
•.ILOlU.’llD, llll_ ILUII/MiII I’ll Щ1S 1Г|»|«
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСК

MbbllllPILUH.in, ^HVbbll 
ИИ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

т. XXVIII, № 2, 1975

УДК 631.417.7

С. А. АБРАМЯН, А. Ш ГАЛСТЯН

ВЛИЯНИЕ ПРИРОДЫ БУФЕРНЫХ РАСТВОРОВ НА АКТИВНОСТЬ 
ФЕРМЕНТОВ ПОЧВ

Активность ферментов ночи в тначнтельной степени тависит от природы бтферныт 
растворов, исполыуемых для установления опги-мхмов pH их действия Торможени-* 
действия ферментов под влиянием буферных растворов обусловлено ингибированием 
.1.1,1 смещением pH среды в результате обменных реакций между компонентами буфер
ных систем и катионами почвы. При исследовании ферментов почв необходимо приме
нение буферных растворов, не обладающих ингибирующими свойствами

Активная реакция почвы (pH) является чрезвычайно важным 4 ак-
юром, определяющим интенсивность и направленность ферментативных
процессов. Отдельные ферменты требуют определенные условия реакции
реды. Одни из них, например, гидролазы глюкозидов активны при ела-

бокислой реакции, амидазы— 
ночной [4—8, 11 16]. Обычно

нейтральной, оксидоредуктазы—слабоще-
зависимость скорости ферментативной

реакции от pH среды устанавливается с помощью буферных растворов.
С этой целью в практике исследования применяются буферные растворы
различной природы с кис дыми и щелочными 
ских и органических соединений.

До настоящего времени влияние природы

компонентами неорганиче-

активность ферментов почв не изучено. Цель
буферных растворов на

данного исследования за-
ключалась в выявлении некоторых вопросов этой сложной проблемы
Углубленные и систематические исследования в этом направлении, не
сомненно, приведут к познанию каталитических свойств почвы и меха
низма действия ферментов в зависимости от реакции среды.

Материал и методика Исследования проводились на различных типах почв горн
луговая дерновая, среднесуглинистая (гумус—14.3%. pH 4.5. степень насыщенности
г,8%); чернозем выщелоченный, среднесуглинистый
Щенности- ); каштановая карбонатная, среднее)

(гхмхе 5,6, pH 6.4. степень нась 
глинистая (гумус—3.4. pH 8.0. сте

пень насыщенности 100); бурая полупустынная (гумус 2.2. pH 8.2. степень насыщен
ости-—100); бурая орошаемая луговая (гумус 1.8. pH 8.2. степень насыщенное г I 

100); содовый солончак (гумус 0,6, pH 10.01; мелиорированный солончак АрмС< I 
(гумус-1,1, pH 7,5, степень насыщенности—100); краснозем, глинистый ГрузССР (гу-

МУС 1.0. pH 3,9, степень насыщенности 10); дерново-подзолистая легкое) глиниста՝
Московская область (гумус— 1.7, pH 4.5, степень насыщенности

В опытах были использованы буферные растворы с неорганически мн и • »( тни 
диапазонами .pH: уксусно-анетатный-скими компонентами [I, 2. 9] с 

pH 3.2 -6,2, цит.ратно-фосфатчый
''•И, аммонийно-уксхснокислый 3.3- 11.0,

различными
2,2—8.0. фосфатный -4.94—9.18. боратный 7.71 - 

этанотамин-уксуснокнстый 3,2» !•՝-՛ ■
'Р»>с (гидрокепметил) аминометан-солянокнслый 7.2—9.2



л п цепной -в 50 мл стаканах к 5 г почвы приОпыты проводились в двух сериях. в пс|
бавлялось по 10 мл буферного раствора с опре й к иным «паи .
,, ,ui.ru- яп нтопой_ при тех же значениях pH определи-рН-метра устанавливались их с звнгн. во вто[ с ।

ПОМОЩЬ*»

1ась активность ферментов почв [5].
Каталитические свойства почв изучались с помощью pacmen.it 

j (КФ 1 11 1-6) и неорганических катализаторов, и гидролиза са- 
р-фруктофуранозилазы (КФ 3.2 1.261 при pH почвы „ _

перекиси водо

рода с учетом катала<ы
чарозы по активности

без добав-

лення буферных растворов.

