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Wstep

Jednym z wazniejszych ektoenzymdéw w Srodowisku wodnym sg niespecy-
ficzne fosfomonoesterazy, zwane powszechnie fosfatazami, ktore katalizujy reak-
cje uwalniania orofosforanéw z wickszosci wiclkoczysteczkowych zwiazkow orga-
nicznych oraz z nieorganicznych piro- 1 metafosforanéw. Ze wzgl¢du na optymal-
ny dla ich aktywnosci odezyn, rozroznia sig fostatazy alkaliczne i fosfatazy kwas-
ne. Alkaliczne tostatazy wykazujg maksymalng aktywnos¢ w zakresic pH 7.6-9,6
[StupA 2001]. Wody powierzchniowe charakteryzujg si¢ na ogdt odezynem w za-
kresie od pH 6,5 do pH 8,5, rzadko przckraczajac warto$¢ ponizej pH 4,0 1 powy-
zej pH 9,0 {Dosuipo 1995]. Z tego powodu, w Srodowiskach wodnych, alkaliczne
fostatazy odgrywajg wigkszg role w uwalnianiu fosforanéw z nieprzyswajalnych
przez ro$liny form fosforu i1 sa czgScie] badang grupa enzymow niz fosfatazy
kwasne [JANSSON i in. 1988; S1upa 2001].

Szybko$¢ reakeji enzymatycznych zalezy od stopnia zjonizowania wszyst-
kich skladnikow chemicznych ukiadu, rodzaju enzymu oraz rodzaju substratu
[JANssON i in. 1988]. Aktywnos¢ alkalicznych fosfataz oznacza si¢ metody fluoro-
metryczng lub spektrofotomeryczna, stosujac réznego rodzaju substraty, np. p-ni-
trofenylofosforan disodu [NIEWOLAK 1978; YIYONG, XINYU 1997; BARIK i in. 2001].
fosforan metylofluoresceiny [SMITH. KALF 1981; NEwMAN, REDDY 1992], fostoran
metyloumbelliferonu [KIERSZTYN i in. 2002} We wszystkich mectodach substrat
wprowadza si¢ do badanej préby wody, po weze$niejszym ich zbuforowaniu,
a nast¢gpnic inkubuje. Odezyn buforéw w zaleznosci od metody zmicnia si¢ w zd-
kresie od pH 7,6 do pH 10,9.

Celem pracy jest ocena wplywu odezynu na rozktad p-nitrofenylofosforanu
disodu przez alkaliczne fosfatazy w wodach powicrzchniowych i wyznaczenic op-
tymalnego dla aktywnosci alkalicznych fosfataz pH buforu. Jako kryterium oceny
aktywnosci alkalicznych fosfataz przyjeto stale w réwnaniu Michaclisa-Menten
(Vi 1 Ky
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Material i metody

Aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy (APA) badano w wodach pobranych w sc-
zonic wiosennym 1 jesiennym, z siedmiu zbiornikdw powicrzchniowych, zlokali-
zowanych na terenach wiejskich: z rzeki Ploni (W1), z Jeziora Zaborsko (W2)
i z czterech oczek wodnyeh w Kolowie 1 Binowie, roznigeych si¢ sposobem zagos-
podarowania zlewni (W3-W7). APA oznaczono mectoda spektrofotometryczna
z p-nitrofenylotosforanem disodu (p-NPP) w §rodowisku czterech zmodyfikowa-
nych uniwersalnych buforéw (MUB) o odezynie pH: 7,5; 8,0; 8,5 1 9,0, ktore
przygotowano zgadnic z metody opisang przez BIELINSKA 2005. Mieszaniny reak-
cyjne przygotowano zgodnic z metody opisana przez BARIKA i in. 2001. Ste¢zenia
poczgtkowe p-NPP wyniosly: 7,14-10°5; 1,42:10~% 2,43-10-% 3.,57-10%; 7,14-10-+4
mol-dm-*. Proby inkubowano przez 48 godz. w temperaturze 25°C. Zawartosé
nitrofenolu  oznaczono na dwuwigzkowym spektrofotometrze UV/VIS firmy
Techeomp, przy diugosei fali 410 nm. W taki sam sposéb badano rozktad p-NPP
bez udziatu enzyméw, zast¢pujae wody naturalne woda destylowana. Wszystkie
oznaczenia przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

Aktywnos¢ APA charakteryzowano na podstawie statych w rdwnaniu Mi-
chaclisa-Menten, t). v, 1 K. Ich warto$ci wyznaczono z regresji liniowej Line
weavera-Burke'a stanowiacej przeksztalcona postaé rownania Michaelisa-Mcenten.

Wyniki badan i dyskusja

Wyniki badan APA w probach wdéd naturalnych, w §rodowisku buforow
o réznym pH., przedstawiono na rysunku 1. We wszystkich badanych wodach v,
rosla wraz ze wzrostem pH, najwyzsze wartoSci statych reakcji katalizowanych
przez alkaliczne fostatazy odnotowano przy pH 9,0. Wartodci K, prawic we
wszystkich wodach wzrastaly wraz ze wzrostem odczynu, z wyjatkiem wody W7.
W wodach W3 1 WS przy pH 9,0 stata K, byla ponaddwukrotnie wyzsza niz
w poréwnaniu zc staty w prébach przy odezynie pH 7,5-8,5. Wskazuje to, ze wraz
ze wzrostem pH powinowactwo fosfataz alkalicznych do p-NPP zmniejsza si¢.

