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А. III. Галстян

К методике определения активности дегидраз в почве

(Представлено академиком АН Армянской ССР Г. С. Давтяном 16/VI 1962)

Основным методом обнаружения дегидраз и изучения специфич
ности их к субстратам дегидрирования является восстановление оки- 
слительно-восстановительных индикаторов с низким редокспотенциа- 
,юм типа метиленовой сини. Неоднократные попытки определения ак- 
ивности дегидраз почвы, по скорости обесцвечивания метиленовой 

сини, которая акцептируя водород, восстанавливается в бесцветное 
лейкосоединение, не увенчались успехом. До сих пор из-за методиче
ских трудностей определения дегидразы почвы изучены слабо.

В последние годы для определения активности дегидраз в каче
стве акцептора водорода применяются соли тетразолия. При этом 
бесцветные соли тетразолия восстанавливаются в красные соединения 
формазанов. Активность дегидраз почвы впервые определял Г. Лен- 
хард и рассматривал как показатель жизнедеятельности микроорга
низмов и количества гумусовых веществ, поддающихся разложению 
микробами (’*-). Для этой цели почва (10 г) увлажнялась до 9О°/о и 
в присутствии пептона, глюкозы и углекислого кальция инкубирова
лась в термостате при 29 С в течение суток. Затем в колбу прибав
лялся хлорид 2, 3, 5 трифенилтетразолия (ТТХ) и инкубация про
должалась 24 часа. После инкубации в колбу прибавлялось 50 мл ме
тилового спирта и полученный окрашенный раствор трифенилформа- 
зана (ТФФ) фотоколориметрировался.

В дальнейшем И. Л. Стевенсон (3) несколько модифицировал 
метод Ленхарда, в основном увеличивая навеску почвы (20 г) и 
/меньшая количество метилового спирта в два раза. Такое изменение 
нарушает отношение растворителя к субстрату, поэтому получаются 
Сниженные результаты. Последнее обусловлено еще и тем, что оп
ределение дегидраз в почве по Ленхарду не проводится под вакуу
мом (табл. 1).

Указанные недостатки устранялись при видоизменении этого 
Метода. Было установлено, что для определения активности дегидраз 
П°Д вакуумом трубки Тунберга менее удобны, поэтому использова-
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лись вакуумные колбы. Кроме этого, во избежание некоторых не
удобств работы с метиловым спиртом при массовых анализах, его за
менили этиловым. Этиловый спирт из почвы количественно извлекает

Таблица 1
Сравнительное определенно активности 

дегидраз в почве (д/г ТФФ на 100 г почвы)

Каштановая •

Бурая

По 
харду

В вакуумных 
колбах

9,7
10,2
9,6

4,4
4.9
4,6

28,5
29,0
28,7

16,7
17,0
17,8

о ч в а

продукт дегидразной реакции, поэтому и его можно использовать как 
растворитель ТФФ (фиг. 1).

После ряда испытаний условий, необходимых для активации и 
переноса водорода от метаболитов к акцептору, активность дегидраз

Фиг. 1. Содержание трифенилформгзаиа в 25 мл этиловом спирте
и экстинкция

в почве определялась следующим образом. Навеска воздушно-сухой 
почвы (1 г) помешалась в 50мл вакуумную колбу, добавлялось 15л<г 
углекислого кальция и производилось смешивание. Затем почва сма
чивалась 1°/э раствором глюкозы и добавлялся 1 мл 1°/0 раствора со
ли 2, 3, 5-трифенилтетразолия. Из колбы воздух выкачивался с по
мощью масляного насоса. Колбы осторожно встряхивались и стави
лись в термостат при 37 — 38 С на 24 часа. Контролем служила сте
рилизованная почва (180 С за 3 часа) и субстраты без почвы. После 
инкубации в колбы добавлялось по 25 мл этилового спирта и они 
встряхивались 5 минут. Содержание колб фильтровалось и получен
ный окрашенный раствор формазина колориметрировался прибором 
ФЭК—М. Использовались 5 мм кюветы и светофильтр с пропуска
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нием лучей света, длиной волны 500—600 .и;г. Активность дегидраз 
выражалась в мг трифенилформазана (ТФФ) на 100 г почвы за сутки.

