw nitrytikacyjnych, sa-
dzitem , ze rzecz zastuguje na ponowne do$wiadczalne zbadanie w celu
stanowczego usuniecia nastreczajacych sie watpliwosci.

Rozstrzygniecie wiec pytania, w jakiej formie fermenty nitryfikacyjne
pobierajg pokarm weglowy, stanowi gtowny przedmiot niniejszej rozprawy
W toku jednak pracy nastreczyta sie tez sposobnosc roztrza$niecia in-
nego jeszcze pytania, mianowicie: czy pod wplywem fermentow nitry-
fikacyjnych wszystek azot amoniakalny przechodzi w odpowiednie zwigzKi
kwasowe, czy tez czes¢ jego wydziela sie w stanie wolnym.

Tem pytaniem nie jednokrotnie juz zajmowali sie rézni badacze
i nie zawsze zgodne otrzymywali rezultaty. Po najwiekszej czesSci od-
najdywano w formie $wiezo utworzonych kwaséw mniej azotu, niz go
ubyto z formy amoniaku. Tak np. Winogradzki odnajdywat w swoich
ptynach w formie kwasu azotawego a czesciowo i azotawego tylko okoto
90% tej ilosci azotu, jaka ubyta z ptynu w formie amoniaku.

Wagner robigc doswiadczenia nad nitryfikacyg soli amoniakalnych
w ziemi, odnajdywat takze w formie azotanéw nie wiecej jak 85—90%
tej ilosci azotu, ktérg dodawatl do ziemi w postaci siarkanu amonowego.
Schlésing 1) umieszczat w zamknietem naczyniu, oznaczona ilo$¢ powie-
trza i pewng ilos¢ ziemi z dodatkiem soli amonowych, a po uptywie od-
powiedniego czasu oznaczat w ziemi ubytek amoniaku i przyby-
tek kwasu azotowego, a w powietrzu przybytek wolnego azotu. Rezul-
taty tych doswiadczen nie zawsze byly jednakowe: czasem, a mianowi-
cie wtedy, gdy soli amonowych mato dodano do ziemi, odnajdywano
w formie kwasu azotowego blizko 98% azotu w nich zawartego, a wiec
azot amoniakalny prawie bez zadnej straty przechodzit w kwas azo-
towy. Odpowiednio do tego, w powietrzu naczynia, w ktorem robiono
doswiadczenie znaleziono ilo$¢ azotu tylko niespetna o 1% wiekszg niz

1) Comptes rendus 1889. T. 109.
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na poczatku doswiadczenia, a wiec wolny azot nie wydzielat sie tutaj
prawie wecale. Jezeli soli anionowych dodano do ziemi wiecej, wydat-
no$¢ kwasu azotowego z tych soli byla mniejszg a wydzielanie sie azotu
gazowego obfitsze; np. w jednem z doSwiadczen odnaleziono w formie
kwasu azotowego tylko 9500 azotu pierwotnie dodanego do ziemi, a w po-
wietrzu naczynia stwierdzono przybytek przeszto 5 cm3, wolnego azotu
na 0.2 g. amoniaku utlenionego na kwas azotowy. Najwieksze jednak
ilosci wolnego azotu wydzielaty sie wtedy, gdy précz soli amoniakal-
nych dodano jeszcze do ziemi azotyndw. W jednem z takich doswiad-
czen wydzielito sie np. 11,3 cm3, wolnego azotu na niespetna 0,2 g.
amoniaku zamienionego na kwas azotowy. We wszystkich tych do-
Swiadczeniach odbywaly sie oba peryody procesu nitryfikacyjnego, na-
wet w dos$wiadczeniach Winogradzkiego tworzyt sie nie tylko kwas azo-
tawy ale i azotowy: nie mozna wiec z tych doswiadczen na pewno
wnioskowaé, czy wydzielanie sie wolnego azotu zalezy wytacznie od
przechodzenia amoniaku w kwas azotawy czy tez raczej od utleniania
sie tego ostatniego na kwas azotowy. W naszych ponizej opisanych do-
Swiadczeniach odbywata sie, jak p6zniej zobaczymy, jedynie przemiana
amoniaku na kwas azotawy, kwas azotowy nie tworzyt sie przy tem
wcale. W doswiadczeniach nie uzywano ziemi tylko ptynéw zywigcych,
nie zawierajgcych zadnych potgczen organicznych. Dlatego mozemy na
pewno wnosi¢, ze wszystkie przemiany, jakie w ptynach stwierdzono,
stanowity czes¢ skladowa jedynie pierwszej fazy procesu nitryfikacyj-
nego, t. j. przemiany amoniaku na kwas azotawy.
Rozpatrzmy sie teraz w samym przebiegu doswiadczen.

Il. Do$wiadczenia w naczyniach otwartych.

Doswiadczenie pierwsze.

W wyborze metody kierowatem sie nastepujgcem rozumowaniem.
Winogradzki udowodnit, ze nitryfikacya amoniaku, a z nig i rozwdj
odpowiednich fermentow, odbywa sie bardzo dobrze w plynie, ktory
nie zawiera nic innego jak tylko: siarkan amonowy, majacy ulegaé ni-
tyyfikacyi, zasadowy weglan magnowy i matg ilos¢ fosforanu pota-
sowego.

Poniewaz w ptynie takim, w chwili zakazenia go fermentem ni-
tryfikacyjnym, nie byto ani $ladu jakichkolwiek organicznych zwigz-
koéw, przeto rozwijajacy sie ferment mdégt czerpa¢ wegiel tylko z jednego
z trzech nastepujacych Zrédet:
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@- Albo, jak chce Winogradzki, z zasadowego weglanu magno-
wego znajdujacego sie w phynie.

2-0 Albo z bezwodnika weglowego rozpuszczajgcego sie powoli
w plynie zywigcym z powietrza.

8- Albo z lotnych zwigzkéw organicznych, znajdujgcych sie w ota-
Czajagcem powietrzu i rozpuszczajgcych sie powoli w ptynie zywigcym, jak
sie to dziato w doswiadczeniach Elfinga nad zywieniem sie¢ Briarea.

Aby rozstrzygna¢, ktéra z tych trzech mozliwosci istotnie jest
prawdziwa, nalezato kolejno wytaczaé jedne z tych zrédet, pozostawia-
jac innym dostep do mikrobdw i bada¢, jak takie wytacznie bedzie od-
dziatywa¢ na nitryfikacya.

Przystepujac do doswiadczenia, nalezato przedewszystkiem postaraé
sie przynajmniej o przyblizenie czystg kulture fermentu nitryfikacyjnego.
Otrzymatem ja z fatwoscig trzymajac sie Scisle przepisu Winogradzkiego.

Ptyn ztozony ze 100 cm3, wody dwukrotnie destylowanej (drugi
raz z retorty szklanej z dodatkiem nadmanganianu potasowego i nieco
k-wasu siarkowego) 0,1 g¢. siarkami amonowego, 0,1 g. fosforanu po-
tasowego i 1 g. zasadowego weglanu magnowego zakazono matg ilos¢
ziemi, a w miare znikania przez nitryfikacyg amoniaku dodawano
male ilosci siarkanu amonowego. Gdy nitryfikacyg znacznie postapita,
przeszczepiano kilkakrotnie ferment do ptynu Swiezego, az otrzymano
prawie jednorodng wegatacyg mikrobéw, odpowiadajgcg fermentowi azo-
tawemu Winogradzkiego. Opisanego przez Winogradzkiego mikrobu
drozdzowego nie obserwowano. Majac juz przyblizenie czysta hodowle
fermentu azotawego, postgpiono w sposéb nastepujacy:

Do pieciu kolb Erleumayerowskich, majacych okoto 12 litra ob-
jetosci, nalano po 100 cm3, cieczy powyzej wskazanego skiadu; cztery
z nich zakazono dodajac do kazdej kropelke kultury fermentu azota-
wego wzieta z dna naczynia, z ktérem sie odbywata nitryfikacya,
pigta pozostawiono bez zakazenia.

Kolbe z ptynem niezakazonym i jedng z kolb z ptynem zakazo-
nym pozostawiono po zatkaniu ich watg na wolnem powietrzu, trzy po-
zostate kolby z ptynami zakazonymi umieszczono na czarkach szklanych
i nakryto kloszami. Dla zamkniecia kloszéw od dotu nalano.

1) na jedng czarke roztworu wodnika potasowego,

2) na druga roztworu nadmanganianu potasowego,

3) na trzecig stezonego kwasu siarkowego.

Przez uzycie do zamkniecia klosza wodnika potasowego chciano
wyltaczy¢ wptyw bezwodnika weglowego z powietrza.

Przez uzycie nadmanganianu potasowego lub stezonego kwasu
siarkowego spodziewano sie uniemozliwi¢ a przynajmniej bardzo utrg-

www.rcin.org.pl



0 NITRYFIKACYI. 165

dni¢ dostep jakichbadZz lotnych organicznych potaczen do zakazonych
ptynow.

Tak urzadzajac doswiadczenie, spodziewaC sie nalezato, ze jezeli
mikroby nitryfikacyjne czerpig wegiel z weglanu magnowego, to we
wszystkich czterech flaszkach nitryfikacya bedzie sie¢ odbywac¢ z réwna
fatwoscia. W razie gdyby go czerpaty z bezwodnika weglowego po-
wietrza, to zamkniecie naczyn wodnikiem potasowym powinnoby unie-
mozliwi¢ nitryfikacya, odgraniczenie ich za$ kwasem siarkowym lub
nadmanganianem potasowym nie powinno jej wstrzymywac.

Przyjmujac nareszcie, ze pokarmem wegtowym mikrobéw bytyby
lotne organiczne potaczenia, to poniewaz spodziewaé sie bylo mozna, ze
kazda z trzech uzytych cieczy nie dopusci ich do wnetrza klosza, ni-
tryfikacya powinnaby sie odbywa¢ tylko w kolbie pozostawionej na
wolnem powietrzu.

Przebieg nitryfikacyi $ledzono w ten sposob, ze od czasu do czasu
badano ciecze co do zachowania sie ich wzgledem odczynnikéw na
amoniak i na kwas azotawy. Do wykrywania amoniaku uzywano
odczynnika Nesslera, do wykrywania kwasu azotawego dwufenilaminy
rozpuszczonej w stezonym kwasie siarkowym oraz rozczynu skrobi
z jodkiem potasu i rozcienczonym kwasem siarkowym.

Ciecze ustawiono i zakazono kulturami nitrosomonas dnia 7 kwie-
tnia 1892 r.

Dnia 7 maja pierwszy raz badano zachowania sie cieczy wobec
odczynnikow.

W cieczy niezakazonej zmiany nie byto, t. j. amoniak znajdowat
sie obficie, kwasu azotawego nie byto ani Sladu.

W cieczach zakazonych znaleziono, co nastepuje:

1) Naczynie na wolnem powietrzu. Reakcya na amoniak znikia
prawie zupelnie, reakcya na kwas azotawy bardzo silna.

2) Naczynie zamkniete stezonym kwasem siarkowym. Amoniaku
ledwo Slady, kwas azotawy obficie.

3) Naczynie zamkniete nadmanganianem potasowym: tak samo
jak w poprzednim razie.

4) Naczynie zamkniete wodnikiem potasowym: reakcya na
amoniak réwnie silna, jak na poczatku doswiadcze-
nia, azotynéw ani Sladu.

Do cieczy, z ktorych amoniak zniki, dodano na nowo po 50 mg.
siarkanu amonowego natomiast ciecz odgraniczona od powietrza wodni-
kiem potasowym, w ktérym nitryfikacya w soli sie nie objawita, pono-
wnie zakazono kropla kultury nitrosomonas.
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Dnia 28 maja badano ponownie te hodowle.

Ciecz niezakazona nie wykazywata zmiany. Co do cieczy zaka-
zonych, to na wolnem powietrzu, nad stezonym kwasem siarkowym
i nad nadmanganianem potasowym-amoniaku byty ledwo $lady a azotyny
znajdowaly sie bardzo obficie, nad wodnikiem za$ potasowym ciecz
byta bez zmiany, nie znaleziono ani $ladu reakcyi na azotyny.

Dnia 8 czerwca w cieczy nad wodnikem potasowym zmiany niema
i ani Sladu nitryfikacyi.

Ptyny na wolnem powietrzu nad kwasem siarkowym i nad nad-
manganianem potasowym nie zawierajg juz ani $ladu amoniaku, a daja
bardzo silng reakcyg kwasu azotawego.

Dodano do ptynéw, z ktorych znikt amoniak, po 0,1 g. siarkanu
amonowego.

Dnia 30 czerwca ptyn nad wodnikiem potasowym nie daje zadnej
reakcyi ani z dwufenilaming, ani z jodkiem potasu w rozczynie skro-
biowym, inne zakazone ptyny zawierajg bardzo duzo azotynéw ale dajg
wyrazng jeszcze reakcyg amoniaku.

Dnia 10 lipca ptyn nad wodnikiem potasowym nie zawiera ani
$ladu azotynéw, amoniak obficie.

Ptyn na wolnem powietrzu zawiera juz tylko $lady amoniaku
a bardzo duzo azotynow.

Ptyny nad kwasem siarkowym zawierajg bardzo duzo azotynéw
ale dajg tez jeszcze wydatng reakcya z odczynnikiem Nesslera.

Cate to doswiadczenie wykazuje zatem, ze gdy powietrze otacza-
jace ptyn zywiacy odgraniczone jest od powietrza zewnetrznego wodni-
kiem potasowym nitryfikacya mimo zakazenia ptynu odpowiednim
fermentem nie moze sie odbywac, natomiast odgraniczenie od powietrza
zewnetrznego nadmanganianem potasowym albo kwasem siarkowym stezo-
nym zwalnia wprawdzie cokolwiek proces nitryfikacyjny, ale go bynaj-
mniej nie wstrzymuje.

Doswiadczenie drugie.

Doswiadczenie drugie wykonano w zupetnie taki sam sposdb, jak
pierwsze. Dnia 7 lipca zakazono dwa ptyny po 100 cm3. w kolbach
Erlenmayerowskich kroplami wzietemi z kultur pierwszego do$wiadcze-
nia. Jedng kolbe zatkano watg i postawiono na wolnem powietrzu,
drugi wstawiono pod klosz zamkniety od spodu wodnikiem potasowym.

Dnia 2 wrzesnia w kolbie na wolnem powietrzu amoniaku niema
juz prawie ani $ladu, kwas azotawy jest bardzo obficie; w kolbie nad
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wodnikiem potasowym ani Sladu nitryfikacyi; do kolby pierwszej do-
dano znowu 50 cm3, ptynu.

Dnia 5 listopada — na wolnem powietrzu wszystek amoniak zni-
knat, nad wodnikiem potasowym ani $ladu nitryfikacyi; do pierwszej
kolby dodano znowu 50 mg. siarkanu amonowego.

Dnia 15 listopada na wolnem powietrzu amoniak zniknat, dodano
znéw 0,1 g. siarkanu amonowego; nad wodnikiem potasowym ani $ladu
nitryfikacyi.

Dnia 3 grudnia: na wolnem powietrzu amoniak nie zniknat, do-
dano znéw 0,1 g. siarkanu amonowego, nad wodnikiem potasowym ani
Sladu nitryfikacyi.

Dnia 8 grudnia: na wolnem powietrzu amoniak zniknagt, dodano
znowu 10 g. amoniaku; nad wodnikiem potasowym ani $ladu ni-
tryfikacyi; ptyn zakazono ponownie kulturg nitrosomonas.

Dnia 4 stycznia na wolnem powietrzu amoniak zniknagt zupetnie;
nad wodnikiem potasowym mimo ponownego zakazenia ptynu nie byto
ani Sladu nitryfikacyi.

I w tem wiec doswiadczeniu potwierdzito sie w zupetnosci, ze
odgraniczenie powietrza otaczajgcego ptyn zakazony od powietrza zewnetrz-
nego wodnikiem potasowym uniemozliwia nitryfikacya amoniaku, a wiec
widocznie wodnik potasowy pochiania te substancye, z ktorych ferment
czerpie pokarm weglowy.

Whioski z doswiadczen w naczyniach otwartych.

Z obu powyzej opisanych doswiadczen mozemy wyprowadzi¢ na-
stepujgce wnioski.

- Ze weglan magnowy w ptynie sie znajdujacy, nie moze sam
przez sie dostarcza¢ pokarmu weglowego fermentowi azotowemu; bo
gdyby to byto mozliwe, to odgraniczenie kultur od powietrza zewnetrz-
nego wodnikiem potasowym, nie wstrzymywatoby nitryfikacyi.

@- Ze jest rzecza bardzo mato prawdopodobng, aby lotne pota-
czenia organiczne stuzyly za pokarm fermentowi nitryfikacyjnemu, bo
gdyby tak byto, to nitryfikacya bytaby sie prawdopodobnie nie odby-
wata tam, gdzie kultury byly od zewnatrz odgraniczone kwasem siar-
kowym lub nadmanganianem potasowym.

