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Wstęp 

Jednym z ważniejszych ektoenzymów w środowisku wodnym s,, n1espccy
ficznc fosfomonoesterazy, zwane powszechnie fosfatazami , kt,1rc katalizuj,, reak
cje uwalniania orofosforanów z 'Nic,kszości wiclkocz;.istcczkowych zwi<!Zków orga
nicznych oraz z nieorganicznych piro- i metafosforanów. Ze wzgll.;clu na optymal
ny dla ich aktywności odczyn, rozróżnia sic, fosfatazy alkaliczne i fosfatazy kwaś
ne. Alkaliczne fosfatazy wykazują maksymalną aktywność w zakresie pH 7,6-9,6 
[SIUDA '.W0 LJ. Wody powierzchniowe charakteryzują sii;; na ogól odczynem w za
kresie od pH 6,5 do pH 8,5, rzadko przekraczając wartość poniżej pH 4,0 i powy
żej pH 9,0 [DoJL.IDO 1995]. Z tego powodu, w środowiskach wodnych, alkaliczne 
fosfatazy odgrywają większą rolę w uwalnianiu fosforanów z nieprzyswajalnych 
przez rośliny form fosforu i są cz~ściej badaną grupą enzymów niż fosfatazy 
kwaśne [JANSSON i in. 1988; SIUDA 20011. 

Szybkość reak~ji enzymatycznych zależy od stopnia zjonizowania wszyst
kich składników chemicznych układu, rodzaju enzymu oraz rodzaju substratu 
[JANSSON i in. 1988]. Aktywność alkalicznych fosfataz oznacza siG metod,) iluoro
metryczną lub spektrofotomcryczną, stosując różnego rodzaju substraty, np. p-ni
trofd1ylofosforan disodu [NIEWOLAK 1978; YIYONG, XINYU 1997; BARIK i in. 2001 j. 
fosforan metylofluorcsceiny [SMITH, KALF 1981; NEWMAN, RFDDY 19921, fosforan 
metyloumbelliferonu [KIERSZTYN i in. 2002]. We wszystkich metodach substrat 
wprowadza sic, do badanej próby wody, po wcześniejszym ich zbufornwaniu, 
a następnie inkubuje. Odczyn buforów w zależności od metody zmienia sil,'. w 2<1-
kresie od pH 7,6 do pH 10,9. 

Celem pracy jest ocena wpływu odczynu na rozkład p-nitrnfenylofosforanu 
disodu przez alkaliczne fosfatazy w wodach powierzchniowych i wyznaczenie op
tymalnego dla aktywności alkalicznych fosfataz pH buforu. Jako kryterium oceny 
aktywności alkalicznych fosfataz przyjęto stale w równaniu Michaelisa-Mcnten 
(vn,a, i KM)-
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Materiał i metody 

Aktywność alkalicznej fosfatazy (APA) badano w wodach pobranych w se
zonie wiosennym i jesiennym, z siedmiu zbiorników powierzchniowych, zlokali
zowanych na terenach wiejskich: z rzeki Płoni (Wł), z Jeziora Zaborsko (W2) 
i z czterech oczek wodnych w Kołowie i Binowie, różniących się sposobem zagos
podarowania zlewni (W3-W7) . APA oznaczono metodą spektrofotomctryczn,1 
z p-nitrofcnylofosforancm disodu (p-NPP) w środowisku czterech zmodyfikowa
nych uniwersalnych buforów (MUB) o odczynie pH: 7,5; 8,0; 8,5 i 9,0, które 
przy;;otowano zgodnie z metod,) opisaną przez BIELIŃSKĄ 2005. Mieszaniny reak
cyjne przygotowano zgodnie z metod,1 opisam1 przez BARIKA i in . 2001. Stężenia 
pocz:1tkowe p-NPP wyniosły: 7,14·1()-5; l,42·10-1; 2,43·10-~; 3,57·10--t; 7,14 ·10·~ 
mol ·dnr\ Próby inkubowano prze:z; 48 godz. w temperaturze 25°C. Zawartość 
nitrofenolu oznaczono na dwuwiqzkowym spektrofotometrze UVNIS finT,y 
Tcchcomp, przy długości fali 410 11111. W taki sam sposób badano rozkład p-NPP 
bez udz iału cnzymów, zastc.;pując wody natui,ilne wodą destylowaną. Wszystkie 
oznacze nia przeprowadzono w trzech powtórzeniach. 

Aktywność APA charakteryzowano na podstawie stałych w równaniu Mi
chaclisa-Mcntcn, tj. v

111
. , i KM. Ich wartości wyznaczono z regresji liniowej Line 

wcavcra-Burkc'a stanowi,1ccj przekształconą postać równania Michaelisa-Menten. 

Wyniki badań i dyskusja 

Wyniki hada1'i APA w próbach wód naturalnych, w środowisku buforów 
o różnym pH, przedstawiono na rysunku l. We wszystkich badanych wodach vma, 
rosła wraz ze wzrostem pH, najwyższe wartości stałych reakcji katalizowanych 
przcz alkaliczne fosfatazy odnotowano przy pH 9,0. Wartości KM prawic we 
wszystkich wodach wzrastały wraz ze wzrostem odczynu, z wyjątkiem wody W7. 
W wodach W3 i W5 przy pH 9,0 stała KM była ponaddwukrotnie wyższa niż 

w porównaniu ze stal,J w próbach przy odczynie pH 7,5-8,5. Wskazuje to , że wraz 
ze wzrostem pH powinowactwo fosfataz alkalicznych do p-NPP zmniejsza sit;. 

