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KOMPLEKSY HUMUS-ENZYM

I1I. ODDZIALYWANIE KOMPLEKSOW HUMUS-ENZYM
W UKEADACH MODELOWYCH ,IN VITRO”

Duzg pomoc w wyjasnieniu mechanizmoéw tworzenia sie kompleksow
humus-enzym dajg dcswiadczenia ,,w prcbowce”, pozwalajgce badac¢ od-
dzialywanie enzymoéw, pochodzgcych z roznych zrodel, z naturalnymi lub
sztucznymi substancjami humusowymi [12, 22, 46]. Przy zachowaniu
okreslonych warunkow reakceji, takie oddziatywania prowadzg do powsta-
nia mcdelowych kompleksow humus-enzym (H-E). Poréwnanie widm IR,
wspolezynnikéw barwy (Esss/Esss) oraz skladu pierwiastkowego tak wy-
tworzonych polaczen wskazuje, ze pod wieloma wzgledami sg one podo-
bne do natywnego humusu gleb [35, 38, 46, 47]. Wiasciwosci dotyczace
aktywnosci enzymatycznej naturalnych i sztucznych kompleksow H-E
oraz ich stablinosci w glebie sg rowniez podobne [2, 8, 10—12, 16, 31—34,
41, 42].

Poszukujgc wyjasnienia mechanizméw powstawania kompleksow
H-E, ich stabilizacji i reaktywnosci, badano kompleksy tworzace si¢ w
wyniku prostej adsorpcji [2, 10, 31, 42] flokulacji [15, 16, 34] lub hetero-
polikondensacji [31, 33, 42, 46]. Prosta adsorpcja enzymu na sztucznym
kwasie humusowym daje kompleksy nietrwale, ktére po wprowadzeniu
do gleby ulegaja szybkiemu rozkladowi. Podobny efekt obserwuje sie
w wyniku zadzialania podwyzszone] temperatury [2, 15, 42].

Wigzanie enzymu w procesie heteropolikondensacji powoduje, iz ak-
tywnos¢ jego spada, ale kompleks jest trwaty.

W tworzeniu kompleksow H-E przez flukolacje wykorzystuje sig zdol-
nogé kwasow humusowych do jednoczesnego wigzania enzymow i jonow
metali. Kompleksy powstale na tej drodze sa stosunkowo trwate, gdyz
w procesie flokulacji czesc czasteczek enzymu zostaje wbudowana i uwig-
ziona w sieci przestrzenne] substancji humusowych (rys. 1).
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Rys. 1. Fizyczne uwiezienie enzymu w strukturze substancji humusowych.

Oddziatywanie substancji humusowych
z enzymami ro$linnymi i wydzielanymi przez mikroorganizmy

Duze znaczenie dla zrozumienia oddzialywan wystepujacych miedzy
enzymami a substancjami prochniczymi maja badania dotyczgce wply-
wu tych substancji na aktywnos$¢ enzymoéow wyizolowanych z organizmow
zywych. W doswiadczeniach tego rcdzaju do buforu, w ktérym przepro-
wadza sie oznaczanie aktywnosci enzymu, dcdaje sie wodnego roztworu
substancji humusowych wyekstrahowanych z gleby, lub wodnego roztwo-
ru syntetycznego kwaséw humusowych [1, 9, 14, 17—19, 25—27, 29—30,
43—45]. W.wiekszosci eksperymentéw wykazano, ze oddzialywanie hu-
mus-enzym prowadzi do obnizenia aktywnosci enzymoéw (tab. 1). Mecha-
nizmy inhibicji poszczegoélnych enzymoéw sy rézne i zalezg od rodzaju
substancji humusowych. Enzymy z grupy oksydoreduktaz ulegajg in-
hibicji kompetycyjnej, jezeli jednym z ich substratow jest NADH lub
NAD+* [26—2T7, 29, 30].

Substancje humusowe wykazujg wlasciwosci akceptorowo-donorowe.
Mogg one zardéwno wigza¢ na swej powierzchni NAD*, jak i konkurowaé
0 miejsca wigzgce enzyméw z formg zredukowang nuklectydu, NADH.