3-0 Ze jest rzecza w najwyzszym stopniu prawdopodobng, ze
zrédiem weglowego pokarmu fermentu azotawego jest bezwodnik we-
glowy, rozpuszczajacy sie z otaczajgcego powietrza w ptynie zywiacym.
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Pierwszy z tych trzech wnioskbw musi by¢ uwazany za zupetnie
pewny, dwa drugie pozostawiajg jeszcze pewne watpliwosci; bo jakkol-
wiek mato jest prawdopodobne, ale przeciez mozliwe, ze w doswiadcze-
niach naszych pokarmem weglowym fermentu byty jakie$s lotne orga-
niczne potgczenia (np. kwas octowy). Moznaby bowiem przypusci¢, ze
takie potaczenia byty pochtaniane przez wodnik potasowy, ale dyfun-
dowaty przez kwas siarkowy i nadmanganian potasowy.

Dyfuzya taka nie jest wprawdzie prawdopodobng, ale nie mozna
stanowczo twierdzi¢, by byta niemozliwa.

lll. Dodwiadczenia w naczyniach zamknietych.

Doswiadczenie trzecie.

i. Urzadzenie dos$wiadczenia, przyrzady i ogolny plan postepowania.

Wobec powyzej wymienionych watpliwosci sadzitem, ze nalezato
wykona¢ doswiadczenie w warunkach takich, zeby dostep lotnych or-
ganicznych potaczen do pltynu byt bezwarunkowo wykluczony, tak aby
w otoczeniu zakazonego ptynu précz bezwodnika weglowego nie byto
zadnych innych potaczen weglowych. Sadzitem, ze tym warunkom
najtatwiej da sie zadosy¢ uczyni¢ w ten sposdb, ze doswiadczenie wy-
kona sie w naczyniu szczelnie zamknietem, w ktérem plyn zakazony
stykatby sie tylko z tem powietrzem, ktoreby sie w naczyniu od po-
czatku doswiadczenia znajdowato. W tych warunkach odbywanie sie
nit.ryfikacyi lub jej brak zalezatyby wytacznie od tego, czy ferment
azotowy znajdowatby wszystkie pokarmy, jakie mu sg potrzebne w ply-
nie i gazie, ktére byly zamkniete w naczyniu, w szczegdlnosci zas$ czy znaj-
dowatby tam odpowiedni pokarm weglowy. Jezeli prawda jest cosmy z po-
przednich do$wiadczen wywnioskowali, ze kwas weglowy zwiazany w zasa-
dowym weglanie magnowym nie moze stuzy¢ dla nitrosomonas za po-
karm weglowy, to w takim razie ptyn powyzej wskazanego czysto mi-
neralnego skltadu zamkniety szczelnie w naczyniu, z niewielka tylko
iloScig zwyktego powietrza, nie powinienby wecale ulega¢ nitrynkacyi.

Jezeli dalej prawdziwym jest nasz wniosek, ze ferment azotawy
czerpie pokarm weglowy z bezwodnika weglowego powietrza, to dosé
by byto do powietrza zamknietego w naczyniu doda¢ pewng ilo$¢ bez-
wodnika weglowego, aby wywota¢ w ptynie proces nitryfikacyjny. Je-
zeli wreszcie nitrosomonas czerpie pokarm weglowy z jakich lotnych
organicznych potaczen, to dodatek bezwodnika weglowego do powietrza
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zamknietego nie umozliwi nitryfikacyi zakazonego ptynu amoniakalnego,
ale za to bedzie mozna wywotaé nitryfikacya przez umieszczenie w zam-
knietem naczyniu nad ptynem zakazonym osobnego matego naczynka,
zawierajacego np. kwas octowy, w takim bowiem razie mate ilosci tego
lotnego kwasu, ulatniajac sie, bedg sie powoli rozpuszcza¢ w ptynie za-
kazonym i stuzy¢ za pokarm dla nitrosomonas.

Wychodzac z takich zatozen, uzyto do doswiadczenia trzy por-
cye ptynu po 100 cm3. W kazdej porcyi znajdowato sie 0,0477 g.
azotu w postaci siarkanu amonowego, 0,1 g. KH2 PO4, okoto | g.
zasadowego weglanu magnowego (MgO. MgCQO3). Kazdg z tych porcyj
ptynu umieszczono we flaszce z grubego szkla, majgcej okoto litra ob-
jetosci i 10 cm. Srednicy dna. Flaszke zatkano zwyktym korkiem,
w ktérym tkwity dwie rurki Fig. 1. Rurka a pod katem prostym zgieta,

na koncu wyciagnieta i zatopiona stuzyla do wziecia probki gazu do
analizy na koncu doswiadczenia, rurka b dwa razy pod katem prostym
zgieta byta przez caty cigg doswiadczenia zanuzona w rteci. Dla uszczel-
nienia zamkniecia flaszki korek wsuniety byt wglab jej szyjki i zalany
u gory rtecia.

Naturalnie przed zamknieciem kazdej flaszki zakazono ptyn w nigj

sie znajdujacy kropla kultury nitrosomonas wzieta z dna naczynia.
Rozprawy Wydz. mat.-przyr. T. XXX. 22
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W jednej z trzech uzytych do doswiadczenia flaszek, mianowicie
we flaszce A zamkniete byto z ptynem zwykle powietrze bez zadnego
dodatku. Liczac w powietrzu 0,04% bezwodnika weglowego wypada,
ze we flaszce znajdowato sie nie wiecej, jak 0,35 cm3 czyli 0,7 mg.
tego gazu Do drugiej flaszki B dopuszczono 29,3 cm3, bezwodnika
weglowego, w trzeciej C umieszczono naczynko z 5 cm.3 kwasu octo-
wego 28,9%.

W ten sposob kultura we flaszce A miata by¢ pozbawiong wszel-
kiego pokarmu weglowego procz wegla weglanu magnowego — kultura
flaszki B miala zapewniony dostep wolnego bezwodnika weglowego,
kultura C mogta bra¢ pokarm weglowy z par kwasu octowego.

Urzadzenie doswiadczenia we flaszkach zamknietych opatrzonych
rurkami, zanurzonemi w rteci, miato te dogodnos¢, ze pozwalato Sledzi¢
bieg procesu nitryfikacyjnego bez otwierania naczynia i badania zam.
knietego w nich ptynu. Albowiem nitryfikacya amoniaku odbywata sie
tu kosztem tlenu powietrza zamknietego w naczyniach, zuzywanie sie
wiec tlenu powodowa¢ musiato zmniejszanie sie objetosci powietrza,
ktére uwidoczniato sie podnoszeniem sie rteci w rurkach bh. Tak wiec
podnoszenie sie rteci w tych rurkach mogto stuzy¢é za miare postepu
nitryfikacyi w ptynach.

Jednakze w tem doswiadczeniu nie ograniczono si¢ na takiem
tylko jakoSciowem badaniu przebiegu nitryfikacyi, ale starano sie uzy-
ska¢ catkowity ilosciowy obraz przemian chemicznych, odbywajacych
sie tak w samym ptynie, jak i w powietrzu zamknietem w naczyniu,
gdyz sadzono, ze w ten spos6b da sie osiagna¢ zupetna pewno$¢ ma-
jacych sie wyprowadzi¢ wnioskow. W ten tez sposéb spodziewano sie
jeszcze uzyska¢ odpowiedz na pytanie: czy podczas fermentacyi azotawej
amoniaku wszystek jego azot przechodzi na kwas azotawy, czy tez
cze$¢ jego wydziela sie w stanie wolnym.

Ze wzgledu na taki plan doswiadczenn musiano przedewszystkiem
dokfadnie oznaczy¢ ilos¢ powietrza zamknietego w kazdem naczyniu.
Objetos¢ kazdej kolby wymierzono, wazac jg najprzéd wstanie suchym,
a potem ponownie po wypetnieniu jej wodg destylowang po znak zro-
biony na szyjce. Oczywiscie obliczajac stad pojemnos¢ kolby uwzgled-
niono temperature wody. Zamykajac kolbe wpychano korek doktadnie
po 6w znak zrobiony w szyjce. Do powietrza znajdujgcego sie w Kkol-
bie nalezato jeszcze doliczy¢ powietrze zawarte w obu szklanych rur-
kach tkwigcych w korku zamykajagcym flasze. Pojemno$¢ tych rurek
oznaczono wypetniajac je rtecig i wazac nastepnie te rtec. W rurce b,
ktora w swej dolnej czesci do wysokosci 200 mm. opatrzona byta mi-
limetrowa podziatka, przestrzen, jaka zajmowato powietrze zmniejszata
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sie w miare podnoszenia sie w niej rteci, dla tego rurka ta byla w swej
dolnej czesci za pomocg rteci skalibrowana.

Majac te dane, mozna byto kazdej chwili oznaczy¢ doktadnie ilos¢
powietrza znajdujacego sie w ktorejkolwiek z trzech flaszek do doswiad-
czenia uzytych.

Objeto$¢ pozorna tego powietrza v' byta — pojemnosci kolby po
znak, do ktorego dosuniety byt korek, + pojemnosci rurki a -+ poje-
mnosci rurki b, do powierzchni rteci w tej rurce, — 100 cm3, ptynu —
objetos¢ jaka zajmowat weglan magnowy (jego waga podzielona przez 2)
a w kolbie, gdzie zawieszono naczynko z kwasem octowym jeszcze —
objetos¢ kwasu octowego — objetos¢ szkia naczynka i nitki, na ktérej
ono bylo zawieszone. Z tej objetosci pozornej, obliczono objetos¢ rze-
czywistg, t. j. zredukowang do 0,76 m. cisnienia 0° temp. i stanu su-

chosci podiug znanego wzoru w ktérym to wzo-

rze b' bylo wysokoscig rteci w rurce b, do ktérej jeszcze doliczano de-
presja kapilarna, odpowiadajacg szerokosci rurki.

Chcac $ledzi¢ postep uitryfikacyi w kazdem z pojedynczych na-
czyn, odczytywano co jaki$ czas wysoko$¢ rteci w rurkach b, tempera-
ture i stan barometru i stad obliczano zmniejszanie sie catkowitej
objetosci powietrza w kazdem z naczyn.

To zmniejszenie objetosci odpowiadato przyblizenie ilosci tlenu
zuzytej do utleniania amoniaku, a wiec dawalo pewng miare postepu
nitrytikacyi. Méwimy odpowiadato przyblizenie a nie doktadnie, bo nie
byly przy tem wykluczone zmiany w zawarto$ci bezwodnika weglowego
w powietrzu, badZz przez rozpuszczenie sie pewnej jego czesci w wodzie
i potaczenie sie z zasadowym weglanem magnowym, badZz znowu przez
wydzielenie pewnej ilosci tegoz bezwodnika z weglanu magnowego
wskutek rugowania go przez tworzacy sie kwas azotawy. Rozumie sig,
ze przyblizony obraz biegu procesu nitrytikacyjnego mogto dawac tylko
istotne stopniowe zmniejszanie sie o0golnej objetosci gazdéw, nie za$ samo
podnoszenie sie rteci w rurce b, bo, wobec bardzo znacznej objetosci
naczynia, podnoszenie sie rteci w tej rurce, czesto nawet dos¢ znaczne,
mogto by¢ spowodowane obnizeniem sie temperatury laboratoryum, albo
podniesieniem sie stanu barometrycznego. Po Kkilku miesigcach, gdy
objetos¢ zamknietych gazéw juz przestata sie zmniejsza¢, przystepowano
do zakonczenia doswiadczenia. Oznaczywszy objetos¢ gazéw w catem
naczyniu, brano zapomocy pipety Seegera probke gazéw, przeprowadzono
ja do eudyometru i poddawano catkowitej analizie. Z analizy tej prze-
liczano wiele kazdego z pojedynczych gazéw znajdowato sie z koricem

www.rcin.org.pl



172 E. GODLEWSKI.

doswiadczenia w calem naczyniu i zestawiono stgd obraz zmian, jakim
gazy naczynia ulegly w ciggu doswiadczenia. Obok tego wykonywano
analize ptynu, mianowicie oznaczano w nim ilo$¢ pozostatego amoniaku
i ilos¢ wytworzonego kwasu azotawego. Z takich oznaczen mozna byto
skontrolowaé, czy ilos¢ tlenu, jaka znikfa z powietrza, odpowiada ilosci
wytworzonego z amoniaku kwasu azotawego podtug wzoru:
nhl + o} = hno! + hlo,

jako tez czy ilos¢ kwasu azotawego wytworzonego odpowiadata uby-
tkowi amoniaku, a jesli byta od niego mniejsza, to czy niedoborowi azotu
w ptynie odpowiadat odpowiedni przybytek wolnego azotu w powietrzu
naczynia.

Przygotowywano doswiadczenie w nastepujgcy sposob:

Ptyny w naczyniach zakazono dnia 12 lipca 1892 i zamknieto je
korkami w spos6b wyzej opisany. Zanim rurki b pozanurzano w rteci
dla ostatecznego zamkniecia naczyn, ogrzano lekko kazde z nich przez
dotkniecie reka, a to w tym celu, aby potem po powrocie naczyh do
temperatury pokoju rte¢ w rurkach b nieco sie podniosta. Podniesienie
poziomu rteci w rurkach b ponad poziom rteci zewnetrznej byto z dwoch
wzgleddw potrzebne, najprzdd, aby w ten sposéb mozna byto poziom rteci
w rurce dokfadnie odczyta¢ powtdre, zeby unikng¢ wypchniecia pewnej
ilosci powietrza z naczynia w razie podniesienia sie temperatury pokoju
lub obnizenia sie cisnienia barometrycznego. W naczyniu B, gdzie miat
by¢ dopuszczony bezwodnik weglowy, nalezato rte¢ w rurce b podnies¢
do znaczniejszej nieco wysokosci, zeby zrobi¢ miejsce dla majacego sie
wpusci¢ bezwodnika weglowego. Uskuteczniono to z tatwoscia, taczac
rurke a z pipetg gazowg i wyciggajac zapomocy tej ostatniej pewng ilos¢
powietrza z kolby B. poczem dopiero rurke a zatopiono.

Po pozostawieniu naczyn czas jakis w spokoju przystgpiono do
odczytania dat potrzebnych do oznaczenia objetosci powietrza w naczy-
niach, t. j. poziomu zewnetrznego i wewnetrznego rteci, temperatury
i stanu barometrycznego. Z dat tych pokazalo sie, ze objetosci szukane
po zredukowaniu ich na 0°i 760 mm. wynosity:

W naczyniu A 779,9 cm3.

. B 7294
" Cc 7723

Do naczynia B wpuszczono teraz przez dolny otwor rurki b pe-

wng ilos¢ bezwodnika weglowego 1) i pozostawiwszy przyrzad czas pe-

1) O czystosci tego bezwodnika weglowego przekonano sie poprzednio puszczajac
go do epruwetki napetnionej rtecig i zawierajacej okoto 1 cm3, stezonego tugu pota-
sowego. Bezwodnik weglowy w znacznej ilosci puszczony byt w zupetno$ci absorbowany,
pozostawiajac zaledwie banieczke powietrza wielkosci lepka od szpilka
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wien w spokoju odczytano objetos¢ ponownie. Objetos¢ wynosita te-
raz 758.7 cm3. Powietrze w naczyniu zawierato zatem na poczatku do-
Swiadczenia 758.7 cm3. — 729.4 = 29,3 cm3. bezwodnika weglowego,
a wiec ilos¢ odpowiadajaca 3,8600 catkowitej objetosci mieszaniny ga-
z6w zawartych w naczyniu.

Teraz od czasu do czasu ponawiano odczytania objetosci powietrza
we wszystkich trzech naczyniach a odczytania te po zredukowaniu
do 0° i 760 mm. ci$nienia zestawione sg w nastepujacej tablicy:

2. Metody analityczne i rezultaty w liczbach.

A. Zmiany objetosci gazow, znajdujgcych sie w ciagu
doswiadczenia.

l.
II. I, Naczynie z zwykiem

- Naczynie z powie- - ;
Naczynie z czystem Y ! p_ powietrzem i na-
trzem zawierajgcem

powietrzem czynkiem z kwasem

3,86010 CO2 octowym.
Data Zmniej- Zmniej- Zmniej-
szenie ob- szanie ob- szenie ob-

Objetos¢ jetosci od  ObjetosC  jetosci od  Objetosc  jetosci od

powietrza poczatku Ppowietrza poczatku POWietrza poczatku

w cm3  doswiad- W cm3  doswiad- W C¢mM3  do$wiad-
czenia czenia czenia
w cma3. w cma3. w cm3,

12 lipca  779-90 000  758-70 0-00 772-28  0-00

17, — — 758-20 050  771-98  0-30
10 wrzes 769-10 10-80 721-60 37 10  725-64 46-64
19 768-56 11-34  704-90 53-80  719-29 52-99
23w 766-42 13-48  696-40 62-30  716-78 55-50

4 pazdz. 758-62 21-28  684-22 74-48  711-85 60-43
12, 750-38 29-52  681-10 77-60  711-19 61-09

22 . 739-77 41'13  676-87 81-83 706-82 65-46
30 — — — 706-91 65-37
15 listop. 712-86 67 04  674-95 83-75

19 - 708-13 71.77  674-91 83-79

25 w 698.04 81-82

27 69500 84-56
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B. Rozbiory gazéw i cieczy na koncu doswiadczenia.

