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ABSTRACT: Biochemical-ecological studies on the phosphate-metabolism of Azotobacter 
chroococcum. The influence of different phosphate-compounds, especially of NaH2POIX 2 H~O 
and fructose-l,6-diphosphate, on nitrogen fixation was studied in three tribes of Azotobacter 
chroococcum. In stagnant nonaerated cultures a phosphate-optimum exists for the nitrogen- 
fixation of 90 #g P/ml. Using fructose-l,6-diphosphate the same quantity of nitrogen is fixed 
with only 50/~g P/ml. In aerated cultures the differences between inorganic phosphate and 
fructose-l,6-diphosphate (regarding their influence on the nitrogen-fixation) disappear. The quo- 
tient: used up C/fixed N also depends on aeration. In stagnant cultures containing organic phos- 
phate-compounds, the C/N-quotlent is lower than in those containing inorganic phosphate. In 
aerated cultures, however, the C/N-quotient is lowest with orthophosphate. The experiments 
indicate that the phosphate-esters are incorporated into the cell immediately without splitting 
up on the cell surface. These incorporated phosphateesters in non-aerated cultures, lacking an 
extensive oxidative phosphorylation, are apparently important for the economy of nitrogen 
fixation. The ecological role of the incorporation of phosphate-esters is discussed in relation to 
the fact that a great part of phosphorus in the natural environment is not inorganic but organic 
phosphate. 

EINLEITUNG 

Die Verwertung des organischen oder komplex gebundenen, nicht in anorganischer 
Form vorkommenden Phosphors spielt im Stoffhaushalt der Gew~isser eine Rolle. 
Denn der gr6i~te Tell des Phosphats liegt im Siillwasser h~iufig nicht in anorganischer, 
sondern in gebundener Form vor. Andererseits ist Phosphat in den meisten F~illen der 
die pflanzliche Produktion begrenzende Minimumfaktor. Vom Phosphathaushalt be- 
ziehungsweise yon der Verwendbarkeit der Phosphate h~ingt also die Produktions- 
h6he ab. 

Die MSglichkeiten der Phosphatausnutzung durch die Bakterien- beziehungsweise 
Algenzellen sind in Abbiidung 1 dargestellt. Die Phosphataufnahme scheint grund- 
s~itzlich ein aktiver Prozef~ zu sein. Anorganisches Phosphat wird hierbei mit spezi- 
fischen Mechanismen in die Zelle transportiert. Phosphatester werden jedoch im all- 
gemeinen nicht direkt inkorporiert. Sie miissen vielmehr durch Phosphatasen an der 
Zelloberfl~iche gespalten werden. Erst danach ist die Zelle in der Lage, das hierbei 
freigesetzte anorganische Phosphat aufzunehmen. Phosphatasen an der Zelloberfl~iche 
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sind bei Bakterien, Algen und Pilzen weir verbreitet. Ihr Vorkommen macht es miSg- 
lich, daf~ gebundene Phosphate so weitgehend verwertet werden k/Snnen. 

BAKTERIEN PHYTOPLANKTON 

6 

? 

,,Kurzgeschtossener Phosphatkreislauf" 

Abb. 1: Schema des Phosphorkreislaufs zwischen Bakterien- und Algenzelle. Pi: anorganisches 
Phosphat; Pore: organisch gebundenes Phosphat; Poly: Polyphosphat. Weitere Erl~iuterung 

im Text 

Bis in jtingste Zeit hat man angenommen, dai~ dies der einzige Aufnahme- 
mechanismus filr Phosphorverbindungen sei. Vor kurzem hat man jedoch auch die 
Aufnahme intakter, nicht gespaltener phosphorylierter Verbindungen bei Bakterien 
beobachtet (ERAENIfrL, FALCOZ-KELLY & HORECKER 1964, HAYASHI, I~OCH & LIN 
1964). 

