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S t r e s z c z e n i e .  Znaczenie fosfataz w przemianach fosforu w środowisku glebowym, oraz 
jako wskaźnik aktywności biologicznej tego środowiska. Metody oznaczania aktywności wybra-
nych enzymów z grupy fosfataz.  
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 Termin fosfatazy jest używany w odniesieniu do szerokiej grupy enzymów, które 
katalizują hydrolizę estrów i bezwodników kwasu ortofosforowego [14]. Fosfatazy 
odgrywają ważną rolę w glebie, ponieważ stymulują przemiany organicznych 
związków fosforu w nieorganiczne fosforany (HPO4

-2 i H2PO4
-), bezpośrednio 

dostępne dla roślin i organizmów glebowych. Podział fosfataz na hydralazy mono-
estrów fosforanowych – potoczna nazwa fosfomonoesterazy (EC 3.1.3.), [15], 
hydralazy diestrów fosforanowych – fosfodiesterazy (EC 3.1.4.) i hydralazy triestrów 
fosforanowych – fosfotriesterazy (EC 3.1.5.) jest oparty na liczbie wiązań estrowych 
odpowiedniego substratu [29]. Enzymy te mają specyficzne nazwy zgodnie ze 
swoimi substratami, lecz są albo hydrolazami monoestrów fosforanowych (EC 3.1.3), 
albo hydrolazami diestrów fosforanowych (EC 3.1.4). 
 Do grupy pierwszej należą: 

- fitazy – katalizują hydrolityczne usuwanie wszystkich sześciu grup fosfora-
nowych z najliczniej występującego w glebie (około 50-60%) związku 
fosforu organicznego – inozytolu sześciofosforanowego lub jego soli, 

- nukleotydazy – uwalniające fosforany pochodzenia nukleotydowego, 
- fosfatazy cukrowe, 
- glicerofosfatazy. 
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 Do grupy drugiej należą: 
- nukleazy, 
- fosfolipazy [41]. 

 Enzymy te są często określane jako fosfatazy.  W środowisku glebowym 
występują:   

- fosfomonoesterazy (np.: fitazy, glicerofosfatazy, nukleotydazy), 
- fosfodiesterazy, 
- fosfotriesterazy,  
- polifosfatazy (np.: ATP-azy, pirofosfatazy) oraz 
- P-N hydrolazy (np.: fosfoamidazy) [38]. 

 Hoffmann [20] sugerował podział fosfomonoesteraz na trzy typy: alkaliczne, 
obojętne i kwaśne (odmienne optimum pH).  
 Kwaśny odczyn (pH 4-6) jest optymalny dla kwaśnej fosfomonoesterazy 
(EC 3.1.3.1.) zwanej potocznie fosfatazą kwaśną, zaś alkaliczny (pH 8-10) dla alka-
licznej fosfomonoesterazy, zwanej potocznie fosfatazą alkaliczną (EC 3.1.3.2.). 
Wyróżnia się również w glebie fosfatazy obojętne [31,33] z optimum aktywności 
przy pH 6,5-7. Występujące w przypadku fosfataz szerokie maksimum ich aktyw-
ności, obejmujące kilka jednostek pH, wynika z obecności mieszaniny kwaśnej i al-
kalicznej fosfatazy w glebach [McLaren, za: Speir, Ross 41].        
 Kwaśna fosfataza, podobnie jak fitaza, jest enzymem o małej specyficzności 
substratowej, mającym zdolność hydrolizowania wielu połączeń fosforanowych 
o zróżnicowanej budowie cząsteczki [50]. Kwaśne fosfatazy roślin hydrolizują heksa-
fosforan inozytolu [16,48], a te pochodzenia grzybowego również jego sole [50].  
 Zawartość organicznego fosforu w wierzchnich warstwach gleb waha się 
w szerokich granicach od 5% do ponad 60% ogólnej zawartości fosforu (w glebach 
polskich na ogół 20-40%), a asymilacja tego fosforu przez rośliny i mikroorganizmy 
odbywa się przez fosfatazy [21]. 
 Dostępność fosforu może być czynnikiem ograniczającym rozwój roślin w wielu 
lądowych ekosystemach [5,7]. Ponieważ rośliny wykorzystują jedynie fosfor nie-
organiczny [43], mineralizacja organicznych związków fosforu ma duże znaczenie 
w rolnictwie i ekonomii. Większość zapotrzebowania roślin na fosfor jest zaspoka-
jana poprzez transformację glebowej materii organicznej [4,5]. Zdaniem Appiaha 
i Thompsona [3] mineralizacja fosforu organicznego jest głównie zjawiskiem mikro-
biologicznym, a aktywność fosfataz zaczyna odgrywać istotną rolę po początkowym 
rozkładzie glebowej substancji organicznej, katalizowanej równocześnie przez wielo-
składnikowe systemy enzymatyczne, produkowane przez różne grupy drobno-
ustrojów. Początkowe etapy rozkładu substancji organicznej mogą być czynnikiem 
ograniczającym szybkość mineralizacji fosforu organicznego. Niektóre wyniki 
badań [3,37] wskazują, że fosfataza wewnątrz komórkowa drobnoustrojów może 
pełnić ważniejszą rolę niż pozakomórkowa. Jednakże w środowisku glebowym, 



