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Fenilfoszfatos enzimanalizis alkalmazasa
talajok és tragyak vizsgalatara
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Utobbi id6ben a talajbiolégusok és biokémikusok nagy érdekl§déssel fordul-
nak a talajenzimek vizsgalata felé. A talajokban mindezideig katalazt [15, 22],
invertdzt [4, 12], uredzt [6], proteindzt [7], alfa-glukozidazt [9]. beta-glukozid-
azt [8]. alfa- és betagalaktozidazt [9], fitazt [10, 17], lecitinazt [17] és glicero-
foszfatazt [17] sikeriilt kimutatni. Ezeket az enzimeket elsGsorban a talajhan é16
mikroszervezetek [4, 12], valamint a magasabbrendd névények gyékerei [14]
hozzak létre és valasztjak ki,

A talajok ilyen irdnya vizsgilata sok olyan alapvets kérdés megoldasihoz
segithet, mint az egyes talajok bioldgiai aktivitasanak megitélése [5,12, 15, 16, 21],
valamint a talajban lejatszodé biokémiai és fizikokémiai folvamatok felderitése,
amely a névény szerves- és mitrigyézasanak kérdését nagymértékben el§segit-
heti [3. 17].

Mez6gazdasigi szempontbél kiilondsen érdekes a talajban 1évd foszfataz
enzim vizsgdlata. A termoréteg dsszes foszformennyiségének jelentds része szer-
ves forméban van, amibdl a foszfatdz az cszterkétés felhasitasaval a névények
szamara konnyebben felvehetd ortofoszforsavat felszabaditja. A talajban el§-
fordulé foszforsav-eszter a fitin (mezo-inozithexafoszfat) és kiilonbozé nuklein-
anyagok, valamint ezeknek kalcium, kilium, natrium aluminium, vas é
nézinm séja [2].

A foszfatdzok szubsztratum specifitasukban is kiilonbéznek egymdastdl. Az
enzimek szubsztritum specifitisa ellenére vannak olyan szubsztratumok, melyekre
majdnem valamennyi foszfataz ecgyarant hat. Ezek kozé tartozik a nétrium-
beta-glicerofoszfat [1] valamint a fenlifoszfat [11]. A talaj foszfatdz aktivi-
tasinak mérésére killonssen alkalmas a fenilofoszfitos médszer, mivel a felszaba-
dult fenolt a foszforsavval ellentétben a talajok nem kotik meg [18],

Sajatsaga afoszfatazoknak az izodinamia. Kiillonboz6 szervezetekb§l szirmazd
enzim egy ugyanazon szerves foszforvegyiiletet kiilsnbsz§ optimalis pr-n bont,
Igy a novényi szovetekben f6képp az wn. savanyi (pg opt. 5 koril), allatokban
pedig az un. ligos foszfatiazok (py opt. 8 kériil) vannak talsalyban,

s mag-

Kisérleti rész

A talaj foszfor adszorpcidjanak kikiiszobolésére a talaj foszfatdz aktivitasa-
nak mérésére a King —Armstrong-féle fenilfoszfitos eljarast alkalmaztuk.

A médszert a kovetkezd kiovetelményeknek megfeleléen médositotiuk.

1. Az enzimhatds kovetkeztében felszabaduls fenol mennyisége a fenol
mérésére legjobban bevilt Folin —Ciocalteu médszerrel 0,02 —0,80 mg fenol/ml
jelenlétében jol mérhetd legyen. E médszerrel a Zeiss-féle polafotométeren + 0.3°
pontossigl leolvasas mellett - 29(-0s mérési pontosség érheté el.

2. A felszabaditott fenol mennyisége jelentSsen nagyobb legyen, mint a vizs-
.galt talajbél kiltgoz6ds, Folinreakeidt adé egyéb vegvilletek mennyisége.
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3. A felszabaditott fenol mennviségz e ardnyban legven a talajban 1é6vé enzim
mennyiségével.

Vizsgdlati  madszerek

a) Fenolmoghatirozds.