Silne wilasciwosci donorowe kwaséw humusowych powodujg, ze w
reakcjach katalizowanych przez peroksydazy, kwasy huminowe nie wply-
wajg na oddzialywanie enzym — H,O,, natomiast w rézny sposoéb wply-
wajg na substraty redukujgce. Inhibicje kompetycyjng peroksydaz obser-
wowano jedynie w obecnosci NADH. W przypadku innych substratow
donorowych, kwasy huminowe powodowatly inhibicje innego typu [25,
26, 44].

Badania nad wplywem kwaséw humusowych na aktywnos¢ enzymow
roslinnych wykazaly, ze substancje te w roézny sposob mcdyfikujg prze-
bieg reakcji enzymatycznych. Moga one same by¢ inhibitorami niektérych
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enzymow, a w stosunku do innych wykazywa¢ dzialanie ochronne, po-
legajace na'silnym wigzaniu naturalnie wystepujgcych inhibitoréw tych
enzymow [1, 17, 43]. Ostatnie badania Khazijeva i Gul’ko [10] wykazaly,
ze kwasy huminowe w oddzialywaniach z peroksydazg mogg by¢ trakto-
wane jako: produkt enzymatycznej reakcji, niespecyficzny substrat, lub
jako czynnik unieruchamiajacy enzym w sposéb fizyczny. Powstajace
kompleksy H-E charakteryzujg sie niewielkg, ale trwalg aktywnoscig
enzymatyczng.

Kwasy huminowe moga zwieksza¢ lub zmniejsza¢ aktywnos¢ niekto-
rych enzymoéw roslinnych ,,in situ”, przy czym ich dzialanie na podziem-
ng i nadziemng cze$¢ rosliny moze by¢é rdozne [30, 39, 43]. Przypuszcza sie,
iz mogg one wplywa¢ na zwiekszenie ilosci niektorych enzymow we-
wnatrzkomorkowych [9, 39, 43, 45]. W doswiadczeniach ,,in vitro” kwasy
huminowe zwiekszajg efektywnos¢ procesu oksydatywnej fosforylacji w
mitochondriach watroby- szczura [48]. Przypuszcza sie, ze kwasy humu-
sowe oddzialywujg na procesy zachodzgce w komoérce poprzez modyfika-
cje przepuszczalnosci blony komorkowej dla drobnoczgsteczkowych pro-
duktow degradacji kwaso6w huminowych takich, jak np. katechol [9], lub
poprzez takie oddzialywanie na transport aktywny przez blony plazma-
tyczne, w wyniku ktoérego do wnetrza komorki moga przedostawaé sie
cale czgsteczki kwasow huminowych [4, 14]. Wykazano, ze istnieje za-
lezno$¢ odwrotnie proporcjonalna miedzy ,,silg” oddzialywania substancji
humusowych z enzymami, a masg czgsteczkowg tych substancji [3, 13, 18,
21, 24, 25].

Niskie stezenia kwaséw humusowych i kompleksow humus-enzym
wplywajg stymulujgco na wzrost roslin i rozw6j mikroorganizmow, nato-
miast wysokie stezenia tych substancji dzialaja hamujaco [4, 23, 28, 39].
Swiadczyé to moze o wystepowaniu wiecej niz jednego mechanizmu dzia-
tania kwaséw humusowych na wzrost roslin. Pewne frakcie humusu
moga podtrzymywaé procesy anaboliczne w roélinie, inne za§ — katabo-
liczne.

Rola jonéw metali

Grupami nadajgcymi charakter kwasowy substancjom humusowym
sg przede wszystkim grupy -COOH i fenolowe -OH. Grupy te odgrywaja
istotng role w oddzialywaniach kwaséw humusowych z enzymami [25,
27, 29]. Ich zablokowanie przez jony dwuwarto$ciowe takie, jak Ca?",
Mg2+, znosi efekt inhibicyjny kwaséw humusowych w stosunku do nie-
ktorych enzymoéw [19, 27], natomiast oddzialywanie z jonami tréjwartos-
ciowymi, np. Fe3t, Al3* moze prowadzi¢ do tworzenia chelatéw zdolnych,
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jak sie przypuszcza, do meoedyfikacji transportu aktywnego przez blony
[28, 40]. "ﬁ?“