OZNACZANIE AKTYWNOŚCI FOSFATAZ 
 

65 

w warunkach niekorzystnych dla aktywności życiowej mikroorganizmów, takich jak 
susza lub ograniczenie dostępności substratów węglowych, fosfataza pozakomór-
kowa odgrywa istotną rolę w stałej mineralizacji materii organicznej [23,41]. 
 Głównym źródłem fosfataz w środowisku glebowym są przede wszystkim 
mikroorganizmy glebowe, a także korzenie rośli i fauna glebowa [45]. Fosfatazy 
kwaśne i alkaliczne są rozpowszechnione w świecie zwierzęcym i roślinnym [13]. 
Występują w błonach śluzowych jelita, tkance kostnej, nerce, wątrobie i śledzionie 
oraz łożysku. Ponadto otrzymano kwaśne i alkaliczne fosfatazy m. in. z E. coli, 
Neurospora crassa, fosfatazę alkaliczną z mleka, a kwaśne z marchwi i słodu. 
 Badania z użyciem wody znakowanej 18O wykazały, że kwaśne i alkaliczne 
fosfatazy  katalizują reakcje R-O-P + H2

18O = R-O-H + H-18O-P, powodując ro-
zerwanie wiązania pomiędzy fosforem a tlenem i przeniesienie reszty fosfo-
ranowej na wodę (reakcja hydrolizy). Fosfatazy mogą również katalizować reakcje 
przeniesienia reszt fosforanowych na alkohol z utworzeniem nowego estru (reakcja 
transfosforylacji) [13].   
 Aktywność fosfataz w środowisku glebowym odzwierciedla aktywność enzy-
mów związanych z koloidami glebowymi i substancjami humusowymi, wolnymi 
fosfatazami w roztworze glebowym oraz fosfatazami związanymi z żywymi i mar-
twymi komórkami roślin i mikroorganizmów [32]. Fosfatazy mogą być dobrym 
wskaźnikiem potencjału mineralizacji fosforu organicznego oraz aktywności biolo-
gicznej gleby [12]. Według Frankenbergera i Dicka [17] najlepszymi wskaźnikami 
aktywności i wielkości populacji mikroorganizmów glebowych są fosfataza alka-
liczna, amidaza i katalaza, ponieważ aktywność tych enzymów wykazywała najwyż-
szą korelację z oddychaniem i biomasą mikroorganizmów w glebach.  
 W glebach najintensywniej badane są fosfomonoesterazy. Różnią się one od 
innych fosfataz małą specyficznością względem substratu oraz szerokim zakre-
sem pH dla ich aktywności optymalnej.  