A hasznélt oldatok : 1. Folin-oldat: 300 ml-es gémblombikba bemériink
25.0 g Na,WoO, - 2H,0-t. 4.2 g molibdérsavat és 52 ml n NaOH-t. Ezutan hozza-
adunk 123 ml Hy0-t, 12,5 ml 85° j-0x fosszforsavat és 25 ml ec HCl-t. A lombikot
visszafolyd hitével latjuk el és olajfirdén enyhén forraljuk. 10 dra elteltével
37.4 g LiySO,-t és 12.5 ml H,0-t adunk hozz4, majd 2—3 csepp brémot. A vissza-
folyd hitst eltavolitva a forralds a brémngézok eltdvozasaig folytatédik. Li,S0O,
helyert 18,7 ml cc Hp80, éx 25,6 ¢ Li,CO, is hasznalhaté. Ezutan az oldatot 250
ml-es mérélombikba 6ntjiik és deszt. vizzel jelig feltsltjik. Végiil az oldatot lesziirés
utdn deszt. vizzel négyszeresére higitva hasznaljuk.,

Amennyiben szirés utan lehdlve az oldat megzildiilne, gy a bromos kezelés
megismételendsd.

2. 25%,-08 Na,CO, oldat.

3. Fenol térzsoldat (standard). Analitikai mérlegen becsiszolt mérdedénybe
bemériink kb, 0,5 g fenolt, ezt 1000-szexes mennyiségl 0,1 n HCl-ban melegités
kézben feloldjuk, tovabbi tizszeres higitdssal 0,01 mg fenolml térzsoldathoz
jutunk.

A meghatdrozashoz kémesébe sorrendben a kivetkez§ oldatokat mérjiik be.
1,0 ml vizsgilandé oldat (ill. a vizsgilandé oldat ismert mennyisége deszt. vizzel
1.0 ml-re kiegészitve), 2,0 ml Folin-oldat, 1,0 ml deszt. viz, 1 ml Na,CO, oldat.
A kémesdvet 37 C-on 45 percig dllni hagvjuk, majd fotométeren S66-o0s szinszirs.
vel 12 em-es kilvettdban megmérjiik a keletkezett kék szin erfsségét. A standar-
dokat 0.1 —0.01 mg fenoltartalomig készitjilk. A szinsziird a talajoldatok sarga
szinének zavard hatdsat kikiiszsbali.

b) Fossformeghatdrozds.
A foszfort az osztalyunkon médositott metolos eljarassal hataroztuk meg [20].
¢) pn meghatdrozds.

A pu-t verondl, karbonat és acetar puffer oldatokkal allitottuk he, és ezt a
di Gleria-féle késziilékkel kinhidronelektridik alkalmazisival mértiik.

d) Az enzimaktivitds vizsgdlatdinak menete,

100 ml-es Erlenmeyer-lombikba bemért 10 g légszaraz, 1 mm-es szitan atszi-
talt talajhoz (vagy 5 g eredeti nedvességd, illetve 10 g 1égszdraz tragyahoz) 2,5 ml
toluolt adtunk. Tiz perc mulva hozzdadjuk a 20 ml szubsztritum-oldatot és
amennyiben egy adott py-ra kivantuk a reakeidelegyet beallitani — akkor a meg-
feleld pufferral jelig feltsltottitk. Ha a talaj sajat py-jan dolgoztunk, ugy a feltdliést
37 C"-o0s deszt. vizzel csak az inkubdlas 23, 6rdjaban végeztitk. 24 6ras inkubalas
utdn (37 C%-o0s termosztatban) alombik tartalmét lesziirtitk (tiszta sziirlet sziikséges)
és aliquot részének fenol, ill. foszfortartalmat hataroztuk meg. A meghatarozast
a szlrés utan azonnal el kell végezni.

A fenilfoszfat oldat dllandésdga. — Els§ feladatként meg kellett vizsgdlni,
hogy az altalunk hasznalt fenilfoszfat oldat allas kézben — enzimatikus hatés

nélkil milven mértékben hidrolizalédik.
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Az 1. 1dblazathdl lathat6, a fenilfoszfit oldat allas kozben csupan jelen-
tékteleniil hidrolizalodik.

10 g talajmintabél kioldédé és kimutathatd foszfor és fenol mennyisége,
A méréseket kétféle uton végestitk : a) a talajt inkubalas nélkiil enzimvizsgala-
tokhoz elirt médon el6készitve, a lombikokat 100 ml-ig feltsltve azonnal lesziirtiik
(tn. 0-6ras kivonat). b) A talajt 150 C®-on 1 2 déran at tartva az enzimeket eloltiik.
Ugyanazt érjiik el 10 perces 1,5 atm. nyomasi alkoholgbzskkel térténd dn. perrozas-
sal és az ezt kovets 150 C°-on térténd szaritdssal. A zaréjelbe tett szamok fenol
mg 10 g talajr, a tobbi P,O; mg/10 g talajt jelentenek.

