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Streszczenie. Znaczenie fosfataz w przemianach fosforu w srodowisku glebowym, oraz
jako wskaznik aktywnosci biologicznej tego $rodowiska. Metody oznaczania aktywnosci
wybranych enzyméw z grupy fosfataz.
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Termin fosfatazy jest uzywany w odniesieniu do szerokiej grupy enzyméw, ktére
katalizuja hydrolizg estrow i bezwodnikéw kwasu ortofosforowego [14]. Fosfatazy
odgrywaja wazng rol¢ w glebie, poniewaz stymuluja przemiany organicznych
zwiazkéw fosforu w nieorganiczne fosforany (HPO,* i H,POy), bezposrednio
dostepne dla roslin i organizméw glebowych. Podziat fosfataz na hydralazy mono-
estréw fosforanowych — potoczna nazwa fosfomonoesterazy (EC 3.1.3.), [15],
hydralazy diestréw fosforanowych — fosfodiesterazy (EC 3.1.4.) i hydralazy triestréw
fosforanowych — fosfotriesterazy (EC 3.1.5.) jest oparty na liczbie wiazan estrowych
odpowiedniego substratu [29]. Enzymy te maja specyficzne nazwy zgodnie ze
swoimi substratami, lecz sg albo hydrolazami monoestréw fosforanowych (EC 3.1.3),
albo hydrolazami diestréw fosforanowych (EC 3.1.4).

Do grupy pierwszej naleza:

- fitazy — katalizuja hydrolityczne usuwanie wszystkich szesciu grup fosfora-
nowych z najliczniej wystgpujacego w glebie (okoto 50-60%) zwiazku
fosforu organicznego — inozytolu sze$ciofosforanowego lub jego soli,

- nukleotydazy — uwalniajace fosforany pochodzenia nukleotydowego,

- fosfatazy cukrowe,

- glicerofosfatazy.
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Do grupy drugiej naleza:

- nukleazy,

- fosfolipazy [41].

Enzymy te sa czgsto okreslane jako fosfatazy. W srodowisku glebowym
wystepuja:

- fosfomonoesterazy (np.: fitazy, glicerofosfatazy, nukleotydazy),

- fosfodiesterazy,

- fosfotriesterazy,

- polifosfatazy (np.: ATP-azy, pirofosfatazy) oraz

- P-N hydrolazy (np.: fosfoamidazy) [38].

Hoffmann [20] sugerowat podzial fosfomonoesteraz na trzy typy: alkaliczne,
obojetne i kwasne (odmienne optimum pH).

Kwasny odczyn (pH 4-6) jest optymalny dla kwasnej fosfomonoesterazy
(EC 3.1.3.1.) zwanej potocznie fosfataza kwasna, za$ alkaliczny (pH 8-10) dla alka-
licznej fosfomonoesterazy, zwanej potocznie fosfataza alkaliczna (EC 3.1.3.2.).
Wyroéznia sig¢ rowniez w glebie fosfatazy obojgtne [31,33] z optimum aktywnosci
przy pH 6,5-7. Wystepujace w przypadku fosfataz szerokie maksimum ich aktyw-
nosci, obejmujace kilka jednostek pH, wynika z obecno$ci mieszaniny kwasnej i al-
kalicznej fosfatazy w glebach [McLaren, za: Speir, Ross 41].

Kwasna fosfataza, podobnie jak fitaza, jest enzymem o malej specyficzno$ci
substratowej, majacym zdolno$¢ hydrolizowania wielu potaczen fosforanowych
o zréznicowanej budowie czasteczki [50]. Kwasne fosfatazy ro$lin hydrolizujgq heksa-
fosforan inozytolu [16,48], a te pochodzenia grzybowego rowniez jego sole [50].

Zawarto$¢ organicznego fosforu w wierzchnich warstwach gleb waha sig
w szerokich granicach od 5% do ponad 60% ogdlnej zawartosci fosforu (w glebach
polskich na ogoét 20-40%), a asymilacja tego fosforu przez roéliny i mikroorganizmy
odbywa sig przez fosfatazy [21].