W literaturze przedmiotu jest niewiele informacji na temat występowania 
i aktywności fosfodiesterazy w środowisku glebowym [6,18,24,39]. Fosfodies-
teraza katalizuje reakcje typu:  

R2O(O)P(OH)OR1 + H2O → R2O(O)P(OH)2 + R1OH, 

gdzie R1 i R2 reprezentują grupy hydroksylowe lub fenolowe nukleozydów [35].  
Zdaniem Andersona [2] aktywność fosfodiesterazy odgrywa istotną rolę 

w cyklu biogeochemicznego krążenia fosforu w przyrodzie.     

METODY OZNACZANIA AKTYWNOŚCI FOSFATAZ W GLEBIE 

 Procedury oznaczania aktywności fosfataz są oparte na inkubacji mieszaniny 
reakcyjnej zawierającej glebę i substrat, co prowadzi do uwalniania i gromadzenia 
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produktów hydrolizy substratu (ROH i HPO4
2-), [38]. Aktywność fosfataz można 

oznaczyć przy użyciu naturalnych substratów (np. fityny) lub syntetycznych 
substratów organicznych (3-naftylfosforan, p-nitrofenylofosforan). Najczęściej 
jako substraty rozkładane przez fosfomonoesterazy są stosowane p-nitro-feny-
lofosforan [46] lub sól dwusodowa fenylofosforanu [20].  
 Fosfatazy glebowe mogą przyspieszać hydrolizę przy pewnym optymalnym 
poziomie pH. Konieczne jest zatem utrzymywane wymaganego poziomu pH 
w mieszaninie reakcyjnej podczas inkubacji. Literatura przedmiotu zawiera opisy 
stosowania różnych buforów. Na przykład Tabatabai i Bremner [46] stosowali 
MUB (zmodyfikowany uniwersalny bufor), Zvjagincev i in. [49] – bufor acety-
nowy, a Szegi [44] używał buforu boranowego.  
 Aktywność enzymatyczną gleby mierzy się tą aktywnością, która występuje 
poza interwencją żywych mikroorganizmów. Stosuje się czynnik bakterio-
statyczny (np. toluen) hamujący całkowicie aktywność drobnoustrojów w glebie, 
żeby nie dopuścić do pobierania substratu, wytwarzania nowych enzymów i przy-
swajania wytworzonego produktu przez mikroorganizmy. Konsekwencją pobie-
rania produktów dezintegracji substratów przez mikroorganizmy glebowe jest 
uzyskanie zaniżonych wyników pomiarów aktywności enzymatycznej [22,34].  

Reakcja enzymatyczna jest najczęściej przerywana przez NaOH. Tabatabai 
i Bremner [46] informują o celowości stosowania NaOH i CaCl2. Niektórzy  
autorzy stosowali inne wodorotlenki (np.: KOH, NH4OH) lub kwas chlorooctowy 
do zatrzymania reakcji [38].  

Metody oznaczenia poszczególnych fosfataz zostały 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 cm3 umieścić 12,1 g Trisu, 0,628 g kwasu borowego, 1,4 g kwasu ma-
leinowego i 48,8 cm3 1 mol⋅dm-3 NaOH, dopełnić wodą destylowaną do kreski 
[40]. Bezpośrednio przed oznaczeniem aktywności fosfataz przygotować 
bufor „roboczy”: w kolbie miarowej na 100 cm3 umieścić 20 cm3 buforu 
uniwersalnego (MUB) i przy użyciu 0,1 mol⋅dm-3 HCl sprowadzić do pH 6,5, 
uzupełnić wodą destylowaną do kreski, 

2. Toluen cz.d. a., 
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3. Roztwór p-nitrofenylofosforanu sodu (PNP) : 1,927 g p-nitrofenylofosforanu 
sodu rozpuścić w 50 cm3 buforu (MUB o pH 6,5), 

4. Wapnia chlorek: 0,5 mol⋅dm-3 wodny roztwór CaCl2, 
5. Sodu wodorotlenek: 0,5 mol⋅dm-3 wodny roztwór NaOH, 
6. Standard p-nitrofenolu – 1 g p-nitrofenolu rozpuścić w wodzie destylowanej 

i uzupełnić do 1000 cm3.  

