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НИТРАТ- И НИТРИТРЕДУКТАЗ В ПОЧВЕ 

Разработаны методы определения диссимиляционных нитрат- и нитрит
редуктаз в почве, проявляющих характерную для них активность вне зави
симости. от жизнедеятельности соответствующих восстанавливающих ни

траты и нитриты -микроорганизмов. В качест~зе объекта исследований ,была 
использована дерново-подзолист?я суглинистая почва. 

Ферме,нты нитрат,редуктазы, восстанавли,вюQщие нитраты до ,нитри
тов, и нитритредуктазы, осуществляющие дальнейшее восстанО1Вление: 
нитритов, могут быть ассимиляционными и диссимиляциd,нными [7) . 
.Последние активно фу,нкционируют ,в. анаэробных условиях, принимая.: 
уча.стие в· энергетических ,процессах денит:рифи:к;ации и нитратного ды- · 
хания миюроо·рrанизмов; Физиологическое з.начение данных энерrети-· 
ческих процессов ·сходна и состоит !В' получении энергии АТФ, 1нео6ходи·· 
мой для жизнедеятельности микроорганизма, а различия заключают.ся, 
в природе образуемых продуктоо воестановления. Это зависит от а·со·
бенностей диссимиляционных 1ни11рат- и нитритредуктаз и услош~й их. 
функционирования. В ходе денитрифакации нитрат преВ'ращается в мо-· 
лекулярный азот и газообразные окислы азота. В процессе :НИТ\Ратного· 
дыхания ,нитрат с ,высокой и•нтенсивностью ,восстанавлива·ет:ся до нитри-
та или до аммиака. АктиВ1ность этих процессов ,в почв.е я,вляется пред
посылкой косвенной денит,рификации (хемоденитрификап).ш) благода-· 
ря химически,м преВ<ращения.м нитрито;в в газообразные азотные л,родук
ты. Кроме того, нитриты сами по себе ,могут использоваться 'М'ноrими: 
почвенными денитрифика'Торами ,в энер,гетических процессах нитритре
дукции, заканчивающейся образованием газообразных форм: азота. 
[18]. 

Развитие диссимиляциоюных процессов ,нитрат- и нитрит1реду1кции в. 
почве отрицателъ..но ,сказывается на ее азотном режиме .вследс11Вие уле

тучивания газообра·зных фо,рм азота в атмосферу. Размеры ·газообраз
ных потерь азота ·минеральных удобрений при ,в1несении их в почву в, 
среднем достигают 20-40% '[2, 9, 19]. . · 

Почве~нные ,спороносные денитрификаrоры !В энергетическом процес
се нитратредукции восстанавливают !Нитраты до газообразных форм: 
азота и до ам,миака с образованием ~нитрита ,в качестве промежу.точньго·
продукта [8, 19). Соотношение образуемых ,продуктоiВ во.сстановл·ения: 
находится в тесной .связи с окружающими факторами внешней среды. 
Химизм этих процессов создает возможности регулир,ования вое.станов--

. ления нитратов в почве в сторо,ну образования· легкодоступного для 
растений источника азота - аммиака и уменьшения газообразных по
терь азота на основе ,создания соответствующих почвенных условий. 

В ,связи ,с дальнейшим •ростом произ,во;Щс1'.ва и применения минераль-· 
ных азотных удобрений .в•озрастает значение исследований рациональ· 
нога регулирования азотного баланса почв. Почвенно-микробиологиче
ские исследования в этом направле.нии ограничивались изучением оса-
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бенностей денитрифицирующих м-икроорганизмов и условий, влияющих 
на интенсивность процессов денитрификации. Изучение внеклеточных 
ферментативных ,механизмов энергетической нитрат- и •нитри11редукции 
в почве оставалось без внимания, вопрос об акти,вно'СТИ ·Э:тих. меха,низ
мов под1Верrался сомнению, так как не было методов их обнаружения в
почв,е. 

Для измерения нит,рат- и нитритредуктазно:й актив~н:ости ·В почве, 
обусловл·енной жизнедеятельностью почвенных ,микроорганизмов, при-· 
ме,:няют;ся методы .Галстяна ·[ 4, 5]. Они имеют большое зtНачение в ис
следованиях пtри оценке роли микрофлоры в аз.отном балансе почв и 
при изучении ряда mроцессов, почвообразО1вания [3, 17, 22]. Однако с 
помощью этих методов нельзя измерить активность ,внеклеточных дис

симиляционных нитрат- и нитритредуктаз в поЧ1ве, которые ,самостоя

тельно в ней функционируют, независимо от жизнедеятельности почвен
ных микроорганизмов. Это утверждение вытекает из анализа публика
ций, посвящеШIЫХ изучению биохимических о·собенностей нитрат- и 
нитритр-еду.ктазных систем., и rв дальнейшем подтверждено нами ·эwспе-· 
.риментально. 

