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КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ АКТИВНОСТИ 
ПОЧВЕННЫХ ФЕРМЕНТОВ АЗОТНОГО ОБМЕНА 

В УСЛОВИЯХ ЗАГРЯЗНЕНИЯ ГОРОДСКОЙ СРЕДЫ

Вивчені кількісні показники, які відображають кінетику активності ферментів 
азотного обміну та особливості впливу промислового забруднення на ці показники. 
Установлено залежність кінетичних параметрів ферментів уреази і нітритредуктази 
від кількісного і якісного складу промислових інгредієнтів.

Ключові слова: ферменти, інгредієнти, кінетичні параметри (Км, Vmax).

Изучены количественные показатели, изображающие кинетику активности 
ферментов азотного обмена и особенности влияния промышленного загрязнения 
на эти показатели. Установлена зависимость кинетических параметров ферментов 
уреазы и нитратредуктазы от количественного и качественного состава промыш-
ленных ингредиентов.

Ключевые слова: ферменты, ингредиенты, кинетические параметры (Км, Vmax).

Learning of quantitave metrics, which reflect kinetica of activity enzymes of nitric 
exchange and features of influnce of indystrial pollution on these metrics. Dependence of 
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kinetic parameters of enzymes ureasa and nitrat-reductase from compositions of industrial 
components is established.

Key words: enzymes, pollution, kinetica metrics (Км, Vmax).

Процессы превращения азота и его соединений в почве составляют одно из 
центральных звеньев почвенного метаболизма. Это связано с исключительной 
ролью азота в функционировании биосферы, живых её компонентов, и в почво
образовании [6]. Особого внимания заслуживает изучение почвенных ферментов, 
определяющих направленность и интенсивность биологических процессов в поч
ве. Ферменты в почве действуют в сложной среде, и для их характеристики при-
ложимы законы ферментативных реакций в гетерогенных системах [3].

При исследовании механизма ферментативного катализа в энзимологии ши-
роко применяются кинетические методы – это определение скорости фермента-
тивной реакции в зависимости от различных факторов – температуры, рН, кон-
центрации фермента и субстрата, ингибиторов, адсорбции ферментов. Кинетиче-
ский подход, состоящий в количественном описании протекания метаболической 
реакции на основе молекулярных представлений и законов химической кинетики, 
является перспективным и для изучения ферментативной активности почвы. Ки-
нетические параметры ферментативных процессов в почве характеризуют состо-
яние ферментов в ней и влияние окружающих условий, в которые они поступают, 
стабилизируются и функционируют.

Выполненные кинетические исследования ферментативной активности почв 
позволяют утверждать о реальности применения методов классической стаци
онарной кинетики для описания энзиматических процессов в почве и познания 
механизма действия почвенных ферментов [1].

К наиболее фундаментальным кинетическим константам химии ферментов 
относятся константа Михаэлиса – Км и максимальная скорость ферментативной 
реакции – Vmax. Эти характеристики ферментативной кинетики в почве позволя-
ют выявить характер влияния различных факторов на отдельные стадии фермен-
тативных реакций. Применение кинетических принципов анализа может явиться 
теоретическим фундаментом для определения вероятности, направления, устой-
чивости почвенно-биохимических процессов трансформации азота, конечной це-
лью которых является рациональное использование азота почвы, удобрений и 
оценка плодородия [5].

Как один из перспективных методов изучения ферментативной активности 
почвы, кинетический метод используется в данной работе для определения вли
яния промышленного загрязнения на активность ферментов азотного обмена.

Материалы и методы исследований. Исследования проводились на проб-
ных площадях, заложенных в пределах границ городской застройки Днепропет
ровска и Днепродзержинска, где сосредоточены предприятия химической и ме-
таллургической промышленности.

Для изучения степени влияния антропогенной нагрузки на биохимическую 
активность почв г. Днепропетровска выделены пробные площади в районах горо-
да с допустимым, низким, умеренным, высоким и очень высоким уровнем загряз-
нения, охватывающие как жилые районы, так и районы промышленных предпри-
ятий. Одна пробная площадь выбрана в г. Днепродзержинске. Пробы отбирались 
в районе ДПО «Азот», где преобладали выбросы, содержащие азот.

На каждой пробной площади отбирали по два варианта почвенных образцов 
в поверхностном слое почвы (0–10 см). Вариант А – почва под газонами, с боль-
шой плотностью корневых систем газонных трав; пробы отбирались с открытых 
участков, без древесно-кустарниковой растительности и листового опада.
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Вариант Б – почвы, которые подвергаются интенсивной рекреационной на-
грузке (вытаптыванию), без травяного покрова и листового опада.