Procedura 

 W 50 cm3 kolbie Erlenmeyera umieścić 1 g gleby (<2 mm) i 0,25 cm3 toluenu. 
Kolbę szczelnie zamknąć, mieszać kilka sekund i pozostawić na 10 minut. Następnie 
dodać 4 cm3 MUB (zmodyfikowany uniwersalny bufor) o pH 6,5 i 1 cm3 bufo-
rowanego roztworu PNP o pH 6,5 jako substratu. Po zamknięciu kolby dokładnie 
mieszać kilka sekund i wstawić do inkubacji w temperaturze 37o C na 1 h. Po in-
kubacji zatrzymać reakcję przy użyciu 1 cm3 0,5 m chlorku wapnia i 4 cm3 0,5 m 
NaOH. Mieszać kilka sekund i przesączyć zawartość kolby przez sączek z bibuły 
filtracyjnej (Whatman nr 12) do probówki. Natężenie barwy (żółty kolor) uwol-
nionego p-nitrofenolu zmierzyć spektrofotometrycznie przy długości fali 400 nm. 
Aktywność fosfataz, wyrażaną w mg uwolnionego p-nitrofenolu na 1 kg gleby 
w ciągu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywą wzorcową.  

Krzywą wzorcową należy sporządzić przygotowując odpowiednie rozcieńczenia 
roztworu standardowego zawierające odpowiednio: 0, 1, 2, 3, 4 i 5 mg p-nitrofenolu 
w 5 cm3 roztworu, a  następnie postępować jak z próbkami gleby po inkubacji.        

 Uwagi do metody 

Porównawcze badania Tabatabai i Bremnera [46] wykazały, że zapropo-
nowana  metoda oznaczania aktywności fosfataz w glebach jest bardziej precy-
zyjna i mniej czasochłonna niż procedury stosowane przez innych autorów 
[25,36,40]. Tabatabai i Bremner [46] zwracają uwagę, że procedury zapropo-
nowane przez niektórych autorów, między innymi przez Kramera i Edrei [25] czy 
Ramirez-Martineza i McLarena [36] są skomplikowane z powodu konieczności 
wykonywania odpowiednich prób kontrolnych, które powinny uwzględniać ab-
sorpcję substratu, absorpcję substancji fenolowych zawartych w glebie, zakłó-
cenia spowodowane przez reakcje nieenzymatyczne, utratę substratu lub produktu 
w wyniku np. adsorpcji, itp.  

Do oznaczania aktywności fosfataz w glebach stosunkowo często są jednakże 
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 37oC) próbki gleby (5 g) z użyciem 0,5% roztworu fenylofosforanu 
sodu o pH 7 jako substratu. Aktywność enzymów wyrażana jest w mg uwolnio-
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nego fenolu na 5 g gleby w ciągu 2 godzin. Również w metodzie wg Hoffmana 
[20] jako substrat używany jest roztwór soli sodowej fenylofosforanu (z zastoso-
waniem 3-godzinnej inkubacji w temperaturze 37oC). W obydwu metodach 
[25,20] usunięty fenol jest barwiony 2,6-dwubromochinochloromidem i mierzony 
przy pomocy spektrofotometrii przy długości fali 614 nm.  

Zdaniem Kucharskiego [27] w badaniach aktywności enzymatycznej różnych 
jednostek taksonomicznych gleb należy wybrać odpowiednie metody oznaczeń 
aktywności enzymów i ujednolić jednostki, w których podaje się aktywność enzymów.  