Dostepnos¢ fosforu moze by¢ czynnikiem ograniczajacym rozwdj roslin w wielu
ladowych ekosystemach [5,7]. Poniewaz ro$liny wykorzystuja jedynie fosfor nie-
organiczny [43], mineralizacja organicznych zwiazkéw fosforu ma duze znaczenie
w rolnictwie 1 ekonomii. Wigkszo$¢ zapotrzebowania roélin na fosfor jest zaspoka-
jana poprzez transformacje glebowej materii organicznej [4,5]. Zdaniem Appiaha
i Thompsona [3] mineralizacja fosforu organicznego jest gtéwnie zjawiskiem mikro-
biologicznym, a aktywnos¢ fosfataz zaczyna odgrywac istotng rolg po poczatkowym
rozktadzie glebowej substancji organicznej, katalizowanej rownoczesnie przez wielo-
sktadnikowe systemy enzymatyczne, produkowane przez rézne grupy drobno-
ustrojow. Poczatkowe etapy rozktadu substancji organicznej moga by¢ czynnikiem
ograniczajacym szybko$¢ mineralizacji fosforu organicznego. Niektore wyniki
badan [3,37] wskazuja, ze fosfataza wewnatrz komérkowa drobnoustrojow moze
peli¢ wazniejszg rolg niz pozakomoérkowa. Jednakze w Srodowisku glebowym,
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w warunkach niekorzystnych dla aktywnosci zyciowej mikroorganizméw, takich jak
susza lub ograniczenie dostgpno$ci substratow weglowych, fosfataza pozakomor-
kowa odgrywa istotng role w stalej mineralizacji materii organicznej [23,41].

Glownym zrodtem fosfataz w $rodowisku glebowym sa przede wszystkim
mikroorganizmy glebowe, a takze korzenie roéli i fauna glebowa [45]. Fosfatazy
kwasne i alkaliczne sa rozpowszechnione w §wiecie zwierzgcym i roslinnym [13].
Wystepuja w blonach §luzowych jelita, tkance kostnej, nerce, watrobie i $ledzionie
oraz tozysku. Ponadto otrzymano kwasne i alkaliczne fosfatazy m. in. z E. coli,
Neurospora crassa, fosfatazg alkaliczna z mleka, a kwasne z marchwi 1 stodu.

Badania z uzyciem wody znakowanej '*O wykazaty, ze kwasne i alkaliczne
fosfatazy katalizuja reakcje R-O-P + H,'®0 = R-O-H + H-'*0-P, powodujac ro-
zerwanie wiazania pomiedzy fosforem a tlenem i przeniesienie reszty fosfo-
ranowej na wode (reakcja hydrolizy). Fosfatazy moga rowniez katalizowa¢ reakcje
przeniesienia reszt fosforanowych na alkohol z utworzeniem nowego estru (reakcja
transfosforylacji) [13].

Aktywno$¢ fosfataz w $rodowisku glebowym odzwierciedla aktywno$¢ enzy-
moéw zwigzanych z koloidami glebowymi i substancjami humusowymi, wolnymi
fosfatazami w roztworze glebowym oraz fosfatazami zwigzanymi z Zywymi i mar-
twymi komoérkami ro$lin i mikroorganizméw [32]. Fosfatazy moga by¢ dobrym
wskaznikiem potencjalu mineralizacji fosforu organicznego oraz aktywnosci biolo-
gicznej gleby [12]. Wedlug Frankenbergera i Dicka [17] najlepszymi wskaznikami
aktywnosci i wielkosci populacji mikroorganizméw glebowych sa fosfataza alka-
liczna, amidaza i katalaza, poniewaz aktywno$¢ tych enzymoéw wykazywata najwyz-
sza korelacje z oddychaniem i biomasa mikroorganizméw w glebach.

W glebach najintensywniej badane sa fosfomonoesterazy. Roznia si¢ one od
innych fosfataz matlg specyficznoscia wzgl¢dem substratu oraz szerokim zakre-
sem pH dla ich aktywnos$ci optymalne;.

