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Óñòàíîâëåíà çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç òîí-
êîé êèøêè ãðåíëàíäñêîãî òþëåíÿ â ðåàêöèè ãèäðîëèçà ï-íèòðîôåíèëôîñôàòà, ïðî-
âîäèìîé â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû (áîðàòíîì, êàðáîíàòíîì, òðèñ,
ãëèöèíîâîì), îò èõ  êîíöåíòðàöèè è ðÍ ñðåäû. Èññëåäîâàíà çàâèñèìîñòü ñòåïåíè è
ñåëåêòèâíîñòè èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà â íåîðãàíè÷åñêèõ è îðãàíè÷åñêèõ áóôåð-
íûõ ðàñòâîðàõ èîíàìè öèíêà îò èõ êîíöåíòðàöèè è ïðèñóòñòâèÿ ïîñòîðîííèõ èîíîâ
ìåòàëëîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ðàçðàáîòêè ÷óâñòâèòåëüíîé è
ñåëåêòèâíîé ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ öèíêà(II) ïî åãî èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ íà
ôåðìåíò ÿâëÿåòñÿ áîðàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Áóôåðíûé ðàñòâîð – íåîáõîäèìûé êîìïîíåíò ëþ-

áîé áèîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè, ÷óâñòâèòåëüíîé äàæå ê

íåçíà÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì ðÍ ñðåäû. Â ôåðìåíòà-

òèâíûõ ïðîöåññàõ êîìïîíåíòû áóôåðíûõ ñèñòåì ìî-

ãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ôåðìåíòîì, ñóáñòðàòîì, à

òàêæå ñ èíãèáèòîðàìè è àêòèâàòîðàìè áèîêàòàëèçà-

òîðà. Ïðèðîäà áóôåðíîãî ðàñòâîðà èãðàåò âàæíóþ

ðîëü â ðàçðàáîòêå ôåðìåíòàòèâíûõ ìåòîäîâ îïðåäå-

ëåíèÿ ìåòàëëîâ ïî èõ äåéñòâèþ íà ôåðìåíòû èëè

àïîôåðìåíòû.

Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè â ïðàêòèêå õèìè÷åñêîãî

àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ïðåèìóùåñòâåííî ùåëî÷íûå

ôîñôàòàçû èç êèøå÷íèêîâ òåëåíêà è öûïëåíêà.

Íà îñíîâå èíãèáèðóþùåãî èëè ðåàêòèâèðóþùåãî

äåéñòâèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ (ñâèíöà(II), öèíêà(II)) íà

êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýòèõ ôîñôàòàç ðàçðà-

áîòàíû âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûå è äîâîëüíî ñåëåê-

òèâíûå ôåðìåíòàòèâíûå ìåòîäèêè èõ îïðåäåëåíèÿ

[1–3]. Ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà, âûäåëåííàÿ èç òîíêîé

êèøêè ãðåíëàíäñêîãî òþëåíÿ Phoca Groenlandic,

íàèìåíåå èçó÷åíà ñ àíàëèòè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ

ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà íà êàòàëèòè÷åñêóþ

àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç òîíêîé êèøêè

ãðåíëàíäñêîãî òþëåíÿ â ðåàêöèè ãèäðîëèçà ï-íèò-

ðîôåíèëôîñôàòà ñ öåëüþ âûáîðà áóôåðíîé ñèñòå-

ìû, îïòèìàëüíîé äëÿ ðàçðàáîòêè ôåðìåíòàòèâíîãî

ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ öèíêà(II) – êîôàêòîðà ýòîãî

ôåðìåíòà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ðåàãåíòû. Ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó èç òîíêîé êèøêè

ãðåíëàíäñêîãî òþëåíÿ Phoca Groenlandica (äàëåå ùå-

ëî÷íàÿ ôîñôàòàçà èç êèøêè òþëåíÿ) ñ àêòèâíîñòüþ

13 óä. åä./ìã (ÍÏÎ “Áèîëàð”, Ëàòâèÿ) èñïîëüçîâàëè

â âèäå ãîìîãåííîãî ðàñòâîðà â 2,5 Ì ðàñòâîðå ñóëü-

ôàòà àììîíèÿ. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ôåðìåíòà ãîòîâèëè

íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä îïûòîì ïîñëåäîâàòåëüíûì

ðàçáàâëåíèåì èñõîäíîãî 0,05 Ì òðèñ-HCl-áóôåðíûì

ðàñòâîðîì (ðÍ 9,8).

Ïðåïàðàò øåñòèâîäíîé äèíàòðèåâîé ñîëè ï-íèòðî-

ôåíèëôîñôàòà (ï-ÍÔÔ) ïðîèçâîäñòâà ôèðìû“Sigma”

(ÑØÀ) èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.

Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ñóáñòðàòà ãîòîâèëè åæåäíåâíî ðà-

ñòâîðåíèåì òî÷íîé íàâåñêè ïðåïàðàòà â âîäå. Ðàñòâî-

ðû ôåðìåíòà, à òàêæå ïðåïàðàò ï-ÍÔÔ è åãî ðàñòâî-

ðû õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå ïðè 4°.

Èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàòû òðèñ(îêñèìåòèë)àìèíîìå-

òàíà “÷.ä.à.” (“Serva”, Ãåðìàíèÿ), ãëèöèíà “îñ.÷.”

(“Sigma”, ÑØÀ), à òàêæå òåòðàáîðàòà íàòðèÿ è êàð-

áîíàòà íàòðèÿ “÷.ä.à.” (“Ðåàõèì”, Ìîñêâà), äâàæäû

ïåðåêðèñòàëëèçîâàííûå èç âîäû. Áîðàòíûé, êàðáîíàò-

íûé, ãëèöèíîâûé è òðèñ-HCl-áóôåðíûå ðàñòâîðû ãî-

òîâèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [4].

Èñõîäíûå ðàñòâîðû öèíêà(II) ñ êîíöåíòðàöèåé

1,5 ìã/ìë ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì òî÷íûõ íàâåñîê

ñïåêòðàëüíî ÷èñòûõ ìåòàëëîâ â HCl “îñ.÷.”. Èñõîä-

íûå ðàñòâîðû Ñî(II), Ñu(II), Ni(II), Cd(II) (1,5 ìã/ìë)

ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì òî÷íûõ íàâåñîê èõ õëîðèäîâ
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“îñ.÷.” â âîäå, ïîäêèñëåííîé HCl “îñ.÷.” äî óñòàíîâ-

ëåíèÿ pH 2,5. Ðàñòâîðû ñ ìåíüøèì ñîäåðæàíèåì

èîíîâ ìåòàëëîâ ãîòîâèëè åæåäíåâíî ïîñëåäîâàòåëü-

íûì ðàçáàâëåíèåì èñõîäíûõ ðàñòâîðîâ ïîäêèñëåííîé

âîäîé. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ MgCl
2
 â

êà÷åñòâå èñõîäíîãî èñïîëüçîâàëè åãî ñòàíäàðòíûé ðà-

ñòâîð c êîíöåíòðàöèåé 200 ìã/ìë (“Sigma”, ÑØÀ).

Èñõîäíûé ðàñòâîð (25 ìã/ìë) CaCl2 ãîòîâèëè ðàñòâî-

ðåíèåì òî÷íîé íàâåñêè CaCl
2
⋅2H

2
O “îñ.÷.” â âîäå.

Ðàñòâîðû KCl è CsCl (160 è 400 ìã/ìë, ñîîòâåòñòâåí-

íî) ãîòîâèëè ïî òî÷íûì íàâåñêàì ýòèõ ñîëåé “îñ.÷.”

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ âñåõ âîäíûõ ðàñòâîðîâ èñïîëü-

çîâàëè äåèîíèçîâàííóþ âîäó, î÷èùåííóþ íà óñòàíîâ-

êå “Millipore” (Ôðàíöèÿ).

Ãðàäóèðîâàííûå ñòåêëÿííûå ïðîáèðêè ñ ïðèòåðòûìè

ïðîáêàìè ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùàëè êîíöåíòðèðîâàííîé

HNO
3
 “îñ.÷.”, îáðàáàòûâàëè ïàðîì â òå÷åíèå 15 ìèí è

òùàòåëüíî ïðîìûâàëè äåèîíèçîâàííîé âîäîé.

Ñêîðîñòü ùåëî÷íîãî ãèäðîëèçà ï-ÍÔÔ êîíòðî-

ëèðîâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, ðåãèñòðèðóÿ íà-

ðàñòàíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè

âî âðåìåíè ïðè λýô = 400 íì (l = 1 ñì, â êà÷åñòâå

ðàñòâîðà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè âîäó), ñîîòâåò-

ñòâóþùåé ïîëîñå ìàêñèìàëüíîãî ïîãëîùåíèÿ îáðà-

çóþùåãîñÿ ï-íèòðîôåíîëÿò-èîíà. Àáñîëþòíîå çíà-

÷åíèå íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè

(υ
0
, ìêÌ/ìèí) ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå:

           υ
o
 = ∆C/∆t = ∆A/∆t(1/lε) = tgα / lε,

ãäå Ñ – êîíöåíòðàöèÿ ï-íèòðîôåíîëÿòà íàòðèÿ (Ì),

ε – ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ ïîñëåäíåãî

ïðè 400 íì (1,7 ⋅ 10
4
 Ì

–1
ñì

–1
) [5], l – òîëùèíà êþâå-

òû  (1 ñì), tgα – ñðåäíåå çíà÷åíèå òàíãåíñà óãëà íà-

êëîíà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ, ïîñòðîåííûõ â êîîðäèíà-

òàõ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (À
400

) – âðåìÿ (t, ñ) (n = 5).

Ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû

èîíàìè öèíêà(II) è äðóãèõ ìåòàëëîâ (I,%) ðàññ÷èòû-

âàëè ïî ôîðìóëå: I (%) = 100% ⋅ (υo – υI)/υo, ãäå υo

è υ
I
 – íà÷àëüíûå ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè â

îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè èîíà ìåòàëëà ñîîòâåò-

ñòâåííî. Îòíîñèòåëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (υ
I
/υ

o
)

îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ çíà÷åíèÿ íà÷àëüíûõ ñêîðîñòåé.