Metody analityczne.
1. Spos6éb analizowania gazow.

Skoro objetos¢ gazéow w ktéremkolwiek z naczyhn przestata sie
juz zmniejsza¢, uwazano doswiadczenie za skonczone i wykonywano
odpowiednie analizy.

Dla dokonania analizy, nalezato przedewszystkiem przeprowadzic¢
cze$¢ gazbw z naczynia do eudyometru, w ktorym gaz miat by¢ ana-
lizowany. Do tego wihasnie celu stuzyta rurka a (fig. 1). Rurka ta byfa
na koncu wyciggnieta i zatopiona. Za pomoca rurki kauczukowej wy-
petnionej rtecig tgczono te rurke z rurkg odprowadzajagcg pipety See-
gera (fig. 1) Naturalnie cata pipeta byta poprzednio wypetniona rtecia.

Nastepnie cze$¢ ssacg pipety obnizano mocno, tak aby roznica
poziomdéw rteci w obu ramionach pipety przenosita o kilkanascie centy-
metrow wysokos$¢ rteci w rurce b kolby. Teraz otwierano kran pipety
i tamano za pomoca zelaznych obcazkéw zatopiony koniec rurki a.
Natychmiast powietrze z kolby przechodzito do pipety i oczywiscie rte¢
w rurce b jeszcze bardziej sie podniosta. Gdy juz dostateczna ilos¢ po-
wietrza przeszta do pipety, zamykano jej kran i podnoszono cze$¢ ssaca
pipety, tak aby powietrze w niej zamkniete znajdowato sie pod cis$nie-
niem o kilka centymetrow wiekszem niz powietrze zewnetrzne, poczem
dopiero zdejmowano kauczuk tgczacy pipete z kolba.

Teraz nalezato przela¢ gaz z pipety do eudyometru. Podczas tej
operacyi wypetniano naprzod rurke odprowadzajgcg pipety rtecig. Do
tego uzywano rurki pod katem prostym zgietej, ktdérej koniec kapilarnie
wyciagniety wsuwano do rurki odprowadzajacej pipety i wpuszczano
przez nig rte¢. Po dokonaniu tego taczono rurke odprowadzajgca pi-
pety za pomocg rurki kauczukowej z rurkag szklang przewodnig, majaca
przeprowadzi¢ gaz do eudyometru. Ta ostatnia rurka miata Srednice
kapilarng i, jak sie samo przez sie rozumie, zaréwno jak rurka kau-
czukowa, majaca je potaczyC z pipeta, byta w chwili tgczenia wypelt-
niona rtecig. Dla wszelkiego bezpieczenstwa, aby unikng¢ wprowadzenia
do eudyometru jakiej banki powietrza zewnetrznego, ktdraby sie przy-
padkowo gdzie$ w rurce znajdowa¢ mogta, nie wsuwano rurki prze-
wodniej wprost pod eudyometr, ale zanurzywszy jg w rteci wanienki
eudyometrycznej wypuszczano pierwsze kilka baniek gazu na zew-
natrz, a dopiero nastepnie podsuwano rurke pod eudyometr i wpusz-
czano don gazy z pipety.
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Do analizy uzywano zwyktych eudyometréw Bunsena.

Po wprowadzeniu gazu do eudyometru, wpuszczono nad rte¢ od-
mierzong ilos¢ wody, okoto 22 cm3. Uskuteczniono to za pomocg wazkiej
pipetki na kohncu ku gorze zakrzywionej i opatrzonej podziatkg. Obje-
to$¢ gazébw w eudyometrze odczytywano na menisku rteciowym. Od tej
odczytanej objetosci odejmowano objetos¢ wpuszczonej nad rte¢ wody,
a dodawano wielkos¢ menisku rteciowego.

Po odczytaniu objetosci wpuszczono wodér wywigzywany elekro-
litycznie za pomoca przyrzadu Ehrenberga. Po pozostawieniu eudyome-
tru przez czas jaki$ w spokoju, odczytywano objeto$¢ ponownie i prze-
puszczano ze szpulki Rumkorfa iskre elektryczng. Jezeli eksplozya nie
nastepowata zaraz, wpuszczano do eudyometru nieco mieszaniny pioru-
nujacej i ponownie przepuszczano iskre elektryczna.

Po eksplozyi odczytywano objetos¢ gazéw, a X3 zmniejszenia tej
objetosci, stanowita objetos¢ tlenu, znajdujgcego sie w eudyometrze. Te-
raz wpuszczono nad rte¢ do eudyometru odmierzong ilos¢ wodnika pota-
sowego i po pewnym czasie odczytywano ponownie objetos¢ gazow.
Zmniejszenie objetosci wykazywato ilos¢ bezwodnika weglowego.

Odczytywanie objetosci gazéw na menisku rteciowym i odejmo-
wanie od tego objetosci wody wymierzonej podczas jej wpuszczania do
eudyometru uwazam za Korzystniejsze, niz odczytywanie za kazdym
razem objetos¢ gazéw na menisku wodnym, a to z dwdch wzgledow:
b; ze w ten sposéb za kazdem oznaczeniem objetosci zamiast dwa razy
raz sie tylko odczytuje, a wiec tem samem mniej btedow sie popetnia,
2-0, ze odejmujac od odczytanej obietosci zawsze te samag ilos¢ wody,
unika sie btedéw pochodzacych stad, ze czasem krople wody czepiaja
sie Scian eudyometru.

2. Spos6b analizowania cieczy.

Po wzieciu prébki gazéw do analizy wydobywano korek zamyka-
jacy naczynie, a ptyn, ktérego byto zawsze 100 cm.3, przesgczano pod
pompka przez saczek asbestowy. Z filtratu brano zwykle 3 probki po
25 cm.3. W jednej prébce oznaczono pozostaty amoniak przez odde-
stylowanie go z wodnikiem sodowym do 10 normalnego kwasu siarko-
wego, W drugiej kwas azotawy przez miareczkowanie kameleonem,
w trzeciej kwas azotawy i ewentualnie azotowy metodg Schlosinga zmo-
dyfikowang przez Glaseral).

) Glaser Zeitschrift fur analytische Chemie 1892. S. 285,
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Wypadek kazdego oznaczenia rozmnozony przez 4 dawat ilo$¢
oznaczanego skiadnika w catych 100 cm.3 ptynu. Poniewaz pewna ilo$¢
amoniaku mogta sie potaczy¢ z kwasem fosforowym i magnem, ktére
sie w plynie znajdowaty, i utworzy¢ z nimi nierozpuszczalny fosforan
amonowo magnowy, nalezalo oznaczyC takze amoniak zawarty w osa-
dzie. W tym celu caly osad zebrany na asbestowym saczku wraz
z tym saczkiem i resztg niezuzytego do innych oznaczen plynu wrzu-
cano do osobnej kolby, rozcienczano wodg i oddestylowano z malg ilo-
$cia wodnika sodowego, chwytajagc amoniak do #10 normalnego kwasu
siarkowego. Odejmujagc od amoniaku stagd oddestylowanego ilo$¢ jego
przypadajagcg na ptyn uzyty do destylacyi razem z osadem, otrzymy-
wano ilos¢ amoniaku zawartego w samym osadzie. Ten amoniak odde-
stylowany z osadu, ktérego zresztg byto bardzo nie wiele, pochodzit nie-
zawodnie z dwoch zrodet: 1-o z fosforanu amonowo-magnowego, ktéry
sie w plynie tatwo mogt utworzy¢ przez wzajemne dziatanie na siebie
fosforanu potasowego, zasadowego weglanu magnowego i siarkanu amo-
nowego; 2-0 z azotu przyswojonego przez mikroby i zamienionego przez
nie na polaczenia organiczne na czesci sktadowe protoplazmy mikrobow.
Takie potaczenia przez gotowanie z tugiem sodowym dla oddestylowa-
nia amoniaku musiaty tez ulega¢ rozkladowi i oddawaé cze$¢ swego
azotu w formie amoniaku.

Rezultaty analiz.

1. Z naczynia pierwszego.

Najpierwej zakoniczono doswiadczenie z naczyniem |1, gdyz tu
o ile zywem bylo zmniejszanie sie objetosci gazow w pierwszych dwaéch
miesigcach, o tyle rychto zwalnia¢ sie ono zaczeto, a w ciagu catego
miesigca pazdziernika objeto$¢ gazéw zamknietych w kolbie zmniejszyta
sie juz tylko 0 5 cm.3 Odczytania z 22 i 30 pazdziernika daty juz te
same wyniki, t j. 706,9 cm.3; przystgpiono zatem do zakonczenia
doswiadczenia.

Analiza gazéw. Dnia 30 pazdziernika przelano gaz do dwdch
eudyometréw, jednego wiekszego, drugiego mniejszego i poddano je ana-
lizie. Dla przyktadu podamy wszystkie odczytania z jednej analizy:

Objetos¢ pozorna powietrza, odczytana na meni-
SKU  ItECIOWYM...viiiieieieie e
Objetos¢ wprowadzonej wody 0.6 cm.3 — wielko$¢
menisku rteciowego 0.18 —.......ccceceevenns

Istotna obieto$¢ pozorna gazoOw...........cceeeveeeee.
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Cisnienie 05189 m.
Temperatura 16.4° C.
Objetosé powietrza w eudyometrze po zredukowaniu do 0° i 76 cm.
rteci: 24.124 cm.3
Po dodaniu wodoru:
Objetos¢ odczytana
Od tego (0.6—0.18)
Objetos¢ pozorna
Cisnienie 0.5739 m.
Temperatura 17.1° C.
Objeto$¢ gazéw po zredukowaniu 32.086 cm.3
Po eksplozyi:
Objeto$¢ odczytana 38.56 cm.3
Od tego .
Objetos¢ pozorna
Cisnienie 0.5145.
Temperatura 17.10.
Objetos¢ po zredukowaniu réwna 23.538
32086—23.538 =8.548 cm.3

Wiec tlenu w eudyometrze §'54§ = 2.849 cm3,
a ze 24T24 :2.849 — 100 : x wiec
x = 11.812

Zatem tlenu w powietrzu kolby | pozostato 11.81200.
Wopuszczono nad rte¢ do eudyometru 0.492 cm3. roztworu wodnika
potasowego.
Po kilku godzinach odczytano:
Objeto$¢ po menisk rteciowy 38 - cm3.
Do odjecia (0.42 + 0.49)
Objetos¢ pozorna gazéw
Cisnienie 0.5154 m.
Temperatura 18.30 C.
Objetos¢ zredukowana gazéw po zaabsorbowaniu bezwodnika we-
glowego 23.253 cm3.
Zatem bezwodnika weglowego 23.538—23.253 = 0.285 cm3
Ukladajgc réwnanie 24.124 : 0.285 = 100: x otrzymujemy
warto$¢ x — 1.181.
Zatem powietrze w kolbie zawierato 1.18100 bezwodnika we-
glowego.
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Zatem sktad powietrza w kolbie byt podtug tej analizy:

Tlenu......ciiiiee, 11.81201

Bezwodnika weglowego 1.1811

AZOtU....oociii 87.00741
100000

Podiug tej analizy w 706.91 cm.3 powietrza pozostatego w Kkolbie
na koncu doswiadczenia znajdowaty sie nastepujace ilosci odrebnych
gazow:

Bezwodnika weglowego 8.35 cm3.
Tlenu........e. 8350
AZOtU..oviiiii 61506

.Przyjmujac, ze powietrze poczatkowo zamkniete w kolbie zawierato
0.04% CO? i 20.93¢0 O i obliczajac z tego ilos¢ kazdego z gazow
znajdujaca sie w kolbie na poczatku doswiadczenia, otrzymujemy na-
stepujacy bilans przybytkéw i ubytkéw gazéw w ciggu doswiadczenia:

Cco2 0 N Suma gazow
Na poczatku  0.31 161.64 610.33 772.28
Na koncu 835 83.50 61506 706.91
+8.04 - 78.14 + 4.73 — 65.37

Tak wiec analiza gazéw wykazuje znaczny ubytek tlenu, a obok
tego pewien przybytek wolnego azotu i bezwodnika weglowego w po-
wietrzu zamknietem w kolbie.

Analiza ptynu. Wiemy, ze 100 cm3 ptynu znajdujgce sie
w kolbie zawieraty na poczatku doswiadczenia 0.0477 g. azotu w postaci
siarkami amonowego. Plyn odfiltrowano przez sgczek asbestowy, roz-
dzielono na kilka porcyj do osobnych oznaczen.

1) Uzyto 25 cm3 piynu. Po rozcienczeniu go wodg, oddestylo-
wano go z #tugiem sodowym dla oznaczenia amoniaku, znaleziono
000056 g¢. azotu amoniakalnego; zatem w catych 100 cm3, plynu po-
zostato 0.00224 g. azotu amoniakalnego.

2) Uzyto 20 cm3, do oznaczenia kwasu azotawego przez zakwa-
szenie kwasem siarkowym i miareczkowanie kameleonem, przy czem
znaleziono 0.01218 g. N203 — 000448 g. azotu; zatem w catych
100 cm3, ptynu 0.0609 g. N203 = 0.0224 g. N.

3) Wzieto dwie probki, w jednej 10 cm3, w drugiej 20 cm.3 do
oznaczenia ilosci tgcznej azotandw i azotynéw metodg Schldssinga 1).
Przytem zebrano NO.

z 10 cm3 356 cm3, (w 0° i pod cisnieniem 76 cm.) = 0.00224 g. N.
z20 , 8&31 , ( , i -~ ) = 000508 , N.

1) Zeitschrift fur Analytische Chemie 1892. S. 285.
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Zatem na catkowite 100 cm3, ptynu przypada:
poditug pierwszego oznaczenia 0-0224 g. N. w formie azotandw i azotynow',
podiug drugiego oznaczenia 00254 g. N tychze substancyi.

Srednia z tych dwéch oznaczen wypada na 0'0239 g. N.

4) Uzyto 20 cm3, ptynu do oznaczenia bezwodnika weglowego
rozpuszczonego w ptynie i znaleziono 0020 g., co po przeliczeniu na
cate 100 cm3, daje 0'100 g. CO?

Poréwnywajac ilos¢ azotu azotynow znaleziong przez miareczko-
wanie kameleonem 0 0224 g. z iloscig azotu azotyndw i azotanéw zna-
leziono metodg Schlossinga 0'0224 i 0'0254 widzimy, ze liczby obu
metodami znalezione zgadzajg sie ze soba, bo obserwowane roznice lezg
w granicach btedéw' analitycznych. Z tego wynika, ze w naszem do-
Swiadczeniu tworzyly sie jedynie azotyny, azotany za$ nie powstawaty
wecale, to znaczy, ze odbywata sie tylko pierwsza faza procesu nitryfi-
kacyjnego, t. j. zamiana amoniaku na kwas azotawy, ten ostatni za$
nie zmieniat sie wcale na kwas azotowy.

Ostatecznie tedy z pierwotnej ilosci 00477 g. N., znajdujgcego
sie w phynie w postaci siarkanu amonowego na poczatku doswiadczenia
odnaleziono w jego koncu:

w postaci amoniaku 0'00224 g.
.  kwasu azotawego 0 02240
Razem 002464 g.

Nadto widzieliSmy, ze w powietrzu zamknietem w naczyniu od-
nalazto, sie 0 4'73 cm.3 azotu wiecej niz go bylo na poczatku doswiad-
czenia, oczywiscie azot ten pochodzi¢ musiat z uwolnienia sie czesci
azotu amoniakalnego, znajdujacego sie w plynie.

4'73 cm3. = 0'00594 ¢. azotu, dodajac te ilos¢ do azotu, odnale-
zionego w plynie znajdziemy:

002240 + 0'00594 = 0'02834.

llos¢ ta jest od pierwrotnie sie znajdujacej 0'0477 g. mniejsza

0- 0 01536g.

2. Z naczynia drugiego.

Doswiadczenie w kolbie 11 zakonczono dnia 19 listopada, kiedy
stwierdzono, ze w ciggu ostatnich czterech dni objeto$¢ powietrza w kol-
bie juz sie nie zmniejszata.

Analizy gazéw z tej kolby nie udato sie niestety przeprowadzic,
gdyz w czasie przelewania gazu dostato sie przypadkiem do pipety
nieco powietrza atmosferycznego, musiano zatem ograniczy¢ sie do ana-
lizy ptynu.

www.rcin.org.pl



180 E. GODLEWSKI.

Z ptynu odsaczonego wzieto 3 porcye po 25 cm3, na oznaczenie
amoniaku, kwasu azotawego metodg miareczkowg i tegoz kwasu me-
toda Schlosinga.

