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II. ODDZIAŁYWANIE KOMPLEKSÓW HUMUS-ENZYM 

W UKŁADACH MODELOWYCH „IN VITRO” 

Dużą pomoc w wyjaśnieniu mechanizmów tworzenia się kompleksów 

humus-enzym dają doświadczenia „w probówce”, pozwalające badać od- 

działywanie enzymów, pochodzących z różnych źródeł, z naturalnymi lub 

sztucznymi substancjami humusowymi [12, 22, 46]. Przy zachowaniu 

określonych warunków reakcji, takie oddziaływania prowadzą do powsta- 

nia mcdelowych kompleksów humus-enzym (H-E). Porównanie widm IR, 

współczynników barwy (E4s/Eees) oraz składu pierwiastkowego tak wy- 

tworzonych połączeń wskazuje, że pod wieloma względami są one podo- 

bne do natywnego humusu gleb [35, 38, 46, 47]. Właściwości dotyczące 

aktywności enzymatycznej naturalnych i sztucznych kompleksów H-E 

oraz ich stabliności w glebie są również podobne [2, 8, 10—12, 16, 31—34, 

41, 42]. 

Poszukując wyjaśnienia mechanizmów powstawania kompleksów 

H-E, ich stabilizacji i reaktywności, badano kompleksy tworzące się 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 nietrwałe, które po wprowadzeniu 

do gleby ulegają szybkiemu rozkładowi. Podobny efekt obserwuje się 

w wyniku zadziałania podwyższonej temperatury [2, 15, 42]. 

Wiązanie enzymu w procesie heteropolikondensacji powoduje, iż ak- 

tywność jego spada, ale kompleks jest trwały. 

W tworzeniu kompleksów H-E przez flukolację wykorzystuje się zdol- 

ność kwasów humusowych do jednoczesnego wiązania enzymów i jonów 

metali. Kompleksy powstałe na tej drodze są stosunkowo trwałe, gdyż 

w procesie flokulacji część cząsteczek enzymu zostaje wbudowana i uwię- 

ziona w sieci przestrzennej substancji humusowych (rys. 1).
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Rys. 1. Fizyczne uwięzienie enzymu w strukturze substancji humusowych. 

Oddziaływanie substancji humusowych 
z enzymami roślinnymi i wydzielanymi przez mikroorganizmy 

Duże znaczenie dla zrozumienia oddziaływań występujących między 
enzymami a substancjami próchniczymi mają badania dotyczące wpły- 
wu tych substancji na aktywność enzymów wyizolowanych z organizmów 
żywych. W doświadczeniach tego rodzaju do buforu, w którym przepro- 
wadza się oznaczanie aktywności enzymu, dodaje się wodnego roztworu 
substancji humusowych wyekstrahowanych z gleby, lub wodnego roztwo- 
ru syntetycznego kwasów humusowych [1, 9, 14, 17—19, 25—27, 29—30, 

43—450]. W.większości eksperymentów wykazano, że oddziaływanie hu- 
mus-enzym prowadzi do obniżenia aktywności enzymów (tab. 1). Mecha- 
nizmy inhibicji poszczególnych enzymów są różne i zależą od rodzaju 
substancji humusowych. Enzymy z grupy oksydoreduktaz ulegają in- 

hibicji kompetycyjnej, jeżeli jednym z ich substratów jest NADH lub 

NAD? [26—27, 29, 30]. 

Substancje humusowe wykazują właściwości akceptorowo-donorowe. 

Mogą one zarówno wiązać na swej powierzchni NAD+, jak i konkurować 

o miejsca wiążące enzymów z formą zredukowaną nuklectydu, NADH. 

Silne właściwości donorowe kwasów humusowych powodują, że w 

reakcjach katalizowanych przez peroksydazy, kwasy huminowe nie wpły- 

wają na oddziaływanie enzym — H,O:, natomiast w różny sposób wpły- 

wają na substraty redukujące. Inhibicję kompetycyjną peroksydaz obser- 

wowano jedynie w obecności NADH. W przypadku innych substratów 

donorowych, kwasy huminowe powodowały inhibicję innego typu [25, 

26, 44]. 

Badania nad wpływem kwasów humusowych na aktywność enzymów 
roślinnych wykazały, że substancje te w różny sposób modyfikują prze- 
bieg reakcji enzymatycznych. Mogą one same być inhibitorami niektórych
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enzymów, a w stosunku do innych wykazywać działanie ochronne, po- 
legające na silnym wiązaniu naturalnie występujących inhibitorów tych 
enzymów [1, 17, 45]. Ostatnie badania Khazijeva i Gul'ko [10] wykazały, 
że kwasy huminowe w oddziaływaniach z peroksydazą mogą być trakto- 

wane jako: produkt enzymatycznej reakcji, niespecyficzny substrat, lub 

jako czynnik unieruchamiający enzym w sposób fizyczny. Powstające 

kompleksy H-E charakteryzują się niewielką, ale trwałą aktywnością 

enzymatyczną. 

