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Kolorymetryczna metoda oznaczania aktywności esterazowej 
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A Colorimetric Method of Estimating Esterase Activity in Insect Material

WSTĘP

W r. 1963 Nakayana i współprac. (3) użyli dwumaślanu fenolo- 
ftaleiny jako substratu esteraz w teście jakościowym. Autorzy ci sto­
sowali ten test w badaniach nad termostabilnością esteraz u Mycobacte­
rium tuberculosis. W oparciu o te badania przeprowadzono próby użycia 
dwumaślanu fenoloftaleiny do oznaczeń ilościowych aktywności estera­
zowej zawartej w homogenacie larw Galleria mellonella.

MATERIAŁ I METODY

10 g larw Galleria mellonella homogenizowano w temp. ok. 0°C w 100 ml bu­
foru fosforanowego 0,025 M, pH = 7. Homogenat wirowano w temp. —5°C przez 
20 min. przy 10 000 x g. Warstwa tłuszczu zbierała się w tych warunkach na po­
wierzchni homogenatu. Tłuszcz zbierano, a supernatant nasycano siarczanem amonu 
do 40%. Strącone białko wirowano w temp. — 5°C przy 6 000 x g. Osad rozpuszczano 
w 0,025 M buforze fosfaranowym o pH = 7 i poddawano dializie w temp. ok. 0°C 
wobec tego samego buforu przez 24 godz. Tak przygotowany preparat enzyma­
tyczny był przechowywany w temp. —10°C przez kilka tygodni, nie wykazując 
strat aktywności esterazowej.

Dwumaślan fenoloftaleiny (c. cz. 370,0) syntetyzowano w Katedrze Chemii 
Organicznej Politechniki Warszawskiej. Związek ten jest białą drobnokrystaliczną 
substancją, trudno rozpuszczalną w wodzie. Dwumaślan fenoloftaleiny do reakcji 
przygotowuje się przez rozpuszczenie 5 mg tego związku w 1,5 ml acetonu i uzu­
pełnia wodą do 10 ml. W tych warunkach powstaje jednolita zawiesina mikro- 
kryształów dwumaślanu fenoloftaleiny. Odczynnik pozostaje bezbarwny, nawet po
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Rye. 1. Wpływ czasu inkubacji preparatu esteraz z dwumaślanem fenoloftaleiny 
na rozrzut wyników reakcji enzymatycznej; 1 — jednorazowy pomiar, 2 — średnia

arytmetyczna
The influence of incubation time of esterase preparation with phenolphtalein 

dibutyrate on the dispersion of results of the enzymatic reaction; 1 — single 
measurement, 2 — arithmetic mean

Tab. 1. Rozrzut wyników (rye. 1) 
Deviation of results (Fig. 1)

Czas (min.) inkubacji 
enzym-substrat 

Incubation time of
the enzyme-substrate 

mixture

Średnia
arytmetyczna

Arithmetic
mean
p 1cm
E 560

Odchylenie od prostej 
w procentach 

Deviation from the 
straight line 
in per cent

5 0,0287 4,33
10 0,0608 0
15 0,105 11,5
30 0,171 9,95
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alkalizacji do pH = 10. Właściwości te nie zmieniają się w ciągu 6 godz Po tym 
czasie mikrokryształy dwumaślanu fenoloftaleiny zaczynają sedymentować, co unie­
możliwia dalsze użycie tego odczynnika.

Mieszanina reakcyjna w naszych doświadczeniach zawierała 1 ml roztworu 
substratu, 1 ml buforu fosforanowego 0,025 M, pH = 7 i 1 ml preparatu enzymu. 
Do próby kontrolnej wprowadzano 1 ml preparatu enzymu ogrzanego uprzednio 
w temp. 100°C przez 10 min. Próbę i kontrolę wstawiano do łaźni wodnej 
o temp. 37°C. Czas reakcji enzymatycznej — 10 min. wybrano na drodze doświad­
czalnej (rye. 1, tab. 1). Po inkubacji do próby i kontroli dodawano po 1 ml 1 M 
roztworu Na2CO3. Na2CO3 alkalizuje środowisko do pH = 10 i hamuje reakcję enzy­
matyczną. W badanej próbie powstaje zabarwienie charakterystyczne dla soli so­
dowej fenoloftaleiny. Próba kontrolna pozostaje bezbarwna. Zawiesinę dwumaślanu 
fenoloftaleiny usuwa się przez wirowanie przy 12 000 x g przez 10 min. Supernatant 
nie wykazuje zjawiska Tyndalla, a osad dwumaślanu fenoloftaleiny jest bezbarwny.