Osobno oznaczono jeszcze azot amoniakalny w osadzie. Przytem
znaleziono:

Azotu amoniakalnego w 25 cm3. 0’0002 wiec w catych 100 cm3. 0’0008 g.

w osadzie statym.........ccceiiininnn. 0 0004
Wiec azotu amoniakalnego razem 0’0012 g.

Azotu w azotynach metodg miareczkowania.

W osobnej porcyi 25 cm.3 0,01047 g. wiec w catych

” ”

100 CML3 e 00419 g.
W 25 cm.3 uzywanych do oznaczania NH3 0’0102 wiec

w catych 100 CM.3 i 00408 ,
wiec $Srednio metodg miareczkowania.........cc.ccoevriennnnen, 00413 g.

Z 25 cm.} przeznaczonych do analizy metodg Schlosinga otrzy-
mano 15’26 cm.3 tlenku azotowego, co odpowiada 0’00957 g. azotu wiec
w 100 cm.3 0'0383 g.

Zatem tu metodg Schlosinga znaleziono nieco mniej azotu kwasow
niz metodg miareczkowa, co dowodzi, ze i w tym razie znajdowaly sie
w plynie tylko azotyny, azotandéw nie byto wcale.

Poniewaz metoda Schlosinga daje zwykle nieco za nizkie rezul-
taty, przyjmiemy jako pewniejsze rezultaty miareczkowania i ostatecz-
nie znajdziemy, iz z pierwotnych 00477 g. azotu amoniakalnego da-
nego do ptynu pozostato na koncu doswiadczenia:

azotu amoniakalnego...................... 00012 g.
azotu w azotynach...........c.ccee.. 00413 ,
Razem odnaleziono azotu w ptynie 00425 g.

Ubytek wiec azotu w ptynie wynos 0'0477—00425 = 0’0052 g.,

ktére prawdopodobnie wydzielity sie z ptynu jako azot wolny.

3. Z naczynia trzeciego.

W tej kolbie, do ktérej nie wprowadzono bezwodnika weglowego
ani tez nie umieszczono w niej naczynka z kwasem octowym, zmniej-
szanie sie objetosci rozpoczelo sie znacznie poOzniej ale nie mniej do-
sieglo tych samych rozmiaréw co w kolbie drugiej. Ukoriczono do$wiad-
czenia 27 listopada, gdy objetos¢ powietrza w kolbie z pierwotnej
779’9 cm.3 zeszka na 69534 cm.3, a wiec zmniejszyta sie 0 84’56 cm.3

Analiza gazu. Prébke gazu z tej kolby przeprowadzono do
dwoch eudyometrow: w wiekszym uzyto do analizy 27'344 cm.3, w mniej-
szym 11’113 cm.3 gazu. W obu eudyometrach pochtonieto najprzéd bez-
wodnik weglowy zapomocg wodnika sodowego, a nastepnie 0znaczono
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ilos¢ tlenu, i to w eudyometrze wiekszym, przez spalenie z wodorem,
w mniejszym, przez pochtoniecie pyrogalasanem potasowym. Rezultaty
analizy byly nastepujace:
W eudyometrze wigkszym na 27'344 cm.3 uzytego gazu zna-
leziono:
CO? T049 cm.3 co odpowiada 3'836%
6" 1816 cmJ3 r 6'752%
N 24 449 cmJ3 ” 89'412%
W eudyometrze mniejszym na 11'113 cm.3 znaleziono:

CO2 — 0'407 cm.3 co odpowiada 3'662%
o~ — 0742 , , 6'676%
N — 9964 , B 89'662%.
Poniewaz catkowita objeto$¢ powietrza w kolbie wynosita w korcu
doswiadczenia 695'34 cm.3, zatem podiug powyzej zestawionych analiz
znajdowato sie w koncu doswiadczenia w kolbie.

Podtug analizy Podtug analizy
w wiekszym eudyometrze w mniejszym eudyometrze
col 26 67 cm.J3 2547 cmJ
0] 46-95 46-43
N 621-72 623-44
69534 cm.3 695'34 cm.3

Przyjmujac, ze powietrze pierwotne zawierato 0 04% CO? i 20 93%
tlenu, to poniewaz objeto$¢ powietrza zamknietego na pocziitku do$wiad-
czenia wynosita 779'9 cm.3, znajdziemy ze na poczatku doswiadczenia
byto w kolbie

Porownywajac ilos¢ kazdego z pojedynczych gazow, znajdujgcych
sie w kolbie na poczatku i na koncu doswiadczenia, znajdziemy naste-
pujace réznice. Na koncu doswiadczenia:

podtug analizy podtug analizy
w wiekszym eudyometrze w mniejszym eudyometrze

1 tu zatem, podobnie jak w doswiadczeniu z naczyniem pierwszem,
stwierdzony zostat w spos6b niezawodny przybytek wolnego azotu
w ciggu doswiadczenia, to znaczy przejscie pewnej ilosci azotu amo-
niakalnego w stan wolny.
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Analiza ptynu. Z odfiltrowanego przez saczek asbestowy
ptynu wzieto 3 porcye po 25 cm.¥ do pojedynczych oznaczen. Z osadu
znajdujgcego sie na asbestowym saczku oddestylowano amoniak osobno.

Rezultaty analizy byty nastepujace:

Azotu amoniakalnego w 25 cm.3 znaleziono 0'00054,
wiec w catych 100 cm. =i,
Azotu amoniakalnego w osadzie na saczku asbesto-
WYIN BYHO ..o

Razem azotu amoniakalnego znaleziono

Azotu azotynéw znaleziono w 25 cm.3 przez miareczkowanie ka-
meleonem 0 009223, z czego wypada na cate 100 cm.3 0'03689.

Z 25 cm.3 przeznaczonych do oznaczenia azotu azotyndéw i azota-
now metodg Schldsinga otrzymano 15’3 cm.3 tlenku azotowego, co od-
powiada 0'00871 g. azotu, co daje na cate 100 cm.3 ptynu 003481 g.

I tu zatem ilo$¢ azotu azotynow znaleziona metodg Schlsinga jest
nieco nizsza, niz znaleziona przez miareczkowanie kameleonem, co do-
wodzi, ze azotandw zupetnie w phynie nie byto.

Na podstawie tych analiz mozemy zestawi¢ nastepujacy bilans
azotu:

Na poczatku doswiadczenia azotu amoniakalnego 0'0477 g.

Na koncu doswiadczenia:
metoda miareczkowania metoda Schlosinera

Azotu amoniakalnego - - - _
Azotu azotynOW.........cccccevevenrnias

Razem azotu w zwigzkach w ptynie
W POrownaniu Z........ccceeveeveienne

okazuje sie ubytek.......c...cceenn. —0 00603 g. —0'00798 g.
jako ilo$¢ azotu wydzielona prawdopodobnie z ptynu w stanie wolnym.

Po przeliczeniu na objetos¢ ilos¢ ta wynositaby 4'88 cm.3, ewen-
tualnie przyjmujac liczby z analizy metodg Schldsinga 6,3(i cm.3,

Analiza gazow wykazata, jak widzielisSmy, przybytek azotu wolnego
w powietrzu kolby w wysokosci 5'52 cm.3 podiug analizy w wiekszym
eudyometrze, a 7'24 cm.3 podlug analizy w eudyometrze mniejszym.

1) Oddestylowano 000271 g. azotu amoniakalnego, a ze saczek przesigkniety byt
przez 4-5 cm.3 ptynu, ktére zawiera¢c musiaty 0'00009 azotu amoniakalnego, wiec na
sam osad pozostaje 0'00*271—0 00009 =0 00262 g. azotu.
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3. Ogodlne wyniki doswiadczenia trzeciego.

Wyniki opisanego dopiero doswiadczenia wypadty nie zupetnie
zgodnie z przewidywaniem. Na mocy doswiadczenia | i Il spodziewano
sig, ze w naczynia Il nitryfikacya zupetnie nie bedzie sie odbywad,
gdyz powietr/.e tego naczynia nie byio zaopatrzone ani w bezwodnik
weglowy, ani w pary kwasu octowego, i jedynem potaczeniem weglo-
wem, jakie w kolbie umieszczono, byt zasadowy weglan magnowy do-
dany do ptynu, ten za$ podtug wynikoéw doswiadczenia | i Il nie moze
stuzy¢ za pokarm weglowy dla nitrosomonasu.

Tymczasem w rzeczywistosci i w naczyniu tem, podobnie jak
w dwoch drugich, nitryfikacya wystapita i po ukonczeniu do$wiadczenia
prawie wszystek amoniak byl zamieniony na kwas azotawy. Ale prze-
ciez pomiedzy przebiegiem nitryfikacyi w naczyniu Il i 11l wybitna
zachodzita roznica. Spojrzawszy na tablice zestawiong na str. 128, wi-
dzimy, ze 10 wrze$nia, t. j. w dwa miesigce po rozpoczeciu do$wiadcze-

nia, w naczyniu Il objetos¢ powietrza zmniejszyta sie 0 37 cm.3, nato-
miast w 11l tylko o 10'8 cm.3 22 pazdziernika w naczyniu Il nitry-
fikacya juz byta prawie skonczong, gdy \v Il dopiero mniej wiecej

potowa amoniaku byta utleniong. Powietrze naczynia Il zawierato od
poczatku doswiadczenia okoto 4840 bezwodnika weglowego i temu nieza-
wodnie nalezy przypisaC szybszy przebieg nitryfikacyi w tem naczyniu;
0 tyle wiec rezultaty tego doswiadczenia potwierdzaja, Ze bezwodnik
weglowy moze stuzyé za pokarm dla nitrosomonas, ale zachodzi pyta-
nie, czem zywity sie mikroby nitrytikacyjne w naczyniu 111? CzeSciowa
odpowiedZz na to pytanie znajdujemy w rezultatach analizy gazéw tego
naczynia na koncu doswiadczenia. Analiza ta wykazata tu 3-740 bez-
wodnika weglowego, ktory oczywiscie mogt mikrobom stuzy¢ za pokarm.

W naczyniu zamknieto zwykte powietrze, wiec CO2 nagromadzit
sie w niem dopiero w ciggu doswiadczenia. To wiasnie objasni¢c nam
moze, dlaczego poczatkowo nitryfikacya w tem naczyniu byta tak le-
niwg, a dopiero pdzniej, gdy juz nagromadzita sie w niem znaczniejsza
ilos¢ CO2, postepowata szybko. Ale zachodzi pytanie skad pochodzit CO?
znajdujacy sie w naczyniu 1ll. Poczatkowo przypuszczatem, ze moze
te Slady CO2, ktére znajdujg sie w zwyktem powietrzu, a wiec musiaty
by¢ i w powietrzu zamknietem w kolbie (z obliczenia wypada 0'35 cm.3
w catem powietrzu kolby) stuzyly najprzéd jako bardzo skape pozy-
wienie weglowe dla nitrosomonas i umozliwiaty b. powolne i stabe two-
rzenie sie kwasu azotawego, ze ten tworzacy kwas azotawy rozkiadat
weglan magnowy, wydzielajgc z niego CO2, ktéry znow dalszg nitry-
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fikacyg umozliwiat i ze w ten sposéb z rozktadajacego sie weglanu mag*
nowego gromadzity sie coraz wieksze ilosci CO? w powietrzu kolby co
pozwalato na coraz lepsze odzywianie sie i coraz wybitniejsza prace
fermentu azotawego.

Atoli rezultaty analizy gazéw i ptynu zamknietych w naczyniu 111
wykazaly, ze zrédta bezwodnika weglowego gdzieindziej szukaé nalezy.

Analiza ptynu wykazata jak widzieliSmy, ze z pierwotnych O0477g.
azotu amoniakalnego 0’00478 g. pozostato w formie amoniaku, 0’03689 g.
przeszto w forme kwasu azotawego a 000603 g. zniklo z phlynu wiec
prawdopodobnie wydzielito sie z niego w stanie wolnym. Te 0 00603 g.
azotu odpowiada 4'88 cm.3 tego gazu, istotnie tez analiza wykazata
przybytek 552 cm.3 wolnego azotu w gazach zamknietych w naczyniu.

Do utlenienia 0'03689 ¢g. azotu amoniakalnego na kwas azotawy
potrzeba podtug wzoru

NH3+O3 =HNO2+H20

0’1264 g. czyli 88’44 cm.3 tlenu.
Do wydzielenia z amoniaku 4’88 cm.3 azotu potrzeba podiug
wzoru
2NH3 + 08 = 3H20+N2

7'32 cm.3 tlenu.

Zatem zmiany, jakim ulegt azot amoniakalny wymagajg 88’44 cm.3
-j-7'32 czyli razem 95.76 cm.3 tlenu.

Tymczasem analiza gazowa wykazata, ze ubytek tlenu w naczy-
niu wynosit rzeczywiscie 116’4 cm.3 a wiec 0 20’64 cm.3 wiecej ani-
zeli mogto go sie uzyé do utlenienia amoniaku na kwas azotawy i wolny
azot. Obliczajagc ilos¢ tlenu przypadajgcg na azot wolny wydzielony
z amoniaku przyjeto za podstawe niedobdr azotu w ptynie odpowiada-
jacy 4'88 cm.3. Gdyby przyja¢ za podsta\ve rachunku przybytek azotu
wolnego w naczyniu wykazany przez analize gazowg t. j. 552 cm.3
wypadtoby 8 28 cm.3 tlenu wiec razem z 88,44 cm.3 wypadtoby 96’72 cm.3
a wiec zawsze jeszcze o 19’68 cm.3 mniej, niz wynosit istotnie znale-
ziony ubytek tlenu z gazdéw naczynia.

Tak wiec ubytek okoto 20 cm.3 tlenu nie da sie wyttomcczy¢ pro-
cesem nitryfikacyjnym, ktory sie odbywat w phynie. Poniewaz prdcz
amoniaku nie byto w ptynie zadnych cial, ktéreby mogly sie utleniad,
zatem nie pozostaje nic innego, jak przypusci¢, ze korek, ktérym kolba
byta zatkana ulegat powolnemu utlenieniu. Z tego utlenienia musiat sie
tworzy¢ bezwodnik weglowy i wedtug wszelkiego prawdopodobienstwa
temu wilasnie przypisa¢ nalezalo, ze w kolbie, ktéra na poczatku do-
Swiadczenia wypetniona byta zwyklem powietrzem, zawierajagcem ledwo
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Slady bezwodnika weglowego mogta sie po uptywie pewnego czasu roz-
pocza¢ nitryfikacya amoniaku. Aby owe $lady bezwodnika weglowego,
jakie sie w pierwotnie zamknietem powietrzu znajdowaty, mogty sto-
pniowo doprowadzi¢ do rozwiniecia sie fermentacyi azotawej, jak to chwi-
lowo przypuszczatem, jest i z tego wzgledu nieprawdopodobne, Ze wobec
zasadowosci dodanego do ptynu weglanu magnowego te $lady bezwod-
nika weglowego rychto bytyby przez tlenek magnowy zwiazane.

Tak wiec dochodzimy do rezultatu, ze i w naczyniu Ill, ktére
chciano mie¢ wypetnione zwykiem tylko powietrzem, ferment azotawy
odzywiat sie wedtug wszelkiego prawdopodobienstwa bezwodnikiem weglo-
wym, ktérego zrdédto, jak widzieliSmy, bylo tu czysto przypadkowe. Ze
w tem naczyniu nitryfikacya rozpoczeta sie nieréwnie pézniej niz w 11,
do ktérego od razu dodano bezwodnika weglowego, nic dziwnego: bo
trzeba byto dtuzszego czasu na to, aby przez owo powolne utlenianie
sie korka wytworzyta sie ilos¢ bezwodnika weglowego wystarczajaca dla
energiczniejszego rozwoju naszego mikroba.

Ale jakkolwiek tak objasnione wyniki naszego doswiadczenia w naj-
wyzszym stopniu przemawiajg za tem, ze bezwodnik weglowy jest zu-
petnie wystarczajagcym pokarmem weglowym dla nitrosomonasu, to prze-
ciez moznaby przeciwko stanowczemu wyprowadzeniu tego wniosku
podnie$¢ jeszcze pewng watpliwos¢. Skoro udowodnione zostato, Ze ko-
rek, ktérym naczynia byly zamkniete, nie zachowywat sie biernie, ale
pochtaniat tlen z powietrza znajdujacego sie w naczyniu i powolnie sie
utleniat, to moznaby przypusci¢, ze nie sam bezwodnik weglowy, ale
i jakie lotne organiczne polaczenia mogly sie znajdowa¢ miedzy pro-
duktami zmian, jakim korek ulegat. Gdyby tak by¢ miato, to moznaby
w dalszym ciggu przypusci¢, ze nie bezwodnik weglowy, ale te lotne
organiczne produkta rozktadu korka stuzylty mikrobom azotawym za

pokarm. Okolicznos¢, ze w naczyniu Il, gdzie powietrze juz od po-
czatku zawierato znaczniejszg ilos¢ CO2, nitryfikacya nieréwnie wczesniej
sie rozpoczeta niz w Ill, przemawia wprawdzie wybitnie za udziatem

bezwodnika weglowego w zywieniu sie w mowie bedacego fermentu,
ale i pod tym wzgledem moznaby podnies¢ watpliwosé, czy udziat ten
nie jest tylko posredni, czy mianowicie obecno$¢ bezwodnika weglo-
wego nie dziatata w tym przypadku na przyspieszenie rozkladu korka
i obfitsze tworzenie owych przypuszczalnych, lotnych, organicznych po-
faczen, ktore dopiero stuzyly mikrobom za pokarm.