W literaturze przedmiotu jest niewiele informacji na temat wystgpowania
i aktywnosci fosfodiesterazy w $rodowisku glebowym [6,18,24,39]. Fosfodies-
teraza katalizuje reakcje typu:

R,0O(0O)P(OH)OR; + H,0 — R,0(0)P(OH), + R,OH,

gdzie R, i R, reprezentuja grupy hydroksylowe lub fenolowe nukleozydow [35].
Zdaniem Andersona [2] aktywno$¢ fosfodiesterazy odgrywa istotng rolg
w cyklu biogeochemicznego krazenia fosforu w przyrodzie.

METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI FOSFATAZ W GLEBIE

Procedury oznaczania aktywnos$ci fosfataz sa oparte na inkubacji mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej glebe i substrat, co prowadzi do uwalniania i gromadzenia
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produktéw hydrolizy substratu (ROH i HPO,”), [38]. Aktywno$¢ fosfataz mozna
oznaczy¢ przy uzyciu naturalnych substratow (np. fityny) lub syntetycznych
substratéw organicznych (3-naftylfosforan, p-nitrofenylofosforan). Najczgsciej
jako substraty rozkladane przez fosfomonoesterazy sa stosowane p-nitro-feny-
lofosforan [46] lub s61 dwusodowa fenylofosforanu [20].

Fosfatazy glebowe moga przyspiesza¢ hydrolizg przy pewnym optymalnym
poziomie pH. Konieczne jest zatem utrzymywane wymaganego poziomu pH
w mieszaninie reakcyjnej podczas inkubacji. Literatura przedmiotu zawiera opisy
stosowania réznych buforéow. Na przyktad Tabatabai i Bremner [46] stosowali
MUB (zmodyfikowany uniwersalny bufor), Zvjagincev i in. [49] — bufor acety-
nowy, a Szegi [44] uzywat buforu boranowego.

Aktywno$¢ enzymatyczng gleby mierzy sig ta aktywnoscia, ktora wystepuje
poza interwencja zywych mikroorganizméw. Stosuje si¢ czynnik bakterio-
statyczny (np. toluen) hamujacy catkowicie aktywno$¢ drobnoustrojow w glebie,
zeby nie dopusci¢ do pobierania substratu, wytwarzania nowych enzymow i przy-
swajania wytworzonego produktu przez mikroorganizmy. Konsekwencja pobie-
rania produktéw dezintegracji substratéw przez mikroorganizmy glebowe jest
uzyskanie zanizonych wynikéw pomiaréw aktywnosci enzymatycznej [22,34].

Reakcja enzymatyczna jest najczgsciej przerywana przez NaOH. Tabatabai
i Bremner [46] informujga o celowosdci stosowania NaOH i CaCl,. Niektérzy
autorzy stosowali inne wodorotlenki (np.: KOH, NH,OH) lub kwas chlorooctowy
do zatrzymania reakcji [38].

Metody oznaczenia poszczegdlnych fosfataz zostaly opisane przez Ohlingera,
Margensina, Kandelera [38].

Fosfomonoesterazy EC 3.1.3.

Metoda: Tabatabai i Bremnera [46]

Odczynniki

1. Zmodyfikowany uniwersalny bufor (MUB) o pH 6,5: w kolbie miarowej na
100 cm® umiescié 12,1 g Trisu, 0,628 g kwasu borowego, 1,4 g kwasu ma-
leinowego i 48,8 cm® 1 mol-dm> NaOH, dopei¢ woda destylowana do kreski
[40]. Bezposrednio przed oznaczeniem aktywnosci fosfataz przygotowad
bufor ,,roboczy”: w kolbie miarowej na 100 cm® umiescié 20 cm® buforu
uniwersalnego (MUB) i przy uzyciu 0,1 mol-dm™ HCI sprowadzi¢ do pH 6,5,
uzupetni¢ woda destylowana do kreski,

2. Toluen cz.d. a.,
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3. Roztwér p-nitrofenylofosforanu sodu (PNP) : 1,927 g p-nitrofenylofosforanu
sodu rozpusci¢ w 50 cm’ buforu (MUB o pH 6,5),

Wapnia chlorek: 0,5 mol-dm™ wodny roztwér CaCly,

Sodu wodorotlenek: 0,5 mol-dm™ wodny roztwér NaOH,

Standard p-nitrofenolu — 1 g p-nitrofenolu rozpusci¢ w wodzie destylowane;j
i uzupeié do 1000 cm’.