L. tdbldzar
Fenilfoszlat oldat hidrolizise ©,-ban kifejezve

" = ; s o LT
Fenilfoszfit oldat Heszadlb poffer Hidrolizdlédott feuilfoszfit 2,
tiimi:lysﬁgr

: Tajtdjn | pHja 720 dea milva R ——

0.6 acetdt 1,2 0,26 =
karbounit . 9.8 i 0.20 w2

Lu deszt. viz 7.06 0,10 0,20

A kovetkezbket allapitottuk meg a 2. tablazat adatai alapjan:
10 g talajbol — a megadott médszerrel nyert kivonathban — anorganikus
foszfor csak a mérési hatdron aluli mennyiségben talalhaté, fenol pedig 1 mg korili
mennyiséghen,
2, tabldzat
Egyves talajok sajat oldhaté foszfor- és »fenol«-tartalma

(1) (2) ! e ' {4?
‘ . Sterilizdlt talaj <zubsstrdtummal
A talaj neme és A mért uh g were e e swes o
szarmazisi helve anyag Kivonat nh 6h 2th
[ = v
B — - S SR e ’ | s
a) Mezdhegvesi meziségi vilvog fenol 1.6 = - ! 2.3
P,0, 0.2 0.2
b) Bankati mezdségi vilyog ... | fenol 0.9 1,6 1.7 1.3
¢) Bankati mezidségi vdlyog ... fenol 0,7 _ 0.35 0,40
P,0, 0.1 2 0,40
i 1
d) Tapidszelei meziségi vilvog .. fenol 0.7 ) _ 1.7
P,0, ! 0.1 BN
i
¢) Tdpidszelei mezdségi vilyog .. fenol i — — — 1.9
P,0; | i (S |
f) Hénvelpusztai erditalaj ... fenol | 08 i 1.8 1.7 1.3
P,0, 0.1 0.1 -20.1 0.1

Sterilizalt talajbél nyert kivonatban a fenoltartalom valamivel magasabb.
Ennek valészing oka, hogy a talaj szervesanyaganak egy része a sterilizdlaskor
elbomlott. Az, hogy ez az érték az inkubalaskor nem névekedett, azt igazolja.
hogyv a talaj szerves foszfatbontd sajatsdga héérzékeny anvagtsl — fehérjétdl
{enzimt§l) — szarmazik,
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Az inkubdlds optimdlis pp-ja

A kévetkezbkben megvizsgaltuk a kizeg py-janak szerepét a foszfatiz enzim
aktivitasara (3. és 4. tablazat).

A tiblazatbél kitlinik a talaj foszfataz aktivitdsanak p u-fiiggése. Optimalis
a hatds a talaj eredeti py-jatél kevéssé (=& 1.0 py) eltérs kozegben. Az adatok azt is
vilagosan bizonyitjak, hogy az enzimolsgisban szokasos puffer mennyiségek a
talaj py-jat lényegesen nem viltoztatjak meg. Mindebbél az kovetkezik, hogy
épp dgy, mint az eddig vizsgalt talajen =imekndl [21], jol definialt kisérleti koriil-
mények mellett optimalis hatdst érhetiank el, ha a pufferek hasznalata nélkiil a
talaj sajat py-jan dolgozunk. Kivételt képeznek a minimalis pufferoloképességi
laza homoktalajok.

3. 2abldzat

A felszabaditott fenol &g a talaj py Osszefiiggése

O @

‘ Vizes

Talaj neme és ‘ Kiilnboz6 pIi-ndl 10 g talaj altal

szdrmazisi helye talaji;.}l{s-zjgnnziﬁ felszabaditott fenol mg
a) MezGhegvesi meziségi vilyog | 8.2 PH 7.1 8,4 9,2
; 1 fenol mg 22,0 19,0 16,0
b) Godsllii savanyt homok ... | 75 | pH 7,0 73 1,6
i | fenol mg 9.6 9.6 11,2
¢) Goddllsi savanvi homok ... | 6.8 | PH 4,0 1,6 6,5 6.8 8,0
! fenol mg 2.4 3.6 7.6 5.6 3,8
d) Hénvelpusztai savanyi | PH 1,0 4.5 6,5 6.8 8,0
agvagos erditalaj ......... 6.7 ' fenol mg 5,8 6.5 8,4 8.8 7,8
4. tabldzat
Puffer hatisa a talaj eredeli py-jara
) o (2) e e e
Talaj neme és i Hozzdadott pulfer : Talaj Puffer ! Talajkivonat
sgdarmazasi helye i — = : - i pH-ja
i Vfa]m]a I ml i eredeti pH-ja f
| —
a) Mezbohegyesi meziségi vilyog  acctat | 10 8,2 1.2 ‘ 6,8
b) Mezbhegvesi meziiségi valvog karbonit i 10 8,2 I 9.8 9,2
¢) Goddlldi savany homok ... ~veronal | 10 7,5 I 5,5 | 6,9
; | 6,9 I‘ 7,3
. | 8.0 | 7.6
d) Godolléi savanvi homok ... i acetdt I 85 6,8 i 1,0 4,3
i | 5,0 ‘ 4,6
i 6,0 6,5
¢) Gidiollsi savanvd homok ...  verondl 85 | 6,8 ! 7.0 | 6,8
| |
| 8,0 ‘ 7,6
JJ) Hénvelpusztai agyvag ....... acetat ‘ a5 6,7 1,0 £,0
| ! ! 5,0 3.1
g) Hénvelpusztal agvag ....... | verondl | 85 | 6,7 i 6,0 0,5
| 1 7,0 6,8
: 8,0 8,0