Нитрат- и нитритlРеду,ктазы оmося11ся к кла:осу оwсидоредуктаз .. 
В живых о·рrанизованных ~системах они функцианируют в елож,ной цепи. 
окислительно-•восстановительных ферментативных реакций, катализиру
ющих процессы восстановления нитратов и нитрито,в. Они я:Вляются 
эндоэнзимами, 1JI,рояsляют а,ктив~юсть внут,ри клеток жизнеспособных 
организмов и не ·выделяются ими ,в окружающую среду. Диссимиляци
онные нитрат- и 1нитритреду,ктазные фер1мен'Ш!ые системы, участвующие 
в энергетических п,роцессах нитрат- и ,нитритреду:кциц, подобны систе
мам· кисло:родното дыхания, но в отличие от последних используют в 

анаэробrных условиях в каче·сп1е конечных акце'пторов эл:ектронов кис
лород нитратов и·ли !Нитритов IВ,место .молекуля,рноrо ,кислорода. Соб-
ст.венно нитрат- и нитритреду,ктазы я;вляю11ся конечными з1в,еньями этих

систем, непосредственно реагирующими с нитратом или нитритом, вы~

зывая их во·сстанов,ление. Их функция ,подобна цитохромоwсидазам 
конечным ферм,ентам в цепи пере!Носа электронов кислородного дыха
ния. На основании имеющихся литературных да1нных о ~механизме дей
ствия диссимиляционных нитрат- и нит,рит,редуктаз .[7, 12, 13, 16] мож
но с·хематически п·редставить по>следовательность переноса электронов в· 

окислительно-восстановителыных ,системах энергетических лроцессов. 

нитрат- и нитритредукции у различных микроор,rанизмов следующим,· 

образом: 

Исходные физиологические донаторы Пиридиннуклеотидные де- Флавине1вые дегидро
электронов (органические вещества у гидрогеназы, содержащие геназы, содержащие 
гетеротрофных микроорганизмов; S; --J>B качестве простетических-в качестве простети- -
соли H2Sz03; H2S; Н2 у автотрофных групп НАД или НАДФ , ческих групп ФАД 
и факультативно-автотрофных денит- или ФМН 
рификаторов) 

l"нитратредуктазы - NO; 
-+ цитохромы . 

'\.нитритредуктазы-+ NO; 

Ни'I1ратредуктазы :r:фещставляют собой металлоэ,нзимы, содержащие ·мо
либден в качестве активатора; активность нитритредуктаз стимулиру-
ется ионами Fe ... и Cu ... Рядом иоследователей отмечалась r,еминовая 
природа конечных диссимиляционных нитритредуктаз. Простетическая 
группа этих ·фермен'ЮВ предJставлена гемом «а2». В аэробных у,слоiВиях 
они функционируют .как цитохромоюсидазы, в анаэробных- как 1нитрит
редуктазы [114, 20]. Нит1рат-. и нитри11редуктаЗ1Ные диссимиляционные 
системьr в кл,етках мпк,роо,рrаниз.мов локализованы. на ·мем1бранных 
структурах. Благодаря этому осущестJЗляет.ся соrла,сован.ность их дей-
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-ствия, ,выражающаяся в последовательном переносе электроff!ов от ис
ходных дона торов к конечным акцепторам - нитрату или нитриту. 

\ В результате происходит вооста•новление последних. Конечные нитрат
.и ,нитритредуктазы этих ,систем, попадающие ,в поч;ву после отмирания 

соответ,ствующих м•иКJроорганизмов и раэрушщшя их клеrочных струк

тур, не могут непосредственно взаимодействовать с исходными физио
.логическими донаторами электронов, на·nример с глюкозой. Ины.ми сло
вами, активирование (восстановление) данных ,в1неклеточных фермен
тов с пом,ощью глюкозы тер;модинамически невозмож11ю ,вследствие 

значительного расхождения их· окислителыно-вос:ста,новительного ооте1Н· 

циала. Оно осуществляет.ся только благодаря промежуточным перенос
чикам электронов, .постепе~н1Но изменяющим 31начение акислительно-вос

·становительного потенциала от исходного до1натора ·к конеЧ1Ному ак

цептору, которые согласованно и последов·ательно функциони,руют 
внутри клетки жизнеспособного микроорга,ниэма. Отсюда мож1но пред
положить, что обычно применяемая в качес11Ве исходно,го до,натора 
электронов глюкоза не может быть их 1Непосредственrным источником 
для конечных ,внеклеточных нитрат- или !НИтритредуктаз, а ,следователь

но, нитраты и нитриты не восста.навли,ваются глюкоз,ой ,вне клетки 
микроорганизма. 

Мы предлагаем использовать iВ качестве активатора конечных .. вне
·клеточньrх нитрат- и нитритредуктаз в почве гидросульфит (Na2S204). 
,Он применяется в качестве восстановwrеля в биохимии ,при ·изучении 
активности различных окислительно0восстановwгельных очищенных 

·ферментов, в ча,стности нитратредуктаз [ 11, 15], и для ,восстановления 
компонентов, с. помощью которых происходит актИ\вироrвание нитритре

-дуктаз ·[21]. Поскольку гидросульфит является неспецифическим IВОС
становwгелем, то при его использовании .можно 1сум1марно определить 

каталитические функции ~нитрат- и !НИТритредуктаз 1в почве независимо 
·от источника их происхождения и таким образом полностью выявить
всю активность данных ферментов в почве или по крайней мере боль
:шинства из них. 