Rezultaty do$wiadczenia w naczyniu | nie sprzeciwiajg sie takze
przypuszczeniu, ze pokarmem weglowym nitrosomonasu mogtyby by¢

lotne potaczenia organiczne.
Rozprawy Wydz, mat.-przyr. T. XXX. 24
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W tem naczyniu, do ktérego nie wprowadzano CO2, ale zawie-
szono w niem naczynko z kwasem octowym, nitryfikacya rozpoczeta
sie predzej jeszcze niz w naczyniu Il, zawierajacem od poczatku do-
Swiadczenia CO2. Prawda, ze jest rzeczg bardzo mozliwg, Ze i tu stu-
zyt za pokarm mikrobom nie kwas octowy, ale bezwodnik weglowy ru-
gowany z weglanu magnowego przez kwas octowy, rozpuszczajacy Sie
powoli w ptynie, ale mozliwem jest takze i odwrotne przypuszczenie.
Rezultaty doswiadczenia w naczyniu | ciekawe tez sg z tego wzgledu,
ze o ile nitryfikacya amoniaku rychto sie tu rozpoczeta, o tyle predko
ustata i nie dosiegla tych rozmiaréw, jak w obu innych naczyniach.
10 wrzesnia, t. j. w dwa miesigce po rozpoczeciu do$wiadczenia, w na-
czyniu | zmniejszenie objetosci powietrza wynosito juz 466 cm.3, gdy
w Il doszto dopiero do 371, a will tylko do 10'8 cm.3. Zato 23 wrze-
$nia w naczyniu Il zmniejszenie objetosci wynosito juz 62 3, a w | tylko
555 cm.3. W ciggu miesigca pazdziernika objetos¢ gazéw w naczyniu
I jeszcze tylko o 10 cm.3 sie zmniejszyta tak, ze gdy zmniejszenie do-
szto do 65'4cm.3, juz dalej nie postepowato wecale.

Analiza ptynu naczynia | wykazata, ze z 0'0477 g. pierwotnego
azotu amoniakalnego tylko 0’0224 g., a wiec niespetna tylko potowa,
przeszto na kwas azotawy. Ale reszta amoniaku nie pozostata bez
zmiany: bo azotu amoniakalnego odnaleziono w ptynie tylko 0’0022 g.
Brakto wiec w plynie 0'0246 g azotu, a ze analiza gazowa wykryta
tylko przybytek 4’73 cm.3=0 0059 g. azotu w powietrzu naczynia, wiec
tylko tyle azotu amoniakalnego przesztio w stan wolny. Wypada z tego,
ze cze$¢ azotu amoniakalnego znajdujgca sie pierwotnie w ptynie, wy-
noszaca 0’0153 g., przeszta w jaki$ inny zwigzek, nie mogacy juz ule-
ga¢ nitryfikacyi. Najprawdopodobniej utworzyt sie tu jaki$ amid kwasu
octowego. Tak wiec powodem wczesniejszego ustania nitryfikacyi w na-
czyniu | nie byty jakie$ mniej korzystne, pdzniejsze warunki tego pro-
cesu, ale po prostu brak materyatu, ktoryby mogt ulega¢ nitryfikacyi.
Ze i w naczyniu | korek zamykajacy naczynie nie zachowywat sie
biernie, ale pochtaniat tlen, a wiec ulegat rozktadowi, wykazuje poréw-
nanie ubytku tlenu, znalezionego przez analize gazows, z iloscig tego gazu,
jaka sie uzy¢ byta powinna do zmian chemicznych azotu, jakie skon-
statowano przez analize ptynu.

00224 g. azotu amoniakalnego do utlenienia sie na kwas azotawy
wymaga 0’0768 g. czyli 53'7 cm.3 tlenu. 4’73 cm.3 wydzielonego z amo-
niaku azotu wymaga 71 cm.tlenu. Razem wiec do zmian, jakie skon-
statowano w azocie siarkanu amonowego, danego pierwotnie do ptynu,
potrzeba byto 53'7-j-7T =608 cm.3 tlenu. Tymczasem analiza gazowa
wykazata, ze z powietrza, pierwotnie w kolbie zamknietego, ubyto
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78.1 cm.3 tlenu, zatem o 17.3 cm.3 wiecej, niz mogto sie zuzy¢ do utle-
nienia amoniaku na kwas azotawy i azot wolny.

Ta nieprzewidziana okoliczno$¢, ze korek uzyty do zatkania kolb,
w ktorych prowadzono doswiadczenie, ulegat rozktadowi i wytwarzat
oczywiscie pewne gazowe produkta rozktadu, ktorych natury nie mozna
bylo Scisle okresli¢, zamacita jasnos¢ rezultatow dos$wiadczenia. Z tego
powodu, wnioski co do natury weglowego pokarmu nitrosomonasu, ja-
kie mozna bylo wyprowadzi¢ z tego doswiadczenia, nie majg tego sto-
pnia bezwarunkowej pewnosci, jaki bylby pozadany w pytaniu, ma-
jacem pod wzgledem fizyologicznym tak wysokg doniosto$¢. Dlatego
uwazatem za stosowne wykona¢ jeszcze jedno doswiadczenie, zupetnie
podobne do co dopiero opisanego, ale z wylgczeniem Zrddet niepewnosci,
jakie sie w tem ostatniem znalazty. Ten cel ma wiasnie:

Doswiadczenie czwarte.

I. Urzadzenie doswiadczenia, przyrzady i sposob postepowania.

Niepewnos¢ rezultatdbw poprzedniego do$wiadczenia pochodzita, jak
widzieliSmy, z zamkniecia naczyn, w ktorych sie nitryfikacya odby-
wata zwyklym korkiem, ktéry w ciggu doswiadczenia rozktadowi ule-
gat. Chcac mieC rezultaty zupetnie Sciste, nalezato sie postara¢, aby
nie tylko ptyn, ale i powietrze kolby nie stykato sie z zadnem ciatem
natury organicznej. W tym celu obstalowano do majacego sie opisaé
doswiadczenia osobne naczynia. w ktérych wszystkie czesci, stykajgce
sie nie tylko z ptynem, ale i z powietrzem w nich zamknietem, byty
ze szkia. Naczynia te wyobrazone na fig. 2 str. 189 miaty budowe na-
stepujaca.

Kolba k ksztattu Erlenmeyerowskiego z grubego szkia ma $red-
nice w dnie 14 cm., a wysokosci do szyjki 13 cm.; szyjka wysokosci
28 mm., szeroka wewnatrz na 25 mm., jest zewnatrz oszlifowana. Na
szyjke zachodzi oszlifowany od wewngtrz hetm h, opatrzony u géry
dwoma zagietemi pod katem prostym rurkami a i b. Kazda z tych ru-
rek jest przy koncu, na wewnetrznej stronie, oszlifowana dla szczelnego
potaczenia rurki a z krétka rurka d, ktérej koniec wycigga sie i za-
tapia, i rurki b z rurka c, zgietg pod katem prostym, opatrzong podziatka
i zanurzona w rteci dla dopetnienia zamkniecia naczynia. Rurka ¢ na
catej dtugosci podziatki jest skalibrowana zapomocg rteci. Do rurki b
sg doszlifowane dwie rurki ¢ na zmiane, jedna jest 20 cm., druga 80cm.
dluga. Jezeli spodziewanem jest znaczniejsze zmniejszenie sie objetosci
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gazbw w przyrzadzie, zaklada sie¢ rurke diuzszg, gdy to zmniejszenie
ma byc¢ niniejsze, wygodniej jest uzy¢ rurke krétsza. Naturalnie mozna
byto kaza¢ sporzadzi¢ hetm z rurkami ad i bc z jednej sztuki, bytoby to
jednak z tego wzgledu niedogodne, ze przyrzad statby sie przez to
fatwo tamliwy. Przytem rurka ad musi by¢ podczas kazdego doswiad-
czenia wyciagnieta i zatopiona, wiec po parokrotnem uzyciu trzebaby
do niej nowe kawatki dolutowywac, coby znéw powiekszato niebezpie-
czenstwo rozbicia hetmu.

Fig. 2.

W przyrzadzie w ten sposéb zestawionym znajdowaty sie w trzech
miejscach szlifowane zamkniecia. Podczas stopniowego zmniejszenia sie
cisnienia gazbw w naczyniu, powietrze zewnetrzne tatwo mogtoby sie
przedosta¢ do jego wnetrza, jezeliby te szlifowane zamkniecia przypad-
kowo nie pasowaty do$¢ szczelnie. Od tego nalezato sie zabezpieczyC.
W tym celu wszystkie zamkniecia szlifowe zalane byly rtecig. Aby
mozna byto zala¢ rtecig zamkniecie miedzy kolbg a hetmem, szyjka
kolby otoczona jest rodzajem szklanego kotnierza, ktéry przymoco-
wany jest do kolby ponizej jej szyjki, zapomocg szerokiej kauczuko-
wej obraczki,
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Po zamknieciu kolby hetmem wlewa sie do tego kotnierza rtec.
Potaczenia szlifowe miedzy rurkami a i d, oraz miedzy b i ¢ sg takze
zalane rtecig. Do pomieszczenia jej stuza tu szerokie rurki szklane
rodzaj mufli, ktére nasuwajg sie nad szlifowanemi potaczeniami wspom-
nianych rurek. Te mufle zamkniete sg z obu stron zwyklymi prze-
dziurawionymi korkami, nasunietymi na rurki pofgczone z sobg za-
pomocy szlifu. Kazda mufelka ma z boku otwdr, przez ktéry nalewa
sie do niej rteci. Gdy po skonczonem doswiadczeniu trzeba przyrzad
rozebra¢, obraca sie mufelki otworami na dot, a rte¢ wylewa sie z nich
z tatwoscia.

Pojemno$¢ wewnetrzng opisanych przyrzadéw oznaczano, wlazac je
najprzéd suche, a potem wypetnione woda. Ta woda napetnia caly przy-
rzad tacznie z hetmem, zamykajgcym kolbe i jego rurkami a i b. Za-
raz po zwazeniu mierzono temperature wody, a znaleziong wage wody,
dzielono przez odpowiadajacy tej temperaturze, jej ciezar gatunkowy.

Wyznaczono pojemno$¢ kazdego naczynia dwa lub trzy razy
i z tych oznaczeh wzieto $rednie. Pojedyncze oznaczenia roznity sie mie-
dzy sobg co najwiecej o ¥4 cm.3, zwykle znacznie mniej. Biad wiec
w oznaczeniu pojemnosci nie byt wiekszy od OT cm.3. Oznaczona w ten
spos6b pojemnos$¢ naczyn wynosita;

Pojemnos¢ naczynia | 894,05 cm.J3
, " I 91710
I 921-68

Osobno oznaczono, zapomocy rteci, pojemnos$¢ rurek dodatkowych
d i ¢, nalezacych do kazdej z kolb, i pojemnaosci ich doliczono do po-
jemnosci odpowiednich kolb. U rurek ¢, pojemnosci oznaczono po punkt o
podziatki, a osobno skalibrowano jg w réznych miejscach podziakki.

Pojemno$¢ kolb tacznie z pojemnoscig rurek dodatkowych d i ¢
po o podziatki wynosita:

Naczynie I 89P05 -J-0-8F> -f-10*68 —905'58 cm-3
11917-10 +1-13 +10-68 =928'91
111 921-68 4-1-08 4- 3-30 =926-06

Spos6b postepowania podczas tego doswiadczenia byt zupehnie taki
sam jak w poprzedniem. Plyn zywigcy miat taki sam skiad jak i po-
przednio; do jego przyrzadzenia uzyto wode dwukrotnie przekroplona,
ostatni raz z dodatkiem nadmanganianu potasowego i kwasu siarkowego.
W litrze tego ptynu rozpuszczono 2,5012 g. czystego siarkanu amono-
wego, co odpowiada 05305 g. azotu amoniakalnego w catym litrze,
zatem 005305 w 100 cm.3. Bezposrednie oznaczenie azotu amoniakal-
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nego w 100 cm.3 ptynu dato 00529 g., a wiec tylko o 0.00015 g. mniej,
niz wypadato z obliczenia.

Dnia 24 czerwca 1893 r. zakazono ptyny we wszystkich trzech
kolbach kulturami nitrosomonas, poczem kolby zamknieto.

Naczynie | i Il miato by¢ wypetnione powietrzem z bezwodnikiem
weglowym , naczynie 111 powietrzem czystem. Dlatego witasnie do kolby
Il przystosowano rurke ¢ krotsza (diugosci 20 cm.), do kolb | i 1l
rurki ¢ dluzsze (dtugosci 80 cm.).

Przed zatopieniem rurek d, w celu ostatecznego zamkniecia naczyn,
podciggnieto rte¢ w rurkach ¢ zapomoca pipety rteciowej potaczonej

z rurka d i to w naczyniach | i Il do wysokosci okoto 40 mm., aby
zrobi¢ miejsce na bezwodnik weglowy, ktory miat by¢ do tych kolb
dopuszczony, w naczyniu za$ Ill tylko do wysokosci okoto 10 mm.

Nie mozna byto wpuszcza¢ bezwodnika weglowego do naczyh przez
rurki e, gdyz fabrykant dostarczyt te rurki zbyt wazkie; trzeba je
byto zatem wprowadza¢ przez rurki d. W tym celu rurke d #aczono
z aparatem Kippa, wywiazujagcym CO2, zapomocg rurki rozwidlonej, ma-
jacej kran o trzech drogach. Ustawiono naprzéd kran tak, ze przyrzad
(w ktérym juz poprzednio rte¢ w rurce r podciggnieto do wysokosci
40 mm.) byt zamkniety. Bezwodnik weglowy przez otwor kranu wy-
chodzit drugiem ramieniem rurki na zewnatrz. Gdy sie przekonano, ze
bezwodnik weglowy, wywigzujacy sie, jest zupetnie czysty, przekrecono
kran tak. aby aparat Kippa potgczy¢ z kolbg. Wydzielajagcy sie CO2
wchodzit teraz do kolby, arte¢ w rurce ¢ opadata. Skoro rte¢ w rurce ¢
opadta juz do wysokosci okoto 10 mm , zakrecano kran w celu ponow-
nego zamkniecia przyrzadu i zatapiano rurke, przez co ostatecznie za-
mykano caty przyrzad.

Teraz, zupetnie jak w doswiadczeniu 111, odczytywano, od czasu
do czasu, objetos¢ zamknietych w naczyniach gazow, a stopniowe zmniej-
szanie si¢ tej objetosci stuzyto za miare postepu nitryfikacyi.

Poniewaz doktadno$¢ obliczen bilansu gazow, zawartych w kol-
bach, zalezata przedewszystkiem od doktadnego oznaczenia pierwotnej
i koncowej objetosci gazéw, zamknietych w naczyniach, przeto objetos¢
pierwotng odczytano trzykrotnie, a Srednie z tych trzech odczytan, brano
za podstawe dalszych obliczen.

Ptyny zakazono 24 czerwca po potudniu i po zamknieciu przy-
rzadéw odczytano zaraz objeto$¢, a nastepnie powt6rzono odczytania
dnia 25 czerwca z rana i po potudniu.

Rezultaty tych odczytan, po zredukowaniu do 0° i 76 cm. cisnienia,
byty takie;
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24 CZErWCaA......ccoooveeeviiiiineeiiis
25 N (=1 [0
» " po potudniu

SrednNiO......ccicceieeeee,
po dopuszczeniu CO?2

zatem dopuszczono CO2
czyli w 00, zawartych w przy-
rzadzie gazbw - - - -

Odtad odczytywano co pewien czas objeto$¢ gazdw,

191

zamknietych

w kolbach, a rezultaty tych odczytan zredukowane do 00C. i 76 cm.

ci$nienia zestawione sg w nastepujacej tablicy.

2. Rezultaty liczebne.

Zmiany objetosci gazéw, znajdujacych sie w przyrzadach

w ciggu doswiadczenia.

Naczynie | Naczynie 11

powietrze + CO2 powietrze + CO?

" Zmniej-
Zmniejsze- ia ohio.
Data Objeto$¢ nie objeto- Objetosc siggéieobaj_e
egazbw $ci od 30  gazow 26w 0% q

w cmJd  czerwca W cmJj 30

W cma czerwca

w cm.3
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Naczynie | Naczynie I Naczynie 111

powietrze + CO2 powietrze + CO? czyste powietrze

5 Zmiej - Zmniej- Zmniej-
ata Objetosé {06k
e tosci gazowi OPIELOSE
5 o d750"  gazow
w cm czerwea w cm.3

w cm.2 w cm.3 w cm.3

Analizy powietrza i ptynéw na koncu doswiadczenia.