Àïïàðàòóðà. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ

èçìåðÿëè íà ÊÔÊ-2 (Ðîññèÿ, λýô = 400 íì, l = 1 ñì).

Èçìåðÿëè ðÍ âîäíûõ ðàñòâîðîâ ñ òî÷íîñòüþ ±0,005

ïðè ïîìîùè ðÍ-ìåòðà èîíîìåðà “Ýêîíèêñ-Ýêñïåðò-

001”, Ðîññèÿ.

Ìåòîäèêà ýêñïåðèìåíòà ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ

ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà (À) èëè èîíîâ ìå-

òàëëîâ (Á) íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ùå-

ëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèøêè òþëåíÿ. Â ãðàäóèðî-

âàííóþ ñòåêëÿííóþ ïðîáèðêó ñ ïðèòåðòîé ïðîáêîé

ïîñëåäîâàòåëüíî ââîäèëè 4,9 (À) èëè 4,8 (Á) ìë áó-

ôåðíîãî ðàñòâîðà (ñ îïðåäåëåííûìè çíà÷åíèÿìè ðÍ è

ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè), 0,1 ìë 0,6 ìêÌ ðàñòâîðà

ôåðìåíòà, 0,1 ìë ðàñòâîðà èîíà ìåòàëëà â îïðåäåëåí-

íîì èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé (Á), 1 ìë ðàñòâîðà ï-

ÍÔÔ ñ ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèåé. Â ìîìåíò

ââåäåíèÿ ïîñëåäíåãî ðåàêöèîííûé ðàñòâîð ïåðåìåøè-

âàëè è ïåðåíîñèëè â êþâåòó, îäíîâðåìåííî âêëþ÷àÿ

ñåêóíäîìåð. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðåàêöèîííîãî ðà-

ñòâîðà èçìåðÿëè êàæäûå 15 ñ â òå÷åíèå 2 ìèí  (λýô =

400 íì, l = 1 ñì). Ïî ïîëó÷åííûì äàííûì ñòðîèëè

êèíåòè÷åñêèå êðèâûå â êîîðäèíàòàõ îïòè÷åñêàÿ ïëîò-

íîñòü (À) – âðåìÿ (t, c) è ðàññ÷èòûâàëè âåëè÷èíó υ
o

(â îòñóòñòâèå èîíà ìåòàëëà) èëè υI (â ïðèñóòñòâèè

èîíà ìåòàëëà). Ïî ïîëó÷åííûì äàííûì ðàññ÷èòûâàëè

ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà (I, %) èîíîì ìåòàë-

ëà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ùåëî÷íûå ôîñôàòàçû ïðîÿâëÿþò êàòàëèòè÷åñêóþ

àêòèâíîñòü ïðè ðÍ>7, îäíàêî áóôåðíûõ ñèñòåì, ñïî-

ñîáíûõ ïîääåðæèâàòü ïîñòîÿííîå çíà÷åíèå ðÍ â

ùåëî÷íîé îáëàñòè, èçâåñòíî íå òàê ìíîãî. Ê íèì

îòíîñÿòñÿ íåîðãàíè÷åñêèå áóôåðíûå ðàñòâîðû: áî-

ðàòíûé (ðÍ 9,3–10,7), êàðáîíàòíûé (ðÍ 9,2–10,8);

îðãàíè÷åñêèå: òðèñ-HCl-áóôåðíûé ðàñòâîð (ðÍ 7,2–

10,2), ãëèöèíîâûé (ðÍ 8,6–10,6), äèýòàíîëàìèí-HCl

(ðÍ 8,8–10,0) è âåðîíàë (ðÍ 6,8–9,6) [4].

Ïðè ðàáîòå ñî ùåëî÷íûìè ôîñôàòàçàìè áàêòåðè-

àëüíîãî è æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ÷àùå äðóãèõ

èñïîëüçóþò òðèñ-HCl-áóôåðíûé ðàñòâîð. Åãî ïðèìå-

íÿþò êàê äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðîâ ôîñôàòàç, òàê

è äëÿ ïðîâåäåíèÿ èíäèêàòîðíûõ ðåàêöèé ñ ó÷àñòèåì

ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ [5]. Òðèñ(îêñèìåòèë)àìèíîìå-

òàí (Òðèñ), îñíîâíîé êîìïîíåíò òðèñ-HCl-áóôåðíîãî

ðàñòâîðà, âûñòóïàåò â ðîëè àêöåïòîðà ôîñôàòà [6].