On th g

Procedura

W 50 cm® kolbie Erlenmeyera umieécié 1 g gleby (<2 mm) i 0,25 cm’ toluenu.
Kolbe szczelnie zamknaé, miesza¢ kilka sekund i pozostawi¢ na 10 minut. Nastepnie
doda¢ 4 cm® MUB (zmodyfikowany uniwersalny bufor) o pH 6,5 i 1 cm® bufo-
rowanego roztworu PNP o pH 6,5 jako substratu. Po zamknigciu kolby doktadnie
miesza¢ kilka sekund i wstawi¢ do inkubacji w temperaturze 37° C na 1 h. Po in-
kubacji zatrzymaé reakcje przy uzyciu 1 cm® 0,5 m chlorku wapnia i 4 cm’ 0,5 m
NaOH. Mieszaé kilka sekund i przesaczy¢ zawartos¢ kolby przez saczek z bibuly
filtracyjnej (Whatman nr 12) do probowki. Natezenie barwy (z6tty kolor) uwol-
nionego p-nitrofenolu zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dhugosci fali 400 nm.
Aktywno$¢ fosfataz, wyrazana w mg uwolnionego p-nitrofenolu na 1 kg gleby
w ciagu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywa wzorcowa.

Krzywa wzorcowa nalezy sporzadzi¢ przygotowujac odpowiednie rozcieficzenia
roztworu standardowego zawierajace odpowiednio: 0, 1, 2, 3, 4 i 5 mg p-nitrofenolu
w 5 cm’ roztworu, a nastepnie postepowaé jak z probkami gleby po inkubacji.

Uwagi do metody

Poréwnawcze badania Tabatabai i Bremnera [46] wykazaly, ze zapropo-
nowana metoda oznaczania aktywno$ci fosfataz w glebach jest bardziej precy-
zyjna i mniej czasochlonna niz procedury stosowane przez innych autorow
[25,36,40]. Tabatabai i Bremner [46] zwracaja uwagg, ze procedury zapropo-
nowane przez niektorych autoréw, migdzy innymi przez Kramera i Edrei [25] czy
Ramirez-Martineza i McLarena [36] sa skomplikowane z powodu koniecznosci
wykonywania odpowiednich prob kontrolnych, ktére powinny uwzglednia¢ ab-
sorpcje substratu, absorpcje substancji fenolowych zawartych w glebie, zakio-
cenia spowodowane przez reakcje nieenzymatyczne, utratg substratu lub produktu
w wyniku np. adsorpcji, itp.

Do oznaczania aktywnosci fosfataz w glebach stosunkowo czgsto sa jednakze
stosowane procedury zaproponowane przez Kramera i Edrei [25] oraz Hoffmana
[20]. Metoda Kramera i Edrei [25] oparta jest na inkubacji (2 godziny w tem-
peraturze 37°C) probki gleby (5 g) z uzyciem 0,5% roztworu fenylofosforanu
sodu o pH 7 jako substratu. Aktywno$¢ enzyméw wyrazana jest w mg uwolnio-
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nego fenolu na 5 g gleby w ciagu 2 godzin. Réwniez w metodzie wg Hoffmana
[20] jako substrat uzywany jest roztwor soli sodowej fenylofosforanu (z zastoso-
waniem 3-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C). W obydwu metodach
[25,20] usunigty fenol jest barwiony 2,6-dwubromochinochloromidem i mierzony
przy pomocy spektrofotometrii przy diugosci fali 614 nm.