 Fosfodiesterazy  EC 3.1.4.1.  

 Metoda: Browmana i Tabatabai [6]  

Odczynniki 
1. Bufor THAM-H2SO4 (0,05 mol⋅dm-3, pH 8): rozpuścić 6,1 g aminometanu 

trisu (THAM) w 800 cm3 wody destylowanej i przy użyciu 0,4 mol·dm-3 
H2SO4 sprowadzić do pH 8, uzupełnić wodą destylowaną do 1000 cm3,  

2. Toluen cz.d.a., 
3. Roztwór (5 mmol) bis-p-nitrofenylofosforanu sodu (BPNP) : 0,1811 g bis-p-

nitrofenylofosforanu sodu rozpuścić w 100 cm3 buforu (THAM o pH 8), 
4. Wapnia chlorek: 0,5 mol⋅dm-3 wodny roztwór CaCl2, 
5. Roztwór THAM-NaOH (0,1 mol⋅dm-3, pH 12): rozpuścić 12,2 g aminome-

tanu trisu (THAM) w 800 cm3 wody destylowanej i przy użyciu 0,5 mol⋅dm-3 

wodnego roztworu NaOH sprowadzić do pH 12, uzupełnić wodą destylowaną 
do 1000 cm3, 

6. Roztwór THAM (0,1 mol⋅dm-3, pH 10): rozpuścić 12,2 g aminometanu trisu 
(THAM) w 1000 cm3 wody destylowanej, 

7. Standard p-nitrofenolu (PN) – 1 g p-nitrofenolu rozpuścić w wodzie desty-
lowanej i uzupełnić do 1000 cm3. Roztwór zawiera 1 mg PN w 1cm3. 

Procedura 
W 50 cm3 kolbie Erlenmeyera umieścić 1 g gleby (< 2 mm) i 0,2 cm3 toluenu. 

Kolbę szczelnie zamknąć, mieszać kilka sekund i pozostawić na 10 minut. 
Następnie dodać 4 cm3 buforu (THAM o pH 8) i 1 cm3 buforowanego roztworu 
BPNP jako substratu. Po zamknięciu kolby dokładnie mieszać kilka sekund 
i wstawić do inkubacji w temperaturze 37oC na 1 h. Po inkubacji zatrzymać 
reakcję przy użyciu 1 cm3 0,5 m chlorku wapnia i 4 cm3 roztworu THAM-NaOH. 
Mieszać kilka sekund i przesączyć zawartość kolby przez sączek z bibuły 
filtracyjnej (Whatman nr 2v) do probówki. Natężenie barwy (żółty kolor) uwol-
nionego p-nitrofenolu zmierzyć spektrofotometrycznie przy długości fali 400 nm. 
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 Aktywność fosdiesterazy, wyrażaną w mg uwolnionego p-nitrofenolu na 1 kg 
gleby w ciągu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywą wzorcową.  

Krzywą wzorcową należy sporządzić przygotowując odpowiednie rozcieńczenia 
roztworu standardowego zawierające odpowiednio: 0, 1, 2, 3, 4 i 5 mg p-nitrofenolu 
w 5 cm3 roztworu, a  następnie postępować jak z próbkami gleby po inkubacji.    

 Pirofosfatazy  EC 3.1.6.1  

Podstawa oznaczenia 

Enzym ten katalizuje hydrolizę pirofosforanów do ortofosforanów. Aktyw-
ność tego enzymu w glebach zasługuje na szczególną uwagę, ponieważ substrat 
pirofosfatazy (pirofosforan) jest składnikiem nawozów fosforowych [11].  