Megjegyzés . A pufferokban 30,7 mg dinatriumfenolfoszfat volt feloldva.
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Az inkubdlds idétartama

Elsé méréseinknél a talaj szerves foszfor tartalmaval egyenld mennyiségi
szubsztratummal dolgoztunk. 10 g talajhoz 8—15 mg szerves foszfort adtunk
fenilfoszfat formajaban. Egyik esetben 30,7 mg-ot, a masik esethen 46 mg-ot.
Ez megfelel 10,5, illetve 16,0 mg fenol-

nak. Méréseink eredményét az 1. /;‘;’;M/
abran mutatjuk be. 78 g
Lathat6, hogy egv adott — az 15
enzim hatékonysdgéhoz képest csekély 4
73
12
rfenal v
mg ~
70 A %
&g
7
&
o1
# ’I ;
; ',ﬁ.-.'/'
4
4 i ¢ 2 %
ore dra
1. dbra.

Talaj foszfatdz hatdsa az inkubdlds idejében. 1 mezthegyesi mezségi vilyogtalaj; 2 tdpidszelei
mezbségl vilyogtalaj; 3 hényelpusztai savanvii agyagos erddtalaj ; 4 godolléi savanyd homok-
talaj

— szubsziritum mennyiséget a talajenzimek teljesen elbontanak, Eppen azért, ugy
kell az inkubdlis id6tartamat és az
adott szubsztratum mennyiségét dssze- feno!
cgyeztetni, hogy annak legfeljebb 2/3- g,
része hidrolizalédjék. 50
Hogy a talaj enzimaktivitdsa-
nak széles savjat mérhessik (2—80
mg felszabadult fenol/10 g talaj a
Folin-féle médszerrel jél mérhetd
mennyiség) és hogy az enzim hatd- 30
sara felszabadulé fenol mennyisége
nagy legven a talajbél egvébként
kioldddé fenol mennyiséghez képest,
helyesebbnek talaltuk hosszabb inku-
balasi idd alkalmazasat. 70
Ebb6l a célbél 48 o6ras inku-
balast alkalmaztunk kilénbézé meny-

20

nyiségli  szubsztratummal. FEredmé- (4 62 90 720 750
nyeinket a 2. dbran tiintettiik fel. ; @ﬁf%ngﬁ
Az egves talajoknal kapott ered- )
- 2. dbra.

ményekbél lathat’o, _hﬁg)‘ a szub- 4, engimaktivitds fiiggése a szubsztritum mennyi-
sztratum mennyiség bizonyos felesle- ségétll. Gorbeék jelzését lasd 1. abra.

6
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gen til nem befolyasolja a talaj enzim  akiivitasinak mértékét, Célszerdi annvi
szubsztritumot adni. hogv - ennek Iegfeljehb csak 3/4 része hasznalédjék el az
enzimatikus lebontds soran. Tovabbiakban 24 6rai inkubaldst és 100 mg szubsztra-
tum koncentraciét hasznéltunk 10 g talaj vizsgilata esetén.

Talajkivonat fossfatds akiivitdsa

1:5 ardnyban vizzel kevert elzetesen toluolozott talajhdl 1/2 érai rdzas ée
sziirés itjan nyert kivonathoz adva a fenilfoszfatot 24 6ras inkubalis utin sem
kapunk meérhetd fenol mennyiséget.

E szerint a talaj foszfatézai a talaj szilard fazisdhoz vannak kétve, onnan
vizzel — legalabbis hatéképességiik elves=tése nélkiil — ki nem oldhatok.