Filr den gesamten, im einzelnen sehr komplizierten und zum Tell noch wenig be- 
kannten ~Skologischen Aspekt des Phosphorstoffwechsels, der neben der Aufnahme 
auch die Speicherung und die Ausscheidung von Phosphat und die T~itigkeit freier 
Phosphatasen irn Wasser beinhaltet, hat man die deskriptive Sammelbezeichnung 
,,Kurzgeschlossener Phosphatkreislauf" eingef[ihrt. Die Bezeichnung besagt, dai~ eine 
Biocoenose auf einer sehr geringen N~ihrstoffbasis eine Massenentwicklung enffalten 
kann, da die N~ihrstoffe nicht festgelegt, sondern mit Hilfe der angedeuteten Mecha- 
nismen sehr schnell aufgenommen und wieder abgegeben werden. Um einen Beitrag 
zur Kenntnis der physiologischen Grundlagen dieser iSkologisch wichtigen Vorg~inge zu 
leisten, untersuchten wir den Einflui~ yon anorganischem und organischem Phosphat 
auf die Stickstoffbindung yon Azotobacter chroococcum. Azotobacter ist ein stickstoff- 
bindendes Bakterium des Bodens, das mit verschiedenen Arten auch im Gewiisser ver- 
breitet ist und neben anderen Mikroorganismen einen wichtigen Beitrag zur Stickstoff- 
bilanz des natiirlichen Standorts liefert. 

Da seit langem bekannt ist, dat~ Phosphor zu den begrenzenden Faktoren fiir die 
Stickstoffbindung geh/Srt, muf~te die leicht met~bare Stickstoffbindung yon Azoto- 
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bacter einen guten Mat~stab fiir die Verwertung verschiedener Phosphatverbindungen 
darstellen. Azotobacter schien uns auch deshalb fur diese Untersuchung besonders ge- 
eignet, da bereits mehrfach festgestellt wurde, dat~ das Bakterium organisches Phosphat 
verwerten kann. So land JENSEN (1954a, b), dab neben anorganischem Phosphat auch 
Glycerophosphat und Hexosediphosphat ausgenutzt werden. Der Verfasser glaubt 
sogar, daf~ die Wachstumsrate yon Azotobacter bei Verwendung organisch gebunde- 
her Phosphate ansteigt. Diese Angaben sind der direkte Ausgangspunkt fiir die vor- 
liegende Untersuchung, deuten sie doch die MtSglichkeit an, daf~ verschiedene Phosphate 
beziehungsweise phosphorylierte Verbindungen unmittelbar in den Stoffwechsel yon 
Azotobacter einbezogen werden kSnnen. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Hir die Versuche wurde eine anorganische GrundlSsung mit 2 °/0 Glucose als 
Kohlenstoff-Quelle verwendet. Zu der L/Ssung gaben wir die folgenden Phosphorver- 
bindungen in wechselnden Konzentrationen (0 bis 90/~g P/ml): Orthophosphat, Pyro- 
phosphat, Metaphosphat, Glycerophosphat, Fructose-l,6-diphosphat und Glucose- 
1-phosphat. An dieser Stelle sollen die mit Fructose-l,6-diphosphat erzielten Ergeb- 
nisse dargestellt werden. 

In den Versuchen wurden die Stickstoffbindung sowie der Zuckerverbrauch durch 
Azotobacter chroococcum in Abh~ingigkeit yon der Phosphatquelle gemessen. Die An- 
s~itze wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben, die je 10 ml mit Azotobacter-Suspension 
beimp~er N~.hrlSsung enthielten, durchgeftihrt. Die Kolben waren entweder unbe- 
ltiftet oder wurden durch starkes Schiitteln beliiitet. Als Beispiel f~ir einen derartigen 
Versuch mag Abbildung 2 dienen. 

Die nicht durchlli~ete N~ihrl/Ssung enth~ilt je 60 /~g P/ml aus anorganischem 
Phosphat beziehungsweise aus Fructose-l,6-diphosphat. Es ist deutlich zu erkennen, 
dat~ mit Fructose-l,6-diphosphat schneller und mehr Stickstoff gebunden wird als mit 
anorganischem Phosphat. Auch im Zuckerverbrauch macht sich die ft~rdernde Wirkung 
des Fructose-l,6-diphosphats deutlich bemerkbar. Denn bei Anwesenheit dieser orga- 
nischen Phosphorverbindung wird der Zucker schneller in den Stoffwechsel einbezogen 
als mit anorganischem Phosphat (Abb. 3). 

Hihrt man die gleichen Versuche mit durchltiflceten Kulturen durch, ~indern sich die 
Ergebnisse deutlich: Abgesehen davon, dai~ im Gegensatz zur stagnierenden Kultur der 
gesamte Zucker bereits nach 2 Tagen verbraucht ist (stagnierend nach 4 bis 5 Tagen 
oder unvollsfiindig), stimmen jetzt die Stickstoffbindung von Fructose-l,6-diphosphat 
und Orthophosphat gut ilberein. Fructose-l,6-diphosphat hat also unter dem Einflui~ 
der Bel~i~ung seine Vorrangstellung verloren (Abb. 4, 5). 