Так как действие дегидраз Ленхардом было принято как показа
тель интенсивности микробиологических процессов почвы, то его 
можно использовать также для оценки ее биологической активности 
и плодородия. С целью уточнения этого положения активность дегид
раз изучалась в различных по плодородию почвах. Выяснилось, что 
плодородные, хорошо окультуренные почвы имеют высокую актив
ность дегидраз (табл. 2).

Таблица 2
Биологическая активность бурой почвы и урожаи озимой пшеницы

о ч в а
Дегидразы, 

мг ТФФ на 
100 г почвы 

за сутки I

Дыхание, .чг 
СО2 на 100 г 

почвы за 
. сутки

I Инвертаза, 
мг глюкозы 
на 1 г почтя 

за сутки

Урожай 
Ч/г

Слабоок у л ь ту ре н н а я 

Среднеокулы у репная 

Сильноокулыурепная

12,5

19,0

23,5

11,5

18,7

20,3

4,8

8,9

15,5

9,6

15,0

21,7

Действие дегидраз вместе с инвертазой и интенсивностью дыха
ния. которые приняты как отзывчивые показатели биологической ак
тивности почвы, находится в прямой коррелятивной связи с урожай
ными данными озимой пшеницы. Следовательно, активность дегидраз 
может быть одним из показателей биологической активности и пло
дородия почв. Для этой цели определение активности дегидраз в поч
вах необходимо производить в вакуумных колбах. В результате по
ручаются более достоверные данные, чем методом Ленхарда.
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ւ 'էեհ ի ղր ա ղն ե ր ր կարևոր ‘թ1/1 ^ն խաղում հողի օրղանական ն (ութերի օքսիդացման և վերա-
Հեգնման ժամանակ է նրանք Հիմնական շնչառական ֆերմենտներն են։ Չնաքած ղրան Հողի 

վէր/րա ղն ե րր անբավարար են ուս ումնա ս իրվ ած ։ Վերջինս պայմանավորված Լ ե դե լ մի շարք 
|ր փողական դժվարություններով: Հատկապես մ ե թ իլեն ի կա պույտ ր' որպես ջրածնի ակցեպտոր 
^կրավորություն շի տւԼել գեհ իդրաղնե ր ր Հայտնաբերելու անմիջա պեււ հողում։

I Հողում դեՀ իդրաղնե ր ր հ ա յտն ա բե ր ե լու և նրանց ւս սանձն ա Հ ա տկութ յոլնն ե ր ր ուսոլմնաս ի -
■ ‘*ամար համ ւս պատասխան ակցեպտոր են հ ան ղիո ան ում տ ե տ ր ա դ ո / իո ւմ ի աղերր: Առա ջ ին

այս եղան ակր առաջարկել Լ Լենհարղր։ Այստեղ 2է 3—5 տր իֆենի լտետ րադպիում ի րլո-
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որին կարեք ի / ֆ ո տ ո կ ո լո ր իմ ե տ ր ե լ: Հողի դեհ ի դ ր ւս զն ե ր ի որոշման Լեն » արդի եղանակր
I ծ ի շարք թերություններ, որոնց ւքերացմանն Լ նվիրված այս տշխաւոանրր։ Մեր կողմից
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կատարված ձևափոխություններից հետո դեհիդրադներր կարելի Լ որոշել հետևյալ ձևով' / 
օդա շոր հոդր տեղափոխ ել վակում կո[թի մեջ, ավելացնել 7.5 մդ կավիե, Լավ խաոնել և թրջե 
դ1քո։կոդի /ածու քթով է այնուհետև ավելացնել 1 մլ,մեկ տոկոսանոց տհտրադոլիոէմ ք*1որիդի [ոլ. 
ծույի և կ ո / ր ր պահել թերմոստատում 37--- 38 (, ? 7 մ. հետո ավելացնեւ 25 մլ դինա սպիրտ /<
ստացված դունավոր լուծույթր կոլոր իմ ետր ել ՖԵԿ—II դո րծիրով

Դեհիդրադների որոշման այո եղան ակն երր կար եք ի / (այն կիրա ոե ք հոդի ր ի ո լ ո դ ի ա կսւն tu 
տիվությու նր որոշելիս։
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