1. Z naczynia pierwszego.

Najpierwej zakoriczono dos$wiadczenia z naczyniem |. Dnia 27 paz-
dziernika, a wiec w 4 miesigce po rozpoczeciu doswiadczenia, odczy-
tano po raz ostatni catkowitg objetos¢ gazéw, zamknietych w naczyniu.
Odczytywano dwukrotnie i wzieto stad Srednig. Objetos¢ wynosita
545'75 cm3. Probke gazéw przelano, zapomocag pipety Seegera, do eu-
dyometru. Podczas tego przelewania postepowano zupetnie tak samo, jak
w poprzedniem doswiadczeniu. Tak samo tez, jak poprzednio, postepo-
wano podczas analizy gazow.

W 21*417 cm. gazu uzytego do analizy znaleziono:

1) przecietna z dwoch odczytan.
2) przecietna z trzech odczytan.
3) Zmniejszenie objetosci po eksplozyi z wodorem wynosito 2°158 cm.3, wiec



0 NITRYFIKACYI. 193

Po przeliczeniu tego sktadu na 545'75 cm.3 gazu, ktore znajdo-
waly sie w naczyniu, wypada, ze na koncu doswiadczenia byto w niem:

CO? 1577 cm.3; — O 1828 cm.3 — N 511'70 cm.3.

Na poczatku doswiadczenia, przed wprowadzeniem do naczynia
bezwodnika weglowego, znajdowato sie w niem 646'50 cm.3 powietrza,
potem dopuszczono jeszcze 24'51 cm.3 bezwodnika weglowego. Liczac,
ze powietrze pierwotne zawierato 0 0400 CO2, 20'93 O i 79'03 N, wy-
pada, ze w 671'01 cm.3 gazéw, ktére sie znajdowaty w naczyniu, na po-
czatku doswiadczenia byto:

Poréwnywajac ilos¢ kazdego z pojedynczych gazéw, znajdujgcych
sie ' w naczyniu, na poczatku i na koncu doswiadczenia, znajdziemy, ze

Przystepujac do analizy ptynu, przefiltrowano go najprzéd przez
sgczek asbestowy, ten ostatni przemyto woda, dopetniono filtrat do
500 cm.3 i wzieto: 200 cm.3 do oznaczenia amoniaku. W tej objetosci
znaleziono 0'0006 g. azotu amoniakalnego, co na cate 500 cm.? daje
go 00015 g.

Osad zebrany na sgczku, przez oddestylowanie z wodnikiem so-
dowym , dat jeszcze 0 0003 g. azotu amoniakalnego. Zatem razem po-
zostato w naczyniu azotu amoniakalnego 0'0018 g.

W 100 cm.3 oznaczono azot azotynéw przez titrowanie kame-
leonem i znaleziono go 0 00972, co przeliczone na 500 cm.3 odpowiada
00486 g.

W 50 cm.3 powt6rzono to samo oznaczenie i znaleziono azotu azo-
tynow 0'00482 g.; co przeliczone na cate 500 cm.3 daje 0'0482 g.

Biorgc $rednia z obu oznaczen znajdujemy azotu w postaci azoty-
néw w catym ptynie kolby 0'0484 g.

Oznaczenia azotu azotandw i azotyndw, ktore chciano wykonac
w osobnej prébce, metodg Schlésinga, zepsuto sie przypadkowo, jednak
watpi¢ nie mozna, ze jak w poprzedniem doswiadczeniu, tak i tu kwas
azotawy wecale sie nie wytwarzal, dowodzi tego zreszta ponizej podana
analiza ptynu z naczynia II.
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Ostatecznie odnaleziono w ptynie

azotu amoniakalnego....................
azotu azotynNOW.........ccccevvvvevernennnn,

razem azotu zwigzanego - - - -
Pierwotnie byto w ptynie

Reszta nieodnaleziona wynosi

Przybytek azotu wolnego w powietrzu wynosit 0'83 cm.3, co od-
powiada 0'0011 g. Odejmujac te 00011 g. od 00027 g., pozostaje
jeszcze nieodnaleziona reszta 0'0016 g. azotu, ktora stanowi juz niedo-
bor w catym bilansie azotu.

Ten niedobor przypisa¢ naturalnie nalezy przedewszystkiem nie-
uniknionym bledom analitycznym, zwiaszcza przy analizach gazowych,
gdzie podczas przeliczania rezultatdw btad analityczny mnozy sie blizko
30 krotnie. Cze$¢ niedoboru azotu pochodzi¢ tez moze stad, Ze pewna,
cho¢ nieznaczna, ilo$¢ azotu musiata wejs¢ w skiad protoplazmy mi-
krobéw i ze ten azot organiczny, w czesci tylko podczas gotowania
osadu z wodnikiem sodowym mdgt sie odczepiaC i destylowa¢ w postaci
amoniaku, reszta musiata pozostaé w osadzie.

2. Z naczynia drugiego.

Z naczyniem 1l zakonczono doswiadczenie 12 grudnia. Juz dwa
miesigce przedtem objeto$¢ gazdw w naczyniu przestata sie zmniejszac.
W dniu zakonczenia do$wiadczenia odczytano czterokrotnie objetos¢ ga-
zO0w w naczyniu; znaleziono za pierwszym razem 576'07 cm.3, za dru-
gim— 576'03, za trzecim — 576'09, za czwartym za$ — 576 10 cm.3.
Srednia z tych odczytan wynosita 57607 cm.3. Analize wykonano tym
razem w dwoch eudyometrach, do ktoérych przelano probki gazu z przy-
rzadu zapomoca pipety Seegera. Kazde odczytanie eudyometru powtd-
rzono 3—5 razy i obliczono stad Srednie.

Poniewaz do jednej z analiz zakradt sie btad, ktérego Zrddio tylko
z prawdopodobienstwem a nie z zupelng stanowczoscig poda¢ moge,
przeto, aby by¢ objektywny i czytelnikowi wiasny sad utatwic, wole
tym razem poda¢ wszystkie odczytania. Przyklad taki bedzie zarazem
mogt stuzyé za miare stopnia doktadnosci odczytan eudyometrycznych
w opisanych doswiadczeniach.

Analiza 1.

Objetos¢ powietrza:
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Po dopuszczeniu wodoru:

Po dopuszczeniu mieszaniny piorunujacej i po eksplozyi:

Zatem tlenu:

Po dopuszczeniu wodnika sodowego

Poniewaz objeto$¢ ciggle sie zmniejszata, a eudyometr po czwar-
tem odczytaniu oprozniono, przyjeto to ostatnie za podstawe oblicze-

nia CO2
Podtug tego znajdowatoby sie bezwodnika weglowego:

Analiza 1.
Objeto$¢ powietrza:

Po dopuszczeniu wodnika sodowego:

Srednia z czterech ostatnich odczytan 20 830.
Zatem bezwodnika weglowego 0'635 cm.3 czyli 2'958%.
Po dopuszczeniu kwasu pyrogalusowego:

Zatem tlenu

Widzimy, ze oznaczenie ilosci tlenu wypadio w obu analizach
zgodnie, natomiast roznice w znalezionych ilosciach bezwodnika weglo-
wego byly tak znaczne, ze stanowczo przekraczajg zwykie granice ble-
déw w odczytaniach i niezawodnie przyja¢ trzeba, ze jedna z analiz
data tu stanowczo btedne rezultaty.

Nie trudno dostrzedz, ze to bledne oznaczenie data analiza 1, bo
jeden rzut oka na liczby wyrazajace odczytania objetosci, po wprowa-
dzeniu wodnika potasowego do eudyometru, wskazuje, ze pochtanianie

www.rcin.org.pl



196 E. GODLEWSKI.

bezwodnika weglowego, przez wodnik sodowy, jeszcze nie dobiegto do
konica, skoro objetos¢ gazéw w eudyometrze ciggle sie jeszcze zmniej-
szata. W analizie Il pierwsze odczytanie po wprowadzeniu NaHO, dato
takze jeszcze objetos¢ wiekszg niz nastepne, ale 4 nastepne wypadty
prawie zupetnie zgodne Dlatego to nie wahatem sie za podstawe wszyst-
kich dalszych obliczen przyja¢ ilos¢ % bezwodnika weglowego w ga-
zach przyrzadu podtug analizy 11, natomiast ilo$¢ tlenu przyjatem Sred-

nig z obu analiz, t. .

W ten sposdb sktad 40 gazdw, zamknietych w naczyniu na korcu
doswiadczenia bedzie nastepujacy:

Obliczajac podtug tego ilos¢ kazdego z gazdw, znajdujgcych sie
w naczyniu na koncu doswiadczenia, znajdziemy:

Na poczatku doswiadczenia przed wpuszczeniem bezwodnika we-
glowego znajdowato sie razem w naczyniu 677°69 cm.3 powietrza, po-
tem dopuszczono jeszcze 40 26 cm.3 bezwodnika weglowego. Liczac, ze
powietrze pierwotne zawierato 0-Oded CO2, 20'93% tlenu i 79'03%
azotu, wypada: ze w 717°95 cm.3 gazow, znajdujagcych sie w naczyniu
na poczatku doswiadczenia, bezposrednio po doprowadzeniu bezwodnika
weglowego, byto:

Poréwnywajac ilos¢ kazdego z gazéw, znajdujacych sie w naczy-
niu, na poczatku i na koncu doswiadczenia, znajdziemy, ze w ciagu
doswiadczenia:

ubyto bezwodnika weglowego 2349 cm.3
N tlenu.......ccooveee 11923
przybyto za$ azotu - - - - 083
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Przystepujac do analizy ptynu, przefiltrowano go naprzéd przez
saczek asbestowy, a nastepnie podzielono na porcye do réznych ozna-
czen. W osadzie, ktérego wcale nie myto, oznaczono osobno ilos¢ amo-
niaku.

1) Osad wraz z saczkiem, oddestylowany z tugiem sodowym, dat
azotu amoniakalnego 0°00035 g.

2) 50 cm.3 ptynu, oddestylowane z tugiem sodowym, daty 0'00013 g.
azotu amoniakalnego, co przeliczone na catg ilos¢, t j. 100 cm.3 plynu,
daje 0’00036 g.

Zatem cata ilos¢ azotu amoniakalnego, ktéry pozostat w kolbie,
na koncu doswiadczenia, byta

0’00035+ 000036 =0’00071 g.

3) 20 cm.3 ptynu, rozcieficzono woda, zakwaszono kwasem siar-
kowym i miareczkowano w nich kwas azotawy kameleonem. Znale-
ziono azotu azotynéw 0’0098 g., co przeliczone na cate 100 cm.3 daje
0’0490 g.

4) Drugie 20 cm.3 ptynu, traktowane w ten sam sposob, daty
0’00985 g., co przeliczone na 100 cm.3 daje 004925 g.

5) 50 cm.3, w ktdrych oznaczono azot amoniakalny, uzyto jeszcze
do tgcznego oznaczenia azotandw i azotyndw zapomocg metody Kiihna,
przyjetej przez stacye doswiadczalne niemieckie, w celu oznaczania
azotu w saletrze chilijskiej.

Metoda ta polega na zredukowaniu azotyndéw i azotanébw w roz-
tworze alkalicznym zapomocg mieszaniny proszku cynku i zelaza (ter-
rum limatum) i na oznaczeniu utworzonego stad amoniaku. Naturalnie
tug sodowy uzywany do przeprowadzenia tej redukcyi nie powinien
wcale zawiera¢ azotanu lub azotynu sodowego. Niestety méj tug nie
byt dostatecznie czysty, dlatego trzeba byto oznaczy¢ stopien jego za-
nieczyszenia i wprowadzi¢ potem do oznaczeh odpowiednig poprawke.

Do kazdego oznaczenia azotu uzywa sie podiug przepisu 80 cm.3
tugu sodowego. Z czterokrotnego oznaczenia, przekonatem sig, ze 80cm.3
mego tugu zawieratlo 000151 g¢. azotu; nalezalo wiec od znalezionych
oznaczen te liczbe odjac.

Ot6z 50 cm.3 wspomnianego ptynu dato 00259 g., po odjeciu
000151 g., pozostaje 002439 g., wiec na cate 100 cm.3 wypada
0’04878 g.

Titrowanie kameleonem dato, jak widzielismy, liczby 00490 g.
i 0'04925 g., a wiec zgodnos¢ wynikdw jest zupetnie zadowalajgca.
Zgodno$¢ ta dowodzi zarazem, ze w plynie znajdowat sie tylko kwas
azotawy, azotowego za$ nie bylo wcale,
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Ostatecznie tedy znaleziono w ptynie:

azotu amoniakalnego - - - - - - - _
azotu kwasu azotawego (Srednio z trzech
OZNACZEN ceeeieeeceeee e e

razem odnaleziono azotu w pltynie - - - _
bylo azotu amoniakalnego pierwotnie .

nie odnaleziono . =,

Przybytek azotu wolnego w powietrzu wynosit 0 83 cm.3, co od-
powiada 00011 g.

Zatem w ogélnym bilansie azotu brakuje znowu 0'00208 g., ktory
to brak potozony by¢ musi w wiekszej czeSci na karb biedéw anali-
tycznych, w mniejszej spowodowanym by¢ mdgt przez przejscie pewnej
czesci azotu w skiad protoplazrny mikrobow.

3. Z naczynia trzeciego.

W tem naczyniu, napetnionem czystem powietrzem, bez CO2, nie
mozna byto, jak wida¢ z tablicy str. 191 i 192, stwierdzi¢ stopniowego
zmniejszania sie objetosci gazow.

Dnia 15 stycznia, a wiec z gérg w pot roku po rozpoczeciu do-
$wiadczen, zmniejszanie objetosci wynosito tylko 1'4 cm.3. Pozostawiono
przyrzad jeszcze i nadal w spokoju z zamiarem zrobienia analizy ga-
z6w i ptynu po uptywie catego roku.

Nowych odczytywan objetosci nie robiono, ale w kazdym razie,
w poczatkach sierpnia, stwierdzono, ze rte¢ w rurce ¢ trzymata sie
mniej wiecej na tym samym poziomie, na ktérym byla na poczatkach
doswiadczenia , nie bylo wiec zmniejszania sie objetosci powietrza, kto-
reby wskazywato na odbywanie sie nitryfikacyi. W ciggu feryj, stu-
zacy, robigc na stole porzadki, sttukt hetm przyrzadu, i od tego czasu,
przez przecigg okoto 5 tygodni, kolba nie byta szczelnie zamknieta.
Naturalnie przepadta moznos¢ wykonania analizy gazéw, zamknietych
W przyrzazie, mozna bylo tylko wykona¢ analize ptynu. Plyn w ca-
tosci, +tacznie z osadem, oddestylowany z wodnikiem sodowym, dat
0’0462 g. amoniaku, kwasu azotawego nie byto wecale.

Analiza ptynu wykazata tedy, ze w ciagu pietnastomiesiecznego
stania przyrzadu ubyto z ptynu 00067 g. azotu amoniakalnego, ktéry
przeciez nie ulegt nitryfikacyi, bo, jak wspomniano, w ptynie nie byto
wcale kwasu azotawego, ale niezawodnie ulotnit sie z ptynu jako
amoniak. Takie ulotnienie sie czesci amoniaku byto tu mozliwe, bo
przyrzad w ciggu ostatnich 5 tygodni, wskutek sttuczenia hetmu, nie
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byt szczelnie zamkniety, a w plynie znajdowat sie zasadowy weglan
magnowy, ktorego tlenek magnowy mdgt rugowa¢ amoniak z siarkanu
magnowego.

3. Wyniki doswiadczenia czwartego oraz poréwnanie ich
z wynikami trzeciego dos$wiadczenia.

Watpliwosci, jakie napotkaliSmy w interpretowaniu rezultatéw do-
Swiadczenia Ill. zostaty przez wyniki doswiadczenia IV w zupetnosci
usuniete. Przy opisie doswiadczenia 111 widzieliSmy, ze w naczyniu, do
ktérego nie dodano wcale bezwodnika wreglowego, nitryfikacya amo-
niaku rozpoczetla sie wprawdzie pozniej niz tam, gdzie ten gaz dopusz-
czono, ale przeciez nastgpita, i wszystek amoniak zostat w koncu za-
mieniony na kwas azotawy. Byl to rezultat wprost sprzeczny z tym,
ktérego sie spodziewano, na podstawie rezultatu doswiadczenia 1 i II.