Es ist wichtig festzustellen, dat~ in den Schiittelkulturen trotz stark beschleunigten 
Zuckerverbrauchs und intensivierter Stickstoffbindung die tats~ichliche Ausbeute an 
Stickstoff nicht hSher liegt als unter stagnierenden Kulturbedingungen. 

Der Quotient verbrauchte mg Kohlenstoff/gebundene mg Stickstoff (C/N) charak- 
terisiert gut die (3konomie der Stickstoffbindung. Je kleiner der Quotient ist, das heif~t 
je mehr Stickstoff je Kohlenstoffmenge gebunden wird, desto 8konomischer wird die 
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Abb. 2: Stickstoffbindung durch Azotobacter chroococcum bei einer Phosphorkonzentration 
(Na2HPO4 bzw. Fructose-l,6-diphosphat) yon 60 ~g P/ml in stagnierender Kultur 
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Abb. 3: Zucker-Verbrauch durch Azotobacter chroococcurn bei einer Phosphorkonzentration 
(Na~HPO4 bzw. Fructose-l,6-diphosphat) yon 60 #g P/ml in stagnierender Kultur 
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Abb. 4: Stickstoffbindung durch Azotobacter cbroococc~m bei einer Phosphorkonzentration 
(NaeHPO4 bzw. Fructose-l,6-diphosphat) yon 60 l,g P/ml in Schlittelkukur 
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Abb, 5: Zucker-Verhrau~ dur~ Azotobacter cbroococcum be~ e~ner Phosphorkonzentration 
(Na~HPO4 bzw. Fructose-l,6-diphosphat) yon 60 b~g P/mI in Sda~ittelkultur 
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Kohlenstoffquelle ausgenutzt. Abbildung 6 zeigt, dab Fructose-l,6-diphosphat einen 
deutlichen Einfluf~ auf den C/N-Quotienten hat. Die Kurven besagen, daf~ in stagnie- 
renden Kulturen bei Vorhandensein eines Phosphatesters weniger Energie far die Stick- 
stoffbindung benStigt wird als mit anorganischem Phosphat. Die Phosphatester bewir- 
ken also eine Energieeinsparung. In belii~eten Schiittelkulturen finden wir genau um- 
gekehrte Verh~ilmisse. Denn hier ist das C/N-Verh~iltnis bei Verwendung von Ortho- 
phosphat am geringsten. Bei Fructose-l,6-diphosphat liegt der C/N-Koeffizient zwar 
auch teilweise niedriger als in unbel~ifteten Kulturen, ist aber htSher als der Ortho- 
phosphat-Koeffizient. 

Die immer wieder bes6itigte f~Srdernde Wirkung des Fructose-l,6-diphosphats 
legt den Verdacht nahe, daf~ vielleicht schon Fructose allein das Wachstum yon Azoto- 
bacter gegeniiber anderen Kohlenstoffquellen f/Srdert. Bei einem Vergleich yon Fruc- 
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Abb. 6: Vergleich der C/N-Relationen in stagnierenden und Schiittelkulturen yon Azotobacter 
chroococcum mit 90 #g P/ml aus Na~HPO4 bzw. Fructose-l,6-diphosphat 

tose und Glucose als Kohlenstoffquellen zeigte sich aber, daf~ Fructose allein die 
Menge des gebundenen Stickstoffs nicht beeinflui~t. Die f/Srdernde Wirkung mug also 
mit den Phosphatbindungen des Fructose-l,6-diphosphats zusammenh~ingen. 