Wszystkie frakcje humusu wykazujg zdolnos¢ tworzenia trwalych
komplekséw z jonami metali i ich uwcdnionymi tlenkami [7, 47]. Naj-
wiecej prac dotyczy powstawania kemplekséw H-E z udzialem Ca2?*t [15,
16, 20, 34]. Trwalcs¢ polgczenia humus-enzym, mierzona aktywnoscig
enzymatyczna kompleksu, jest zréznicowana i zalezy od wielu czynni-
kow takich, jak: stezenie substratow reakcji, kolejnos¢ i czas ich reago-
wania miedzy sobg, temperatura, pH itp.

Wykazano [15], iz szczegélnie duza stabilnos¢ i opornos¢ na proteolizg
charakteryzuje kompleksy humus-enzym otrzymane w procesie flokula-
cji, wywolanej dodaniem Ca?* (w postaci CaCl,) wtedy, gdy reakcje pre-
wadzi sie dwustopniowo w nastepujacej kolejnosci:

Humus+ Enzym — (H ... E)
(H..E)+Ca?* ->H —E—Ca~2
(kompleks trwaty)

. Zmiana kolejncsci dodawania substratow powoduje, ze powstaje pro-
dukt nietrwaty:

Humus+ Ca2* — (H — Ca2?")
(H—=Ca2t)+E—>H..Ca..E

. (kompleks nietrwaly)

Badania nad wplywem Ca?* na powstawnie kompleksow humus-in-
wertaza [15, 16] pozwolily na postawienie tezy, iz w tworzeniu komplek-
séw H-E uczestnicza wigzania jonowe, wodorowe oraz wigzania z prze-
niesieniem ladunku (ang. CT — Charge Transfer), natomiast wigzania
atomowe odgrywaja mniejsza role. W wyniku w/w oddziatywan powsta-
. ja wieksze organiczne polianiony, zachowujace zdolnos¢ do silnego wig-
zania kationéow wielowartosciowych zarowno przez skladowa humusows,
jak i bialkows. W taki sposob tworzg sig kempleksy o strukturze zaleznej
nie tylko od rodzaju i stezenie uzytego kationu, ale rowniez od wzajem-
nych proporcji miedzy enzymem a substancja humuscwe oraz od kolej-
nosci zachodzgcych reakcji.

Badania Senesiego [35] wykazaly, ze jeny wapnia, o ktéorych od dawna
wiadomo, ze z substancjami humusowymi tworzg polgczenia typu soli [38,
47], mogg rowniez koordynowa¢ asocjacje makroczagsteczek H-E. W wy-
niku tej asocjacji powstaja wieksze agregaty, charakteryzujace sie okres-
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lonym usieciowaniem. Poslugujac sie mikroskopig elektronowg stwierdzo-
no [35, 49], ze w strukturze tych agregatéow wystepujag mikropory, w
ktoérych moze by¢ uwieziona pewna ilosé¢ czasteczek enzymu nie zwiaza-
nych chemiicznie z substancjami humusowymi. Struktura agregatow, wy-
tworzonych w wyniku koordynujgcego dzialania jonow Ca2+ jest odporna
na proteolize, lecz wrazliwa na zmiany pH, jak i na wymywanie [15].

Znaczenie przestrzennej struktury substancji humusowych

Wnikliwe badania wiasciwcsci kompleksow H-E wskazuja na istotna
rele konformacji przestrzennej substancji humusowych w tworzeniu sie
tych polgczen [49]. Znaczacg zmiane cech charakterystycznych pcmimo
niewielkiego ubytku masy substanciji humusowych w trakcie oczyszcza-
nla kompleksu zaobserwowala Maignan [15].

Wyjasnienia tego faktu upatruje sie w strukturze przestrzennej sub-
stancji humusowych pozwalajecej na uwiezienie enzymu w ,,cczku” sieci
(rys. 1). Taki rodzaj .,putapkowania” enzymow moglby dobrze titmaczyc¢
wzrost odpornosci na proteolize enzyméw polgczonych z substancjami
humusowymi. spowodowany uniemozliwieniem (ze wzgledu na rozmiar
steci) dostepu enzymom protzolitycznym i innym wielkoczasteczkowym,
aktywnym biologicznie substancjom [3, 6, 21, 24, 34, 36].