Azismertetettek alapjan megéllapit hato, hogy 10 g talajhoz 2.5 —3,0 ml toluol
hozzdaddsa utdn, 10 ml deszt. vizben oldott 100 mg fenilfoszfat mennyiséggel
adunk altaldban elegendd szubsztrdtumot. 24 Gras inkubalis utin a lombikot
100 ml-ig feltsltjiik. majd sziirjiik és elv&gerzitk a fenol és foszfor vizsgalatot.

A médszer alkalmazasa kiilonleges esetekben
I. Foszfar-adszorpeis vizsgdlatok

Mivel a fenilfoszfit hidrolizisckor a mért fenollal egvenértékil foszfat is
szabadda vilik, meg van alehet§sége annak megéllapitasara, hogy a talaj kolloidjai
és foszfitot megkdtd egyéb komponensei mennyire vonjék ki a foszfat ionokat az
oldathél. A jelenség tanulméanvozisira haromféie tipusi talajjal foszfataz vizsgila-
tokat végeztink oly mdédon, hogy a talajhoz 10. 30 és 509 -ig nagy adszorpeids
képességii montmorillonitot (bentonitot) adtunk (5. tablazat, 3. abra).

A montmorillonit névekv mennyisége az enzimhatds kovetkeztében suza-
badda valé foszfat ionok mennyiségét egyre inkdbb csokkenti. Ugyanckkor amint
ez a 3. dbran lathatd, a kimutathaté fenol mennyiségét a kisérleti hibak hatarain
belil a talaj emelkedé agyag-isviny tartalma nem csékkenti [13]. Ugyanezt
tapasztalhatjuk. ha a talajhoz anorganikus foszfatot,ill. fenol oldatot adunk. A fenolt
a talaj nem adszorbealja. a foszfat ionokat azonban igen.

25
g
76
fena/ ~—
74 ~
my -""‘--.___a.
72 ~——
5 R T SN - —
Y ——— = 7 A= ik
30 r v
e,
25 d
. "o 4
20 ki ~va— S
sesaseQdscsananneracDascnnsnnsansndy 2 Sty O
15 + e+ Ve # e + e & e ¢ e ® e & p— ) .
o 10 30 _soxr 0 30 507
fonfmorniloniy Marim oot
3. dbra

Kiilonbézé ardnyban montmorillonittal kevert talajok hatdsdra fenilfoszfathol kapott fenol é=
foszforsav mennyisége : 2 tdpidszelei mezgségi vélyog talaj: 3 hényelpusztai savanva agyagos.
erditalaj ;1 gddilléi savanyd homoktalaj
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Az agyagisvanyokkal kevert talajok foszfatdz vizsgalatdbél kitiinik, hogv
helytelen Mortland é Gieseking [17] nézete: nagy adszorpeisképességii
fs

agyagok jelenlétében a foszfatiz hatds az enzim megkdtédése miatt csskken.

5. tabldzat

A foszfor meghatirozasdnal mért P,0;, a mért fenol alapjian szdmitott P,0, érték szazalékban

@ Kapott P09, a talajhoz kevert agvagdsviny ©, fiiggvénviben
o i e ® )
A talaj neme n ! Montmorillonit 9, ! Kaolinit 95
T TTI_ 50 7#1‘ 10 i 30 _i 50
a) Homok g1 1 35 35 52 42 | 36
b) Vilyog 39 33 26 24 36 34 33
¢} Agvag 59 55 19 il 64 64 | 64

A foszfatdz aktivitasnal a felszabadulé fenol és anorganikus foszfat egyideji
mérése egy ugyanazon talaj kultirallapotinak finomabb megkiilinbsztetésére is
alkalmas lehet. Erre példanak a keszthelyi talajokon végzett vizsgalatainkat
hozzuk fel. Itt, tébb éve parlagon 1évé talajokon a foszfataz hatds utdn mért fenol-
bél szdmitott Py0; 909%;-at lehetett az oldatban megtalalni. Ugvanekkor a kézvet-
leniil mellette fekvé mivelés alatt all6 talajon a szamitott foszfornak esak 709 -4t
tudtuk az oldatban kimutatni. A foszfataz aktivitdsa mindkét talajnak a parhuza-
nfos értékek eltérésén beliil azonos volt (20,0 4 3.0 mg fenol, 10 g talaj)

.