Stopich rozkladu p-NPP w wodzie bez udziatu enzyméw dla badanego za-
kresu odezynu pH przedstawiono na rysunku 2. Dla wszystkich buforéw otrzyma-
no istotne zaleznoscet liniowe. Najmniejszy rozktad p-NPP odnotowano we wszyst-
kich prébach o pH 8,0, 1 pH 8,5. Najwickszy rozklad odnotowano: dla niskich
stezen p-NPP w prébach o pH 9,0, a dla wysokich stgzent p-NPP w prébach o pH
7.5.

Analiza otrzymanych wynikéw wskazuje, ze rozktad p-NPP przez alkaliczne
tostatazy zachodzi najszybciej w §rodowisku o pH 9,0, jednak przy doborze opty-
malnych parametréw oznaczania APA w wodach naturalnych nalezy uwzglednic,
ze rownolegle zachodzi reakeja hydrolizy p-NPP bez udzialu enzyméw. W wo-
dach naturalnych znajdujg si¢ ortofosforany, ktdre sa produktem reakeji rozktadu
p-NPP oraz inhibitorem kompetencyjnym dla wigkszosci fosfataz [JANSSON i in.
1988: S1ubA 2001} Podczas badania aktywnosci fosfataz ortofostorany moga prze-
suwaé rownowage rcakeji hydrolizy p-NPP w strong substratow. W efekcie przy
niskich stgzeniach tostataz reakeja rozktadu p-NPP w §lepej probie moze zacho-
dzi¢ szybeicj niz w probach badanych wod. Z przedstawionych danych wynika, ze
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reakcja hydrolizy p-NPP bez udziatu enzymoéw zachodzi w najmnicjszym stopuiu
w Srodowisku buforéw o pH: 8,0 i 8,5. Optymalny bufor, w srodowisku ktorego
powimnno si¢ oznacza¢ APA, powinicn zapewniaé najwickszg szybkos$é rozkladu
p-NPP z udziatem alkalicznych fosfataz oraz minimalizowac wplyw dodatkowych
reakeji zachodzacych podczas oznaczania AFPA w wodach naturalnych. Sposréd
badanych buforéw najwigksze wartosci v, odnotowano we wszystkich badanych
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Rys. 1. Szybko$¢ maksymalna (v,,.) i stata Michaclisa-Menten (K,,) rcakcji hydrolizy
p-nitrofenylofosforanu disodu (p-NPP) w wodach
Fig. 1. Maximum rate (v,,,) and Michaclis-Menten constant (K) for disodium p-ni-

trophenylphosphate (p-NPP) hydrolysis in the waters
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Rys. 2. Zalezno$ stezenia produktu od stgzenia substratu w reakeji hydrolizy p-nitro-
fenylofostoranu disodu (p-NPP) przeprowadzonej bez udziatu enzymdow w sro-
dowisku buforéw o réznym pH
Fig. 2. Relation between concentrations of product and substrate at hydrolysis of di-

sodium p-nitrophenylphosphate (p-NPP) conducted without enzymes at diffc-
rent pH levels

wodach naturalnych przy pH 9,0 1 8,5, a reakcja rozkladu p-NPP bez udziatu en-
zymow zachodzita w najmniejszym stopniu w §rodowisku pH 8,0 1 8,5. Dlatego
wsréd badanych buforéw oba warunki optymalnego buforu, w Srodowisku ktore-
g0 powinno si¢ oznacza¢ APA, najlepicj spetnia bufor o pH 8,5.

Whioski

1 We  wszystkich testowanych wodach naturalnych szybko§¢ maksymalna
(Ve 1 stata Michaclisa-Menten (K,) reakcji rozkladu p-nitrofenylotosfora-
nu disodu katalizowancej przez alkaliczne fostatazy wzrastaly wraz ze wzros-
tem odezynu pH w zakresic pH 7,5-9,0.

2 Reakeja hydrolizy p-nitrofenylofostoranu disodu bez udzialu enzymoéw za-
chodzi w najmnic¢jszym stopniu w §rodowisku buforéw o pH: 8,0 1 8,5.

3 Analiza wplywu odezynu na aktywno$¢ alkalicznej fostatazy w wodach natu-
ralnych wykazata, zec optymalny odczyn (pH) dla oznaczania aktywnoSci
atkalicznej fosfatazy wynidst 8,5.
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Stowa kluczowe:  aktywnos¢ fosfatazy, kinetyka, pH, woda
Streszczenie

W pracy badano zmiany aktywnoS$ci alkalicznych fosfataz w probach wod
naturalnych w obecnosci buforéw o réznym odezynic pll (7.5-9,0). Wraz zc
wzrostem odezynu pH wzrastala szybko$¢ maksymalna (v,,) oraz stata Michacli-
sa-Menten (K,,) enzymatycznej reakeji hydrolizy p-nitrofenylofostoranu disodu.
Optymalny odezyn pH przy oznaczaniu aktywnosci alkaliczney fosfatazy w wodach
naturainych wyniost 8,5.

THE INFLUENCE OF REACTION (pH) ON ALKALINE PHOSPHATASLE:
ACTIVITY IN SURFACE WATERS MEASURI:D
BY SPECTROPHOTOMETRIC METHOD

Hanna Siwek, Leokadia Lewandowska
Department of General Chemistry, Agricuttural University, Szczecein
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Summary

The changes of alkaline phosphatase activity (APA) in water samples with
the buffers at different pH (7.5-9.0) were studied. The Michaclis-Menten cons-
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tant (K,,) and maximum rate (v, ) of disodium p-nitrophenylphosphate hydro-
tysis increased with an increase of pH. The optimum mactlon tor phosphohydro-
litic activity was observed at pH 8.5.
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