Ôîñôàò-èîíû ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî ïðîäóêòîì ðåàêöèè

ãèäðîëèçà ìîíîýôèðîâ îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû, êàòà-

ëèçèðóåìîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé, íî è êîíêóðåíò-

íûì èíãèáèòîðîì ýòîãî ôåðìåíòà. Êðîìå òîãî, íà

ïðèìåðå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç E. coli ïîêàçàíî,

÷òî èñïîëüçîâàíèå 1 Ì òðèñ-HCl-áóôåðíîãî ðàñòâîðà

ïîäàâëÿåò äèññîöèàöèþ àêòèâíûõ äèìåðíûõ ìîëåêóë

ôåðìåíòà íà íåàêòèâíûå ìîíîìåðû, ÷òî ñïîñîáñòâóåò

ïðîÿâëåíèþ âûñîêîé êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè áèî-

êàòàëèçàòîðà [7]. Âñå âûøåñêàçàííîå îáîñíîâûâàåò

øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå òðèñ-HCl-áóôåðíîãî ðàñòâîðà

â áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ñ ó÷àñòèåì ùåëî÷-

íûõ ôîñôàòàç ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ñëåäóåò

îòìåòèòü, ÷òî ýòîò æå áóôåðíûé ðàñòâîð ïðèìåíÿëè

è àâòîðû åäèíè÷íûõ ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ èçó-

÷åíèþ ñòðîåíèÿ è íåêîòîðûõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
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ñâîéñòâ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèøêè òþëåíÿ [8–

10]. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ïðîâîäèëè ñèñòåìàòè-

÷åñêîãî èçó÷åíèÿ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè óêàçàí-

íîãî ôåðìåíòà â ðàçëè÷íûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ.

Âëèÿíèå ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà íà êàòàëèòè-

÷åñêóþ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèøêè

òþëåíÿ (â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè öèíêà(II))

áûëî èçó÷åíî íàìè íà ïðèìåðå ÷åòûðåõ áóôåðíûõ

ñèñòåì – íåîðãàíè÷åñêîé (áîðàòíûé è êàðáîíàòíûé)

è îðãàíè÷åñêîé (òðèñ-HCl, ãëèöèíîâûé) ïðèðîäû.

Ïðè âûáîðå áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ ðóêîâîäñòâîâàëèñü

ëèòåðàòóðíûìè ñâåäåíèÿìè î ïðèìåíåíèè ðàçëè÷íûõ

áóôåðíûõ ñèñòåì â áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, à

òàêæå äàííûìè î ðàçëè÷íîé ñïîñîáíîñòè êîìïîíåí-

òîâ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ èîíàìè

ìåòàëëîâ è â îñîáåííîñòè ñ öèíêîì(II); êðîìå òîãî,

ïðèíèìàëè âî âíèìàíèå äîñòóïíîñòü êîìïîíåíòîâ

áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ.

Â êà÷åñòâå èíäèêàòîðíîé äëÿ êîíòðîëÿ êàòàëèòè-

÷åñêîé àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â âûáðàííûõ

áóôåðíûõ ñèñòåìàõ èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ ãèäðîëèçà

ï-íèòðîôåíèëôîñôàòà (ï-ÍÔÔ), â ðåçóëüòàòå êîòîðîé

ïðè pH>7 îáðàçóåòñÿ îêðàøåííûé ïðîäóêò – ï-íèòðî-

ôåíîëÿò-èîí [11] (ñõåìà).

Ïîëîñà ìàêñèìàëüíîãî ïîãëîùåíèÿ âîäíûõ ðàñòâî-

ðîâ ï-íèòðîôåíîëÿò-èîíà ëåæèò â èíòåðâàëå äëèí

âîëí 380–420 íì. Âûáîð äàííîé èíäèêàòîðíîé ñèñòå-

ìû îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ðàíåå ïðè èçó÷åíèè ñóá-

ñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç

êèøêè òþëåíÿ àâòîðû ðàáîòû [8] ïîêàçàëè, ÷òî èñ-

ïîëüçîâàíèå èìåííî ï-ÍÔÔ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà

îáåñïå÷èâàåò ìàêñèìàëüíóþ ñêîðîñòü ôåðìåíòàòèâ-

íîé ðåàêöèè â òðèñ-HCl-áóôåðíîì ðàñòâîðå.

Ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ óñëîâèé, ïðè êîòîðûõ êàòà-

ëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â êàæäîì èç

âûáðàííûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ ìàêñèìàëüíà,

áûëè èçó÷åíû çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîé

ðåàêöèè îò ðÍ ðåàêöèîííîé ñðåäû, à òàêæå îò

êîíöåíòðàöèè áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ è ï-ÍÔÔ. Ðà-

áîòó ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé â ýêñïå-

ðèìåíòàëüíîé ÷àñòè.