6. tablizat

Keszthelyi talaj fenol és anorganikus foszfit megkittképessége

| Fenol | P.0,
| S B SRR BT B o R
Talsj szirmazisa ‘ l::nltdt' i:}::“; | adszorbedlt I };?17;;- i:;zi'; i adszorbealt
e | = | [ Tw
- T B | T T i . I .
Kaszdlatlanparlag | 40,0 40,6 | —0,6 « — 15 40,0 . 380 | 20 5.0
Kaszdlt parlag .... 40,0 = 40,3 | —03 — 0,8 40,0 34,7 | 5,3 13,2
Istollotrdgyazott- .
forgd viaiveivas L4100 43,0 -3,0 - 15, 400 20,8 | 10,2 | 23.5
Zilderdgyids forgd | 40,0 15.5 —3.5 1 —=13,7 1 40,0 33,5 | 6,5 16,3

Fenolndl a negativ adszorbeid a talajbol fenolként reagilé vegviiletek kiolddsabol adadik.

I1. Istalltrigya adszorpceiés vizsgilatok.

Erdekes képet mutat a foszfor-adszorpeié kitlonbozi érettségl istallétragyvak
fenilfoszfatos enzimaktivitds vizsgalatakor (7. tablazat). A friss tragyak az enzim
hatasara keletkezett anorganikus foszfatot csaknem teljes mértékben megkstik,
ugyanakkor a felszabadult fenol mennyisége j6l mutatja a biolégiai aktivitast.

Eddigi méréseink eredményeibél remélhetd, hogy az enzimolégiai vizsgilati
médszerek alkalmasak a tragvak kozti finomabb kiilonbségtételre. A vizsgalatokban
5 g nedves tragyahoz 200 mg fenilfoszfatot adtunk. (Ebben 52.0 mg P,0; és 68,6 mg

6%
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fenol volt). A pyy-t acetat, ill. veronal pu fferral allitottuk be. Egyidejiileg szubsztra-
tum nélkiil, de pufferolt inkubalast is végeztiink, hogy az egyes tragyvak sajat
kiold6dé foszfat, ill. »fenol« tartalmat jg megéllapithassuk. Az igy kapott vak
értékeket a foszfatdz vizsgalatoknal kaprott értékekbgl levontuk, és a tablazatban
a mar korrigalt értékeket tiintettiik fell _

7. 1@ blgzat
Kiilonbozo érettségii istallotragyak foszfatiz alketivitdsa, ill. anorganikus foszfor megkots képessége

5 g nedves trigya !
hatasira kapott

Inkubalas | Szirmz ‘. — #\ 0.
Trigya neme pH-ja | ?aﬂn}ag | fenol | P.0, ‘ ndsi}(]:;iﬁ
i W@ |
{ | - —y
, . | |
Szildrd telhéniiriilék 5,2 16,1 11,8 i 5.3 i 83,3
8,0 ' 38,0 | 3,6 80,5
Friss tehéntragya ...... 3,5 25,2 50,5 1 1,3 97,3
8.0 36,5 10,5 62,0
Szildrd lodriilék. . ..., ... 3.3 23,0 ‘ 19,5 | iy 1 -
7.9 21,6 2,6 84,1
Friss 1otrdgya .......... 57 | 38,6 64,4 1,6 ‘ 90,6
8,1 [ 34,9 4,0 84,9
Szilard sertésiiriilék ..... 5,4 | 20,6 | 35,4 ‘ = | —
.7 i 53,0 - | —
Friss sertéstrdgya ...... 5.2 ‘ 27,0 | 51,0 ! - —
8,0 63,8 | L3 97,2
3 hetes vegves tragya 3.3 | 292 54 | 3,2 | 22,6 °
7.6 ! 3.3 | 2,1 | 17,0
8 hénapos vegves trigva 3.3 32,2 3.9 — ! x
8.3 9.1 — | —
20 hénapos vegvestrdgva 5.3 i 37,6 | 16,0 \ - ‘ »
8,3 i ! 28,8 § 16,7 | 23,4

' 1006
P,0; adszorbeié = 100 — 757 ahol @ = az enzim hatdshan mért fenol mg; b=a

mért P,0; mg: 0,757 = a fenolnak a Py0;ra vonatkozé egyenértéke,

A 7. téblazat edataibél kitiinik, hogy mig az istilléban Gsszegytls hig
iiriiléknek és trdgyanak igen nagy a foszfataz aktivitasa, addig ez a kazalba-
rakist kévetd hifok emelkedésével megsziinik. A 3 hetes kazalban 1évd tragya
foszfatdz aktivitisa lényegesen alacsonyabb, mint az istalléban vett mintaban.
Ez varhaté is, mert a tejiparban is a fenilfoszfitos enzimaktivitas vigsgalatot
alkalmaznak a pasztdrozittség kimutatésara. A 70 C° héfokon sterilizalt tej
mar ugyanis nem mutat fenilfoszfitot bonts hatast [19].