Stopie11 rozkładu p-NPP w wodzie bez udziału enzymów dla badanego za
kresu odczynu pH przedstawiono na rysunku ~- Dla ws?:ystkich buforów otrzyma
no istotne zależności liniowe. Najmniejszy rozkład p-NPP odnotowano we wszyst
kich próbach o pH 8,0, i pH 8,5. Najwit;kszy rozkład odnotowano: dla niskich 
stt;że11 p-NPP w próbach o pH 9,0, a dla wysokich stężeń p-NPP w próbach o pH 
7,5. 

Analiza otrzymanych wyników wskazuje, że rozkład p-NPP przez alkaliczne 
fosfata zy zachodzi najszybciej w środowisku o pH 9,0, jednak przy doborze opty
malnych parametrów oznaczania APA w wodach naturalnych należy uwzgk;dnić, 

ze równokglc zachodzi reakcja hydrolizy p-NPP bez udziału enzymów. W wo
dach naturalnych znajduj,1 się ortofosforany, które są produktem reakcji rozkładu 
p-NPP oraz inhibitorem kompetencyjnym dla wiGkszości fosfataz [JANSSON i in. 
19SS: SIUDA 2001 j. Podczas badania aktywności fosfataz ortofosforany mogą prze
suwać nlwnowagc.; reakcji hydrolizy p-NPP w stronG substrat<'iw. W efekcie przy 
niskich s tc.; żcniach fosfataz reakcja rozkładu p-NPP w ślepej próbie może zacho
dzić szybciej niż w próbach badanych wód. Z przedstawionych danych wynika, że 
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reakcja hydrolizy p-NPP bez udziału enzymów zachodzi w najmniejszym stopniu 
w środowisku buforów o pH: 8,0 i 8,5. Optymalny bufor, w środowisku którego 
powinno sit; oznaczać APA, powinien zapewniać najwit;ksz,) szybkość rozkładu 
p-NPP z udziałem alkalicznych fosfataz oraz minimalizować wpływ dodatkowych 
reakcji zachodzących podczas oznaczania APA w wodach naturalnych. Spośród 
badanych buforów najwic,ksze wartości v

111
a, odnotowano we wszystkich had:mych 
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Zależność stc.;żcnia produktu od styżenia substratu w reakcji hydrolizy p-nitro
knylofosforanu cłisl1du (p-NPP) przcprowadzoncj bez udziału enzymów w śro
dowisku buforów o różnym pH 

Rclation hctwccn conccntrations of product and substrate at hydrolysis of d1-
sodiu111 p-nitrophcnylphosphatc (p-NPP) conductcd without enzymcs at difk
rcnt pH lcvcls 

wodach naturalnych przy pH 9,0 i 8,5, a reake:ia rozkładu p-NPP bez udziału en
zymów zachodziła w najmniejszym stopniu w środowisku pH 8,0 i 8,5. Dlatego 
wśród badanych buforów oba warunki optymalnego buforu, w środowisku które
go powinno si~ oznaczać APA najkpicj spełnia bufor o pH 8,5. 

Wnioski 

We wszystkich testowanych wodach naturalnych szybkość maksymalna 
(1 'maJ i stała Michaclisa-Mentcn (KM) reakcji rozkładu p-nitrofenylofosfora
nu disodu katalizowanej przez alkaliczne fosfatazy wzrastały wraz ze wzros
tem odczynu pH w zakresie pH 7,5-9,0. 

' Reakcja hydrolizy p-nitrofcnylofosforanu disodu bez udziału enzymów za
chodzi w najmniejszym stopniu w środowisku buforów o pH: 8,0 i 8,5 . 

.3 Analiza wpływu odczynu na aktywność alkalicznej fosfatazy w wodach natu
ralnych wykazała, że optymalny odczyn (pH) dla oznaczania aktywności 
alkalicznej fosfatazy wynió1,ł 8,5. 
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Streszczenie 

W pracy badano zmiany aktywności alkalicznych fosfataz w pn1hach Wlid 
naturalnych w obecności buforów o różnym odczynie pl I (75-9.0) . Wr;v ze 
wzrostem odczynu pH wzrastała szybkość maksymalna (v,,,,,J oraz stała M ich;1cli 
sa-Mentcn (KM) enzymatycznej reakcji hydrolizy p-nitrofcnylofosforanu dismlu. 
Optymalny odczyn pH przy oznaczaniu aktywności alkalicznej fosfatazy w wmbch 
naturalnych wynit'>sl 8,5. 

THE INFLUENCE OF REACTION (pH) ON ALKALJNE PIIOSJ>l-1/\'L'\SL 
ACTIVITY IN SURFACE WATERS MEASURLD 

BY SPECTROPHOTOMETRIC METHOD 

Hanna Siwek, Leokadia Lewandowska 
Departmcnt of General Chcmistry, Agricultural Univcrsity, Szczecin 
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Summary 

The changcs of alkalinc phosphatasc activity (APA) in watcr sampks with 
the huffers at differcnt pH (7.5-9.0) wcre studiecl. The Michal'lis-Mcntcn rnns-
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tant (K\1} and maximum rate (1\naJ of disodium p-nitrophenylphosphate hydro
lysis incrcascd with an increasc of pH. The optimum rcaction for phosphohydro
litic activity was obscrvcd at pH 8.5. 
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