 Metoda: Dicka i Tabatabai [11] 

Odczynniki 

1. Zmodyfikowany uniwersalny bufor (MUB) o pH 8: w kolbie miarowej na 100 cm3 
umieścić 12,1 g Trisu, 0,628 g kwasu borowego, 1,4 g kwasu maleinowego 
i 48,8 cm3 1 mol⋅dm-3 NaOH, dopełnić wodą destylowaną do kreski [40]. Bez-
pośrednio przed oznaczeniem aktywności fosfataz przygotować bufor „roboczy”: 
w kolbie miarowej na 100 cm3 umieścić 20 cm3 buforu uniwersalnego (MUB) 
i przy użyciu 0,1 mol⋅dm-3 HCl sprowadzić do pH 8, uzupełnić wodą desty-
lowaną do kreski, 

2. Roztwór (50 mmol) pirofosforanu (PPi) : 2,23 g Na4P2O7⋅10 H2O rozpuścić 
w 20 cm3 buforu (MUB o pH 8) i uzupełnić wodą destylowaną do 100 cm3, 

3. Roztwór 0,5 mol⋅dm-3 H2SO4: 28 cm3 stężonego H2SO4 rozpuścić w 700 cm3 
wody destylowanej i uzupełnić do 1 dm3.  

Procedura 
 W 50 cm3 plastikowej probówce do wirowania umieścić 1 g gleby (< 2 mm) 
i dodać 3 cm3 50 mmol PPi jako substratu. Po zamknięciu, probówki wytrząsać 
kilka sekund i wstawić do inkubacji w temperaturze 37oC na 5 h. Po inkubacji 
dodać 3 cm3 buforu (MUB o pH 8) i 25 cm3 0,5 mol⋅dm-3 H2SO4. Wirować przez 
5 minut na wirówce (12000 obr.⋅min-1). Następnie pobrać 1 cm3 supernatantu 
i oznaczyć kolorymetrycznie zawartość uwolnionego przez enzym ortofosforanu. 
W proponowanej metodzie oznaczania pirofosfatazy [11] ortofosforan jest ekstra-
howany przy pomocy kwasu siarkowego i barwiony molibdenianem amonu, 
a następnie jest mierzony fotometrycznie przy 700 nm [10]. Aktywność pirofosfa-
tazy można wyrazić w mg uwolnionego ortofosforanu na 1 kg gleby w ciągu 5 godzin.  
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 Fosfolipazy C 

Podstawa oznaczenia 
 Fosfolipaza C katalizuje hydrolizę lecytyny i może odgrywać ważną rolę 
w metabolizmie fosfolipidów w środowisku glebowym [28].  

 Metoda: Kuroshima i Hayano [28]  

Odczynniki 
1. Bufor Tris-maleinowy (2 mol⋅dm-3, pH 9,2): rozpuścić 11,6 g kwasu maleino-

wego w 50 cm3 2 mol⋅dm-3 Trisu, a następnie zmieszać z 81 cm3 2 mol⋅dm-3 

NaOH i 69 cm3 wody destylowanej,  
2. Toluen cz.d.a., 
3. Roztwór (0,05 mol·dm-3) p-nitrofenylofosforylocholiny (PNPC): 156,7 mg PNPC 

rozpuścić w 10 cm3 wody destylowanej, 
4. Etanol cz.d.a. 
5. Roztwór Trisu (2 mol⋅dm-3): rozpuścić 24,2 g Trisu (hydroksymetyloamino-

metan) w 100 cm3 wody destylowanej. 
 Standard p-nitrofenolu (PN), 0,02 mol⋅dm-3 – 139,1 mg p-nitrofenolu rozpuś-
cić w 100 cm3 wody destylowanej, następnie pobrać 10 cm3 tego roztworu i uzu-
pełnić do 100 cm3 wodą destylowaną.  