Zdaniem Kucharskiego [27] w badaniach aktywno$ci enzymatycznej réznych
jednostek taksonomicznych gleb nalezy wybra¢ odpowiednie metody oznaczen
aktywnosci enzymoéw i ujednoli¢ jednostki, w ktorych podaje sig aktywno$é enzymow.

Fosfodiesterazy EC 3.1.4.1.
Metoda: Browmana i Tabatabai [6]

Odczynniki

1. Bufor THAM-H,SO, (0,05 mol-dm>, pH 8): rozpuscié 6,1 g aminometanu
trisu (THAM) w 800 cm® wody destylowanej i przy uzyciu 0,4 mol dm?
H,SO, sprowadzi¢ do pH 8, uzupetnié¢ woda destylowana do 1000 cm®,

2. Toluencz.d.a.,

3. Roztwdr (5 mmol) bis-p-nitrofenylofosforanu sodu (BPNP) : 0,1811 g bis-p-
nitrofenylofosforanu sodu rozpuscxc w 100 cm’ buforu (THAM o pH 8),

4. Wapnia chlorek: 0,5 mol-dm™ wodny roztwor CaCl,,

5. Roztwér THAM-NaOH (0,1 mol dm?, pH 12): rozpusci¢ 12,2 g ammome—
tanu trisu (THAM) w 800 cm’® wody destylowaneJ i przy uzyciu 0,5 mol-dm™
wodnego roztworu NaOH sprowadzi¢ do pH 12, uzupetni¢ woda destylowana
do 1000 cm?,

6. Roztwér THAM (0, 1 mol-dm™, pH 10): rozpuscié 12,2 g aminometanu trisu
(THAM) w 1000 cm® wody destylowane_],

7. Standard p-nitrofenolu (PN) - 1 g p-nitrofenolu rozpuséci¢ w wodzie desty-
lowanej i uzupeti¢ do 1000 cm®. Roztwér zawiera 1 mg PN w lem’.

Procedura

W 50 cm® kolbie Erlenmeyera umiescié 1 g gleby (<2 mm)i 0,2 cm® toluenu.
Kolbe szczelnie zamknqc miesza¢ kilka sekund i pozostaw1c na 10 minut.
Nastepnie dodaé 4 cm® buforu (THAM o pH8)i 1 cm’ buforowanego roztworu
BPNP jako substratu. Po zamknigciu kolby dokladnie mieszaé kilka sekund
i wstawi¢ do 1nkubac11 w temperaturze 37°C na 1 h Po inkubacji zatrzymaé
reakcje przy uzyciu 1 cm® 0,5 m chlorku wapnia i 4 cm”® roztworu THAM-NaOH.
Miesza¢ kilka sekund i przesaczy¢ zawarto$§¢ kolby przez saczek z bibuty
filtracyjnej (Whatman nr 2v) do probowki. Natgzenie barwy (z6tty kolor) uwol-
nionego p-nitrofenolu zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dhugosci fali 400 nm.
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Aktywnos¢ fosdiesterazy, wyrazana w mg uwolnionego p-nitrofenolu na 1 kg
gleby w ciagu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywa wzorcowa.

Krzywa wzorcowa nalezy sporzadzi¢ przygotowujac odpowiednie rozcienczenia
roztworu standardowego zawierajace odpowiednio: 0, 1, 2, 3, 4 i 5 mg p-nitrofenolu
w 5 cm’ roztworu, a nastepnie postgpowac jak z probkami gleby po inkubacji.

Pirofosfatazy EC 3.1.6.1

Podstawa oznaczenia

Enzym ten katalizuje hydrolizg pirofosforanow do ortofosforanéw. Aktyw-
nos¢ tego enzymu w glebach zastuguje na szczeg6lna uwage, poniewaz substrat
pirofosfatazy (pirofosforan) jest sktadnikiem nawozow fosforowych [11].