Для,доказательства возможности измерения активности внеклеточ· 
'НЫХ ДИССИ'МИЛЯЦИОННЫХ ПОЧ'В6НJНЫХ нитрат- И нитритредуктаз ,с помощью 

,гидросульфита были. поставлены опыты ·со ,стерильными образцами 
.дер,ново-подзолистой [IОЧВЫ и чернозема, обработа1Нными 1-лучами в 
дозе 2 млн. рен,тген. Исследования пока1зали, что rв облученных образ
:цах почвы актив1ность внутриклеточных фер,ментов, измере1Н!Ная с 'ПО· 
мощью ·rлюкозы, не проявлялась, 'Ilaк как развитие· МИКiроорганиз·мов в 

стерильной почве было исключено. В противоJюлож,ность этому вне
клеточsые ферменты, активированные гидросульфитом, нормально 
функционировали в стердлмю:й почве. На основе проведенных опытов 
можно прийти к заключению, что с помощью глюкозы 1нель.зя и31мерить 
актИ'вность внеклеточных почненных диссими.т)ЯЦИО'Нных нитрат-· и ни~ 

·тритредуктаз, тогда как активность этих ферментоо н·ор,мально ВЫЯiВЛЯ· 
,ется при использовании 1неорга,ническоrо донатора электронов - гидро-

сульфита. . 
При разработке метода определЕ.>.1ния внеклеточных нитрат- и нит,рит

редуктаз в по'ЧВе необходимо было найти оптимальные условия для 
проя,вле>ния актив·ности данных ферментов в почве .. Различде физиче
ских, химических и биологических свойсТIВ почв 1Не может не сказаться 
на количестве содержащихся в них ферментов и их активности. В каче
стве объекта для разработки такого метода была испо1Льзова,на целин
ная де.рново-неглубоко подзолистая суглинистая ,почВ:а Зеле~ноградско
го стационара Почвенного иж:титута им. В. ,В. Докучаева, 1[ 10]. Для 
иоследований использовали смеша1н:ный образец .почвы, составленный 
из проб, взятых в различные сроки вегетационногь периода. Образцы 
,отбирали из слоя 0--20 см -в пяти точках ·одного участка. Уча<еток вы-
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бирали на оснонаiНии результато,в ряда других наших исследований юr 
этом стаП;ионаре. Для методических ,опыТ1ов б,рали растертые в ,фарфо
ровой ступке воздушно-сухие образцы почвы, пропущенные через сито 
с отверстиями 0,25 мм. В специа1Лыюй се'рии опытов изучали влияние-
на активность внеклеточных поЧJВенных нитрат- и нитритредукта·з :реа,к

ци,и среды (рН), концентрации донатора электро,нов (гидросульфита), 
и акцепторов эл'ектро'Нов (нитрата и нитрита), темrперату,ры· и 'Врем,еюr 
экопоз·иции. Эти опыты •проводили, как nравил,о, трижды ;в 3-4-wр,атной 
повторности. Полученные данные обра,батъIIВали методом :дисперсион
ного анализа однофакторноrо по До;спе:&ову 1[6] при уровне значимости 
а= 0,05. В каждой серии этих опытов проверяли возможность активно
сти внеклеточных ферментов за ·счет донаторов самой п•оч!ВЫ, т. ,е. без, 
добавления экзо,генного д,онатора - .гидросульфита. Восста1Новление 
нитра,та и н<итрита за счет эндогенных дона торов п,оч1вы не 01бнару.щено,. 
что обусловлено лwбо О'Гсутст,вием таких донаторов в иссдеду€~мых об
разца·х, либо отсутствием ·у~еловий для проявления их активности.· 

Различия в активности ~иссл,едованных.ф~рментов в зависимости ОТ' 
внешних условий и оптимаJDьшые з,начения их. активности ,в· дерrново-1Под
sо.irистой поч~ве были достоверно установлены на 'Основе значе.ний точно
сти опытов (Р, % ) , коэффициентов вариации (v, % ) , степеней свободы 
(f1 и fz), кри:терия Фишера (F) и ,над.меньшей ,существенной разницы 
(НСР). 
· Одним из главных факторов, влияющих 1На актя:в1ность фермецтоrв,, 
являе11ея концентрация но.нов водорода в среде их функционирования. 
Из литературных источников известно, что оптиму,м дейсmия нитрат- и: 
нитри'Dредуктаз .приходится на интервал рН 7,5-8,5 .. При добавлен·ии 
(по Гал,стяну), 20 мг СаСО3 на •1 г ·кислых почв оптиму:м. рН не дости
гается. В нсследо,ва~Н1но1м нами о6разце дерновю-,оодзолистой · почвы о· 
исходным значением рН водсной вытяжки 4,2 при доба,вл,ени~и этого 'ко, 
личества СаСОз даже к навеске почвы без гидросульфита, JЮ>rорый, 
подкисляет среду, з,начение ,рН не .превышает 5,5. В~месте с те.м вследст
вие слабой диффузии СаС03 в почве из-за его малой растворимости, 
ра,сnределяется ,он в образце неравномерно, что с·оздае'Г значительные 
колеба1ния, значений рН. У:величение дозы Са СО •. в 2-3 раза не вызы
вает далЬ1нейшеrо изменения рН. Поэтому необходимые стабильные з.на
чения рН мы создавали добавл,ением 1 мл 1/6-молярноrо раство,ра фос· 
фатноло буфера. Значения рН в щелоч1Fюй области созда,вали добавле
нием к да,1rному раствору фосфатного буфера нескольrоих капель. 
насыщен,ного раствора бикарбоната натрия. 

Из табл. 1 iВИдно, что максимальная активность диссимmляцИ'Онных 
внеклеточных нитрат- и нитритредук'I.'аз в дерно·но-подзолистой почве· 
наблюдается ,соответственно при рН 7,8 и 7,75-8,35. 