 Procedura 

 W probówce (16 mm x 175 mm) umieścić 0,5 g gleby (< 2 mm) i 0,1 cm3 
toluenu. Probówkę szczelnie zamknąć, mieszać kilka sekund i pozostawić na 5 minut. 
Następnie dodać 1,8 cm3 wody destylowanej, 0,6 cm3 buforu Tris-maleinowego 
(pH 9,2) i 0,6 cm3 PNPC jako substratu. Po zamknięciu probówki dokładnie mieszać 
kilka sekund i wstawić do inkubacji w temperaturze 30oC na 2 h. Po inkubacji zatrzy-
mać reakcję przy użyciu 8 cm3 etanolu. Mieszać kilka sekund i przesączyć zawartość 
probówki przez sączek z bibuły filtracyjnej (Whatman nr 2). Natężenie barwy (żółty 
kolor) uwolnionego p-nitrofenolu zmierzyć spektrofotometrycznie przy długości fali 
400 nm. Aktywność fosfolipazy C, wyrażaną w mmol uwolnionego p-nitrofenolu na 1 
kg gleby w ciągu 1 godziny, wyliczano w oparciu o krzywą wzorcową.  

Krzywą wzorcową należy sporządzić przygotowując odpowiednie roz-
cieńczenia roztworu standardowego zawierające odpowiednio: 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 
i 1 mmol p-nitrofenolu w 5 cm3 roztworu, a  następnie postępować jak z próbkami 
gleby po inkubacji. 
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Uwagi do proponowanych metod 
 W ostatnich latach podjęto badania nad poszukiwaniem nowych metod oceny 
aktywności fosfataz w glebie. W glebie enzymy zewnątrzkomórkowe często 
występują w formie nieruchomej, stanie, który może zmienić ich interakcje 
z substratami w porównaniu do enzymów w fazie płynnej. De Cesare i in. [9] 
ocenili sonifikację pod względem jej użyteczności w badaniu nieruchomej 
kwaśnej fosfatazy przez rozpraszanie agregatów gleby. Wzrost aktywności po 
sonifikacji, który jest równoczesny z uwalnianiem chromoforów z gleby może 
być związany z wystawieniem lub uwolnieniem z agregatów nieruchomej frakcji 
zewnątrzkomórkowej enzymu w koloidzie. 
 Marx i in. [30] opisali oznaczenie aktywności fosfataz fluorometryczne na 
mikropłytce. Cytowani autorzy przeprowadzili również badania porównawcze 
pomiędzy nowowprowadzonym oznaczeniem fluorometrycznym na mikropłytce 
i standardowym oznaczeniem kolorymetrycznym z zastosowaniem p-nitrofenylu 
jako substratu. Kremer [26] wykazał, że metoda mikropłytkowa charakteryzuje 
się podobną do metody standardowej dokładnością oznaczeń, a jednocześnie 
wymaga mniej reagentów chemicznych i znacząco redukuje czas analizy. 
 W systemie korzeniowym i w zewnętrznych strzępkach grzybni możliwe jest 
zbadanie aktywności pochodzącej z grzyba fosfatazy przy użyciu fluoro-
genicznego substratu, który tworzy fluoryzujący krystaliczny osad w miejscu 
aktywności fosfatazy [48]. Van Aarle i in. porównali tę metodę z innymi, na 
przykład z zastosowaniem fosforanu p-nitrofenylenu i wykazali, że mikrosko-
powa detekcja z użyciem substratu fluorogenicznego może być użyta do uwido-
cznienia aktywności fosfatazy pochodzącej ze strzępków grzybni zarówno w ko-
rzeniach, jak i w grzybni zewnętrznej.   

Aktywność enzymów w środowisku glebowym zależy od bezwzględnej ich 
ilości, wielkości puli reagujących związków innych niż enzymy, katalitycznej 
sprawności, właściwości fizycznych i chemicznych gleby, liczebności i stanu 
gatunkowego mikroorganizmów [1]. Aktywność fosfataz jest związana z glebą 
i warunkami wegetacji [19], reaguje na zmiany użytkowania gleb [8] i może 
zależeć od okresowych zmian temperatury i wilgotności gleby [42]. 
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