A kovetkez6kben: 1. Meg kell vizsgilni, hogy a tragyaknal a reakcié Pu-ja
milyen szerepet jatszik a kapott aktivitasi értékekre. Hofmann és munkatirsaj
[5] mar rdmutattak arra, hogy a gombakbél szirmazé enzimek mis pa-n hatnak
optimalisan, mint a baktériumokbél szarmazé enzimek. Lehet8ség nyilik igy a py
valtoztatasaval az erjedés irdnyara adatokat szerezni,

2. Vizsgélni kell,hogy a tragya,illetve a talaj el6készitése, a minta raktirozasa
hogyan valtoztatja a mérhetd foszfataz ércéket,

3. Meg kell vizsgalni, hogy a talajokban és tragyakban felléps id&szakos
valtozdsokat mennyire képes az enzimaktivitas kévetni.

4. A médszerrel nyerhet§ adatokat 6ssze kell vetni egyrészt mér a talajenzimo-
Iégidban gyakran hasznalt vizsgilatok adataival, masrészt az egyéb biolégiai
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vizsgilatok adataival (kvalitativ és kvantitativ baktérium analizis. CO, termeli-
képesség, nitratfeltaréképesség sth.).

Osszefoglalas

Talajok és tragyak foszfataz aktivitdsanak meghatarozasara a King-Armstrong
fenilfoszfatos mdodszert modositottuk, A lebomlas mértékét fenol és foszforsaw
egyidejd meghatdrozasaval mértikk. E médszer a gyakorlati talajvizsgalatoknal
alkalmazhatd, mivel: @) képet ad a talajok és tragvak foszfort adszorbealé képes-
ségérdl, b) képet ad a talajok és tragvak biolégiai allapotarsl. :

Erkezett : 1955 janudr 15.
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NPUMEHEHHME ®EHWI®OCHATHOTO 3H3MMOBOIO AHAJIM3A [UIS1 WCCTENO-
BAHMSI MOUB M YAOBPEHM{T

JI. Kpoaa, M. Kpamep, E. Jlépunn

Hayuno-Flecaegosare Tsckiuit HctuTy T Arpoxuming, 0T1e7 OPraHindeckiX yioopesnii Byaanemr
(Benrpus)

PeawMme

s onpeeaesnst aKTHBHOCTH (ocdaTasa mous 1 yAoipennit, aBTopbl paspadoTaIn HOBbIf
MeToI, e kak cybderpar npumensiercs genundocdar. Crenenb axTHBHOCTH (ocdaTEza name-
psiiicst onpegecHieM derdona H GochOpPHOR KIICIOTHL.

1. C 00pa3soBaHHBIM (PCHOIOM TOYBEL 1T YAOOPCHHS HE JAKT CcOeMIHeHH, HO agcopidus
docdopa 1ouBoit Hada0AAETCH.

2, Borurast H3 KoamyectBa (erosa Koanuectso Py0;, MoyKHO nameputs agcopbumio toc-
GOPHOH KHCAOTLI PasMIYHBIMH TIOUBAMH H  yAOOPEHHSIMII,

3. C nomolbio 3TOr0 MeTOJia aBTOPHI YCT2HOBIIIM, 9TO KOUIOHIB HE HHAKTHBHPYIOT
focparaz, Kak 910 yTBEpP:KIAHM panbiue (17).

4. Camast O0ILINAA AKTHBHOCTL SH3UMOB HAOMIONAIACH Yy MOYB TIPH  GCTECTBEHHOM pH,
a yaoipeunit npu pH oxono 5--8.
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Pue. 7. Oefictene gocdarasd House 5o Bpeys nurydammi. 1. UepHosenuas rnousa. 2. Yep-
HOzenHAs noysa. 3. Kucias ramuicras JeckEag noyea. 4, Kucisii mecok,

Pulc. 2. 3aBHCHMOCTL AKTHBHOCTH ()CPMACHTOB OT KOTHUECTEA cyGerpara. Homep 10uBwl
cM. pHc. 1,

Puc. 5. Komueerso dennaa 1 GoCQOPEL0if kic10Te 05pasopanumsix 14 dennndocpara nog
BIAHAHHCM IIOYB CMCINAHHBLIX C MUI{T.\‘[(JpH.'IOHPiTOM B DPA3IHYHBIX OTHOIICHHAX, 2. CyFJ'IP!HOK.S.
Cnuna. (4) Idecok.