Metoda: Dicka i Tabatabai [11]

Odczynniki

L. Zmodyﬁkowany uniwersalny bufor (MUB) o pH 8: w kolbie miarowej na 100 cm’
umiescic 12 1 g Trisu, 0,628 g kwasu borowego, 1,4 g kwasu maleinowego
48,8 cm® 1 mol-dm™ NaOH, dopetni¢ woda destylowang do kreski [40]. Bez-
posrednio przed oznaczeniem aktywnoscx fosfataz przygotowac bufor ,,roboczy”:
w kolbie miarowej na 100 cm’® umiescié 20 cm® buforu uniwersalnego (MUB)
i przy uzyciu 0,1 mol-dm™ HCI sprowadzi¢ do pH 8, uzupemi¢ woda desty-
lowana do kreski,

2. Roztwér (50 mmol) pirofosforanu (PPi) : 2,23 g Na,P,0,-10 H,0O rozpuscw
w 20 cm® buforu (MUB opH8)1i uzupeimc woda destylowana do 100 cm®,

3. Roztwér 0,5 mol-dm™ H,SO;,: 28 cm’ stgzonego H,SO,4 rozpusci¢ w 700 cm3
wody destylowanej i uzupetnié do 1 dm®.

Procedura

W 50 cm plastikowej probowce do wirowania umieéci¢ 1 g gleby (< 2 mm)
i dodaé 3 em® 50 mmol PPi jako substratu. Po zamknigciu, probéwki wytrzasaé
kilka sekund 1 wstawi¢ do inkubacji w temperaturze 37°C na 5 h. Po inkubacji
doda¢ 3 cm® buforu (MUB o pH 8)i 25 cm® 0,5 mol-dm™ H,SO.,. erowac przez
5 minut na wiréwce (12000 obr.-min). Nastgpnie pobra¢ 1 cm’ supernatantu
1 oznaczy¢ kolorymetrycznie zawarto$¢ uwolnionego przez enzym ortofosforanu.
W proponowanej metodzie oznaczania pirofosfatazy [11] ortofosforan jest ekstra-
howany przy pomocy kwasu siarkowego i barwiony molibdenianem amonu,
a nastepnie jest mierzony fotometrycznie przy 700 nm [10]. Aktywnosé pirofosfa-
tazy mozna wyrazi¢ w mg uwolnionego ortofosforanu na 1 kg gleby w ciagu 5 godzin.
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Fosfolipazy C

Podstawa oznaczenia

Fosfolipaza C katalizuje hydrolizg lecytyny i moze odgrywaé¢ wazna role
w metabolizmie fosfolipidéw w $rodowisku glebowym [28].

Metoda: Kuroshima i Hayano [28]

Odczynniki

1. Bufor Tris-maleinowy (2 mol-dm™, pH 9,2): rozpusci¢ 11,6 g kwasu maleino-
wego w 50 cm® 2 mol-dm™ Trisu, a nastepnie zmiesza¢ z 81 cm® 2 mol-dm™
NaOH i 69 cm® wody destylowanej,

2. Toluen cz.d.a.,

3. Roztwér (0,05 mol dm™) p-nitrofenylofosforylocholiny (PNPC): 156,7 mg PNPC
rozpusci¢ w 10 cm® wody destylowanej,

4. Etanol cz.d.a.

5. Roztwér Trisu (2 mol-dm™): rozpusci¢ 24,2 g Trisu (hydroksymetyloamino-
metan) w 100 cm® wody destylowane;.

Standard p-nitrofenolu (PN), 0,02 mol-dm™ - 139,1 mg p-nitrofenolu rozpus-
ci¢ w 100 cm® wody destylowanej, nastgpnie pobraé 10 cm’ tego roztworu i uzu-
petni¢ do 100 cm® woda destylowana.