Wie ist es zu erkl~iren, dai~ in stagnierenden Kulturen Fructose-l,6-diphosphat 
und (in geringerem Mai~e) auch andere Phosphatester die Stickstoffbindung fSrdern? 
Wir deuten den Befund so, daf~ die energiereichen Phosphatesterbindungen unzerst/Srt 
in die Azotobacter-Zelle gelangen. Das Bakterium braucht daher weniger neue Phos- 
phatesterbindungen zu kni~pfen und spart damit Energie ein, was in dem mit Fructose- 
1,6-diphosphat deutlich verringerten, das heii~t ~Skonomischeren C/N-Quotient zum 
Ausdruck kommt. Daf~ Phosphatester grunds~itzlich yon Bakterien aufgenommen wet- 
den k~Snnen, wurde bereits oben gezeigt. Bei Durchlii~ung steigt in Zusammenhang mit 
der verst~irkten Atmung, kenntlich an dem stark erh~Shten Zuckerverbrauch, auch die 
oxydative Phosphorylierung stark an. Damit stehen jetzt, im Gegensatz zur stagnie- 
renden Kultur, Phosphatbindungen im Oberschut~ zur Verfiigung, und eine zus~itzliche 
Lieferung weiterer Phosphatbindungen ist in diesem Falle fiir den Stoffwechsel bedeu- 
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tungslos. In durchlii~eten Kulturen f6rdern zus~itzliche Phosphatesterbindungen daher 
ni&t mehr die Sti&stoffbindung. 

Unsere Ergebnisse stimmen gut mit ganz anders angelegten Versuchen yon JENSEN 
(1954) iiberein. Der Autor stellte fest, daft der Magnesium-Bedarf yon Azotobacter 
yon der Phosphatquelle abh~ingig sei. Denn mit Glycerophosphat oder Hexosediphos- 
phat werden nut etwa 20 °/0 der bei Orthophosphat zur optimalen Stickstoffbindung 
erforderlichen Magnesiummenge ben6tigt. Dieser Befund kann so gedeutet werden, dag 
dutch die Darbietung gebundenen Phosphats (Glycerophosphat, Hexosediphosphat) 
die Magnesiummenge eingespart wird, die bei Verwendung yon Orthophosphat zur 
Enzymaktivierung far die Neubildung yon Phosphatestern ben/Stigt wird. Wenn 
Phosphatesterbindungen geliefert werden, brauchen diese ni&t erst gekniip~ zu wer- 
den, wozu Magnesium ben/Stigt wird. Mit dieser Anschauung stimmt unser Ergebnis 
gut iiberein, daf~ der spezifisch f/Srdernde Einflug des gebundenen Phosphats bei star- 
ker Durchlii~ung erlis&t. Es miissen also au& die Versu&e yon JENS~N in der Weise 
interpretiert werden, dag Phosphatbindungen ungespalten in die Azotobacter-Zelle 
aufgenommen und in den Stoffwe&sel einges&leust werden. 

Die mSgli&e Verwendung der Phosphorbindungen dur& Azotobacter nach Auf- 
nahme der ungespaltenen Phosphatester ist fiir den Stoffwechsel des Bakteriums be- 
deutungsvoll. Man weig he ute, daf~ im Stoffwe&sel eine Koppelung zwis&en energie- 
verbrau&enden Synthesereaktionen und energieliefernden Abbaureaktionen in vielen 
F~illen durch Energieiibertr~iger erfolgt. Als solche dienen besonders die sogenannten 
energiereichen Verbindungen. Der hohe Energieinhalt dieser Verbindungen ~iut~ert si& 
darin, dat~ sie bei der Hydrolyse einen hohen Betrag freier Energie liefern (mehr als 
6 Cal./mol.). Es handelt sich bei den energiereichen Verbindungen im wesentlichen um 
Phosphatester. Als Energietr{iger besonders wichtig ist ATP, das 2 energiereiche Bin- 
dungen und damit ein hohes Gruppeniibertragungspotential besitzt. ATP ist direkt als 
Energiespeicher der Zelle zu betrachten, der die durch ,,Verbrennungsprozesse" in der 
Zelle freigesetzte chemische Energie auff~ingt, speichert und sie den Verbrauchsorten im 
Bedarfsfalle zufiihrt. 

Fructose-l,6-diphosphat gehSrt nicht zu diesen energiereichen Verbindungen, denn 
das Phosphattibertragungspotential yon F-1,6-DP betr~igt nur etwa 3 Cal./mol.. Es ist 
damit zu gering, um Phosphatester neu zu kniipfen, aber es gibt spezifische Enzyme, 
die Phosphatesterbindungen iibertragen k6nnen, die sogenannten Transphosphatasen. 
Dur& sie kSnnen also Phosphatester im Stoffwe&sel weitergegeben werden. 