Kwasy huminowe mogą zwiększać lub zmniejszać aktywność niektó- 

rych enzymów roślinnych „in situ”, przy czym ich działanie na podziem- 

ną i nadziemną część rośliny może być różne [30, 39, 43]. Przypuszcza się, 

iż mogą one wpływać na zwiększenie ilości niektórych enzymów we- 

wnątrzkomórkowych [9, 39, 43, 45]. W doświadczeniach „in vitro” kwasy 

huminowe zwiększają efektywność procesu oksydatywnej fosforylacji w 

mitochondriach wątroby: szczura [48]. Przypuszcza się, że kwasy humu- 

sowe oddziaływują na procesy zachodzące w komórce poprzez modyfika- 

cję przepuszczalności błony komórkowej dla drobnocząsteczkowych pro- 

duktów degradacji kwasów huminowych takich, jak np. katechol [9], lub 

poprzez takie oddziaływanie na transport aktywny przez błony plazma- 

tyczne, w wyniku którego do wnętrza komórki mogą przedostawać się 

całe cząsteczki kwasów huminowych [4, 14]. Wykazano, że istnieje za- 

leżność odwrotnie proporcjonalna między „siłą” oddziaływania substancji 

humusowych z enzymami, a masą cząsteczkową tych substancji [5, 13, 18, 

21, 24, 25]. 
Niskie stężenia kwasów humusowych i kompleksów humus-enzym 

wpływają stymulująco na wzrost roślin i rozwój mikroorganizmów, nato- 

miast wysokie stężenia tych substancji działają hamująco [4, 23, 28, 39]. 

Świadczyć to może o występowaniu więcej niż jednego mechanizmu dzia- 

łania kwasów humusowych na wzrost roślin. Pewne frakcie humusu 

mogą podtrzymywać procesy anaboliczne w roślinie, inne zaś — katabo- 

liczne. 

Rola jonów metali 

Grupami nadającymi charakter kwasowy substancjom humusowym 

są przede wszystkim grupy -COOH i fenolowe -OH. Grupy te odgrywają 

istotną rolę w oddziaływaniach kwasów humusowych z enzymami [25, 
27, 29]. Ich zablokowanie przez jony dwuwartościowe takie, jak Ca?*, 

Mg?*, znosi efekt inhibicyjny kwasów humusowych w stosunku do nie- 

których enzymów [19, 27], natomiast oddziaływanie z jonami trójwartoś- 

ciowymi, np. Fe3*, AI3* może prowadzić do tworzenia chelatów zdolnych,
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jak się przypuszcza, do modyfikacji transportu aktywnego przez błony 

[28, 40]. Hein 4S Gi 

Wszystkie frakcje humusu wykazują zdolność tworzenia trwałych 

kompleksów z jonami metali i ich uwcdnionymi tlenkami [7, 47]. Naj- 

więcej prac dotyczy powstawania kcmpleksOw H-E z udzialem Ca?* [15, 

16, 20, 34]. Trwałość połączenia humus-enzym, mierzona aktywnością 

enzymatyczną kompleksu, jest zróżnicowana i zależy od wielu czynni- 

ków takich, jak: stężenie substratów reakcji, kolejność i czas ich reago- 

wania między sobą, temperatura, pH itp. 

Wykazano [15], iż szczególnie duża stabilność i oporność na proteolizę 
charakteryzuje kompleksy humus-enzym otrzymane w procesie flokula- 

cji, wywołanej dodaniem Ca?* (w postaci CaCl;) wtedy, gdy reakcję pre- 

wadzi się dwustopniowo w następującej kolejności: 

Humus+ Enzym — (H ... E) 

(H ... E)+Ca?* > H — E — Ca? 

(kompleks trwały) 

- Zmiana kolejności dodawania substratów powoduje, że powstaje pro- 

dukt nietrwały: | 

Humus+ Ca?* > (H — Ca?*) 

(Н — Са?+) ЕН... Са... Е 

, (kompleks nietrwały) 

Badania nad wpływem Ca?* na powstawnie kompleksów humus-in-| 

wertaza [15, 16] pozwoliły na postawienie tezy, iż w tworzeniu kompiek- 

sów H-E uczestniczą wiązania jonowe, wodorowe oraz wiązania z prze- 

niesieniem ładunku (ang. CT — Charge Transfer), natomiast wiązania 

atomowe odgrywają mniejszą rolę. W wyniku w/w oddziaływań powsta- 

. ją większe organiczne polianiony, zachowujące zdolność do silnego wią- 

zania kationów wielowartościowych zarówno przez składową humusową, 

jak i białkową. W taki sposób tworzą się kompleksy o strukturze zależnej 

nie tylko od rodzaju i stężenie użytego kationu, ale również od wzajem- 

nych proporcji między enzymem a substancją humuscwę oraz od kolej- 

ności zachodzących reakcji. 