Tadauya 7. Tuipoaus pacTBOpoB berungocedara B 0., (1) Komuentpaums pacrsopa
rerpoedara. (2) Muapoansyembiii thennadocdpar » o, 4epes 24 waca man uepes 7 gHeii.

Tapauga 2. Copepsraune pacTBOPHMOTO focdopa 1 “penona., B ofpasuax nous.

Tagauya 5. CBssp menay pH mouBH b1 kommaecrsom 00pasoBanKOTO (enona.

Tavauyga . Bansmue dydhepuocta na LICX0AHbIH pH mouBsL,

Tad.auga 5. KoJIMYECTBO 0NPEILISAEMOTO) docopa B Y/, BLuMCTCHEOE HA OcHORe H3MepeH-
Horo gogmuectea dienviaa. (1) Tun nousst )-necox<, b) CYTIMHOK, ¢) rmira. (2) Tpn npuGasneimy
10 50, mentvopnaonnta, (3) Tlpu npubacnenny 10— 50", KaoguHITA.

Tadauya 6. Tloraouenue denota 1 AF10prannyeckoro gochopa mousamm Kecerxeii.

Tabauya 7. AKTHBHOCTL $ocdarasa HIM noriomenie AHOPTaHH4YeCKOTO (docdopa naro-
3aMH DASHOH CICI0CTIL,

Enzym Analysis with Phenylphosphate as a Substrate Applied in Seil and Fertilizer
Examinations

L. KROLL, M. KRAMER and E. LORINCZ

Department of Organic Fertilization, Agrochemical Research Institute, Budapest
Hum gary)

Smnmary

A method has been worked out to be employed in determining the phosphatase activity o
soils and fertilizers, using phenylphosphate as a substrate. The degree of phosphatase acitvity has
been measured by assays of phenol and phosphoric acid, The experiments carried out permit of the
following conclusions :

L. The soils and fertilizers do not bind the phenol formed, whereas phosphor adsorption is
demonstrable,

2. The amount of P,0; formed heing calculable from the amount of phenol, the method is
suitable for measuring the phosphoric-acid adsorption of the different soils and fertilizers.

3. In contradiction to carlier views [17], colloids do not inactivate phosphatases,

L. With soils, enzymic activity is found to he the highest at the original pH, with manures,
at pH values around 5,0 and 8,0,

Fig. 1. Phospatase effect of soil at time of incubation. (1—2) Steppe loam. (3) Acid clayey
forest =oil. (1) Acid sand.

Fig. 2. Dependence of enzymic activity on the amount of substrate (For numbering of soils
see fig. 1.).

° Fz'g). 3. Amount of phenol and phosphoric acid obtained from phenylphosphate upon the
effeet of soils mixed with montmorillonite in different ratios, (2) Loam. (3) Clay. (4) Sand.

Table 1. Hydrolysis of phenylphosphate solutions, in % (1) Concentration of phenylphosphate
solution. (2) Hydrolysed phenylphosphate in 2/, in 24 hours and 7 days, respectively,

Table 2. Soluble phosphor and ““phenol,, content of some individual soils. (1) Soil types (a—e :
steppe loam, f: forest soil). (2) Measured quantity of phenol and P,0; respectively, in mg/10 g
-of soil. (3) O-hour extract. (4) Phenol and phosphor contenr of sterilized soils brought together
with substrate, in mg, after 0, 6, and 24 hour incubation.

Table 3. Correlation of the obtained phenol to the pH of the soil. (1) Scil types (a: steppe
loam, b—c: sour sand, and d: sour clayey forest soil). (2) pH of aqueous soil suspension.

"able 4. Effeet of buffer on original pH of soil. (1) Soil types (a—b: steppe loam, c—e: acid
saud, f—g: acid clayey forest soil). (2) Buffer added, in mi. (3) Original pI of soil. (4) Original pH
of buffer. (5) pH of soil extract.

Table 5. Phosphor measured at determining phosphatase in percentage of the phosphor
value calculated on the basis of measured phenol, (1) Soil types. (¢: sand, b: loam, c: clay). (2)
On addition of 10 to 509, of montmorillonite. (3) After admixture of 10 to 509, of kaolinite,

Table 6. Phenol and inorganic phosphate binding capacity of coil from Keszthely.

Table 7. Phosphatase activity and inorganic phosphor binding capacity of farm-yard manures
wf different degree of maturity.





