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Kolorymetryczna metoda oznaczania aktywnoéci esterazowej
w materiale owadzim

A Colorimetric Method of Estimating Esterase Activity in Insect Material

WSTEP

W r. 1963 Nakayana i wspolprac. (3) uzyli dwumaslanu fenolo-
ftaleiny jako substratu esteraz w tescie jakoSciowym. Autorzy ci sto-
sowali ten test w badaniach nad termostabilnoscig esteraz u Mycobacte-
rium tuberculosis. W oparciu o te badania przeprowadzono proby uzycia
dwumaslanu fenoloftaleiny do oznaczen ilosciowych aktywnosci estera-
zowej zawartej w homogenacie larw Galleria mellonella.

MATERIAL 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 10000 x g. Warstwa tluszczu zbierala sie w tych warunkach na po-
wierzchni homogenatu. Tluszcz zbierano, a supernatant nasycano siarczanem amonu
do 40%. Stracone biatko 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 byl przechowywany w temp. —10°C przez kilka tygodni, nie wykazujac
strat aktywnos$ci esterazowej.

Dwumaslan fenoloftaleiny (c. cz. 370,0) syntetyzowano w Katedrze Chemii
Organicznej Politechniki Warszawskiej. Zwigzek ten jest bialg drobnokrystaliczng
substancja, trudno rozpuszczalng w wodzie. Dwumas$lan fenoloftaleiny do reakcji
przygotowuje sie przez rozpuszczenie 5 mg tego zwigzku w 1,5 ml acetonu i uzu-
pelnia wodg do 10 ml. W tych warunkach powstaje jednolita zawiesina mikro-
krysztaléw dwumas$lanu fenoloftaleiny. Odczynnik pozostaje bezbarwny, nawet po
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Ryc. 1. Wplyw czasu inkubacji preparatu esteraz z dwuma$lanem fenoloftaleiny
na rozrzut wynikéw reakecji enzymatycznej; 1 — jednorazowy pomiar, 2 — $rednia

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 wynikow (ryc. 1)
Deviation of results (Fig. 1)

Czas (min.) inkubacji Srednia Odchylenie od prostej
enzym-substrat aryt.mhetycz‘na w procentach
Incubation time of Arithmetic Deviation from the
the enzyme-substrate mlean straight line

. cm o
mixture E560 in per cent
6 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. Wlasciwoséci te nie zmieniajag sie w ciggu 6 godz Po tym
czasie mikrokrysztaly dwumaslanu fenoloftaleiny zaczynajg sedymentowaé, co unie-
mozliwia dalsze uzycie tego odczynnika.

Mieszanina reakcyjna w naszych do$wiadczeniach zawierala 1 ml roztworu
substratu, 1 ml buforu fosforanowego 0,025M, pH =7 i 1 ml preparatu enzymu.
Do pr6éby kontrolnej wprowadzano 1 ml preparatu enzymu ogrzanego uprzednio
w temp. 100°C przez 10 min. Prébe i kontrole wstawiano do lazni wodnej
o temp. 37°C. Czas reakcji enzymatycznej — 10 min. wybrano na drodze do$wiad-
czalnej (ryc. 1, tab. 1). Po inkubacji do préby i kontroli dodawano po 1 ml! 1 M
roztworu Na,CO,. Na,CO; alkalizuje §rodowisko do pH = 10 i hamuje reakcje enzy -
matyczng. W badanej prébie powstaje zabarwienie charakterystyczne dla soli so-
dowej fenoloftaleiny. Préba kontrolna pozostaje bezbarwna. Zawiesine dwumaslanu
fenoloftaleiny usuwa sie przez wirowanie przy 12000 x g przez 10 min. Supernatant
nie wykazuje zjawiska Tyndalla, a osad dwumaslanu fenoloftaleiny jest bezbarwny.

Wspélczynnik ekstynkcji supernatantu oznaczano w fotokolorymetrze spektral-
nym ,,Spekol” firmy Zeiss przy glugo$ci fali §wietlnej 560 mp, co odpowiada ma-
ksimum absorpcji soli sodowej fenoloftaleiny. W celu oznaczenia ilosci fenolo-
ftaleiny uwalnianej w reakcji enzymatycznej wykreslono krzywa kalibracyjng przy
uzyciu roztworu fenoloftaleiny w pH = 10 przy dlugo$ci fali §wietlnej 560 mj.. Na-
tezenie barwy fenoloftaleiny w tych warunkach w koncentracji do 20 1M odpo-
wiada prawu Lamberta-Beera.

WYNIKI

Pracujagc w warunkach maksymalnej szybkosci reakcji enzymatycz-
nej stwierdzono, ze ilosci fenoloftaleiny uwalniane z estru w reakcji
enzymatycznej sg wprost proporcjonalne do ilosci biatka zawartego
w preparacie enzymatycznym (ryc. 2). Wyniki te uzasadniajg uzycie
dwumaslanu fenoloftaleiny do oznaczania aktywnosci esterazowej w ba-
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J/M fenolftoleiny
Phenojphtalein in pM

s

05 10
mgq biotha
Protein in mg
Ryc. 2. Zalezno$¢ pomiedzy iloscig biatka w preparacie enzymatycznym a stezeniem
fenoloftaleiny powstajacej na skutek rozkladu 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. Aktywnosé specyficzng badanego preparatu esteraz
przyjeto okresla¢ zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Bioche-
micznej jako ilos¢ mikromoli fenoloftaleiny (produktu reakeji) na 1 mg
biatka w czasie 10 min. inkubacji w temp. 40°C.