Współczynnik ekstynkcji supernatantu oznaczano w fotokolorymetrze spektral­
nym „Spekol” firmy Zeiss przy gługości fali świetlnej 560 mu, co odpowiada ma­
ksimum absorpcji soli sodowej fenoloftaleiny. W celu oznaczenia ilości fenolo­
ftaleiny uwalnianej w reakcji enzymatycznej wykreślono krzywą kalibracyjną przy 
użyciu roztworu fenoloftaleiny w pH = 10 przy długości fali świetlnej 560 m|x. Na­
tężenie barwy fenoloftaleiny w tych warunkach w koncentracji do 20 (iM odpo­
wiada prawu Lamberta-Beera.

WYNIKI

Pracując w warunkach maksymalnej szybkości reakcji enzymatycz­
nej stwierdzono, że ilości fenoloftaleiny uwalniane z estru w reakcji 
enzymatycznej są wprost proporcjonalne do ilości białka zawartego 
w preparacie enzymatycznym (ryc. 2). Wyniki te uzasadniają użycie 
dwumaślanu fenoloftaleiny do oznaczania aktywności esterazowej w ba-

mg biotko 
Protein in mg

Ryc. 2. Zależność pomiędzy ilością białka w preparacie enzymatycznym a stężeniem 
fenoloftaleiny powstającej na skutek rozkładu substratu w reakcji enzymatycznej 
The correlation between the amount of protein in enzymatic preparation and the 

concentration of protein after hydrolysis of the substrate
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danym materiale. Aktywność specyficzną badanego preparatu esteraz 
przyjęto określać zgodnie z zaleceniami Międzynarodowej Unii Bioche­
micznej jako ilość mikromoli fenoloftaleiny (produktu reakcji) na 1 mg 
białka w czasie 10 min. inkubacji w temp. 40°C.
Jednostki _ fenoloftaleiny___________
aktywności
specyficznej obj. enzymu w ml * x mg białka **/ml 

W przypadku rozcieńczenia preparatu enzymatycznego podstawić

iloraz ------—------ —rozcieńczenie
** Białko oznaczano metodą Lowry i współprac. (2).
W naszych doświadczeniach aktywność esterazowa wynosiła około 

1 000 jednostek specyficznych.
Dla wykazania wpływu ilości substratu na szybkość reakcji enzyma­

tycznej wykreślono krzywą Michaelisa (ryc. 3). Przebieg krzywej nie 
wykazuje efektu hamowania szybkości reakcji enzymatycznej w bada­
nym zakresie stężeń substratu.

PPtnolphtolfii ćiMyrałt m/iM

Ryc. 3. Wpływ stężenia substratu na szybkość reakcji esterazowej 
(krzywa Michaelisa)

The influence of the substrate concentration on the rate of esterase activity 
(Michaelis curve)

W celu porównania powinowactwa enzym — substrat oznaczono stałe 
Michaelisa wobec dwumaśłanu fenoloftaleiny Km — 3,84 X 10—sM i ma- 
ślanu etylu (1) K„, = 1,43 X 10-4 M. Dwumaślan fenoloftaleiny wy­
kazuje większe powinowactwo do badanego preparatu enzymatycznego 
niż maślan etylu.
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KoJiopMMeTpmiecKiiił iweToa onpenejiemiH 3ktmbhoctm 3CTepa3bi 
Ha MaTepnajie HaceKOMtix-