In unserem spezMIen Fall wiirden Phosphatbindungen aus dem Medium aufge- 
nommen und in der Zelle weiterverarbeitet werden. Organismen, die hierzu bef~ihigt 
sind, besitzen einen selektiven Vorteil, denn sie sind in der Lage, ungeniitzte Energie- 
reserven des Standortes fiir ihren Stoffwechsel nutzbar zu machen. Die Bio&emie des 
Phosphatstoffwe&sels hat also einen wi&tigen gkologischen Aspekt. THIENEMANN, der 
Nestor der modernen Limnologie, hat Ukologie vers&iedentlich dutch das Begriffspaar 
,,Leben und Umwelt" charakterisiert. Was hier geschildert wurde, ist Leben und Urn- 
welt, das heitgt Okologie, in biochemischen-mikrobiologis&en Dimensionen. Stoffwech- 
sel und Umwelt bilden offenbar eine aufeinander abgestimmte, optimale Einheit. 
Limnologie, unter einem biochemisch-Skologis&en Gesichtspunkt betrieben, schatR die 
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Voraussetzungen dafiir, tiefere Einblicke in diese Verkntipfung yon Leben und Um- 
welt zu erhalten. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Zur Untersuchung der Frage, ob der Stickstoffbinder Azotobacter chroococcum 
organische Phosphorverbindungen verwerten kann, werden Na~HPO~ X 2 H20 
und Fructose-l,6-diphosphat in ihrer Wirkung auf die Stickstoffbindung und den 
Zuckerverbrauch des Bakteriums verglichen. 

2. Es zeigte sich, dat~ Fructose-l,6-diphosphat einen spezifischen Einflui~ auf die Stick- 
stoffbindung austibt. Denn unter stagnierenden Kulturbedingungen ergibt der 
Phosphatester eine ~konomischere Stickstoffbindung als anorganisches Orthophos- 
phat, das heii~t, es wird mehr Stiekstoff je Kohlenstoffmenge gebunden (Abb. 6). Bei 
Beliifiung verschwindet der f~Srdernde Einflui~ des Fructose-l,6-diphosphats auf die 
Stickstoffbindung. 

3. Die dutch Fructose-l,6-diphosphat in unbeliifieten Kulturen gesteigerte Stickstoff- 
ausbeute wird dadurch erkl~irt, dai~ Phosphatesterbindungen in die Zelle aufgenom- 
men und dem Stoffwechsel zur Verfiigung gestellt werden. Bei Beliifiung sind 
Phosphatbindungen dagegen im Zusammenhang mit verst~irkten Phosphorylierun- 
gen im Oberschuf~ vorhanden. Ein zus~itzliches Angebot exogener Phosphatbindun- 
gen ist in diesem Falle fiir den Stoffwechsel bedeutungslos. 

4. Da am natiirtichen Standort Phosphate h~iufig nicht frei, sondern gebunden vor- 
liegen, wird die ~Skologische Bedeutung der Befunde diskutiert. 

Eine ausftihrliche Darstellung der Versuche erscheint zusammen mit H. MAtte in der 
Zeitschrift fiir Allgemeine Mikrobiologie. 

ZITIERTE LITERATUR 

FRAENKE•, D. G., FALCoz-KELLY, F. & HOXECK~R, B. L., 1964. The utilization of glucose- 
6-phosphate by glucosinaseless and wild-type strains of Eschericbia coil Proc. nat. Acad. 
Sci. U.S.A. 52, 1207-1213. 

HA'~ASHI, S. t., KOCH, J. P. & LIN, E. C. C., 1964. Active transport of L-ct-glycerophosphate 
in Eseherichia coil. J. biol. Chem. 239, 3098-3105. 

JENSEN, H. L., 1954a. The magnesium requirements of Azotobacter and Beijerinckia, with 
some additional notes on the latter Genus. Acta Agric. scand. 6, 224-236. 

- -  1954b. The Azotobacteriaceae. Bact. Rev. 18, 195-213. 

Discussion following the paper by OvEr~B~cI~ 

BARNES: Would not a critical experiment be to test the effect on homogenates with addition of 
high energy phosphates? 

OV~RBECK: Wir haben bisher nicht mit energiereichen Phosphaten wie ATP gearbeitet. Es 
konnte aber eine deutliche Phosphatasen- beziehungsweise Transphosphatasenaktivit~it im Sinne 
der Deutung unserer Versuche festgestellt werden. 