· Из данных табл. 2-5 видно, что для обна,ружения мак,сималыной; 
активности исследованных фе.рме'НтОIВ в 1 г дерново-1по~цзолистой 'почвы. 
нужно проводить· эюспозицию проб .в ·анаэробных у,словиях ,при темпе
ратуре 37° и соблюдении следующих услО1вий: 50-60 мг гидросул,ьфи
та, 10 мг КNОз, время опыта 1 час для выявления ак11и:вности н1Итрат
редуктаз и соответственно 40 мг гидросульфита, 5 мг NaN02, время 
опыта 15 мин. для выявления актиJЗJНости ·нитритредуктаз. 

Не исключена возмоЖJНость, что в поч:ве ,стимулируется химическая· 
акт,ивн:Ость гидросульфита по ,е.ра.вне.нию с контролем реактивоlВ и вви
ду этог,о при определении активно,сти ферментоо в образцах почвы по,
лучается завышеН~ный результат. Что,бы измерить э:нзиматическую ак
тивность нитрат- и нитритредукции в почве, вьrявляемую с помощью, 
гидросульфита, нужно было найти способ ее обособления от химиче
скоrо восстановления нитратоlВ и нитритов 1в почве гидросульфитом_ 

Этого можно достичь при подборе И1Нrибитора данных ферментов. Ис
следуемые ингибиторы Jвносил;и в контрольные обр,азцы почвы до доба,в-
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Таблица 1 

Влияяие реакции среды (рН) на актuвность внеклеточных диссимиляционных 
нитрат- и нитритредgктаз в дерново-подэолистой почве 

рН n х s• т Р, % v, % 

Нитратредуктаза 

6,3 9 3,4 0,3 

! 
0,1 3,0 9;1 

7,2 9 4,4 0,8 0,2 6,3 18,9 
7,8 9 11, 1 0,2 0,08 0,7 2,2 

Sd=0,2, НСР=О,5, F=539,9, f1=2, f2=24 

Ннтритредуктаза 

·6,25 12 9,9 2,3 0,69 6,9 24,1 
7,00 12 23,9 3,0 0,88 3,6 12,7 
7,75 12 29,7 1,ь 0,48 1,6 5,6 
8,35 12 30,4 2;1 0,06 0,2 0,69 
8,60 12 25,9 5,9 о, 17 0,66 2,29 
9,00 12 19,6 . 6,2 0,18 0,9 3,15 

Sd=0,72; НСР=1,4, F=93,7, f1=5, !2=66 
Пр им е чаи и е. При рН 5 и 8,5 21ктивность интратредуктааы не наблюдалась. здесь и в табл. 

· 2-5: п число наблюдений, Х средняя .арифметическая величина из всех вариантов, s• - среднее 
sквадратнческое отклонение, т - оwибка среднего, Р, % с- точность опыта, v, % - коэфq,нциеит ва-
·р~rацни. , 

Таблица 2 
Влияние колu,щсmва гидросульфита на активность внеклеточных диссимиляционных 

rидро
суJ1ьфит. 

,,г 

40 
50 
60 
70 

10 
:20 
30 
40 
50 

· нитрат- и ниm{Jитредуктаз в дерново-подзолистой почве 

п 

9 
9 
9 
9 

12 
12 
12 
12 
12 

sз т 

Нитратредуктаза 

19,5 12,7 4,2. 
56,3 7 ,6 2,5 
52,6 5,5 1,8 
14,0 0,8 0,3 

4,4 
21,9 
34,6 
39~2 
34,2 

Нитритредуктаза 

0,41 . 0,12 
0,095 0,027· 
4,2 1,2 
2,2 0,64 
3,0 0,89 

Р,% 

21,7 
4,5 
3,5 
1,8 

2,7 
0,12 
3,5 
1,6 
2,6 

Sd=1,0, НСР=2,О, F=121,2,, f1=4, f2=55 

v, % 

65,4 
13,5 
10,6 
5,4 

9,4 
0,43 

12,2 
5,7 
9,0 

ПР им е ч а и и е. При использовании гидросульфита в количествах 10, ·20, 30, 80 и 90 мг актив-
оность нитратредуктазы ие обнаружена. . 

ления осталЬIНых реактивов ,и оставляли iВ состоянии вза·им~одействия с 
. почвой в течение времени экспозиции на ферментаmшную актив~ность 
,опьiтных образцов. Для создания одинаковых условий в юонтроль-ных 
и опытных образцах поч,вы к последним также. доба,вляли ингибитор по 
-окончании времени экспозиции на ферментаrwвную активность. К ко·нт
ролю реактивов и к контролю почвы с реактивами ингибитор добдв-
_ляли в той же концентрации, чrо и в опытные колбы с почв'ОЙ. 

Были испытаны следующие инактиваторы нитрат- и нитрит.редук
таз: сулема (HgCl2), цианистый калий (KCN), _роданистый калий 
(KCNS), азид натрия (NaNз), насыщенные ,растворы борной кислоты 
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Таблица 3 
Влияние концентрации субстрата (нитрата и нитрита) на активность 

dнеклеточных дщсdимилщ1~wнных нитрат- и нитрдтредуктаз в дерноrщ-подзолистой почве 

Концентрация 
х субстрата, п s• т Р,% V, % 

мг 

Ни1'Р1:1тредукт~за 

2,5 

1 

6 3,1 3,5 1,4 45,7 111,9 
5,0 6 9,1 0,9 0,4 4,3 10.7 

10,0 6 53,6 2,5 1,0 1,9 (7 
Sd=1,4, НСР=2,9, F=691,1, /1=2, /2=15 

Нитритредуктаза 

1,0 9 9,0 1,7 0,6 6,4 19,1 
2,0 9 16,0 1,1 0,4 2,2 6,7 
.3,0 9 24,2 5,9 2,0 8,2 24,7 
4,0 ·9 35,8 8,0 2.7 7,4 22,3 
5,0 8 55,8 3,5 1,2 2,2 6,3 
60 9 50,4 6,0 2,0 4,0 11,9 
1,0 6 33,3 3,3 1,4 4, 1 9,9 
8,0 9 16,7 3,3 1,1 6,6 19,7 

S,i=0,24, НСР=4,7, F=108,1, f 1•c=7, / 2=60 
h р нм е чан и е. Прн концснтрации нитрата 1,5 11 20 мг активность не обнаружеиа. 