W celu wyjasnienia tej sprzecznosci przyjeliSmy, ze mikroby ni-
trosomonas zyty tu kosztem produktéw rozkiadu korka, uzytego do
zamkniecia kolby. Pomiedzy tymi produktami byt kwas weglowy, ale
mogty by¢ takze lotne materye organiczne, dlatego pozostata watpliwosé,
czy pierwsze, czy tez drugie stuzyly mikrobom za pokarm. Watpliwosc
ta istniata nawet i co do tych kultur, ktére znajdowaty sie w naczy-
niach, do ktorych dopuszczono bezwodnik weglowy, bo i te byly za-
tkane korkiem, i tu stwierdzono, ze korek, w czasie doswiadczenia,
ulegat rozkitadowi.

Wszystkich tych watpliwosci nie mogto by¢ w ttumaczeniu wyni-
kow doswiadczenia IVV. Powietrze zamkniete w naczyniach stykato sie
tu tylko z ptynami czysto mineralnego skiadu, ze szklem i z rtecia.
O dostepie jakichkolwiek organicznych zwigzkéw do wnetrza przyrza-
déw nie mogto by¢é mowy, a wiec mikroby mogty czerpa¢ wegiel tylko
albo z bezwodnika weglowego, dopuszczonego do powietrza albo z we-
glanu magnowego, gdyz zadnego innego zwigzku weglowego nie byto
w przyrzadach, przez caly czas trwania doswiadczenia

To tez odpowiedz na pytanie, ktére miato byc¢ rozstrzygniete tem
doswiadczeniem, wypadta zupelnie stanowcza i jasna.

W naczyniach | i Il, w ktérych do powietrza dopuszczono bez-
wodnik weglowy, nitryfikacya rychto sie rozpoczeta, i prawie wszystek
amoniak zostat zamieniony, po uplywie pewnego czasu, na kwas azo-
tawy. Inaczej w naczyniu 111, w ktérem pozostawiono zwykie powie-
trze, bez zadnego dodatku. Tu objetos¢ powietrza, zamknietego nad
ptynem, nie zmniejszyta sie prawie wcale, przez cigg catych 15 mie-
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siecy, a azot w plynie jak byi, tak i pozostat w formie amoniaku. Po-
niewaz we wszystkich trzech naczyniach skiad ptynu byt jednakowy
i wszedzie w jednakowy spos6b zakazono ptyn, wiec wystgpienie nitry-
fikacyi w naczyniu | i Il, a brak jej w naczyniu 111, mogty pocho-
dzi¢ tylko z obecnosci lub braku bezwodnika weglowego w powietrzu
tych naczyn.

Dlatego z tego doswiadczenia mozemy w sposdb wykluczajacy
wszelkie watpliwosci wyprowadzi¢ dwa nastepujace wnioski:

1) Kwas weglowy, zwigzany w zasadowym weglanie magnowym,
nie moze mikrobom nitryfikacyjnym stuzy¢ za pokarm weglowy.

2) Wolny bezwodnik wreglowy jest zupetnie wystarczajagcym po-
karmem weglowym dla mikrobow fermentacyi azotawej.

Oba te wyniki najzupetniej zgadzajg sie z rezultatami do$wiadcze-
nia | i Il i potwierdzajg zarazem zrobione poprzednio przypuszczenie, ze
w doswiadczeniu 111 nitryfikacya dlatego sie odbywata takze w kolbie,
do ktorej bezwodnika weglowego nie dodano, ze gaz ten tworzyt sie
przez rozktad korka, stuzacego do zatkania kolby.

Co do stosunkéw ilosciowych, jakie zachodzg podczas procesu
przemiany amoniaku na kwas azotawy, to rezultaty doswiadczenia 1V
sg w ogolnym zarysie zgodne z rezultatami doswiadczenia IIl. 1 tu
mianowicie pokazato sie, ze po ukonczeniu sie procesu nitryfikacyjnego
nie znajdujemy w postaci kwasu azotawego wszystkiego azotu, jaki
dodany byt do ptynu w formie soli amoniakalnych, ze cze$¢ jego jak-
kolwiek bardzo mata, pozostaje w formie amoniaku, czes¢ za$ ulatnia
sie w stanie wolnym. Jednakze stosunki liczebne przemian chemicznych
w tem doswiadczeniu sg nieco odmienne, niz w poprzedniem. Stosunki
te sg nastepujace;

W doswiadczeniu 111 znaleziono:

Z 0'04-77 g. azotu, dodanego do ptynu, w formie amoniaku, od-
naleziono w ptynie na koncu doswiadczenia:

W naczyniu 11, 0'0413 g. N, jako HNO2, -|-0'0012g. N, jako NH3,
razem 0'0425 g. N.

W naczyniu 111, 0'03089 g. N, jako HNO2, d*0'004.78 g. N, jako
NH3, razem 004167 g.

W doswiadczeniu 1V:

Z pierwotnej ilosci 0 0529 g. azotu amoniakalnego odnaleziono:

AV naczyniu 1: 00484 g. N, jako HNO2?, -f-0 0018 g. N, jako NH3,
razem 0'0502 g. N.

W naczyniu Il: 0'04901 g. N, jako HNO2, -j*0,00071 g. N, jako
NHij, razem 004972 g. N.
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Z tego po przeliczeniu znajdziemy, ze ze 100 czesci azotu, doda-

nego do plynu, formie siarkanu amonowego, odnaleziono w ptynie
na koncu doswiadczenia:

W doswiadczeniu 111

W doswiadczeniu 1V

Ze 100 czesci azotu amoniakalnego, ktory z ptynu zniknagt w cza-
sie doswiadczenia, odnaleziono w formie kwasu azotawego:

W doswiadczeniu Il w naczyniu

W powietrzu zamknigtem w naczyniach, znaleziono na koncu do-
Swiadczenia przybytek azotu w ilosci:

W doswiad. 111 naczyniu

Z tego zestawienia widzimy, ze w doswiadczeniu IV wydatnosé
kwasu azotawego, z przefermentowanego amoniaku, byta znacznie wiek-

szg niz w doswiadczeniu 111, Ze 100 czesci amoniaku, ktory z ptynu
zniknat, w doswiadczeniu IV, odnaleziono $rednio przeszto 9401 azotu,
zas w Il tylko niespetna 8800 w formie kwasu azotawego. To tez od-

powiednio do tego, w doswiadczeniu IV znaleziono tylko bardzo stosun-
kowo nieznaczny przybytek wolnego azotu w powietrzu, gdy w do-
Swiadczeniu 111 przybytek ten byt bardzo wybitny.

Wobec nieuniknionych btedéw analitycznych, zwiaszcza podczas
analizy gazéw 1), nie mozna sie byto spodziewaé, aby przybytek wol-

1) Poniewaz analizowano nie caty gaz ale tylko niewielka jego probke w eudyo-
metrze, wiec niewielki stosunkowo bigd analityczny podczas przeliczania na catg obje-
tos$¢ gazu, znajdujacego sie w kolbie, dawat juz btad dos¢ znaczacy.
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nego azotu w powietrzu w zupetnosci odpowiadat niedoborowi azotu
w ptynie. To tez w doswiadczeniu Il (naczynie Ill) suma azotu azo-
tyndw i przybytku wolnego azotu na 100 czeSci przefermentowanego
azotu amoniakalnego wynosi 102-74-0, wiec 0 2,700 za duzo; w do$wiad-
czeniu IV, naczynie | wykazuje — 96-800, naczynie Il — 9600,
a wiec 0 3'200, wzglednie 0 40 za mato. Ze w doswiadczeniu IV oka-
zat sie nieco wiekszy niedobdér w bilansie azotu, pochodzito byé moze
stad, ze dno kolb, do tego doswiadczenia uzywanych, miato znacznie
wieksza powierzchnie niz dno kolb do$wiadczenia I11. Srednica dna
tych ostatnich wynosita 100 cm., co odpowiada powierzchni 79 cm.2,
gdy dno nowych kolb miato 14 cm. $rednicy, a wiec 154 cm.2 po-
wierzchni. Podczas brania prébki gazu, wskutek dziatania ssacego pi-
pety, zmniejsza si¢ naturalnie cisnienie gazow wewnatrz kolby, jezeli
wiec to branie probki trwa pewien czas, to mozliwem jest, ze pewna
ilos¢ bezwodnika weglowego, rozpuszczonego w ptynie, dyfunduje do
powietrza i dostaje sie takze do probki, branej do analizy. Wskutek
tego analiza, nawet zupetnie dokladna, mogta wykazac¢ ilos¢ bezwod-
nika weglowego, nieco wiekszg od tej, jaka sie znajdowata w naczyniu
podczas ostatniego odczytywania w niem objetosci gazow. Jezeli za$
analiza data, co do ilosci bezwodnika weglowego, nieco za wysoki re-
zultat, to tem samem oznaczenie azotu musiato wypas¢ cokolwiek za
nizko. Btad taki, jesli rzeczywiscie istniat, musiat by¢ wiekszy w do-
$wiadczeniu IV niz w 111, gdyz z ptynu rozlanego na dnie o wiekszej
powierzchni, bezwodnik weglowy tatwiej mogt dyfundowac. Takie i inne
dajace sie jeszcze przewidzie¢ zrodia btedéw, pod tym samym wzgle-
dem oddziatywa¢ musiaty. Moznaby np. przypusci¢, ze mimo wszelkich
ostroznosdci podczas przelewania gazéw z przyrzadow do eudyometrow,
dostata sie do badanych probek jaka$ barika atmosferycznego powietrza.
Gdyby tak bylo, to poniewaz powietrze zewnetrzne zawiera okoto 2101
tlenu, a w powietrzu przyrzadéw, na koncu doswiadczenia, byto nie
wiecej jak 3—410 tego gazu, to owa barnka powietrzna bardziej wzbo-
gacitaby probke analizowang w tlen niz w azot i znéw ilo$¢ azotu zna-
lezionoby za matg. Tak wiec tylko btedy, ptynace z samych odczytan
eudyometrycznych podczas analizy, mogty wypasé zaréwno w kierunku
4- jak — co do ilosci znajdowanego azotu, wszystkie inne, dajace sie
przewidzie¢ zrodta btedu, moglty wptywac tylko na za nizkie oznaczenia
ilosci zawartego w naczyniach azotu. Gdy za$ mimo to wszystkie ozna-
czenia bez zadnego wyjatku wykazaty na koncu doswiadczenia ilos¢
azotu w naczyniach wiegkszg, niz byta w nich na poczatku, wiec nie
moze ulega¢ zadnej watpliwosci, ze: Podczas procesu prze-
miany amoniaku na kwas azotawy pod wptywem fe r-
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mentu nitrosomonas pewna ilos¢ azotu wydziela
sie w stanie wolnym.

Ta ilos¢ azotu, wydzielajgca sie w stanie wolnym na dang ilos¢
amoniaku utlenionego na kwas azotawy, nie zawsze jest jednakowa,
ale zalezy od warunkow, w jakich sie nitryfikacya amoniaku odbywa.
W doswiadczeniu Il wynosita ona okoto 1200, w doswiadczeniu IV
(przyjmujac caty niedobdr azotu w ptynie jako wydzielony w stanie
wolnym) nie wiecej jak 60 azotu amoniakalnego, ktory zniknat z ptynu.
Zkadze te roznice? Zatkanie korkiem zwyktym kolb w doswiadczeniu
111 a szklang kapg w doswiadczeniu IV, nie moglo chyba tych rdznic
spowodowac, trudnoby sobie byto przynajmniej z takiego wplywu
zdaé sprawe.

O wiele prawdopodobniejsze jest przypuszczenie, ze powodem byta
tu niejednakowa powierzchnia dna kolb, do obu tych doswiadczen
uzytych.

W obu doswiadczeniach ilos¢ ptynu wprowadzonego do kazdego
z naczyn byfa jednakowa i wynosita doktadnie 100 cm.3. Ale w do-
Swiadczeniu 111 te 100 cm.3 rozlane bylty na dnie o 79 cm.2, stano-
wity wiec warstwe ptynu okoto 125 mm. gruba, w doswiadczeniu IV
pokrywaty dno majace 154 cm.2? powierzchni, a wiec stanowity tylko
warstwe 6'5 mm. gruba.

Uwazam za rzecz w wysokim stopniu prawdopodobng, ze ta wia-
$nie niejednakowa grubo$¢ warstwy cieczy byla przyczyng wydzielania
sie niejednakowych ilosci wolnego azotu. Wplyw ten grubosci cieczy
wyobrazam sobie w sposéb nastepujacy.

Wiadomo, ze niezbednym warunkiem do tego, zeby utlenianie
na kwas azotawy mogto sie prawidtowo odbywac, jest miedzy innemi
i to, aby w otoczeniu znajdowata sie zasada, z ktdrgby tworzacy sie
kwas azotawy tgczyt sie na odpowiednig sol. Tg zasadg byt w naszych
doswiadczeniach , podobnie jak w do$wiadczeniach Winogradzkiego, za-
sadowy weglan magnowy, ktéry jako nierozpuszczalny spoczywat na
dnie naczynia. Rozwijajace sie mikroby nitrosomonas trzymajg sie tez
gtownie, jak to wykazal Winogradzki, dna naczynia, pokrywajac tu
jakby galaretowatymi ktaczkami czastki weglanu magnowego. Ale i w ca-
tym ptynie, cho¢ stosunkowo w mniejszej ilosci, ptywajg swobodnie
komorki nitrosomonas.

Skoro utlenianie sie amoniaku na kwas azotawy odbywa sie pod
wptywem mikrobéw nitrosomonas, to przyjaé trzeba, ze proces ten,
ktory jest wiasciwie oddychaniem tych mikrobéw, odbywa sie wewnatrz
ich komorek, a kwas azotawy, bedacy produktem tego oddychania, wy-
dziela sie¢ z nich w najblizsze otoczenie. O ile przemiana dokonywa sie
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pod wptywem komorek, bezposrednio przytykajacych do weglanu magno-
wego, tworzacy sie kwas azotawy tgczy sie natychmiast z tlenkiem
magnowym na azotyn magnowy, ale o ile kwas azotawy wydzielany
jest przez komorki, ptywajgce w wyzszych warstwach ptynu, potrzeba
pewnego czasu, aby wszedt w zetkniecie ze spoczywajacym na dnie na-
czynia weglanem magnowym. Dlatego chwilowo moze sie znajdowac
w phynie mata iloS¢ wolnego kwasu azotawego. Im grubszg jest war-
stwa ptynu, pokrywajagcego dno naczynia, im wieksza wskutek tego
odlegtos¢ ptywajacych w nim komorek nitrosomonas od czastek we-
glanu magnowego, tem wieksze ilosci wolnego kwasu azotawego moga
sie w ptynie znajdowaé. Wiadomo, ze wolny kwas azotawy, w zetknie-
ciu z amoniakiem, moze rozkiada¢ sie z wydzielenia wolnego azotu
podtug wzoru NH3-j-HNO2—- H20-j-N2.

Naturalnie tego rodzaju rozkiad bedzie sie tem fatwiej odbywat,
im wiecej bedzie w ptynie wolnego kwasu azotawego; tem witasnie ob-
jasni¢ sobie mozemy, ze w doswiadczeniu 111, w ktdrem ptyn stanowit
grubszg warstwe, wydzielanie sie wolnego azotu byto obfitsze, niz w do-
Swiadczeniu 1V, w ktérem warstwa ptynu potrzebnego do nitryfikacyi
byta o potowe ciensza.

4. Kontrola rezultatéw dos$wiadczenia czwartego przez bilans tlenu.

W celu skontrolowania wiarogodnosci rezultatow analitycznych do-
Swiadczenia IV sprébujmy jeszcze przeprowadzi¢ bilans tlenu, zuzytego
w ciggu doswiadczenia, to jest, poréwnajmy ubytek tlenu, jaki wyka-
zala analiza gazow, z jego iloScig potrzebng dn utlenienia, na kwas azo-
tawy i azot, tego amoniaku, ktoéry zniknat z ptynu.

Obliczenie takie z doswiadczenia 111 doprowadzito nas wiasnie do
przeswiadczenia, ze procz nitryfikacyi amoniaku odbywaty sie tam inne
procesy utlenienia, gdyz ubytek tlenu, wykazany analiza, byt wiekszy,
niz wypadat z takiego obliczenia. Z tego wywnioskowalismy wdwczas,
ze korki zatykajace kolby ulegaty w ciggu doswiadczenia rozktadowi.
Poniewaz w doswiadczeniu IV zamkniecie byto ze szkla, przez co zro-
dto ubocznego zuzywania sie tlenu zostato usuniete, wiec ilosci tlenu,
jakie znikty z naczyn, powinnyby doktadnie odpowiada¢ zmianom, kto-
rych doznat amoniak. Sciéle rzecz biorac, powinien nawet rzeczywisty
ubytek tlenu w naczyniach by¢é o pare miligr. mniejszy niz wypada-
jacy z rachunku, a to dlatego, ze je$li prawdag jest (a o tem watpic
juz nie mozna), ze mikroby pobierajg wegiel z bezwodnika weglowego,
to tlen tego zaasymilowanego bezwodnika, musi by¢ od niego oddzie-
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lony i zuzyty, wraz z tlenem wolnym, do utlenienia amoniaku na kwas
azotawy. Poniewaz Winogradzki znalazt, ze na kazde 35 mg. utlenio-
nego azotu amoniakalnego wytwarzajg mikroby ilos¢ materyi organicz-
nej, odpowiadajagcej 1 mg wegla, wiec nie trudno obliczy¢, jaka ilos¢
tlenu mdgt dla procesu nitryfikacyjnego dostarczy¢é bezwodnik weglowy
w naszych doswiadczeniach.