Unieruchomieniu enzymoéw w sieci heteropolimeru humusowego przy-
pisuje sie takze stabilizacje termiczng 3-rzedowej struktury enzymu po-
przez tworzenie trwalego polaczenia 3-wymiarowego [6, 34, 36, 41, 42]
(rys. 2). Na znaczenie stabilizacji 3-rzedowej struktury bialek w nadaniu

Rys. 2. Wzmocnienie (stabilizacja) 3-rzedowej struktury en-
zymu poprzez poigczenie z substancjami humusowymi.

0pornosci enzymom ,unieruchomicnym” wskazal po raz pierwszy Za-
borsky [50], omawiajac unieruchomienie enzymoOw na naturalnie wyste-
pujacych nosnikach organicznych: chitynie, ligninie, celulozie, skrobii.
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Trzeciorzedowsy strukture bialek tworza wigzania slabe, glownie wo-
dorowe. Energia kinetyczna molekul w temperaturze ponad 40°C jest
zwykle wystarczajaca do zerwania tych wigzan, co prowadzi do denatu-
racji bialka i inaktywacji enzymu. Dodatkowa stabilizacja przestrzennej
struktury enzymu wymaga duzo wyzszej temperatury niezbednej do jej
naruszenia.

Temperatura inaktywacji enzyméw unieruchomionych jest o okolo
10°C wyzsza niz enzyméw swobodnych [37]. Stwierdzono, ze optymalna
temperatura przebiegu reakcji dla proteaz skompleksowanych z analogami
kwasow humusowych jest wyzsza w poréwnaniu z wolnymi proteazami
[31].

Stwierdzono réwniez, ze w warunkach naturalnych skompleksowanie
niektorych enzymow z substancjami humusowymi moze nastgpi¢ jedynie
podczas formowania sie prochnicy. Dcdanie do gleb wolnej ureazy i ka-
talazy nie prowadzilo do powstania stabilnych kompleksow [41, 51, 52].
Badania z glebg wysterylizowang wykazaly [41, 42], Ze enzym naturalnie
wystepujacy w glebie jest zwigzany silnie] niz wbudowany w ekspery-
mencie. Jednym z mozliwych wyjasnien tego faktu jest zablokowanie
miejsc wigzacych dla enzymu przez zdenaturowane termicznie biatko
glebowe. Innym wyjasnieniem mecze by¢ naruszenie przestrzennej struk-
tury substancji humusowych w procesie termiczne]j sterylizacji.

Podsumowanie

Oddziatywanie H-E prowadzi na ogé! (poprzez rézne mechanizmy)
do obnizenia aktywnosci enzymoéw. Istniejg jednak dowody na to, iz KH
modyfikujac transport przez blony plazmatyczne powodujg wzrost efek-
tywnosci niektorych procesow wengtrzkomorkowych na skutek zwieksze-
nia ilosci biorgcych w nich udzial enzymow.

Niskie stezenia kwasoéw huminowych i kompleksow H-E stymulujg
wzrost roslin i mikroorganizmoéow, natomiast wysokie stezenia tych sub-
stancji dzialajg hamujgco.

Substancje humusowe charakteryzujgce sie wiasciwosciami donorowo-
-akceptorowymi stanowig matryce, na ktorej o centra aktywne konkurujg
enzymy, substraty i inhibitory. Sie¢ przestrzenna substancji humusowych
umozliwia fizyczne uwiezienie czasteczek enzymu w jej wnetrzu. Tak
wytworzony uklad jest dodatkowo stabilizowany przez jony niektorych

metali.
Aktywnoéé wytworzonych produktéow jest stosunkowo trwala i wa-

runkuje przebieg wielu proceséw w przyrodzie.
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PANSTWOWE WYDAWNICTWO ROLNICZE I LESNE

POLECA

PRZECHOWALNICTWO OWOCOW

DR EDWARD LANGE, PROF. DR HAB. WALDEMAR OSTROWSKI
WARSZAWA 1992, NAKLAD 2000 EGZ., STRON 296

Jest to drugie wydanie. Autorzy wprowadzaja Czyteinika w tematyke
nowoczesnego przechowalnictwa owocéw. Autorzy kieruja ksigzke do Czytel-
nik6w o wyksztalceniu $rednim, pracownikom skupu, obrotu oraz handlu
owocami, instruktoréow produkcji ogrodniczej, uczniow technikéw, a takze stu-
dentéw, wreszcie wszystkich zainteresowanych, ktorzy chca blizej zapozna¢
sie z zagadnieniami nowoczesnego przechowalnictwa.