Результаты и обсуждение. Каталитическое свойство почвы зависит 
от ее pH. Установлено, чго в почвах со слабокислой реакцией гидролити
ческие процессы протекают интенсивнее, чем окислительно-восстзнови- 
тельные, в слабошелоч юн—наоборот (рис. 1). Интенсивный гидролиз

t ՝// novfai
Рис I. Зависимость между каталитическим свойством почвы и ее pH. 
з| гидролиз сахарозы. б) расщепление перекиси водорода. Почвы: 1 крас
нозем. 2 дерново-подзолистая, 3—горно-луговая дерново-торфянистая. 
4 горно-луговая дернозая. 5—лугово-черноземчая. 6—чернозем выщело
ченный, 7-лесная коричневая. « чернозем карбонатный. 9 каштановая 
карбонатная 10—бурая полупустынная осолонцованная, 11—солонец-со- 

лончзл хлоридно-сульфатно-содовый.

сахарозы происходит в горно-луговых почвах, имеющих слабокисл)ю 
’сакцию среды (pH 4,0- 5,5), соответствующую оптимуму pH (3-фрукто- 
Ф. ранозидаэы. Разложение перекиси водорода интенсивно протекает в 
почвах со слабощелочной реакцией среды (pH 7,3—8.2). Этот интервал 

> соответствует оптимуму действия каталазы почв. В красноземе и 
-о-рново-подзотистой почвах биокаталнтическая активность подавлена. 
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в этих почвах в результате подзолистого процесса накапливается значи
тельное количество соединении железа и алюминия, которые ингибиру
ют гействие ферментов. Активность биокатализаторов сильно подавлен ։ 
;1 щелочных почвах (pH 9,5-10,5), здесь действие некоторых ферментов 
не обнаруживается.

Закономерное изменение гидролитических и окислительно-восстано
вительных свойств почвы в зависимости от pH обусловлено тем, что она 
является хорошо забуференной средой главным образом за счет неорга
нических и органических соединений с кислотными и щелочными свой
ствами. Установлено, что в зависимости ог реакции почвы ферменты ак
тивны в том случае, когда оптимум pH их действия по своему значению 
близок к pH почвы. Каталитический эффект фермента зависит от степе- 

111 ионизации функциональных групп, входящих в его белковую молеку
лу, определяющих реакционность активного центра. Он достигает мак
симума при оптимуме pH данного фермента [5 8]. Поэтому выяснение 
<ависимости каталитических свойств от pH среды с помощью буферных 
растворов приобретает важное значение.

Опыты показали, что природа буферных растворов, т. е. их кислот
ные и щелочные компоненты имеют определенное значение при опреде
лении активности ферментов почв. Различные буферные растворы с оди
наковым значением pH действуют на активность ферментов почв различ 
но. Одни буферные растворы в отношении отдельных ферментов прояв
ляют сильное ингибируюшее действие, другие—слабое или вовсе не 
злияют на них. Например, уксусно-ацетатпый буферный раствор pH 5.0 
ингибирует фосфатазы почв (рис. 2) и почти не действует на активность
Рфру ктофу ранозидазы. I1итра тио фосфа тны и и эта полам ин-уксу снокпс- 
лый буферные растворы также нс ингибируют действие р-фрукгофура- 
чо<и тазы, но аллостеричсски влияют на активность фосфатазы.

Активность нуклеазы почв также зависит от природы буферных ра
тзоров, используемых для установления оптимума pH их действия (то 
блица). Приведенные данные показывают, что боратный буфер сильнее 
ингибирует действие нуклеазы почв, чем этаноламин-уксуснокислыч. 
При определении активности нуклеазы с учетом отщепленной фосфорно։ 
кислоты исключается возможности применения фосфатного и цнграгн* 
фосфатного буферных растворов. Нуклеазы, осуществляющие тидроли 
тнческое расщепление нуклеиновых кислот с освобождением фосфор 
ной кислоты, имеют большой сдвиг оптимума pH 6,5—8,2. Поскольку бу 
фериые растворы ингибируют действие нуклеазы, то целесообразно о. 
ре (елять их активность при pH почвы -без добавления буферных ра.
творов.

