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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ДЛЯ ОЦЕНКИ ПОСЛЕДСТВИЙ ЗАГРЯЗНЕНИЯ ПОЧВ

Методика отбора почвенных образцов определяется поставленными перед исследователем задачами. При исследовании влияния антропогенных загрязнений на активность почвенных ферментов в промышленных и сельскохозяйственных районах отбор почвенных образцов проводится на глубине пахотного слоя (0-5-7 см). Ферментативная активность почв значительно уменьшается с глубиной, что необходимо иметь в виду при отборе проб. При определении ферментативной активности на каждую стометровую делянку рекомендуют брать пять образцов. Каждый образец составляют из трех смешанных проб. Если делянка меньше 100 м, то достаточно брать три образца по диагонали, составленные из трех смешанных проб. Каждый образец анализируют отдельно.
Для анализов почву тщательно очищают от корней и других растительных остатков и прочих включений, высушенные пробы растирают и просеивают через сито с диаметром отверстий 2 мм.
Во всех случаях показатели ферментативной активности переводят на вес воздушно-сухой или абсолютно сухой почвы и обязательно указывают, какие образцы почвы (сухие или естественно-влажные) проанализированы.
          Определение активности уреазы (АУ).
Навеску почвы (1 г воздушно-сухой почвы, а влажной - с учетом влажности) помещают в пробирку и заливают 2 мл 2%-ного раствора мочевины. Для контроля берут пробирку с такой же навеской почвы и добавляют к ней 2 мл дистиллированной воды. Пробирки закрывают резиновыми пробками, тщательно встряхивают и ставят в термостат на 3 ч при 30 °С. После инкубации в каждую пробирку доливают по 8 мл дистиллированной воды и для получения прозрачных растворов по две капли разведенной соляной кислоты (1:2).
Суспензию взбалтывают и центрифугируют при 3000 об/мин в течение 3 мин. Для определения количества аммиачного азота в реакционной смеси 1 мл центрифугата помещают в мерную колбу на 50 мл, доливают водой примерно до 10 мл, затем прибавляют 4 мл раствора фенолята натрия и сразу же 3 мл раствора гипохлорита натрия. После добавления каждого реактива смесь тщательно перемешивают. Через 20 мин объем смеси в колбе доводят до метки. Окрашенные в голубой цвет растворы колориметрируют на ФЭК с красным светофильтром. Окраска индофенола голубого устойчива в течение 1 ч.
Активность уреазы выражают в мг N-NH3/г.ч. Количество аммиачного азота находят по стандартной калибровочной кривой. Расчет количеств аммиачного азота ведется по формуле (1):
[image: x041]                                                   (1)
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где x - количество аммиачного азота (N-NH3, мг); С - концентрация N-NH3, найденная по калибровочной кривой; V1 - количество раствора для приготовления почвенной вытяжки (10 мл); V2 - аликвота (1 мл); α- навеска почвы (г); Т - время инкубации (3 ч); 1000 - коэффициент для перевода мкг в мг.
На основании закона Бугера - Ламберта - Бера  концентрацию С можно выразить по формуле (2):
[image: x043] (2)
где С - концентрация поглощающего вещества; D –оптическая плотность; К1 - коэффициент пропорциональности.
Подставляя это выражение в формулу (1) для вычисления количества аммиачного азота N-NH3(x) , получаем (3):
[image: x045]       (3)
При использовании кюветы толщиной 20 мм имеем  выражение (4):
[image: x047]         (4)
Активность уреазы равна разнице между опытными и контрольными значениями: АУ=Х0 - ХК.
Результаты фотоэлектроколориметрирования и вычисления АУ записы-вают по образцу, представленному в табл.1

Таблица 1. Пример записи результатов определения активности уреазы
	[bookmark: i476247]Дата
	Кювета
	Показания ФЭК (D)
	Количество N-NH3, мг
	АУ
	Средняя АУ
	Примечание

	
	20
	0,209
	0,05
	0,03
	0,03
	 

	
	 
	0,208
	0,05
	0,03
	
	 

	
	 
	0,205
	0,05
	0,03
	
	 

	
	 
	0,211
	0,05
	0,03
	
	 

	
	 
	0,080
	0,02
	 
	
	 

	
	 
	0,086
	0,02
	 
	
	 



2. Определение интенсивности "дыхания" почвы 
Методика основана на измерении количества СО2, выделившегося из почвы за определенный промежуток времени, и состоит в следующем. Почву площадью 60-80 см2 изолируют с помощью стеклянного или полиэтиле-нового сосуда, края которого заглубляют на 1,5-2 см. Внутри этого сосуда на пластмассовой подставке устанавливают стеклянную чашечку с 5 мл поглощающей щелочи и выдерживают 2 ч. В качестве поглотителя СО2, выделившегося из почвы, используют раствор 0,1 н КОН.
Для определения количества углекислоты, содержащейся в воздухе сосуда-изолятора, такую же чашечку с 5 мл щелочи устанавливают на подставке в чашке Петри, заполненной слегка подкисленной водой, закрывают сосудом и выдерживают 2 ч.
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Интенсивность выделения СО2 почвой определяется по формуле (5):
[image: x051]            (5)
где D - количество СО2, выделившегося из почвы, мг/дм2/ч;
а - количество 0,1 н HCl, которое пошло на титрование щелочи при определении содержания СО2 в воздухе сосуда-изолятора, мл:
b - количество 0,1 н HCl , которое пошло на титрование щелочи в опыте, мл;
S - площадь изолируемой поверхности, дм2;
Т - время экспозиции;
2,2 - количество СО2, поглощаемое 1 мл 0,1 н раствора щелочи, мг.

Например, при 2-часовой экспозиции на титрование 5 мл щелочи при определении содержания СО2 в воздухе сосуда-изолятора пошло 4,92 мл 0,1 н HCl, а на титрование щелочи в опытном варианте - 4,92 мл 0,1 н НСl. Тогда интенсивность выделения СО2 из почвы площадью 0,665 дм2 за 2 ч, поглощенного 5 мл щелочи, будет равна (6):
[image: x053]мг СО2/дм2ч   (6)
Чем больше поглотилось углекислоты щелочью, тем меньше количество 0,1 н HCl пойдет на ее титрование, так как часть щелочи уже будет нейтрализована углекислотой.
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