Таблица 4 
Влияние времени эксnозиции на актuв11,ость вRеклеточных диссимиляцио,-тых 

нитрат- и нитритредуктаз в дерново-подзолистой почве 

,Время, час п т Р,% v, % 

. ·Ни.трат ред ук таз а 
0,5 

1; 
12 13,5 0,9 0,3 2,0 .7,0 

1,0 12 18,6 1,7 0,5 2,6 9,1 
24,0 12 12,4 1,1 0,3 2,6 9,0 • 

Sd=0,5, НСР=1,О, Р=77,9, f2=33 

Нитритредуктаза 

0,25 12 42,7 1 ,3 0,39 

1 

0,92 
j ! 3,2 

0,5 ·12 40,3 1,1 0,31 0,79. 2,7 
1,0 12 40,3 ' 1, 1 0,31 0,79 2,7 

Sd=5,07, НСР=1,О, F=25, !1=1,0, !2=22 

,(Н"ВОз) и фтористого на11рия (NaF). Из всех испытанных ингибиторов 
только фторид в количестве 1 мл насыщенного раство1ра на 1 г почвы 
,оказался пригодным в каче:стве И'нактиватора внеклеточных почвенных 

нитратредуктаз, а сулема !В •1юнцентраци,и 5,5 ,10-2 тМ на 1 г почвы 
подавляла активность внеклеточных поч.ве,нных цитритредуктаз. :Как 
видно из табл. 6, испытанные ингибиторы не стимулируют х,имиче·ское 
,взаимодействие нитрата или нитрита с гидросульфито~м IВ· присутствии 
почвы. . 

Следовательно, обнаруженная убыль содержания азота нитрата или 
нит-рита в опытных образцах почвы прО'Изошла в результате их восста
новления почвенными энзим·ами. Таким образом, наблюдения с инги
,битор·ами до-казывают, что в опытных образцах прч1вы мы действитель
но измеряем активность внеклеточных диссим·иляционнr:,1х нитрат- или 

· нитритредуктаз. Поскольку использов·анная дер:Ново-подзолистая поч-
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о 
20 
30 
37 
50 
60 

о 
20 
30 
37 
50 

Таблица 5 

Влитtие температурь~ на актиеность вжклеточньrх дисс1:миляциоr-шых 
. н.итрат- и питритредуктаr1 в дерново-подаолистои rючве 

9 
9 
9 
9 
8 
8 

9 
8 
9 
9 
7 

48,0 
71,1 
72,0 
91,О 
78,0 
66,0 

Sd=0,44, 

Нитратредуктаза 

о 
15,5 
,о 

о 
11,1 
11,1 

НСР=8,9, F=22,5, 

о 
5,2 
о 
о 
3,9 
3,9 

f1=5, 

Нитритредуктазц 

21,9 2,6. 0,9 
40,8 5,8 2,1 
45, 1 2,6 0,9 
53,2 1,0 0,3 
18,9 2,2 0,8 

Р. % 

о 
7,3 
о 
о 
5,0 
5,9 

f2=46 

3,9 
5,1 
1,9 
0,6 
4,4 

tl, % 

о 
21,8, . о 
о 

14,2' 
16,8 

11,9 
14,3 
5,8, 
1.9 

11;5 

Sd=O, 16, НСР=3,23, F=176,4, f1=4, f2=37 

П р и м е ч ан н е. При t=80° активность ферментов не обнаружена. 
Таблица 6' 

Влиян.ие ингибиторов на активн.ость внеклеточных _диссимиляцион.ных 
питрат- и н.итршпредукта.з в дерпово-подэолистой почве . 

азота {мг) после экспозиции проб : . 

опытные образцы Убыль азота (мг) Акrивность 

реактивы исходная 
исходная почва почвы (ингибитор в резу.пьтате ферментов 

с ингибитором почва 
с инг11611тором и добав.пялся после ЗK'I'IIBHOCТII фер• (мг восстановлен· 

реактивами (кон- ментов в 1 г наго азота на, 
(контроль (без ннги- экспозиции на 

реактивов) битора) трольные образцы ферментативную почвы 190 г почвы) 
почвы) активность) 

Нитратредуктаза (ингибитор NaF) 
1,23 0,22 1,45 1,11 

1 

0,34. 34 
1,23 0,22 1,45 1,10 0,35 35 
1,02 0,18 1,20 0,97 0,23 23 

Нитритредуктаза (ингибитор HgCl,) 

О 39 о 0,39 0,08 0,31 31 
о:34 о 0,34 0,15 0,19 19 
0,30 о 0,30 0,13 0,17 17 

П р и меч ан и е. Приведены даню,1е по азоту нитрата при испытании wияния ингибитора на, 
активиость нитратредуктаз .r 110 азоту нитрита при испытании влияния ингибитора на активность нитрит• 
редуктаэ. 