Â ðàçíûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ôåðìåíò ïðîÿâëÿåò

íàèáîëüøóþ êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðàêòè÷åñ-

êè â îäíîì è òîì æå äèàïàçîíå ðÍ, íî ïðè ðàçíûõ

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ï-ÍÔÔ, êàòàëèçèðóåìîãî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé èç

êèøêè òþëåíÿ, îò êîíöåíòðàöèè áîðàòíîãî (1), êàðáîíàòíîãî (2), òðèñ-HCl (3), ãëèöèíîâîãî

(4) áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ (êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà 10 íÌ, êîíöåíòðàöèÿ ï-ÍÔÔ  0,55 ìÌ)
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êîíöåíòðàöèÿõ ðàñòâîðà (ðèñ. 1, 2, òàáë. 1). Ïðè

êîíöåíòðàöèÿõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, óêàçàííûõ â

òàáë. 1, è ïðè ðÍ 9,8 äåòàëüíî èçó÷åíà çàâèñèìîñòü

ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè

ï-ÍÔÔ (ðèñ. 3). Ïðè êîíöåíòðàöèè áîëåå 0,25 ìÌ

ïîëó÷åííûå êðèâûå âûõîäÿò íà ïëàòî, è äàëåå ñêî-

ðîñòü ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ïðàêòè÷åñêè íå çàâè-

ñèò îò êîëè÷åñòâà ââîäèìîãî ñóáñòðàòà.

Ñ ïîìîùüþ äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3,

áûëè ïîñòðîåíû çàâèñèìîñòè â êîîðäèíàòàõ Ëàé-

íóèâåðà–Áåðêà (1/v
0
 – 1/S) è ðàññ÷èòàíû êîíñòàíòû

Ìèõàýëèñà, õàðàêòåðèçóþùèå ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê

ñóáñòðàòó â ðàçëè÷íûõ áóôåðíûõ ñèñòåìàõ. Èç

òàáë. 1 âèäíî, ÷òî ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê ñóáñòðàòó

â îðãàíè÷åñêèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ âûøå, ÷åì â

íåîðãàíè÷åñêèõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçà-

ëî, ÷òî íåçàâèñèìî îò ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà

îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ãèäðîëèçà

ï-ÍÔÔ, êàòàëèçèðóåìîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé èç

êèøêè òþëåíÿ, îñòàþòñÿ îäíèìè è òåìè æå: ôåðìåíò

ïðîÿâëÿåò ìàêñèìàëüíóþ êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü

ïðè ðÍ ≈ 9,8 è ïðè îäèíàêîâîé êîíöåíòðàöèè ñóá-

ñòðàòà. Îäíàêî îïòèìàëüíûå êîíöåíòðàöèè áóôåðíûõ

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ï-ÍÔÔ, êàòàëèçèðóåìîãî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé

èç êèøêè òþëåíÿ, îò ðÍ  áîðàòíîãî (1), êàðáîíàòíîãî (2), òðèñ-HCl (3), ãëèöèíîâîãî (4)

áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ (êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà 10 íÌ, êîíöåíòðàöèÿ ï-ÍÔÔ  0,55 ìÌ)
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Ò à á ë è ö à  1

Îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ãèäðîëèçà n-ÍÔÔ, êàòàëèçèðóåìîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé èç
êèøêè òþëåíÿ (10 íÌ), è êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà â ðàçëè÷íûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ

Áóôåðíûé ðàñòâîð Êîíöåíòðàöèÿ

áóôåðíîãî ðàñòâîðàðà,

Ì

ðÍ Ñ(ï–ÍÔÔ), ìÌ Êì, ìêÌ

Áîðàòíûé 0,005 9,8–10 0,25 71,4

Êàðáîíàòíûé 0,01 9,8–10 0,25 71,4

Òðèñ–HCl 0,05 9,5–9,8 0,25 34,5

Ãëèöèíîâûé 0,1 9,5–10 0,25–0,55 38,5
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ï-ÍÔÔ, êàòàëèçèðóåìîãî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé èç êèøêè

òþëåíÿ, îò êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòà â áîðàòíîì (1), êàðáîíàòíîì (2), òðèñ-HCl (3), ãëèöèíîâîì (4)

áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ (êîíöåíòðàöèÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû 10 íÌ)
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ðàñòâîðîâ ðàçëè÷íû: îïòèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ òåò-

ðàáîðàòà íàòðèÿ â 10 è 20 ðàç ìåíüøå êîíöåíòðàöèè

Òðèñ è ãëèöèíà ñîîòâåòñòâåííî. Áûëî èçó÷åíî âëèÿ-

íèå íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôà-

òàçû èç êèøêè òþëåíÿ â ðàçëè÷íûõ áóôåðíûõ ðà-

ñòâîðàõ èîíîâ öèíêà è ðÿäà äðóãèõ ìåòàëëîâ (Mg(II),

Ce(II), K
+
, Cs

+
, Co(II), Ni(II), Cu(II), Cd(II)). Âûáîð

èîíîâ ìåòàëëîâ áûë îáóñëîâëåí ñëåäóþùèìè ïðè÷è-

íàìè. Èîíû ùåëî÷íî-çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ, â îñîáåí-

íîñòè ìàãíèé è êàëüöèé, êàê ïðàâèëî, íåîáõîäèìû

äëÿ ïðîÿâëåíèÿ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ùåëî÷íûõ

ôîñôàòàç è ÷àñòî óñèëèâàþò äåéñòâèå èõ àêòèâàòîðîâ

è èíãèáèòîðîâ [12]. Èîíû êàëèÿ ÷àñòî ïðèñóòñòâóþò

â ôèçèîëîãè÷åñêèõ ðàñòâîðàõ è àêòèâèðóþò ìíîãèå

ôåðìåíòàòèâíûå ïðîöåññû. Èîíû öåçèÿ ñîâìåñòíî ñ

èîíàìè ìàãíèÿ ñïîñîáíû ïîâûøàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü

è ýêñïðåññíîñòü èììóíîôåðìåíòíîãî îïðåäåëåíèÿ

ñàìîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû [13]. Èîíû êîáàëüòà, íè-

êåëÿ, êàäìèÿ è ìåäè èìåþò áëèçêèå ê èîíàì öèíêà

èîííûå ðàäèóñû è ýôôåêòèâíûå çàðÿäû è ìîãóò ìå-

øàòü åãî îïðåäåëåíèþ ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì

[14].