P e 3 io m e

Tfjni KOJIMHeCTBeHHBIX OnpeflejieHHH GbIJI npUMOHeH KaHeCTBCHHblli 
TeCT Ha aKTMBHOCTb 3CTepa3hI C AHMaCJIHHOCjDeHOJIcjlTajieHHOBblM 3cjOH- 
poM (no Nakayana n coTp.). Mctohhmkom 3H3MMa Gbuia aKTMBHan 
4>paKijHH roMoreHaTa M3 jihhhhok Galleria mellonella. YcTaHOBjieHO, hto 
KOJinnecTBO (jaeHOJicJyrajieHHa, ocBoGoiKfleHHoro n3 3CTepa3bi b 3H3HMaTH- 
necKon peaKpnn, npHMO nponoppnoHajibHO KOJinnecTBy Gejixa b ycjio- 
BMHX MaKCHMaJIbHOił CKOpOCTH pSaKpMM. B XOfle 3KCnepHMeHT3 10-MH- 
HyTHbiii nepnop; nHKyGapnn 3H3HMa c ^MMacjiHHOcJieHOJicJiTajienHOBbiM 
3c£>HpoM npn TeMnepaType 40° 6biji npnHHT kbk onraMajibHoe ajih 060- 
3HaHeHHH aKTHBHOCTH 3CTepa3bI BpeMH. IlOCJie MHKySaUMH flJlH TOpMO- 
H<eHHH 3H3MMaTMHecKon peaKnnn n noHBJieHnn ijBeTa cpe^a 1 M NajCOs 
ajiKajiM3MpoBajiacb flo pH = 10. JfnMacjiHHOtJieHOJKjyrajienHOBbin 3(fc>np 
b BOgHoił cpefle o6pa3yeT roMoreHHyio B3Becb, nosTOMy cpa3y JKe nocne 
noHBJieHMH pBeTa peaKunoHHaa CMecb peHTpnc^yrnpoBajiacb b Teneroie 
20 mhh. npn 12 000 x g. CynepHaTaHT He oGHapyjKMBaji hejibhuh Thh- 
najiH n ocaflOK Gbui 6ecijBeTHbiH. Koac^cjinuMeHT Ess0 cynepHaTaHTa 
He M3MeHHJica b TeneHne 5 nacoB. YcTaHOBjieHO, hto ubct cjjeHOJic^Ta- 
jienHa (MaxcHMyM aGcopGpnn 560 mu) npn KOHu;eHTpau;nn flo 20 uM 
n pH = 10 cooTBeTCTByeT 3aK0Hy JIaMGepTa-Beepa. Km 3erepa3bi nccjie- 
HOBaHHoro 3H3MMaTMHecKoro npenapaTa hjih MacjiHHO3TMJiOBoro acjanpa 
cocTaBjmeT 1,43X10—*, a «jih flnMacjiHHoc^eHOJH^TajienHOBoro acjanpa — 
3,84X1O-5 M.
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A Colorimetric Method of Estimating Esterase Activity in Insect 
Material

Summary

The qualitative test for esterase activity with phenolphtalein dibu- 
tyrate (according to Nakayana et al.) was adapted to quantitative 
determinations. Active fraction of a homogenate from larvae of Galleria 
melonella was the source of the enzyme. It was found that the amount 
of phenolphtalein liberated from the ester in enzymatic reaction was 
proportional to the amount of the protein obtained under the conditions 
of maximum rate of reaction. A ten-minute period was chosen for incuba­
tion of the enzyme with phenolphtalein dibutyrate, at 40°C, for determina­
tion of the esterase activity. After incubation the medium was alkalized 
with 1 M Na2CO3 solution and adjusted to pH 10.0 in order to inhibit the 
enzymatic reaction and induce colour. As phenolphtalein dibutyrate 
forms a homogenous suspension in the water medium, the mixture was 
centrifuged at 12.000 x g for 20 minutes, immediately after the appearance 
of the colour caused by phenolphtalein sodium. The Tyndall effect was 
not observed in the supernatant. Microcrystals of phenolphtalein dibu­
tyrate were colourless. The value of coefficient E560 of the supernatant 
remained unchanged for 5 hrs. It was found that the colour of phenol­
phtalein (absorption at 560 mp) up to the concentration of 20pM solu­
tion, at pH 10.0, corresponded to the Lambert-Beer law. Michaelis con­
stants of the examined enzymatic preparation of esterases in the presence 
of ethyl butyrate and phenolphtalein dibutyrate were 1.43 X 10~4M and 
3.84 X IO-5 M, respectively.
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