Wstepne rozdzialy zawieraja informacje odnosnie stanu i kierunkéw roz-
woju przechowalnictwa w Polsce oraz na $wiecie.

Omoéwiono procesy fizjologiczne zachodzgce w owocach w czasie przecho-
wywania i podkreslono, czynniki decydujgce o wlasciwym przechowy-
waniu. Zaliczono do nich: czynniki klimatyczne (ustonecznienie, opady),




wlasciwosci drzewa (rodzaj podkladek, wiek drzewa, wielkosé plonu), nawo-
zenie, sposoby uprawy, stosowane zabiegi ochrony roslin i regulatory wzrostu.
Wazne jest wyznaczenie dojrzalosci zbiorczej owocow. Zalaczono tabele ob-
razujacg kolejnos¢ i termin zbioru owocoéw oraz termin osiggania dojrzatosci
konsumpcyjnej jablek w przechowalni i chlodni. Odmiany jablek podzielono
na 4 grupy: letnie, jesienne, zimowe i poéznozimowe.

Z innych czynnikéw wplywajacych na przechowywanie owocow, wymie-
niono uszkodzenia. mechaniczne powstajace podczas zbioru owocéw i ich
transportu.

W drugiej czgs$ci podano technologis przechowywania owocéw. Autor do-
konuje podziatu obiektéw przechowalniczych na chtodnie owocéw i przecho-
walnie owocow, w zwigzku z gléwnymi technologiami przechowywania (zwyk-
tej | chilodniczej). Dalej Autor omawia role obiektow przechowalniczych: lo-
kalizacje, mozliwosci etapowej budowy. W dalszej cze$ci podano pomieszcze-
nia wchodzace w sklad obiektow przechowalniczych: komory i ich wyposa-
zenie, pakowanie owocéw, korytarze, maszynownie i inne. Nastrpnie po-
dano wyposazenie obiektéow przechowalniczych w takie urzadzenia jak:
urzgdzenia chlodnicze, urzadzenia do skladu atmosfery w komorach ga-
zoszczelnych, urzgdzenia do regulacji zawarto$ci tlenu w komorach, przyrza-
dy, urzgdzenia i aparaty kontrolno-pomiarowe i aparature do okreslenia skla-
du gazowego powietrza w komorze gazoszczelnej.

Dalsza czes$é publikacji obejmuje przechowywanie owocOw i mechaniza-
cje prac w przechowalniach: Autor podal sposéb transportowania owocow
z sadu do przechowalni, transport wewnetrzny, przygotowanie owocow do
zbytu. Podano urzadzenia konieczne w nowoczesnych obiektach przechowal-
niczych (np. urzadzenia do oddzielania drobnych owocow, stoly pakownicze.
urzgdzenia do paczkowania).

W ostatniej cze$ci publikacji oméwiono dwie grupy choréb przechowal-
niczych: biotyczne i fizjologiczne. Podano wazniejsze czynniki chorobotwoér-
cze powodujgce gnicie owocow. Omoéwiono réwniez proby stymulujgce i ogra-
niczajace gnicie owocow. Choroby fizjologiczne wystepujgce w czasie prze-
chowywania Autor podzielil na 5 grup biorgc za podstawe warunki sprzy-
jajace ich wystepowaniu. Klasyfikacji dokonano wg Smocka, Wilkinsona
i Fidlera adaptujac je do warunkéw polskich. Podano i omdéwiono 21 chorob
fizjologicznych. Publikacje konczy krotki rozdzial gdzie podano podstawowe
projekty typowych chlodni i przechowalni na owoce. Uzupelnieniem publi-
kacji jest podana literatura polska i zagraniczna.