Âëèÿíèå óêàçàííûõ âûøå èîíîâ ìåòàëëîâ íà êàòà-

ëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèø-

êè òþëåíÿ âî âñåõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ áûëî èçó÷åíî

ïðè óñòàíîâëåííûõ íàìè îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ïðî-

âåäåíèÿ èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè (òàáë. 1). Îáíàðóæå-

íî, ÷òî öèíê(II) èíãèáèðóåò ôåðìåíò â èññëåäóåìûõ

14 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 2

Ò à á ë è ö à  2

Êîíöåíòðàöèè öèíêà(II), ïðè êîòîðûõ ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿåò 50 % (I50, %),
è êîíñòàíòû óñòîé÷èâîñòè êîìïëåêñíûõ ñîåäèíåíèé öèíêà(II)  ñ êîìïîíåíòàìè

áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ

Êîìïîíåíò áóôåðíîãî ðàñòâîðà
(L)

Êîíöåíòðàöèÿ Zn(II) ïðè (I50, %),
ìêã/ìë

lg{Zn–L} [4]

Òåòðàáîðàò–èîí 0,04 –*

Êàðáîíàò–èîí 0,25 3,9

Òðèñ 1,5 7,6

Ãëèöèí 2,2 9,2

*Ëèòåðàòóðíûå ñâåäåíèÿ îòñóòñòâóþò.
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Ò à á ë è ö à  3

Âëèÿíèå èîíîâ ìåòàëëîâ íà àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèøêè òþëåíÿ (ÙÔ) â ðàçëè÷íûõ áóôåðíûõ
ðàñòâîðàõ â ïðèñóòñòâèè öèíêà(II) (îïòèìàëüíûå êîíöåíòðàöèè (ìêã/ìë): Zn(II), Co(II), Ni(II), Cu(II),

Cd(II) – 1 (ìã/ìë): Mg(II) – 0,02, Ca(II) – 0,04, K+ – 7, Cs+ – 70)

áóôåðíûõ ñèñòåìàõ â ðàçëè÷íûõ äèàïàçîíàõ åãî êîí-

öåíòðàöèé (ðèñ. 4). Â íåîðãàíè÷åñêèõ  (áîðàòíîì è

êàðáîíàòíîì) áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ èíãèáèðóþùåå

äåéñòâèå öèíêà(II) íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòüñÿ ïðè áîëåå

íèçêèõ åãî êîíöåíòðàöèÿõ (òàáë. 2) è â çíà÷èòåëüíî

áîëüøåé ñòåïåíè (ðèñ. 4, êðèâûå 1 è 2). Íàèìåíåå

áëàãîïðèÿòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì äëÿ ïðîÿâëåíèÿ

èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ öèíêà(II) ÿâëÿåòñÿ ãëèöèíî-

âûé, â êîòîðîì äëÿ äîñòèæåíèÿ òîé æå ñòåïåíè èí-

ãèáèðîâàíèÿ, ÷òî è â áîðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå

(~90 %), òðåáóåòñÿ ïî÷òè â 2 ðàçà áîëüøàÿ êîíöåíò-

ðàöèÿ öèíêà. Ïðè îäíîé è òîé æå (1 ìêã/ìë) êîíöåí-

òðàöèè öèíêà(II) ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà â

êàðáîíàòíîì è ãëèöèíîâîì áóôåðàõ ðàçëè÷àþòñÿ â 4

ðàçà (òàáë. 3). Î÷åâèäíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ðàâ-

íîâåñíàÿ êîíöåíòðàöèÿ èîíà ìåòàëëà â íåîðãàíè÷åñ-

êèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ âûøå, ÷åì â îðãàíè÷åñêèõ

(îñîáåííî ãëèöèíîâîì), ñïîñîáíûõ îáðàçîâûâàòü óñ-

òîé÷èâûå êîìïëåêñû ñ öèíêîì(II) (òàáë. 2). Âûõîä

âñåõ êðèâûõ çàâèñèìîñòè íà íàñûùåíèå ïðè êîíöåí-

òðàöèè öèíêà(II) ≥ 5 ìêã/ìë ìîæíî îáúÿñíèòü, íà îñ-

íîâàíèè ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ, íàñûùåíèåì ñâÿçûâà-

þùèõ öèíê öåíòðîâ ôåðìåíòà èîíàìè äàííîãî ìå-

òàëëà ïðè äîñòàòî÷íî âûñîêîì åãî ñîäåðæàíèè â ðå-

àêöèîííîé ñìåñè.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû äàííîãî ýòàïà èññëåäî-

âàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â íåîðãàíè÷åñêèõ

(áîðàòíîì è êàðáîíàòíîì) áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ìîæ-

íî îïðåäåëèòü öèíê(II) ïî èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ

íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó èç êèøêè òþëåíÿ ñ áîëüøåé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, ÷åì â îðãàíè÷åñêèõ áóôåðíûõ

ðàñòâîðàõ.

Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, %Ñîñòàâ

ðåàêöèîííîé ñìåñè

5 ìÌ áîðàòíûé Ì êàðáîíàòíûé 0,05 Ì òðèñ-HCl 0,1 Ì ãëèöèíîâûé

ÙÔ 100 100 100 100

ÙÔ+Zn 40 1 20 2 55 1 88 2

ÙÔ+Zn+Co (Cu,

Ni, Cd)

38 2 20 2 50 2 88 1(Co), 91 2(Cu)

87 3(Ni), 81 2(Cd)

ÙÔ+Co (Cu, Ni,

Cd)+Zn

41 1 21 2 50  2 82 3(Co), 90 1(Cu)

85 2(Ni), 76 3(Cd)

ÙÔ+Ca+Zn 45 1 25 1 71 1 97 2

ÙÔ+Zn+Ca 42 3 23 1 70 2 98 1

ÙÔ+Mg+Zn 43 1 24 4 70 1 97 1

ÙÔ+Zn+Mg 41 3 23 4 70 1 94 3

ÙÔ+Zn+Cs 51 3 37 4 77 2 92 2

ÙÔ+Cs+Zn 54 1 32 2 78 1 94 2

ÙÔ+K+Zn 57 2 33 4 71 2 99 1

ÙÔ+Zn+K 58 1 37 1 72 2 97 2
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Ðèñ. 4.  Çàâèñèìîñòü ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ (I, %) ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç êèøêè òþëåíÿ îò êîíöåíò-

ðàöèè öèíêà(II) â áîðàòíîì (1), êàðáîíàòíîì (2), òðèñ-HCl (3), ãëèöèíîâîì (4) áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ

 (îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè)

Èçó÷åíèå çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîãî

ïðîöåññà â ïðèñóòñòâèè öèíêà(II) îò ðÍ áóôåðíûõ

ðàñòâîðîâ è âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ öèíêà(II) ñ

ôåðìåíòîì ïîêàçàëî, ÷òî ðàçëè÷èå â çíà÷åíèÿõ

ñêîðîñòåé ôåðìåíòàòèâíîãî ïðîöåññà â îòñóòñòâèå

è â ïðèñóòñòâèè öèíêà(II) ìàêñèìàëüíî â îáëàñòè

ðÍ 9,5–9,8. Îò âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ öèíêà(II) ñ

ôåðìåíòîì ñòåïåíü åãî èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ

íå çàâèñèò.

Êðîìå òîãî, íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî â èññëåäóåìûõ

áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ èîíû ìàãíèÿ, êàëüöèÿ, êàëèÿ,

öåçèÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ≥ 0,02; 0,04; 7 è 70 ìã/ìë

ñîîòâåòñòâåíî, à èîíû êîáàëüòà, êàäìèÿ, íèêåëÿ è

ìåäè ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ≥ 1 ìêã/ìë íå âëèÿþò íà

êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû èç

êèøêè òþëåíÿ.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ñî-

âìåñòíîãî âëèÿíèÿ öèíêà(II) è äðóãèõ èîíîâ ìåòàëëîâ,

êîòîðîå ïðîâîäèëè ïðè ðàçëè÷íûõ ïîðÿäêàõ ñìåøèâà-

íèÿ êîìïîíåíòîâ èíäèêàòîðíîãî ïðîöåññà è êîíöåíò-

ðàöèÿõ, óêàçàííûõ â òàáë. 3. Ðåàãåíòû ñìåøèâàëè â

ïîðÿäêå çàïèñè, à äàëåå ïîñòóïàëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå,

îïèñàííîé â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ÷àñòè.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 3, ñâèäåòåëüñòâó-

þò î òîì, ÷òî â íåîðãàíè÷åñêèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ

èîíû ìåòàëëîâ (çà èñêëþ÷åíèåì èîíîâ êàëèÿ è öå-

çèÿ) âíå çàâèñèìîñòè îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èõ ââå-

äåíèÿ â èíäèêàòîðíûé ïðîöåññ íå âëèÿþò íà ñòåïåíü

èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ öèíêà(II). Àêòèâíîñòü ôåð-

ìåíòà, èíãèáèðîâàííîãî öèíêîì(II), íåñêîëüêî âîçðà-

ñòàåò (íà ~15%) òîëüêî ïðè ââåäåíèè èîíîâ êàëèÿ

èëè öåçèÿ â êîíöåíòðàöèÿõ, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþ-

ùèõ êîíöåíòðàöèþ öèíêà(II). Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ

âîçðàñòàíèåì èîííîé ñèëû ðàñòâîðà [12].