Wykonajmy te obliczenia,

1. Bilans tlenu w naczyniu pierwszem.

Analiza gazéw wykazata tu ubytek 117'03 cm.3 tlenu. Przyjmu-
jac wage Icm.3 na 0'00143 g., wypada, ze podczas procesu ni-
tryfikacyjnego, jaki sie w kolbie przyrzadu od-
bywat, zuzyto sie istotnie 016735 g. tlenu.

Analiza ptynu wykazata, ze z ptynu ubylo 0'0511 g. azotu amo-
niakalnego, z czego 0'0484 g. zostato zamienione na kwas azotawy.

Do utlenienia 0'0484 g. azotu amoniakalnego na kwas azotawy
potrzeba, podtug wzoru: NH3--O3= HNO?+H20, —016541 g. tlenu.

Czes¢ azotu przeszta w azot wolny. Analiza gazu wykazata przy-
bytek 0'83 cm.3 czyli 0,0011 g. azotu wolnego w powietrzu kolby.
Gdyby te ilo$¢ przyja¢ za prawdziwg i wzigé za podstawe obliczenia,
to w mysl wzoru 2 NH3-~03= 3 H2--N2, wypadtoby, ze do tego wy-
dzielenia wolnego azotu zuzy¢ sie byto powinno 0'00188 g. tlenu, a wiec
razem do nitryfikacyi i wydzielenia azotu wolnego powinno sie byto
zuzy¢: 0 16541+0'00188 =0 16729 g.

Ale analiza ptynu wykazata nam ubytek azotu amoniakalnego nie
0'0495 g., jaki wypada ze zsumowania azotu, odnalezionego w formie
kwasu azotawego i w formie azotu wolnego, ale 00511 g., (bo z ilosci
0'0529 g. azotu amoniakalnego pierwotnego, pozostato w ptynie tylko
0'0018 g. azotu w formie NH3).

Ro6znica miedzy temi dwoma liczbami wynosi 0'0511—0'0495 =
=0'0016 g. azotu. Nie jest rzecza prawdopodobna, aby taka ilo$¢ azotu
mogta by¢ zaasymilowana przez mikroby i przej$¢ w zwigzki organiczne.
Sucha masa mikrobow, chocby i przewaznie skladata sie z materyj
biatkowatych , nie mogtaby zawiera¢ wiecej jak | cze$¢ azotu na cztery
czesci wegla, znajdujgcego sie w tej suchej masie. Winogradzki, jak
wspomnielismy, wykazat, ze na 35 mg. utlenionego azotu amoniakal-
nego mikroby asymiluja | mg. wegla. W naszem doswiadczeniu utle-
nito sie 48 mg. wegla, wiec mikroby mogly przytem zaasymilowac
1'4 mg. wegla, zatem azotu nie wiecej jak 0'35 mg. Osad, w ktorym
mikroby sie znajdowaty, gotowano z wodnikiem sodowym w celu od-
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pedzenia resztek amoniaku, mogacego sie tam znajdowaé¢ w formie fos-
foranu amonowo-magnowego. Podczas tego gotowania cze$¢ azotu orga-
nicznego mikrobéw, musiata sie takze odczepi¢ w formie amoniaku
i zostata oznaczona jako amoniak, tak ze w osadzie i ptynie nie mogto
zosta¢ wiecej jak 02 mg. azotu. Jezeli te ilos¢ odejmiemy od ilosci
azotu, ktérej w ptynie nie odnaleziono, to reszta musiata wydzieli¢ sie
w stanie wolnym. Z pierwotnej ilosci 0'0529 g. azotu amoniakalnego
odszukano w ptynie 0,0502 g., w formie kwasu azotawego i amoniaku,
dodajac do tego jeszcze 0,0002 g., jako ilo$¢ azotu pozostatego praw-
dopodobnie w formie materyj organicznych, otrzymamy 00504 g. ca-
fego azotu, pozostatego w plynie i osadzie.

Odejmujac te ilos¢ od pierwotnej 0 0529 g., znajdziemy, ze0'0025 g.
rousiato sie wydzieli¢ w stanie wolnym. Jezeli analiza gazéw wykazata
tylko przybytek 0'0011 g. wolnego azotu, to réznica 0’0014 g. musiata
pochodzi¢ gtéwnie z bledéw analizy gazéw, bo analiza ptynu jest nie-
zawodnie pewniejsza.

Przyjmujac, ze 00025 g. azotu amoniakalnego przeszto w stan
wolny, znajdziemy, ze do tego musiato sie zuzy¢ 0'0043 g. tlenu.

Zatem razem do wywotania zmian, jakim ulegt amoniak dodany
pierwotnie do ptynu, musiato sie zuzy¢: 0’1654 g. + 00043 g. =
=0’1697 g. tlenu, podczas gdy ubytek istotny, wykazany analizg ga-
z6w, wynosit 0’16729 g., a wiec 0 000241 g. mniej.

Ta ilos¢ tlenu 000241 g. musiata pochodzi¢ z bezwodnika weglo-
wego, ktérego wegiel zostat zaasymitowany przez mikroby nitryfika-
cyjne.

Powyzej na podstawie rezultatbw badan Winogradzkiego obliczy-
lisSmy, ze mikroby w kolbie Il musiaty zaasymilowa¢ okoto 1'4 mg.
wegla, do czego zuzy¢ musiaty 513 mg. czyli 2’61 cm.3 bezwodnika
weglowego. Ta ilos¢ bezwodnika weglowego dostarczyta do procesow
utleniania 2'61 cm.3 czyli 3'74 mg. tlenu. Gdyby wszystkie nasze zato-
zenia i oznaczenia analityczne byty absolutnie doktadne, to istotny uby-
tek tlenu w kolbie powinien byt by¢ o 374 mg. czyli o 2’61 cm.3
mniejszy, niz wypadat z obliczenia. W rzeczywistosci mniejszym byt
tylko 0 241 mg. czyli o 1'75 cm.3. Réznica 1'33 mg. czyli 0’86 cm.3
lezy naturalnie w granicach bledéw doswiadczenia.

2. Bilans tlenu w naczyniu drugiem.

Analiza gazébw wykazata ubytek 119'23 cm.3 tlenu, co odpowiada
OT705 g. Taka wiec iloS¢ tego gazu zuzyta sie do procesu nitrykacyj-
nego, jaki sie odbywal w przyrzadzie II.
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Analiza ptynu wykazata ubytek 005219 g. azotu amoniakalnego,
z czego 0’04901 g. przeszto w kwas azotawy.

Do utlenienia 0,04901 g. azotu amoniakalnego na kwas azotawy,
potrzeba byto, podtug wyzej przytoczonego wzoru, 0 1675 g. tlenu.
Czes¢ azotu i tu przeszta w azot wolny. Analiza gazow wykazala przy-
bytek azotu, tak jak i w przyrzadzie II, 0’83 cm.3 czyli 0'001! g., ale
niedobdr azotu w ptynie wynosit wiecej, mianowicie 000314 g. | tu
wiec, prawdopodobnie wskutek tych samych co powyzej omdwionych
zrodet btedu, gazometryczne oznaczenie azotu wypadto, jak sie zdaje,
za nizko.

Gdyby oznaczenie gazometryczne przyja¢é za prawdziwe, wypa-
dioby, ze do wydzielenia azotu we wskazanej niem ilosci potrzebaby
0’00188 g. tlenu.

A wiec razem do nitryfikacyi 1 wydzielenia azotu powinnoby sie
byto zuzy¢: 0’1675 g. + G'00188 g. = 0’16938 g. tlenu.

Ale prawdopodobniejsze™ jest, ze istotne wydzielanie wolnego
azotu byto wieksze i odpowiadato niedoborowi azotu w ptynie, zmniej-
szonemu tylko o ilo$¢ azotu zaasymilowang przez mikroby.

Niedob6r azotu w ptynie wynosit 000314 g., przypuszczajac, ze
w osadzie i ptynie pozostato 00002 g. azotu organicznego, zaasyrailo-
wanego przez mikroby, wypadioby, ze azotu wolnego wydzielito sie
0’00294 g.

Do wydzielenia 000294 g. azotu wolnego z amoniaku potrzeba
0 00504 g. tlenu.

Wiec przyjmujac, ze z potraceniem 00002 g. azotu organicznego,
zaasymilowanego przez mikroby, caly wykazany w ptynie niedobor
azotu pochodzit z przejscia czesci jego w stan wolny, wypada, ze do
procesow, ktoére zaszty w kolbie przyrzadu, powinno sie byto zuzy¢ tlenu:
0’1675 g. + 000504 g. = 0’17254 g.; ilos¢, ktora od ubytku istotnie
przez analize gazowg stwierdzonego (0’1705 g.) jest o 000204 g. czyli
0 1'43 cm.3 wieksza. Ta ilos¢ musiata pochodzi¢ z bezwodnika weglo-
wego, ktory byt asymilowany przez mikroby. Ta ilos¢ powinna byta
wynosi¢ okoto 2'6 cm.3 czyli 3'74 mg.

Réznice 1'37 cm.3 czyli 1'7 mg. azotu trzeba przypisa¢ btedom
doswiadczenia.

Powyzej przeprowadzone poréwnanie istotnego ubytku tlenu, zam-
knietego w przyrzadach, z obliczong iloscig tego gazu, potrzebng do
wywotania zmian, jakie zaszty w skiadzie ptynéw, znajdujacych sie
w kolbach, daje nam zupetnie zadowalajace stwierdzenie wiarogodnosci
osiggnietych dat analitycznych i wnioskéw, jakieSmy z nich wyprowa-
dzili. W poréwnaniu tem mamy miedzy innemi takze jeszcze stanowczy
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dowodd na to, co nam juz wykazata analiza ptynéw, ze w naszych do-
$wiadczeniach odbywata sie wytacznie przemiana amoniaku na kwas
azotawy, bez zadnej przymieszki utleniania sie tego ostatniego na kwas
azotowy; bo gdyby kwas azotowy tworzyt sie byt takze, chocby w nie-
wielkiej ilosci, to zuzycie tlenu musiatoby byé wieksze, niz wypadato
z obliczenia potrzeby tlenu w celu zamiany amoniaku na kwas azo-
tawy. Istotnie, aby jeden miligram azotu kwasu azotawego moégt sie
zamieni¢ w forme kwasu azotowego, potrzeba zuzycia prawie [.2 mg.,
a wiec prawie 0.9 cm.3 tlenu.

Okolicznos¢, ze ubytek tlenu skonstatowany przez analize gazowa,
jest nieco nizszy od ilosci tlenu, jaka musiata by¢ zuzyta do utlenienia
amoniaku, ktory znikt z ptynu, na odpowiednia ilos¢ kwasu azotawego
i azotu wolnego, zgadza sie zupetnie z przewidywaniem opartem na
fakcie czerpania wegla z bezwodnika weglowego przez mikroby nitry-
fikacyjne, a zatem moze poniekad stuzy¢ jako dalsze stwierdzenie sa-
mego tego faktu. Sama przez sie okolicznos¢ ta, tylko dlatego nie mo-
gtaby stuzy¢ za wystarczajgcy dowod tego faktu, ze absolutne liczby,
o ktore tu idzie, sg tak nizkie, ze niewiele co wykraczaja poza gra-
nice btedéw doswiadczenia. Jednakze wobec innych zupetnie stanow-
czych dowodoéw, ktéresmy przedtem poznali, ten bilans tlenu moze sta-
nowi¢ takze pozadane stwierdzenie wyprowadzonych wnioskow.

IV.  Ogélny wynik wszystkich do$wiadczen.

Ogolne wyniki wszystkich doswiadczen dadzg sie stresci¢ w na-
stepujacych zdaniach:

1. Nie ulega zadnej watpliwosci, ze mikroby nitrosomonas pobie-
rac moga pokarm weglowy z wolnego bezwodnika weglowego.

2. Mikroby nitrosomonas nie moga pobiera¢ wegla z soli kwasu
weglowego, a przynajmniej nie pobierajg go z zasadowego weglanu
magnowego.

3. Pod wptywem mikrob6éw nitrosomonas amoniak utlenia sie je-
dynie na kwas azotawy, kwas azotowy nie tworzy sie przytem wecale.

4. Podczas utleniania sie amoniaku na kwas azotawy, pod wply-
wem nitrosomonasu, pewna czes¢ azotu wydziela sie w stanie wolnym.

5. llo$¢ wolnego azotu nie znajduje sie w zadnym statym stosunku
z iloscia amoniaku, zamienionego na kwas azotawy, ale na te samg
ilos¢ wytworzonych azotynéw, ilos¢ azotu wydzielonego w stanie wol-
nym moze by¢ wieksza lub mniejsza, stosownie do warunkéw, w ja-
kich odbywa sie proces nitryfikacyjny.
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V. Zakonczenie.

Wobec tego, ze podany przez Winogradzkiego fakt asymilacyi
bezwodnika weglowego przez nitrosomonas zostat, przez powyzej opisane
doswiadczenia, z calg stanowczoscig stwierdzony, nastrecza sie pytanie,
jak fakt ten nalezy pojmowac i jak go pogodzi¢ z utartem i jako do-
gmat przyjetem zapatrywaniem fizyologii, ze tylko czesci ro$linne za-
barwione zielenig lub pokrewnym jej barwikiem, i tylko wobec S$wia-
tha, moga wytwarza¢ materye organiczne z bezwodnika weglowego.
Podtug naszych dzisiejszych poje¢ Swiatto dostarcza roslinie energii do
oddzielenia czastek tlenu od bezwodnika weglowego i wody, czyli po
prostu od kwasu weglowego, a barwik jest posrednikiem chwytajagcym
te energig Swiatta i przenoszacym jg na drobiny kwasu weglowego
ktore majg by¢ roztozone. Komdrki nitrosomonas nie sg zielone i do
swego odzywiania si¢ i rozwoju wcale Swiatla nie potrzebuja, a jednak
biora pokarm weglowy z kwasu weglowego. Kwas weglowy, by przejs¢
w materye organiczng, musi uledz redukcyi, musi pozby¢ sie pewnej
czesci swego tlenu. Czyzby to oddzielenie sie tlenu miato sie tu odby-
wac bez zuzycia odpowiedniej ilosci kinetycznej energii? Oczywiscie nie,
tylko zrodto tej energii musi by¢é w tym przypadku inne. Energii do-
starcza tu proces utleniania sie amoniaku na kwas azotawy.

Ta szczego6lna forma oddychania, jakg sie odznacza nitrosomonas,
umozliwia mu asymilowanie bezwodnika weglowego niezaleznie od $wia-
tha i jakiegobadz barwika. Zwykte rosliny zielone oddychajg, jak wiemy,
takze, ale oddychajg tylko kosztem swej materyi organicznej, t. j. ko-
sztem tego materyatu, ktéry bez Swiatla wytworzy¢é sie w nich nie
moze, gdy Swiatla zabraknie, to w koncu i tego oddechowego matery-
atlu zabrakng¢ musi. Nitrosomonas bierze materyat oddechowy z ze-
wnatrz w formie amoniaku, byle tego materyatu bylo pod dostatkiem,
byle brak tlenu lub inne niekorzystne warunki nie tamowaty moznosci
zamiany jego na kwas azotawy, nitrosomonas ma zapewniong energig
nie tylko do rozmaitych proceséw zyciowych, ale i do tego, aby kwas
weglowy, ktory sie z zewnatrz do niego dostaje, roztozy¢ i wytwo-
rzy¢ z niego potrzebng dla siebie iloS¢ materyi organicznej.

Przyjmujac takie pojmowanie przyczyn wyjatkowego sposobu zy-
wienia sie fermentu nitrosomonas, mozemy z goéry by¢ prze$wiadczeni,
ze podobny wyjatkowy sposob zachowywania sie znajdziemy u wszyst-
kich tych organizméw, ktére, podobnie jak nitrosomonas, czerpig mate-

ryat oddechowy z zewnatrz w formie jakich$ beztlenowych lub w tlen
Rozprawy Wydz. mat -przyr. T. XXX. 27
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ubogich mineralnych substancyj i przy pomocy tlenu powietrza prze-
mieniajg je na zwigzki wyzszego utlenienia. Watpi¢ tedy nie mozna, ze
i bacterium nitrificans, zamieniajace kwas azotawy na azotowy i bak-
terye siarkowe, utleniajgce siarkowodor na siarke i kwas siarkowy, na-
lezg takze do kategoryi organizméw, ktore, jakkolwiek nie zielone,
moga pobieraé pokarm weglowy w formie kwasu weglowego i to zu-
petnie niezaleznie od S$wiatta.
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