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К ОПРЕДЕЛЕНИЮ АКТИВНОСТИ ФОСФАТАЗЫ ПОЧВЫ

Методы определения активности почвенной фосфатазы основаны на 
учете отщепленного при ферментативном реакции неорганического фос
фора или органическом части-молекулы субстрата-фосфорорганическн.х 
соединении [1—7]. Для определения активности фосфатазы при наличии 
I. почве железа, алюминия и карбонатов первая группа методов менее 
применима. В этом случае образовавшаяся при ферментативном реак
ции фосфорная кислота поглощается и количественно ее трудно опреде
лить. Определение органической части субстрата более правильно отра
жает картину действия фосфатазы почвы. Причем, эти определения 
можно производить при любом содержании в почве карбонатов и дру
гих элементов, связывающих фосфорную кислоту.

В этом сообщении мы ставили задачу выяснить некоторые вопросы 
методики определения активности почвенном фосфатазы при использо
вании в качестве субстрата фенолфталсинфосфата натрия (ФФФ-.Ха). 
примененного 11. А. Красильниковым ч В. В. Котел евым для качествен 
ного определения фосфатазы микроорганизмов почвы [3].

Ряс. I. Калибровочная номограмма фенолфталеина для 
фотокодоримс-трического определения активности фосфа

тазы почвы.

Для количественного определения фосфорной кислоты, отщепленно
го от ФФФ-1\'а под действием почвенной фосфатазы, пользовались ка
либровочной номограммой фенолфталеина (рис. I). Чистый фенолфта
леин 0,01 г растворяли в 60 мл этилового спирта и объем доводили ви
дон до 100 мл. 1 мл этого раствора содержит 0.1 мг фенолфталеина. 
Затем в 100 мл мерных колбах брали соответствующие количества ми- 
лилнтров стандартного раствора с содержанием от 0,1 до 2 мг фенол-
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фталеина. Прибавляли 2 мл 10% ЬДЦОН и объем доводили до метки. 
Окрашенный раствор колориметрировали прибором ФЭК-М.

Как известно, действие ферментов зависит от pH среды. Изучение 
оптимума pH действия фосфатазы показало, что в почве действуют кис
лая (pH 5.4 6;0) и щелочная (pH 8,0—8,5) фосфатазы (рис. 2). В почве 
их количественное соотношение трудно установить. Наличием двух ви
дов фосфатаз в почве обусловлено снижение их общей активности при 
прибавлении буферных растворов с определенными значениями pH. ко
торые одновременно являются ингибиторами (табл. 1).

Рис. 2. Влияние pH на активность 
фосфатазы почвы.
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Следует отметить, что при определении оптимума pH действия фер
ментов некоторые исследователи не учитывают взаимодействие буфер
ных растворов с почвой. Со многими почвами, в особенности с выщело
ченными, буферные растворы не сохраняют значения своих pH. В ре
зультате обменных реакций с почвенными коллоидами они снижаются и 
фактически фермент действует не при pH прибавленного буфера, а в 
более низких его значениях, поэтому с повышением pH активность фос
фатазы повышается (6, 7].

Во избежании этого явления нельзя ограничиваться лишь прибавле
нием буферных растворов, а необходимо с помощью pH метра буферны
ми растворами в среде создать соответствующие значения pH. Только в 
этом случае удается обнаружить действие кислой и щелочной фосфата
зы в почве.

Выясняется, что в выщелоченных и горно-луговых почвах в основном 
действует кислая, а в карбонатных черноземах, каштановых и бурых— 
шел очи а я фосф а таз а.

Для выявления зависимости скорости фосфатазной реакции от вре
мени почву с субстратом в течение определенного времени инкубировали 
при различных температурах. Тепловая инактивация фосфатазы почвы 
начинается при 60—70°С. Здесь температурный коэффициент получается 
меньше единицы, т. е. молекула фермента претерпевает деструкцию. 
После 70°С скорость фосфатазной реакции сильно надает (рис. 3). По
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следняя указывает на биохимический характер реакции образования 
фосфорной кислоты в почве.

С целью сохранения постоянства порядка фосфатазной реакции при 
определении было изучено влияние концентрации субстрата- ФФФ Ма 
и навески почвы на ее активность. Скорость ферментативной реакции 
зависит от концентрации субстрата (рис. 4), в случае однопроцентного

Рис. 3. Влияние температуры на актив
ность фосфатазы почвы

Хомцемпрсщия /fo

Рис. -1. Влияние концентрации фе- 
нолфталеннфосфата натрия на актив

ность фосфатазы почни.