Буферные растворы различно действуют также на алтпвпосп 
лазы (таблица). Они ингибируют или активируют каталазу в зависать 
стп от химического состава почз, а также в связи со структурой 
•ты фермента и механизмом его действия. Каталаза— тву хкомпонеп и 
фермент, простетической группой которого является феррипротс I 
Рчн (протогемин). Железо в гематине, составляющее активны!! центр
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Рис. 2. Влияние природы буферных растворов на активность фосфатазы
(I) и р-фрукт уранозндгзы (II) горно-луговой дерновой почвы (а) вы
щелоченного чернозема (б| Буферные растворы: I—без буфера. 2֊ фос
фатный. 3—цитратно-фосфатный. 4—уксусно-аиетатный. 5—этанола мин-

уксуснокислый.

Таблица
Влияние природы буферных растворов на активность ферментов почв

Буферные растворы РН 
буфера

Чернозем 
выщелочен
ный. р|| 6.4

Каш । а нова я 
карбонатная, 

pH 8.0

Бурая культур
но-поливная, 

pH 8,2

каталаза, см3 Оа

Без буфера 
Фосфатный 
Цитратно-фосфатный 
Боратный
Этаноламин-уксуснокисл ый 
Трис

8,1
8,0
8.0
8.2

. 8.1

8.7
4.2
4.0
4,1
7.8
7,8

1 1,4
3.5
3.5

10*7

11,8
3.2
2,8
3.5
9.6
8,8

и у к л е а з ы, мг Р2О5

Без буфера
Боратный
Этанола мин-уксуснокислый
Трис

8,0
8,2
8.1

8.3
2.0
7.5
5.3

10,8
5,3

10,0
8.0

14.8
9.0

10,8
13,0
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рермента, связано с гидроксильной группой и непосредственно участву
ет в активации субстрата [6, 8, 10]. При разложении перекиси водорода 
образуются промежуточные комплексы с атомом железа, которые вос
станавливаются другой молекулой перекиси водорода. Отдельные компо
ненты буферных растворов, в частности кислотные остатки, имеют боль
шое химическое сродство с атомом железа, конкурентно блокируют ак
тивный центр фермента и исключают возможность образования проме
жуточных перекисных соединений. В результате происходит торможение 
активности фермента. Причем буферные растворы с неорганическими 
компонентами сравнительно больше ингибируют действие каталазы поч
ну, чем с органическими.

Оптимум pH действия каталазы почвы установлен с помощью эта- 
лоламин-уксуснокислопо буферного раствора (рис. 3). При применение

%
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Рис. 3. Установление оптимума pH каталазы в бурой кхльгурно-поливюн 
почве. Буферные раствоэы: I—этаноламин-уксуснокислый. II фосфатный 
Разложение перекиси водорода: I—воздушно-сухой почвой. 2- < терпли ю 

ванной, 3—активность каталазы.

фосфатного буфера в результате сильного торможения активное гн ката 
лазы и значительного смещения pH среды не получается четкого пика 
оптимума pH [I, 5). Эти явления сравнительно меньше наолютяютсч и.
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применении органических буферных растворов. Исследования показали, 
что фосфатный буферный раствор активирует каталазу в горно-луговых 
почвах. Очеви то, образующиеся труднорастворимые фосфаты алюми
ния и железа в почве предотвращают их ингибирующее действие или 
происходит аллостерический эффект, что требует дальнейших пояснений.

Таким образом, для \становления соотношении между величиной 
pH почвы и естественным ходом ферментативных реакций необходимо 
определение активности ферментов производить при pH почвы без до
бавления буферных растворов. В случае выявления потенциальной ка
талитической активности почв результаты исследования должны иметь I •
общую основу, и стандартный раствор своим значением pH должен соот
ветствовать оптимуму данного фермента. В результате проведенных ис
следований установлено, что природа буферных раствороз имеет важное 
значение при определении активности ферментов почв. Ингибирование 
и активирование действия ферментов зависит от природы буферных 
растворов, их аллостерического воздействия на белковую молекулу фер
мента и от химического состава почвы. Торможение активности фермен- 
т.)в под влиянием буферных растворов обусловлено ингибированием или 
смещением pH среды в результате обменных реакций между компонен
тами буферных систем и катионами почвы. Органические буферные рас
творы. по сравнению с неорганическими, имеют определенные преиму
щества. Следовательно, при определении активности ферментов почв 
необходимо применение буферных растворов, не обладающих ингиби
рующими свойствами.
НИИ почвоведения и агрохимии 

МСХ АрмССР IУступило 6.XI 1974 ։.