Procedura

W probéwce (16 mm x 175 mm) umiesci¢ 0,5 g gleby (< 2 mm) i 0,1 cm®
toluenu. Probowke szczelnie zamkna¢, miesza¢ kilka sekund i pozostawi¢ na 5 minut.
Nastepnie dodaé 1,8 cm® wody destylowanej, 0,6 cm® buforu Tris-maleinowego
(pH 9,2) i 0,6 cm® PNPC jako substratu. Po zamknieciu proboéwki doktadnie mieszaé
kilka sekund i wstawi¢ do inkubacji w temperaturze 30°C na 2 h. Po inkubacji zatrzy-
maé reakcje przy uzyciu 8 cm? etanolu. Mieszaé kilka sekund i przesaczy¢ zawarto$¢é
probowki przez saczek z bibuly filtracyjnej (Whatman nr 2). Natezenie barwy (z6tty
kolor) uwolnionego p-nitrofenolu zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
400 nm. Aktywnos¢ fosfolipazy C, wyrazana w mmol uwolnionego p-nitrofenolu na 1
kg gleby w ciagu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywa wzorcowa.

Krzywa wzorcowa nalezy sporzadzi¢ przygotowujac odpowiednie roz-
cieficzenia roztworu standardowego zawierajace odpowiednio: 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8
i 1 mmol p-nitrofenolu w 5 cm”® roztworu, a nastgpnie postgpowacé jak z probkami
gleby po inkubacji.
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Uwagi do proponowanych metod

W ostatnich latach podjeto badania nad poszukiwaniem nowych metod oceny
aktywnosci fosfataz w glebie. W glebie enzymy zewnatrzkomoérkowe czgsto
wystepuja w formie nieruchomej, stanie, ktéry moze zmieni¢ ich interakcje
z substratami w poréwnaniu do enzyméw w fazie ptynnej. De Cesare i in. [9]
ocenili sonifikacj¢ pod wzgledem jej uzytecznosci w badaniu nieruchomej
kwasne]j fosfatazy przez rozpraszanie agregatow gleby. Wzrost aktywnosci po
sonifikacji, ktory jest rownoczesny z uwalnianiem chromoforéw z gleby moze
by¢ zwiazany z wystawieniem lub uwolnieniem z agregatow nieruchome;j frakcji
zewnatrzkomoérkowej enzymu w koloidzie.

Marx i in. [30] opisali oznaczenie aktywnosci fosfataz fluorometryczne na
mikroptytce. Cytowani autorzy przeprowadzili réwniez badania poréwnawcze
pomiedzy nowowprowadzonym oznaczeniem fluorometrycznym na mikroptytce
i standardowym oznaczeniem kolorymetrycznym z zastosowaniem p-nitrofenylu
jako substratu. Kremer [26] wykazal, ze metoda mikroptytkowa charakteryzuje
sie podobna do metody standardowej doktadno$cia oznaczen, a jednocze$nie
wymaga mniej reagentéw chemicznych i znaczaco redukuje czas analizy.

W systemie korzeniowym i w zewngtrznych strzgpkach grzybni mozliwe jest
zbadanie aktywno$ci pochodzacej z grzyba fosfatazy przy uzyciu fluoro-
genicznego substratu, ktory tworzy fluoryzujacy krystaliczny osad w miejscu
aktywnosci fosfatazy [48]. Van Aarle i in. pordwnali t¢ metodg z innymi, na
przyklad z zastosowaniem fosforanu p-nitrofenylenu i wykazali, ze mikrosko-
powa detekcja z uzyciem substratu fluorogenicznego moze by¢ uzyta do uwido-
cznienia aktywnos$ci fosfatazy pochodzacej ze strzgpkéw grzybni zard6wno w ko-
rzeniach, jak i w grzybni zewngtrzne;j.

Aktywnos$¢ enzymow w $rodowisku glebowym zalezy od bezwzglgdnej ich
ilosci, wielkosci puli reagujacych zwiazkéw innych niz enzymy, katalitycznej
sprawnosci, wlasciwosci fizycznych i chemicznych gleby, liczebnosci i stanu
gatunkowego mikroorganizméw [1]. Aktywnos$¢ fosfataz jest zwigzana z gleba
i warunkami wegetacji [19], reaguje na zmiany uzytkowania gleb [8] i moze
zaleze¢ od okresowych zmian temperatury i wilgotnosci gleby [42].
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