раствора обнаруживается самая высокая активность фермента. Затем в 
результате образования неэффективных субстрат-ферментиых комплек-
сов ее активность сильно надает.

Определенное значение имеет 
После определенного предела (1 
мента почти не меняется (рис. 5).

навеска почвы, взятая для анализа, 
почвы) эффективное действие фер-

ncfv£b/

Рис. 5. Влияние навески почвы на ак
тивность фосфатазы.

Рлс. 6. Изменение скорости фосфатной 
реакции в почве, 1 — выщелоченный 

чернозем, 2 — каштановая.

Изучение отдельных факторов, влияющих на фосфатазную реакцию 
в различных типах почв, дало основание определение активности фер
мента производит.՛, следующим образом: навеску I г воздушно-сухой 



2x A. III. Галстян, Э. А. .Арутюнян

почвы помещали в 50 мл колбы, смачивали водой до 90% от полной вла- 
гоемкости, прибавляли I мл 1% раствора фенолфталеинфосфата натрия. 
1 2 капли толуола, колбы закрывали корковыми пробками, перемеши
вали и на I час ставили в термостат при 30°С. После взаимодействия 
субстрата с почвой к содержимому в колбах прибавляли 45 мл волы. 
2 мл 10% \Н.։ОН, хорошо взбалтывали и фильтровали плотным филь
тром (синяя лента). Окрашенный раствор колориметрировали прибором 
ФЭК-М. В случае бурых почв для просветления раствора до прибавле
ния аммиака в колбу добавляли 1 мл концентрированного раствора 
алюмо-калиевых квасцов. Контролем служила стерилизованная почва 
(180°С 3 часа) и субстраты без почвы. Активность фосфатазы выража
лась в мг Р2Оз на 10 г почвы. В субстрате одна молекула фенолфталеина 
связана с двумя молекулами фосфорной кислоты. Точность определения 
до 6%.

Применение этого метода на различных типах почв показало, что 
порядок реакции при определении активности фермента почти не меня 
отся (рис. 6) Прямолинейная зависимость между временем и образо
вавшейся фосфорной кислотой дает основание использовать этот метод 
при изучении фосфорного режима почв. При этом необходимо учитывать 
динамичность действия фосфатазы почвы: она активна в конце весны и 
в первой половине лета, затем се действие несколько подавляется. По
скольку в почве действуют кислая и щелочная фосфатазы, определение 
их активности необходимо производять при pH самой почвы.
Институт почвоведения и
агрохимии МСХ ЛрмССР Поступило 17.VI 1965 г.

II. Г,. ԳԱԼՍՏՅԱՆ, է. Ա. Հ11րՈ1*յ>ՅՈԻՆՅԱՆ

ՀՈ'1.Ի ՖՈ11ՖԱ$1ԼԶԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈհՄՅԱՆ ՈՐՈՇՄԱՆ ՄԱՍԻՆ

Ա ժ փ հ փ it է մ

Հողի ֆոսֆատա զայի աղղեցության տակ բաբղ փոսֆորօրդանական միա- 
gnt.թյուններից անջատվում I; բույսերի սննդաոոևթ յւսն համար մատշեչի ֆոււ- 
ֆորական թթու: Այս տեսա կետից Հողի ֆէոոֆատաղա յի ակտիվությանը վերա
բերող հարցերի fnt սարանոլմն ունփ որոշակի հետաքրքրություն։ Նատրիում ի 
ֆենոլփտալեինֆոսֆատի կիրս։ ոմ ան օվն ութ յամբ պարզվեք Լ, որ հողերում 
գործում եՆ երկու տեսակ ֆոսֆատ աղն եր'' թթու fpH 5—6,0) ե հիմնային 
(pl | 8,0— 8,5): Հողի ֆոսֆատաղայի ա կա իվ ութ յան վրա աղ դող մի շարք գոր
ծոնների ուսումնասիրությունից հետո, .առաջարկված Լ նրա քանակա կան որոշ
ման կօրւրիմետրիկ եղանակ ՖկԿ-Մ գործիքի օգնությամբ։ Հողի ֆոսֆատա
ղայի ակտիվությունը առաջարկվում Լ որոշեք հողի սեփական pH տակ։ Ֆոս- 
ֆ աս: աղայ ի ակտիվության որոշմ ամ ր հողի փոսփորական մ իացոէթ յունների 
ձևափոխություններն ուսումնասիրեքիս անհրաժեշտ է նկատի ունենաք նրա դի

նամիկան dամանակի ընթացքում։
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