II. И. ԱՐՐԱՀԱՕԱՆ, Ա. Շ. ԳԱԼՍՏՅԱՆ

ՏԱՐԲԵՐ ԲՆՈՒՅԹԻ ԲՈՒՖԵՐԱՅԻՆ ԼՈՒԾՈՒՅԹՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ 
2ՈՂՒ ՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

Ամփոփում

-որւՒ ֆերմենտային պրոցեսների ուղղությունն ու ուժղն ու թ յան ր պայմա֊ 
նավորված / միջավայրի Հմ\~ով։ Եթե ֆերմենտի օսլտիմում իր նշանա֊
կությամբ մոտ է հողի թ!1֊/րե, ապա այն ղործում է բարձր ա կտի վու թյա մ բ։ 
Ֆերմենտի օպտիմում 1*1 1֊հ/ որոշում են բուֆերային լուծույթներով։ Պարզված 
Լ, որ տարբեր բնույթի բ ուֆերա յին լուծու յթներր նույն ?11-/ր ղեպբում որոշակի 
ազդեցություն են թողնում ֆերմենտների ակտիվութ յան վրա: Նրանբ հաճախ 
ճնշում են ֆերմ ենտների զո րծ ուն ե ռ ւ թ յո ւն ր ։ էհ ստի, հողի ֆերմենտների ակ֊ 
տիվությունր որոշելիս անհրաժեշտ է կիրառել այնպիսի բուֆերային լուծույթ֊ 
ներ, որոնբ զերծ են նման • ա տ կ ությունն ե բ ի ց լ Այս տեսակետից օրզանական 
բուֆերային լուծույթներր անօրգանականի համեմատությամբ ունեն որոշակի 
առավելու թ յան և կարելի է լայնորեն կիրառել հողային հ ե տ ա ղ ո տ ո ւ թ (ունն ե ֊ 
բում:



Влияние буферных растворов на активность ферментов почв

w ЛИТЕРАТУРА

I. Абрамян С. А., Галстян A 111. ДАН АрмССР. 58, 5, 1974.
2. Аринушкина Г.. В. Руководство по химическому анализу почв МГУ, 1961
3. Браунштейн Д. Е. Журн. Всесокнн. хим. об-ва нм Менделеева, 13. I. 1963
4. Васильенко Е. С. Почвоведение, II, 1962.
5. Галстян А. 111. Ферментативная активность почв Армении. Ереван. 1974
6. Диксон М. и Уэбб Э. Ферменты. М., 1966.
7. Кретович В. Л. Введение в энзимологию. М., 1967.
8. Купревич В Ф. и Щербакова Т. А. Почвенная энзимология. Минск, 1966
9. Лурье К). Ю. Справочник по аналитической химии М , 1971. ,

Ю. Самнер Дж. Б. и Сомерс Г. Ф. Химия ферментов и методы их исследования. М 
1948.

II. Хазиев Ф. X. Почвенные ферменты, М., 1972.
12. Чундерова А. И. Агрохимия, 5, 1970.
13- Durand G. Rev. Ecol. Biol. Sol. 2 (2), 1965.
14. Hofmann E. and Hofmann G. Z. Pflanzenernahr., Diing, Bodenn., 70 (1), 1955.
15. Kiss S. Talanjenzimen. Addendum (Harmadik resz) in Talajtan (M. I. Scapo. Edi

tor), Bucharest, 1958.
16. Skujins J. I. Enzymes in soil. In: A. D. McLaren and L. H. Peterson (Editors* 

Soil Biochemistry, 1, 5., 1967.


	25.jpg
	26.jpg
	27.jpg
	28.jpg
	29.jpg
	30.jpg
	31.jpg