Методы определения активности уреазы (мг аммиака, который образовался, 
на 1  г навески за 1 мин), определяли по содержанию аммиака с использовани-
ем реактива Несслера. Метод определения активности нитратредуктазы почвы  
(мг NO3

- / 1 г за сутки) почв основан на учете остаточного количества невосста-
новленных нитратов после их взаимодействия с почвой [8]. Определения Vmax 
(максимальная скорости и константы Михаэлиса (Км) по методике Ф. Х. Хазиева 
[7]. Полученные результаты обрабатывались статистично (р<0,05) [4].

Результаты и их обсуждение. При изучении ферментативных процессов, 
как правило, определяют ряд параметров, характеризующих кинетику образова-
ния продуктов реакции: константу Михаэлиса, максимальную скорость фермен-
тативной реакции. Такие показатели вполне приемлемы и для описания почвен-
ных энзиматических процессов, что особенно важно для количественной оценки 
изменений активности ферментов, вызванных антропогенными факторами.

Известно, что скорость ферментативной реакции непостоянна во времени. 
Обобщая исследования многих авторов, Э. Корниш-Боуден [2] показывает, что 
кинетическая кривая ферментативной реакции состоит из трех участков, четко 
разграниченных во времени: на первом этапе прохождения ферментативной ре-
акции скорость её резко увеличивается и достигает максимальных значений; на 
втором этапе (участок «плато» на графике) – величина скорости некоторое время 
остается неизменно высокой и соответствует «начальной скорости» реакции; на 
третьем этапе – резкое падение скорости.

В случае почвенных ферментов сохраняется наличие трех фаз процесса, од-
нако наблюдаются более длительные интервалы времени протекания каждого из 
трех периодов.

Проведенное нами изучение активности ферментов азотного обмена на участ-
ках с различной степенью загрязнения показало, что на участке с повышенным 
фоном азотсодержащих соединений в почве (район производства ДПО «Азот») 
наблюдаются изменения в ходе ферментативных процессов, особенно четко вы-
раженные для уреазы и нитратредуктазы.

Поэтому изучение кинетических показателей ферментов уреазы и нитра-
тредуктазы проводили в почвах двух вариантов пробной площади №4, различа
ющихся уровнем биологического потенциала и рекреационной нагрузки.

Для изучения кинетики ферментативного процесса, прежде всего, необходи-
мо определить оптимальные экспозиции времени, при которых скорость реакции 
максимальна, и, таким образом, соответствует «начальной скорости» процесса.

В ходе модельного эксперимента определены экспозиции времени для изме-
рения начальной скорости реакции. Результаты, отражающие ход временной за-
висимости скорости реакции уреазы и нитратредуктазы, представлены в табл. 1.

Таблица 1
Временной ход скорости ферментативных реакций уреазы и нитратредуктазы

Экспозиция 
времени, t

Уреаза Нитратредуктаза

Активность фермента, 
мг N/г t

Скорость реакции, 
мг N/г час

Активность 
фермента, мг 
восст. NO3/г t

Скорость реакции, 
мг восст. NO3/г час

20 мин 0,186 0,558 3,72 11,16
40 мин 0,078 0,116 3,46 5,19
1 час 0,141 0,141 3,42 3,42
2 час 0,192 0,095 3,39 1,70
4 час 0,720 0,179 3,46 0,86
6 час 0,445 0,074 3,36 0,56
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Полученные кривые скорости реакции сходны для двух ферментов и имеют 
выраженный максимум, соответствующий экспозиции 20 мин. Выявленные экс-
периментальным путем экспозиции времени, для которых характерна максималь-
ная скорость реакции, использованы при определении величины Vmax и Km фер-
ментативных реакций уреазы и нитратредуктазы.

Величина Vmax – это максимальная скорость реакции, которая не лимитиру-
ется концентрацией субстрата (S  – в избытке), а определяется лишь наличием 
фермента в системе, его доступностью субстрату и скоростью распада фермент-
субстратного комплекса. Vmax наряду с Km является важнейшей характеристикой 
ферментативных процессов.

В таблицах 2 и 3 представлена субстратная зависимость скорости фермента-
тивных реакций для двух вариантов.

Таблица 2
Субстратная зависимость скорости ферментативной реакции уреазы

Концентрация субстрата
Начальная скорость реакции, мг N/г час
Вариант А Вариант Б

10 мг/мл. (0,2М) 0,54 0,12
50 мг/мл. (0,8М) 1,31 0,52
100 мг/мл. (1,7М) 1,27 0,43
150 мг/мл. (2,5М) 1,39 0,74
200 мг/мл. (3,3М) 1,54 0,65
250 мг/мл. (4,2М) 1,36 0,68

Таблица 3
Субстратная зависимость скорости ферментативной 2 реакции нитратредуктазы

Концентрация субстрата
Начальная скорость реакции, мг восст. NO3/г час

Вариант А Вариант Б
2 мг/мл. (0,01М) 1,68 2,52
5 мг/мл. (0,05М) 6,62 3,95
10 мг/мл. (0,10М) 8,81 10,6
15 мг/мл. (0,15М) 9,63 15,6
20 мг/мл. (0,20М) 13,3 16,2
25 мг/мл. (0,25М) 11,25 22,25

Предварительное изучение данных, представленных в таблицах, свидетель-
ствует о существенных изменениях процессов азотного обмена в различных эко-
логических условиях, имеющих противоположную направленность. Начальная 
скорость уреазы уменьшалась в варианте Б, нитратредуктазы – в варианте А. 