Ïðè ââåäåíèè êîáàëüòà(II), íèêåëÿ(II), ìåäè(II) èëè

êàäìèÿ(II) ñîâìåñòíî ñ öèíêîì(II) â èíäèêàòîðíóþ

ñèñòåìó â òðèñ-HCl-áóôåðíîì ðàñòâîðå èíãèáèðóþ-

ùåå äåéñòâèå öèíêà(II) èçìåíÿåòñÿ î÷åíü íåçíà÷è-

òåëüíî; â ïðèñóòñòâèè èîíîâ ùåëî÷íûõ è ùåëî÷íî-

çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ àêòèâíîñòü ôîñôàòàçû çíà÷è-

òåëüíî âîçðàñòàåò. Â ãëèöèíîâîì áóôåðå àêòèâíîñòü

ôåðìåíòà íåñêîëüêî ïàäàåò ïðè ââåäåíèè îäíîâðå-

ìåííî ñ èîíàìè öèíêà èîíîâ êîáàëüòà è ïðàêòè÷åñêè

ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè èîíîâ

ùåëî÷íûõ è ùåëî÷íî-çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ (òàáë. 3).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåíèå èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè

â íåîðãàíè÷åñêèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ îáåñïå÷èâàåò

çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêóþ ñåëåêòèâíîñòü îïðåäåëå-

íèÿ öèíêà(II) ïî åãî èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ íà

ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó èç êèøêè òþëåíÿ. Íàèáîëåå

ïåðñïåêòèâíûì äëÿ îïðåäåëåíèÿ öèíêà(II) îêàçàëîñü

èñïîëüçîâàíèå áîðàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà, â êîòî-

ðîì ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà ïðîÿâëÿåò íàèáîëüøóþ èç-

áèðàòåëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèðóþùåìó

äåéñòâèþ öèíêà(II).

Îáíàðóæåííîå íàìè èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå

öèíêà(II) íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó èç êèøêè òþëå-

íÿ áûëî ïîëîæåíî â îñíîâó ôåðìåíòàòèâíîé ìåòî-

äèêè åãî îïðåäåëåíèÿ â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé

0,01–0,1 ìêã/ìë. Óðàâíåíèå ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðà-

ôèêà èìååò âèä:

y = 1,34 – 4,58x,

15 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 2
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EFFECT OF THE BUFFER SOLUTION NATURE ON THE

CATALYTIC ACTIVITY OF ALKALINE PHOSPHATASE FROM

SEAL SLIM INTESTINE AND ITS SENSITIVITY TO THE

ZINC(II) ACTION

À.Ì. Zhavoronkova, S.V. Muginova, T.N. Shekhovtsova

(Division of Analytical Chemistry; e-mail: shekhov@analyt.chem.msu.ru)

The dependence of the catalytic activity of alkaline phosphatase from seal slim intestine in
the reaction of hydrolysis of p-nitrophenyl phosphate in buffer solutions of various nature
(borate, carbonate, tris, glycine) on their concentration and pH, was stated. The dependence
of the degree and selectivity of the enzyme inhibition with zinc(II) in inorganic and organic
buffer solutions on its concentration and presence of other metal ions, was studied. It has
been shown that the most perspective buffer solution for the development of a sensitive and
selective procedure for zinc(II) determination based on its inhibitory effect on the enzyme is
borate buffer.
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ãäå y = v
0
 (ìêÌ/ìèí), x = ðÑ

Zn(II)
(ìêã/ìë); r = 0,9939,

sr = 0,14 ïðè 0,01 ìêã/ìë (n = 5, P = 0,95).

Ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ öèíêà(II)
 Â ãðàäóèðîâàííóþ ñòåêëÿííóþ ïðîáèðêó ñ ïðèòåð-

òîé ïðîáêîé ïîñëåäîâàòåëüíî ââîäèëè 4,8 ìë 5 ìÌ áî-

ðàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (pH 9,8), 0,1 ìë 0,6 ìêÌ

ðàñòâîðà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, 0,1 ìë ðàñòâîðà ìåòàëëà

ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè. Â ïîñëåäíþþ î÷åðåäü

äîáàâëÿëè 1 ìë 3,3 ìÌ ðàñòâîðà ï-ÍÔÔ. Ðåàêöèîííóþ

ñìåñü ïåðåìåøèâàëè, âêëþ÷àÿ ñåêóíäîìåð. Èçìåðåíèå

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðîâîäèëè êàæäûå 15 ñ â òå÷å-

íèå 2 ìèí (λýô = 400 íì, l = 1 ñì).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëü-

ñòâóþò î âëèÿíèè ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà íà óñ-

ëîâèÿ ïðîÿâëåíèÿ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé

ôîñôàòàçû èç òîíêîé êèøêè ãðåíëàíäñêîãî òþëåíÿ, à

òàêæå íà ñòåïåíü è ñåëåêòèâíîñòü èíãèáèðóþùåãî äåé-

ñòâèÿ íà íåå èîíîâ êîôàêòîðà – öèíêà(II).