Jednostki

aktywnosci =
specyficznej

* W przypadku rozcienczenia preparatu enzymatycznego podstawic

1
rozcienczenie

** Bialko oznaczano metodg Lowry i wspoélprac. (2).

W naszych doswiadczeniach aktywnos¢ esterazowa wynosita okoto
1 000 jednostek specyficznych.

Dla wykazania wplywu ilosci substratu na szybkosé¢ reakcji enzyma-
tycznej wykreslono krzywg Michaelisa (ryc. 3). Przebieg krzywej nie
wykazuje efektu hamowania szybkosci reakcji enzymatycznej w bada-
nym zakresie stezen substratu.

uM fenoloftaleiny
obj. enzymu w ml * x mg biatka **/ml

iloraz

15

pM fenolftileiny
Phenolphtalein in uM

S

300 1000
M dwumasionu [enclftaieiny
Preneiphtolen didutyrate in pA
Ryc. 3. Wplyw stezenia substratu na szybko$¢ reakcji esterazowej
(krzywa Michaelisa)
The influence of the substrate concentration on the rate of esterase activity
(Michaelis curve)

W celu poréwnania powinowactwa enzym — substrat oznaczono stale
Michaelisa wobec dwumaslanu fenoloftaleiny K, = 3,84 X 10-5M i ma-
Slanu etylu (1) K, = 1,43 X 10-*M. Dwumaslan fenoloftaleiny wy-
kazuje wieksze powinowactwo do badanego preparatu enzymatycznego
niz maslan etylu.
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KonopumeTrpuueckuit METo/ OnpeneieHUua aKTUBHOCTH 3CTePa3nl
Ha MaTepuaJe HACEKOMbIX-

Pe3ioMe

JJA KOJNMYECTBEHHBbIX OINpeAesieHMi OBbII NpyUMeHeH KadeCTBeHHBI
TECT Ha AaKTUMBHOCTBH 3CTepasdhbl C AMMACIAHO(eHO0I(TaJeMHOBBIM Shu-
pom (mo Nakayana u corp.). JMcrouHukom sH3uMa Oblla aKTUBHA:I
dpaxkuua romoreHata u3 JanumuHok Galleria mellonella. YcraHOBJIEHO, Y10
KoJau4ecTBO cheHosdpTasenHa, OCBOGOKAEHHOr0O U3 3cTepa3bl B 9H3MMAaTHU-
YEeCKOM peakumM, INpAMO NPONOPLMOHANBLHO KoJuuyecTBy Oenka B ycJo-
BUAX MaKCUMMaJbHOM CKOpOCTM peakummu. B xone skcnepummeHrta 10-mit-
HYTHBIM nepuox MHKy6Gamuu 9H3MMa ¢ AuMacaaHodeHoJIdTaIEMHOBLIM
schupom npu Temneparype 40° 6bl1 NPMHAT KakK ONTUMaJbHOE Ajas 060-
3Ha4YeHMsA aKTUBHOCTU ScTepa3bl BpeMA. Ilocse MHKyOauum Oas TOpMO-
2KEHMA 9H3VMATUHECKON peakumy M moABjeHus nsera cpema 1 M Na,CO;
ajgkam3upoBanack g0 pH = 10. JdumacasaHodeHondTarenHOBBIN 3dup
B BOJHOI1 cpefie obpa3yeT rOMOreHHyI0 B3BeCh, MO3TOMY Cpa3dy 2Ke II0C.IC
MOABJIEHUA LBETA pEaKLMOHHAsA CMech LEeHTpudyrupoBajach B TeYE€HIe
20 mMuH. npu 12 000 x g. CynepHaTaHT He OOHapyiKuBaJ ABJEHUA THH-
Jana u ocafok Obin 6ecuseTHblt. Kosdduimenr E580 cynepHaTaHTa
He M3MEHAJICA B Te4YeHMe 5 YacoB. YCTAHOBJIEHO, YTO LBET (eHoaPTa-
JeuHa (Makcumym abGcopbumy 560 mu) npm KoHuenTpaumu mo 20 uM
un pH = 10 coorBeTcTByeT 3akoHy Jlambepra-Beepa. K, screpasnl mcciae-
JOBaHHOTO 9H3MMATUHYECKOro IpenapaTa [AJA MacJAHOSTMJIOBOro Scupa

cocrapnger 1,43X107%, a paa aumacasHodeHoadranenHosoro spupa —
3,84X10—5 M.
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A Colorimetric Method of Estimating Esterase Activity in Insect
Material

Summary

The qualitative test for esterase accivity 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 Na,COj; 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 E° of the supernatant
remained unchanged tor 5 hrs. It was found that the colour of phenol-
phtalein (absorption at 560 mu) up to the concentration of 20uM 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—*M and
3.84 X 105 M, respectively.
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