Данные по субстратной зависимости скорости ферментативной реакции мож-
но представить в виде графиков (рис. 1 и 2).

Полученные кривые субстратной зависимости отражают изменения кинети-
ки ферментативных процессов для вариантов А и Б. Кроме того, можно отметить, 
что для каждого фермента в вариантах А и Б характерны свои особенности хода 
ферментативной реакции. Для уреазы происходит достаточно быстрое насыще-
ние субстратом (при концентрации 100 мг/мл). Такая же концентрация исполь-
зуется и для определения фона уреазной активности. Для нитратредуктазы насы-
щение субстратом происходит при значительно больших концентрациях, чем мы 
использовали в эксперименте, о чем говорит пологий профиль кривых. Для опре-
деления фона нитратредуктазной активности мы используем концентрацию суб-
страта, значительно меньшую от насыщающей (10 мг/мл.). Поэтому необходимо 
внести коррективы в методические приемы определения активности нитратре-
дуктазы.
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Рис. 1. Субстратная зависимость начальной скорости уреазы

Рис. 2. Субстратная зависимость начальной скорости нитратредуктазы
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Для наглядного представления изменений кинетических показателей актив-
ности уреазы и нитратредуктазы целесообразно использовать сравнительную 
диаграмму (рис. 3 и 4). Для того, чтобы можно было сравнить величины, име
ющие разные размерности и порядок, значения кинетических констант вырази-
ли в условных единицах. Значения констант для варианта А принимали за едини-
цу, а значения констант варианта Б относили к этой условной единице. Снижение 
Km практически в два раза в варианте А для ферментов уреазы и нитратредуктазы 
свидетельствует об активации ферментативного процесса, так как кривая процес-
са приобретает большую крутизну, это, вероятно, может происходить вследствие 
увеличения константы К+1 – образования фермент-субстратного комплекса. Ак-
тивация фермента уреазы в варианте А подтверждается и повышенным в два раза 
значением Vmax, в то время как для нитратредуктазы Vmax варианта А вдвое ниже 
по сравнению с вариантом Б. 

Рис. 4. Сравнительная диаграмма величины максимальной скорости
ферментативной реакции

Рис. 3. Сравнительная диаграмма величины константы Михаэлиса
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Таким образом, наличие в почве корневых систем растений, которые создают 
повышенный фон биологической активности почв, приводит к активации процес-
сов аммонификации, направленных на перевод органических азотсодержащих со-
единений в доступный для растений ион NH4

+. Эти процессы создают более бла-
гоприятный питательный режим почвы.

Для нитратредуктазы, в этих же условиях, характерно снижение показателей 
Vmax и Km по сравнению с вариантом Б, что говорит о некотором угнетении про-
цессов денитрификации. Это замедляет потери NO3 из почвы, что также оказыва-
ет положительное влияние на минеральное питание растений.

Почвы с низким биологическим потенциалом, подвергающиеся усиленной 
рекреационной нагрузке, характеризуются повышенным значением Km уреазы и 
нитратредуктазы и Vmax нитратредуктазы это говорит о подавлении аммонифика-
ции и некоторой активации денитрификации, а следовательно, ухудшении пита-
тельного режима почв.

Выводы. 1. Интенсивность процессов аммонификации и денитрификации 
зависит от количественного и качественного состава промышленных ингреди-
ентов: наблюдается стимуляция этих процессов в присутствии азотсодержащих 
выбросов, угнетение в условиях промышленного загрязнения. Минимальная ак-
тивность проявляется под влиянием выбросов металлургического и машиностро
ительного заводов по сравнению с контрольным участком.

2. При анализе кинетических констант ферментов уреазы и нитратредуктазы 
в разных экологических условиях наблюдали снижение Км для обоих ферментов, 
увеличение в два раза значения Vmax для уреазы и уменьшения значения Vmax для 
нитратредуктазы в варианте с травяным покровом по сравнению с почвой, испы-
тывающей рекреационную нагрузку. Это свидетельствует об активации процес-
сов аммонификации и некотором угнетении процессов денитрификации в почвах 
с высоким биологическим потенциалом, что оказывает влияние на питательный 
режим почв.
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