ва 1Не стимул1ирует химическую активность гидросульфита, измерение 
активности этих ферментов МО'ЖiНО проводить в отсутствие ингибитора. 
При определении актив1юсти данных ферм.ентов ,в других почвах необ
ходимо проверить действие ингибитора и возможность его исключения. 
В случае !Необходимости ингибитор должен быть добавлен к ко1Нтроль
ным образцам почвы с реактивами для разграничения активированной 
гидр,осульфитом энзиматической ак11ИВ1Ности восстановления нитрата 
ил·и нитрита от химичесюого в.заимодействия посл·едних с гидросульфи
том в присутствии почвы. 

Внеклеточные ферментативJНые процессы •нwrрат- и !НИтритредукции 
могут иrрать важную роль в азотном режиме почвы в тех ycJIJQвияx, 

когда Ж!из,недеятелыность мик:р,оо,рганизм.ов по те.м или иным причинам 
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Та б.1ц1ца 7 

_Активность дuссu,ииляционны)t нитрат- и нитритредуктаз в разлиЧflых образцах почвы 
11 зависимости от донатора электронов 

Доиаторы Донаторы 
электрон о!! электронов 

Состояние Номер Состояние Номер 
Поqва почвы опыта гидро-1::: Поqва 

почвы опыта гндро-1 ГЛЮКО• 
суль- . за суль· за 
фит фит 

Нитратредукта3а Нитритредуктаза 

.Дерново-под- Исхоцная 1 11,4 106 Дерново-под- Исходная 1 30,5 22,8 
золистая 2 12,8 90 золистая 2 18,0 23,5 

3 11,2 90 3 19,4 23,5 
Облучен- 1 11,6 о Облучен- 1 27,3 о 

ная 2 13,1 о ная 2 28,1 о 
3 11,2 о 3 30,2 

''Черно3ем Исходная 1 20,3 100 Чернозем Исходная 1 32,6 10,5 
2 22,9 102 2 30,0 10,5 
3 20,3 98 3 30,5 11,4 

Облучен- 1 14,2 о Облучен- 1 24,8 о 
ная 2 21,0 о ная 2 26,0 о 

3 16,4 о 3 25,8 о 

П р им е ч .ан и е. Время экспозиции на акг11в1rость с глюкозой составляло 24 час. 

:подавлена. Этот факт нами щжазан в опытах, в кото•рых обнаружено 
активное функционирова11ше вmеклеточных нитрат- и нитритреду,ктаз в 
дерново-,подзюл'Ист·ой почве при низких температурах (табл. 5). В этих 
_неблагоприятных условиях про'исходит тормюжение развития почвеiНIНОЙ 
микрофло,ры. 

В ош,1тах со стерильяыми образцами почвы, обработанными 'У-луча-
- ии в дозе 2 млн. рентген, также юбна·ружена значительшая активность 
внеклеточных нитрат- и нит,ритредуктаз. В даН1Ном <:лучае актив1Ность 
внеклеточных ферме'Нтов измеряли в оптималЬ!НЫХ у1сло·виях ее прояв
ления, а активность внутриклеточных ферментов определяли по Гал
,стяну в оптимальной зоне рН. Как в·и:дно и-з табл. 7, активность лочве.н
:J!ЫХ нитрат- -и нитритредуктаз при ис1юльзовании гидросульфита в ка
,честве донатора электронов находится .при,мерRо 1на одном уровне в 

-естественной и облученной де~р,ново-подзолистой поч.ве. Активность же 
этих ферментов в облученной почве в ,п.рисут<:твии глюкозы .совсем не 
лроявляется. Т,аким образом, в облученной поч,ве, где жизнедеятель
ность микроорганиз,мов была полностью- подавлена (доказано провер
.кой почвы на стерильность), Вlосстано,вление нитрата 1и нитрита не про
:Исходит. Наблюде;ния над мощным черноземом показали аналогичные 
;результаты; з,а исключением того, что облуче.ни·е несколыю ,с,нижал·о 
:активность внеклеточных 1нитрата и нитрит~редуктаз в ,этой почве. 

Как следует из получеJНных результатов, активность внутриклеточ
ных нитратредуктаз почвенных мик,роо,р,ганизмов в 5-10 раз превыша
"ет активность внеклеточ1Ной диссимиляционной юrтрат·редукции в почве. 
Однако В1неклеточ1Ные ферментатив,ные процессы достаточно эффектив
Rы; время проявления их активности короче, чем у м<икроор:{)а.низмов, 

и, кроме тог-о, они мотут функциони-ровать в поч,вах в у,ел,овиях, когда 
развитие соответствующих 1миюроорганизмо·8 отсу11ствует. При1нимая во 
.внимание эти соображения, моЖJно считать, что В1Н1екЛ1еточные фермен
-тативные процессы нитратредукции играют ЗiНаtJ!итель,ную роль в азот

ном режиме почв. 

В отличие от диссимиляцнонных_ внеклеточных почвенных нитрат~ 
редуктаз актив,ность диссимиляцJюнных внеклеточных нитритредукт,аз 

.либо была на ОДНО'М уров,не с акТИВIНОСТЬЮ ДИССИМИЛЯЦИ'О!ННЫХ нитрит-
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редуктаз почвенных микроорганизмов, либо превышала таковую. Отсю
да можно прийти к заключению о существенной роли внеклеточных: 
ферментативных процессов восстановления нитритов в почве, интенсив
~юсть кото·рых не у,ступает или даже П!ревышает участие мн:к;рофлоры ,в: 
:Этих процессах. 