Badania Senesiego [35] wykazały, że jony wapnia, o których od dawaa 

wiadomo, że z substancjami humusowymi tworzą połączenia typu soli [38, 

47], mogą również koordynować asocjację makrocząsteczek H-E. W wy- 

niku tej asocjacji powstają większe agregaty, charakteryzujące się okreś-
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lonym usieciowaniem. Posługując się mikroskopią elektronową stwierdzo- 
no [35, 49], że w strukturze tych agregatów występują mikropory, w 
których może być uwięziona pewna ilość cząsteczek enzymu nie związa- 
nych chemiicznie z substancjami humusowymi. Struktura agregatów, wy- 
tworzonych w wyniku koordynującego działania jonów Ca?+ jest odporna 
na proteolizę, lecz wrażliwa na zmiany pH, jak i na wymywanie [15]. 

Znaczenie przestrzennej struktury substancji humusowych 

Wnikliwe badania właściwości kompleksów H-E wskazują na istotną 
rolę konformacji przestrzennej substancji humusowych w tworzeniu się 
tych połączeń [49]. Znaczącą zmianę cech charakterystycznych pomimo 
niewielkiego ubytku masy substancji humusowych w trakcie oczyszcza- 
nia kompleksu zaobserwowała Maignan [15]. 

Wyjaśnienia tego faktu upatruje się w strukturze przestrzennej sub- 
stancji humusowych pozwalającej na uwiezienie enzymu w „cczku” sieci 
(rys. 1). Taki rodzaj „pułapkowania” enzyraów mógłby dobrze tiumaczyć 
wzrost odporności na proteolizę enzymów połączonych z substancjami 
humusowymi. spowodowany uniemożliwieniem (ze względu na rozmiar 
sieci) dostępu enzymom proteolitycznym i innym wielkoczasteczkowym, 
aktywnym biologicznie substancjom [3, 6, 21, 24, 34, 36]. 

Unieruchomieniu enzymów w sieci heteropolimeru humusowego przy- 
pisuje się także stabilizację termiczną 3-rzędowej struktury enzymu po- 
przez tworzenie trwałego połączenia 3-wymiarowego [6, 34, 36, 41, 42] 
(rys. 2). Na znaczenie stabilizacji 3-rzędowej struktury białek w nadaniu 

  

Rys. 2. Wzmocnienie (stabilizacja) 3-rzędowej struktury en- 

zymu poprzez połączenie z substancjami humusowymi. 

oporności enzymom ,„unieruchomionym” wskazał po raz pierwszy Za- 
borsky [50], omawiając unieruchomienie enzymów na naturalnie wystę- 
pujących nośnikach organicznych: chitynie, ligninie, celulozie, skrobii.
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Trzeciorzędową strukturę białek tworzą wiązania słabe, głównie wo- 
dorowe. Energia kinetyczna molekuł w temperaturze ponad 40°C jest 
zwykle wystarczająca do zerwania tych wiązań, co prowadzi do denatu- 
racji białka i inaktywacji enzymu. Dodatkowa stabilizacja przestrzennej 
struktury enzymu wymaga dużo wyższej temperatury niezbędnej do jej 
naruszenia. 

lemperatura inaktywacji enzymów unieruchomionych jest o około 
10°С wyższa niż enzymów swobodnych [37]. Stwierdzono, że optymalna 
temperatura przebiegu reakcji dla proteaz skompleksowanych z analogami 
kwasów humusowych jest wyższa w porównaniu z wolnymi proteazami 
[31]. 

Stwierdzono również, że w warunkach naturalnych skompleksowanie 
niektórych enzymów z substancjami humusowymi może nastąpić jedynie 

podczas formowania się próchnicy. Dodanie do gleb wolnej ureazy i ka- 

talazy nie prowadziło do powstania stabilnych kompleksów [41, 51, 52]. 

Badania z glebą wysterylizowaną wykazały [41, 42], że enzym naturalnie 

występujący w glebie jest związany silniej niż wbudowany w ekspery- 

mencie. Jednym z możliwych wyjaśnień tego faktu jest zablokowanie 

miejsc wiążących dla enzymu przez zdenaturowane termicznie białko 

glebowe. Innym wyjaśnieniem może być naruszenie przestrzennej struk- 

tury substancji humusowych w procesie termicznej sterylizacji. 

Podsumowanie 

Oddziaływanie H-E prowadzi na ogół (poprzez różne mechanizmy) 

do obniżenia aktywności enzymów. Istnieją jednak dowody na to, iż KH 

modyfikując transport przez błony plazmatyczne powodują wzrost efek- 

tywności niektórych procesów wenątrzkomórkowych na skutek zwiększe- 

nia ilości biorących w nich udział enzymów. 

