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В ряде схем, предложенных для объяснения химизма фиксации азо
та атмосферы (4, 5, п, 12), допускается, что в качестве первичного про
дукта фиксации азота образуется аммиак. Если бы такое допущение, 
основанное на действительном нахождении аммиака в культурах азото
бактера, было вполне справедливо, то на 1 г использованного водоро
да органического вещества, вероятно, фиксировалось бы определенное 
количество азота атмосферы. Однако нашими опытами было установ
лено, что прямой зависимости между использованным водородом и фик
сированным азотом не наблюдается. В связи с тем, что этот вопрос 
имеет принципиальное значение, нами были проведены дополнительные 
опыты с значительным отвлечением водорода к необратимо связываю
щему акцептору. Как было установлено В. Липшицем (10) и А. Гуреви
чем Ц, 2), орто-динитробензол может служить хорошим акцептором во
дорода при окислении органического вещества во время дыхания и 
восстанавливается им сначала до нитро-фенилгидроксиламина, а затем 
до нитранилина по уравнению:

1) C6H4-NO2 -N0,:+ 4Н = С6Н4 • NHOH • NO2 + Н2О;
2) С6Н4 • NHOH • NO2 + 2Н = С6Н4 • NH2 • NO2 + Н2О.

Из этого уравнения следует, что для полного отвлечения водорода 
из сферы реакции с азотом требуется использовать на 1 граммолекулу 
сахара 2 граммолекулы орто-динитробензола. Как бы показано А. Гуре
вичем, это вещество не ядовито для живых клеток и легко поступает 
ві них через полупроницаемую оболочку. Но так как продукты его вос
становления легко растворяются в воде и при значительной концентра
ции могут оказать неблагоприятное влияние на живую клетку, то в пер
вом опыте нами было испытано влияние на продуктивность фиксации 
азота разных концентраций орто-динитробензола. Опыт ставился в эр- 
ленмейеровских колбах объемом на 300 мл. В каждую колбу налива- 

’лось 100 мл жидкой питательной среды для азотобактера (наша моди
фикация) с 2,0 г глюкозы. После стерилизации среда инфицировалась 
1 мл суспензии Azoiobader agile, и колбы ставились в термостат с тем
пературой 25° С на 60 дней. За это время орто-динитробензол был вос
становлен до нитранилина через промежуточную стадию нитро-фенил
гидроксиламина. По окончании опыта была проверена чйстота культу
ры и определено содержание неиспользованной глюкозы и общего азо
та. Результаты опыта приводятся в табл. 1.
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Таблица 1

Продуктивность фиксации азота атмосферы азотобактером 
в присутствии орто-динитробензола в качестве акцептора 
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Как можно видеть из цифр табл. 1, отвлечение водорода на восста
новление орто-динитробензола, достигшее в варианте № 5 34°/а всего 
запаса водорода в использованной глюкозе, не только не приводит к 
понижению продуктивности фиксации азота, но даже, наоборот, повы
шает ее, что указывает на отсутствие прямой связи между фиксацией 
азота и превращениями водорода используемого органического ве
щества. Получив такой результат, мы решили, для большей убедитель
ности, повторить опыт, но с использованием больших доз орто-динитро- 
бензола. Опыт ставился в эрленмейеровских колбах объемом на 750 мл. 
В каждую колбу наливалось 200 мл жидкой питательной среды, со 
державшей глюкозу в концентрации 0,025 моля (0,45 г) и орто-динит- 
робензол в концентрации 0,03 моля (0,504 г). После стерилизации пи
тательная среда была инфицирована 1 мл суспензии Azotobacter agile

Таблица 2
Влияние орто-динитробензола на интенсивность фиксации 

Azotobacter agile азота атмосферы

Варианты опыта

Во
сс

та
но

вл
ен

о д
и н

и
тр

об
ен

зо
ла

 в 
г

П
от

ре
бл

ен
о г

лю
ко

зы
 

в г
! Со

де
рж

ал
ос

ь в
од

о
ро

да
 в 

гл
ю

ко
зе

 в 
мг

За
тр

ач
ен

о в
од

ор
од

а 
на

 во
сс

та
но

вл
ен

ие
 

ди
ни

тр
об

ен
зо

ла
 в м

г Фиксировано 
азота атмосферы 

в мг

П
ро

ду
кт

ив
но

ст
ь 

фи
кс

ац
ии

 аз
от

а в
 °/с 

от
 ко

нт
ро

ля

Число клеток 
азотобактера 
в культуре

на
 1 г

 ис


по
ль

зо
ва

нн
ой

 
гл

ю
ко

зы

на
 1 г

-м
ол

ь

Контроль ................ 0,00 0,150 
0,450

30,0
30,0

0,00 6,85
7,27

р 270,8 100,0 1,793- 10*

0,03 моля орто-ди
нитробензола

0,501 0,150 
0,150

30,0
30,0

18,0
18,0

6,70
8.13

[1 333,8 1С4 9 2,686 • 10’

58



и .поставлена в термостат с температурой 30°С на 15 дней. По оконча
нии этого срока были определены титр клеток азотобактера, количество 
потребленного сахара и общего азота (модификация метода Иодель- 
бауэра). Полученные результаты приведены в табл. 2.