В результате проведенных исследований мы предлагаем методы оп
редеJ1ения активносцr внеклеточных диссимнляциО1нных нитрат- и нит

ритредукrаз в поч·ве. За ос,нову этих методов были взяты методы Гал
стяна по опред,елению активности внутри·клеточных дисс.имиляцион

ных ни11рат- и нитритредуктаз почвенных микроорганизмов. Описание 
методов приведено ни:же. 

1. Р а б о ч а я м е т о д и к ,а п о о п ·р е д е л ,е н и ю ·в rн: е к л е т о ч -
'н о й н .и т р а т р ед у кт а з н о й а к т и в 1Н о с т и п о ч в ы. Навеску 
1 г растертой и пропущен·ной через сито с оwерстиЯJми 0,25 мм воздуш
но-сухой дерiНОВО..JПОДЗОЛИСТОЙ почвы и 50-60 .мг гидросульфит~. }~атрия: 
помещают в конические 1юлбы емкостью 50 мл и переi!l,rешивают в су
хом состоя,нии. Оптималыные стаб.ильные значения рН ,реакционных 
сме~ей (7,8) создают добавлением 1 мл 1/6-моiлярного раствора фос
фатного буфера {рН=8,04-8,34) и нескольких капель насыщенного 

· раствора NаНСОз, К су,спензии почвы с гидросульфитом в фосфатном 
буфере добавляют 1 ,,;ил 1 %-ного раствора К!N03 (10 мг). В контрольные 
колбы того же объем,а по:и,ещают все компоненты опытной смеси, кро
ме почвы. Их Используют для измерения химических реакций гидро
сульфита с нитратом. К!ро'М1е того, используют контрольные колбы той 
же емко·сти, содержащие эк,вивалентную опытным колбам на,веску поч~ 
вы в фосфатном буфере без добавления осталь1ных реаге:нтов. опытной· 
сме,си, которые используют для определения нит,рата в ·исходных образ
цах почвы. В контрольных колбах создают значения рН, рав1Ные тако
вым в опы1шых, та•кж,е п,ри помощи. фосфатного буфера в той же кон
центрации и насыщенного раствора N аНСОз. Общий объем жидкости' 
во в1сех колбах доводят до 4 мл дистиллированной водой. · 

Затем вс,е колбы помещают в вакуум-эюснкатор или анаэростат и 
инкубируют в анаэробных услювиях при температу,ре 37° в течение 
1 часа. В этом случае создаются более равномерные у~словшя разря
жения в колбах по сравн,ению с индивидуальными колбами типа Тун
берга, а время, затраченное на эвакуацию воздуха из общего сосуда, 
сокращается во столько раз, с.Iюлько .ПР'Об используется. По о~конча
нюr э:к.споз•иции на ферме;нт.ати•В'ную акnив1ность определяют содержание 
нитратов во всех колбах. Для этого содержимое колб фцльтруют через 
двойной фильтр с синей лентой в мер,ные колбы на 100 мл. После мно
гоК!ратного промывания ПОЧIВЫ на фильтре дистиллиррванной водой. 
фильтрат доводят до метки также ди'стиллированной ,водой. Контроль
ные колбы обрабатывают :гак же, как и опы11Ные. Со:де1ржание нитр.а
тов в фильтратах определяют фотоэлект:рОiюлометрически при 453 нм 
путем изме1рения с:ве'топропусканИ'я продукта взаимодействия нитрата 

с дисульфофеноловой кислотой. ИспытаНJие ,спектрофотометрического 
оп,ределения нитратов методом Бастиана в модификации Борисовой 
[1] и мат,ематичеекая обработка полvче;н,ных ,результатов показали его 
непригодность для производства анализов внеклеточных поч:венных' 
нит,ратредуктаз. ' 

Пр,и получении мутных опалесцирующих экстрактов мы не рекюм,ен
дуем добавл,е~ние насыщенного раствора алюмо-калиевых ювасцов. Это· 
вызывает резкое ладени,е рН почвенного экс'Гракта, ,В~следсТIВ'Ие чего при 
выпаривании, преду,смотр,енном использованным методом оп1ределения, 

нитратов, мо,жет произойти их химичесrюе ,разрушение, что искажает 
результат и прив.одИ'Т к ошибочным выводам о веЛ'ичинах энзиматиче
ской нитра'I)р,едую::r:ии. Мы показали., что опалесце1нция почвенного· 
экстракта, если таковая наблюдается, не отраж.ае11ся на опред1елении. 
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нитрата данньr,м ·меrодом. Прюменение же растворов со·лей для. ·сниже
ния извлечен·ия И'з поч,вы ОiКIР.аШеНiНЪiх гу,муоовых веще<:т,в мы ае реко

м,ендуем, так как а·нионы используемых для этой цели солей мешают, 
юлометрическому Q1Lределе1Н1ию нитратов, вьiзь:~:в.ая уменьшение инт·ен-
сивнQ,СТ.И образуе,м-ой желтQЙ окраски. · 

2. Рабочая методика по определению внеклеточ
ной н и т р и т р ед у кт а з н о й а к т и в н -о· -с т и по ч в ы. Способ 
подrото.вки поч,вы и постановка опыта ан•алогичны тако'ВЫМ п,ри опре