Niskie stężenia kwasów huminowych i kompleksów H-E stymulują 

wzrost roślin i mikroorganizmów, natomiast wysokie stężenia tych sub- 

stancji działają hamująco. 

Substancje humusowe charakteryzujące się właściwościami donorowo- 

-akceptorowymi stanowią matrycę, na której o centra aktywne konkurują 

enzymy, substraty i inhibitory. Sieć przestrzenna substancji humusowych 

umożliwia fizyczne uwięzienie cząsteczek enzymu w jej wnętrzu. Tak 

wytworzony układ jest dodatkowo stabilizowany przez jony niektórych 

metali. 

Aktywność wytworzonych produktów jest stosunkowo trwała i wa- 

runkuje przebieg wielu procesów 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 wprowadzają Czyteinika w tematyke 

nowoczesnego przechowalnictwa owoców. Autorzy kierują książkę do Czytel- 

ników o wykształceniu średnim, pracownikom skupu, obrotu oraz handlu 

owocami, instruktorów produkcji ogrodniczej, uczniów techników, a także stu- 

dentów, wreszcie wszystkich zainteresowanych, którzy chcą bliżej zapoznać 

się z zagadnieniami nowoczesnego przechowalnictwa. 

Wstępne rozdziały zawierają informacje odnośnie stanu i kierunków roz- 

woju przechowalnictwa w Polsce oraz na świecie. 

Omówiono procesy fizjologiczne zachodzące w owocach w czasie przecho- 

wywania i podkreślono, czynniki decydujące o właściwym  przechowy- 

waniu. Zaliczono do nich: czynniki klimatyczne (usłonecznienie, opady),  



  

właściwości drzewa (rodzaj podkładek, wiek drzewa, wielkość plonu), nawo- 
żenie, sposoby uprawy, stosowane zabiegi ochrony roślin i regulatory wzrostu. 
Wazne jest wyznaczenie dojrzałości zbiorczej owoców. Załączono tabelę ob- 
razującą kolejność i termin zbioru owoców oraz termin osiągania dojrzałości 
konsumpcyjnej jabłek w przechowalni i chłodni. Odmiany jabłek podzielono 
na 4 grupy: letnie, jesienne, zimowe i póżnozimowe. 

Z innych czynników wpływających na przechowywanie owoców, wymie- 
niono uszkodzenia mechaniczne powstające podczas zbioru owoców i ich 
transportu. 

W drugiej części podano technologię przechowywania owoców. Autor do- 

konuje podziału obiektów przechowalniczych na chłodnie owoców i przecho- 
walnie owoców, w związku z głównymi technologiami przechowywania (zwyk- 

łej i chłodniczej). Dalej Autor omawia rolę obiektów przechowalniczych: lo- 

kalizację, możliwości etapowej budowy. W dalszej części podano pomieszcze- 

nia wchodzące w skład obiektów przechowalniczych: komory i ich wyposa- 

żenie, pakowanie owoców, korytarze, maszynownie i inne. Nastrpnie po- 

dano wyposażenie obiektów przechowalniczych w takie urządzenia jak: 

urządzenia chłodnicze, urządzenia do składu atmosfery w komorach ga- 

zoszczelnych, urządzenia do regulacji zawartości tlenu w komorach, przyrzą- 

dy, urządzenia i aparaty kontrolno-pomiarowe i aparaturę do określenia skła- 

du gazowego powietrza w komorze gazoszczelnej. 

Dalsza część publikacji obejmuje przechowywanie owoców i mechaniza- 

cję prac w przechowalniach: Autor podał sposób transportowania owoców 

z sadu do przechowalni, transport wewnętrzny, przygotowanie owoców do 

zbytu. Podano urządzenia konieczne w nowoczesnych obiektach przechowal- 

niczych (np. urządzenia do oddzielania drobnych owoców, stoły pakownicze, 

urządzenia do paczkowania). 

W ostatniej części publikacji omówiono dwie grupy chorób przechowal- 

niczych: biotyczne i fizjologiczne. Podano ważniejsze czynniki chorobotwór- 

cze powodujące gnicie owoców. Omówiono również próby stymulujące i ogra- 

niczające gnicie owoców. Choroby fizjologiczne występujące w czasie prze- 

chowywania Autor podzielił na 5 grup biorąc za podstawę warunki sprzy- 

jające ich występowaniu. Klasyfikacji dokonano wg Smocka, Wilkinsona 

i Fidlera adaptując je do warunków polskich. Podano i omówiono 21 chorób 

fizjologicznych. Publikację kończy krótki rozdział gdzie podano podstawowe 

projekty typowych chłodni i przechowalni na owoce. Uzupełnieniem publi- 

kacji jest podana literatura polska i zagraniczna.   
 