Так как определение азота орто-динитробензола сопряжено с изве
стными трудностями, то в этом опыте был произведен еще и учет числа 
развившихся клеток азотобактера. Этот показатель весьма важен для 
оценки общей продуктивности фиксации азота, поскольку азот нитро- 
группы, а также и амино-группы нитранилина не усваивается азотобак
тером. Как можно видеть из табл. 2, количество развившихся клеток 
азотобактера в этом варианте опыта было несколько выше, чем в па
раллельном варианте без орто-динитробензола. Эти бесспорные факты 
определенно показывают, что между содержанием водорода в веще
стве и количеством фиксированного азота атмосферы нет количе
ственной зависимости. Кроме того, они позволяют сделать еще одно 
важное заключение: между энергетическим выходом окислительной 
реакции и фиксацией азота атмосферы также нет прямой количествен
ной зависимости. В тех случаях, когда больше половины водорода ис- 
пользоівіанной глюкозы направляется на восстановление орто-динитро- 
бензола, выход энергии, конечно, ниже, чем в случае сжигания водо
рода до воды при его окислении молекулярным кислородом, а продук
тивность фиксации остается довольно высокой. Получив такой резуль
тат, мы сделали попытку установить, может ли орто-динитробензол це
ликом заменять молекулярный кислород в окислительных процессах у 
азотобактера. С этой целью был поставлен еще один, опыт с густой су
спензией азотобактера в строго анаэробных условиях. Опыт ставился 
в колбах Вюрца объемом на 1000 мл. В колбу добавлялось 250 мл пи
тательной жидкости, содержавшей 2 г глюкозы и около 20 г азотобакте
ра (живой вес), выращенного на маннитном агаре. Содержание азота в 
азотобактере отвечало 28,4 мг. После добавления нужных соединений 
из колбы был выкачан воздух до остаточного давления в 25 мм и заме
нен чистым азотом. Затем колба была вторично эвакуирована до оста
точного давления в 25 мм и вновь заполнена чистым азотом. При такой 
системе удаления воздуха ® колбе остались только, следы кислорода, не 
превосходившие 0.2—0,3 мл. В таком виде колбы ставились в термостат 
с температурой 30° С на 50 дней. По окончании этого срока были про
изведены соответствующие анализы, результаты которых приведены в 
табл. 3.

Таблица 3

Продуктивность фиксации азота атмосферы Azotobacter agile 
в бескислородной среде, содержащей орто-динитробензол 

в качестве единственного акцептора водорода

Варианты опыта

Баланс азота 
в культуре в мг

Количество 
клеток азото

бактера 
в культуре

2 г глюкозы + 4 г динитро
бензола ........................... 0,675

2 г глюкозы 4-2 г нитрани
лина .................................. 0,125

45,0 45,0

8,33 0,0

28,4

28,4

35,13 6.73 14,8- 1010

29,0 0,6 12,05- 101’
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В результате опыта выявилось, что полное лишение азотобактера 
свободного кислорода не лишает его способности продолжать свою 
жизнедеятельность, если в среде имеются подходящие акцепторы водо
рода. В их присутствии создаются-условия для потребления сахара и 
даже роста клеток азотобактера. Однако этот процесс совершается 
только в Присутствии орто-динитробензола в качестве акцептора водо
рода. В параллельном опыте с добавлением в качестве акцептора водо
рода нитранилина потребление сахара было- ничтожным. Повидимому, 
вторая нитро-группа из динитробензола не подвергается дальнейшему 
восстановлению и не может служить акцептором водорода. Из этих 
данных следует, что в строго анаэробных условиях, но в присутствии 
подходящих акцепторов водорода азотобактер может фиксировать азот 
атмосферы и размножаться. Этот факт представляет большой интерес, 
так как он указывает нам на возможное наличие общности в механиз
ме фиксации азота у азотобактера и Clostridium Pasteurianum. Помимо 
этого, способность азотобактера фиксировать азот атмосферы в бескш 
слородной среде еще раз подтверждает, что количественной зависимо
сти между водородом радикала и фиксацией азота не существует. 
Фиксация атмосферного азота азотобактером, в первую очередь, свя
зана с превращениями углерода радикала, в частности с образованием 
карбонильных групп при его окислении. По месту этих групп и проис
ходит, видимо, присоединение азота сначала к катализатору фиксации 
азота, а затем от него и к другим веществам, синтезирующимся в. 
клетке.
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