делении ахтив.нос'!1и нитратредуктаз. Опытную реакционную ·смесь rо
товsiт следующнм образом. К .сме·си 1 г почвы, и 40 мг гидросульфита 
добавляют фосфат~НЫЙ буфер в тех же количест,вах и' ко~нценТ~рации 
исходного р·аство·ра, как и ,п1ри измереним нит:ратредуктазной активно
сти, и неск,олько капель насыщенного р,ас.тво,ра соды для доведения рН 
реакционной ·смеси до оnти'Малыного уровня, ра1в'Ного 7,75-8,35. Затем 
приJРи1вают 1 мл 0;5%-:ного ра-ст:во.ра NaN02 (5 мг нитрит.а) и 2 мл ди
ст.иллиров-анной !Воды. Так же готовят контрольные колбы с реакт1ив~ами 
и конт,рQль•ные кол.бы с П'ОЧВОЙ без реактивов. Через 15 мин. экспози- · 
ци·и проб п.ри тем-пе~рату,ре 37° в анаэробных у,словИ'ях определяют со
держание нитр~ита в· проба·х. Для этого содержимое кюлб фильтруют 
через дlВой~ной фильтр 1с сИ'Ней лентой в м.е,р:ные колбы на 100 мл и до
водят до метки дJистиллюрооанной во'дой. Если в исход!Н'Ой почве содер
жа!Нlrе нитрита нез'Начителыно, то Пjрисутст.вне .в почвенном экстракте 

темноо:юрашен1ных веществ гумусовой: n:рироды мешает определеu:rию 
ни'fiрит·а. Для устранения этого явления к содержимому колб добав
ляют по 10 мл 0,01-,мrоляр:ного водного раствора CaCl2 в ,качестве 
эк,ст-ра•ге1нта нит.рита и юоагу.лято·ра гуму,совы:х веществ. После пере-. 
мешивания содержимое колб фильтруют, цромы.вают .несколыю раз 
эmм же рас'Г'Вором CaCl2, а зате'М дистиллюрованной водой, и объем 
фи-ль'Грата доводят до 100 мл также дистиллирова.нной водой. Содер-· 
жа,ние .нитрита в фtиль11ра'Тах ощнщеляют по Илосвею - Лриесу с по
следующим измер.е.нн~ем. светопропускания окрашенных растворов на 
фотоэлектроколо:риметре пр-и 536 нм. · 

Так как выявление акти,вностw ~нитрат- и Н'И11рнтредуктаз поч~Вы n~ро
водится в анаэр<>бных у,сло1Виях, мы считаем; что в данных случаях 
главным обrразом оrrределяется актиJ3'ность д,1иссимИ'ляц1юнных фе,рмен
т.ов. АктиtвtНостъ фер,меtнто,в о,цределяют по разниц,е м.ежду каличеtст,вом 
нитрата или нитр'Ита в контрольных колбах (сум~м·а,рным юолИ'честзом 
wитрата И'ЛИ ,нитрх'Га в исхощюй поч,ве и кон~роле реакти.во,в) к их 
содержан1ием в опытных образцах почвы. Ее вы,ра·жают в мг восста
нщзленного азо-та НИ'I'рата илп нитрита 'На 100 г ПОЧIБЫ. 

Полученные резул_ьтаты ЛQказывают, что в дер,но~в1О-подзол1исто-й 
суглинистой поЧJБе содержатся в1неклетоЧ1Ные ди,ссимиляционiНые нит
рат- и нитритредуктазы и· ч,то они .могут п,роя:влять ха•рактер;ную для 
них активность. Пр1И изуче-ни'И роли да·1иfых' э.нзиматических фактор.а.в 
в других ПQЧ·Вах необходимо п1ро.ведеm:ие исследова.нкй по выявлению 
оптимальных условий для прQя,вле;ния их актив·ности в •исследуемой 
почnенн,ой раз1Ности. · Однако принцип метода остается т,ем 2roe - И'С
пользо,ва,ние лидросу.льфита для о6наруження активности внеJКле-то~чных 
почвенных нитрат- и ни11ритредукт·аэ. Оце·нка акmВi!fости этих фермен
тов и уеЛО'В'ИЙ ее iiрОЯ!БЛе!НИЯ в П.()'1Ше я.вляетс.я Ва!ЖiНОЙ п,редПОСЫЛКQЙ 
разрабО'ТКИ регул·И1)ов·ания 'биохимиЧ!еских превращений азота в почве 
с целью ум,еньше.ния .или устrранения его нецроиз.оодителыных потерь 

в ·результате ферментатив1Ных процессов дени'11рификац,ни и .нитрат-
. ного дыхания. Использов1ание даНJНых методов, но с. допо.mнителыюй 
доработкой для к,онк;реТIНо .изучае·мых почв_ цел•еrсоо6раэно ОП\робовать 
также для поч.в·енных и,ссле.дооаний rrpи изуче.нии бнол'Огических меХ:а
низмов .глееоб,разования и содового засол~ния, так .как, по лит·е:ратур- · 
ным да·ннf?Lм, нитра11редукт,азы принимают участие в восстановлении 
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Fe··· [ 17, 22] и являются одной из причин цроисх.ождения соды [3]. 
Нитритредуктазы ,на~яду с .нит:ра~еду~кта•зами участвуют в образова
нии соды в.ходе биохимического восстановления нитратов {3]. 
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ACTIVIТY OF DISSIMILATION EXTRACELLULAR 
NlTRATE- AND NIТRJТE-REDUCTASES IN SOIL 

Methods for determination of dissimilation nitrate-reductases and 
nitrite-reductases in the soil have been worked out. Both reductases show 
their specific activity, irrespective of the vital activity of microorganisms 
reducing nitrates and nitrites. The investigations have been carried out 
with а soddy-non-deep podzolic loamy soil. 
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