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JERZY TROJANOWSKI

BIOGENEZA HUMUSU

I. WSTEP

W roku 1936 Waksman wysungt znana hipotez¢ o lignoproteinowej budowie
humusu. Udowodnienie tej hipotezy nastreczato liczne trudno$ci metodyczne, do-
tyczace zwlaszcza chemicznej charakterystyki i definicji ligniny i humusu.

Z dawniejszych metod wykorzystywano w tym celu nierozpuszczalno$¢ ligniny
i humusu w kwasach, rozpuszczalnos¢ w alkaliach, reakcj¢ utleniania, degradacje
do prostych zwigzkéw fenolowych oraz analize zawarto$ci grup metoksylowych
1 hydroksylowych.

W nowszych czasach zastosowano z powodzeniem takie metody jak utlenianie
nitrobenzenem oraz spektrofotometri¢ w podczerwieni. Wymienione metody sto-
suje si¢ zaréwno do badan analitycznych zwiazkéw huminowych jak i ligniny.

Utlenianie ligniny z roslin wyzszych nitrobenzenem powoduje powstawanie
z niej aldehydu syryngowego, waniliny i aldehydu o-hydroly-hydroksybenzoesowego
w roznych proporcjach (rys. 1).
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Rys. I. Produkty utleniania ligniny oraz kwasé6w huminowych nitrobenzenem w alkalicznym s$rodowisku
wg Morrisona (1958, 1963): I — aldehyd syringowy; [1 — wanilina; I11 — aldehyd p-hydroksybenzoesowy

Ze zwiazkdw huminowych glebowych lub torfowych otrzymuje si¢ przez ogrze-
wanie z nitrobenzenem te same aromatyczne metoksyaldehydy co i z ligniny (Brem-
ner 1955, Morrison 1958, Morrison 1963). Swiadczy to niewatpliwie o po-
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krewienstwie kwaséw huminowych i ligniny. Wada tej metody jest niska wydajnosé¢
produktow (rzedu 19%).

Druga ze wspomnianych metod — spektrofotometria w podczerwieni, dostarcza
gtownie informacji o obecnos$ci grup karbonylowych, karboksylowych i hydroksy-
lowych w makroczasteczce ligniny Iub humusu. Ponadto odzwierciedla budowe
rdzenia czasteczki ligniny badZ czasteczek huminowych, ktore jak dotad nic sa
dostgpne dla badan innymi metodami chemicznymi. Struktura rdzenia znajduje
swoje odbicie w pasmach absorpcii miedzy 6 a 15 p. Jak dotychczas nie zawsze
umiemy interpretowac te informacje w postaci okreslonych struktur chemicznych,
jednak wykorzystujemy je do celow pordownawczych, wykazujac podobieiistwo
réznych materialow huminowych i ligniny. Dawniej czgsto stosowano analize
absorpcyjna w $wietle ultrafioletowym. Absorpcja w ultrafiolecie daje tylko ogra-
niczong informacje o obecnosci i stopniu koniugacji jednostek fenolowych w cza-
steczce (Brauns 1960). Skoniugowane uklady fenolowe wykazuja w alkalicznym
$rodowisku maksimum absorpcji przy 230 my, natomiast nieskoniugowane —
przy 290 my w alkaliach i 280 my. w kwasach.

II. PREKURSORY ZWIAZKOW HUMINOWYCH

1. Lignina i zwiazki pokrewne

Zwiazki typu ligniny wystepuja w roéznych jednostkach systematycznych roslin
i réznig si¢ nieco pod wzglgdem budowy chemicznej. Np. lignina traw w znacznym
stopniu jest rozpuszczalna w rozcieficzonych alkaliach, a przy utlenianiu nitro-
benzenem daje duza wydajno$¢ aldehydu p-hydroksybenzoesowego (Morrison
1963). Wedtug Farmera i Morrisona (1964) widmo w podczerwieni dowodzi
obecnosci w ligninie traw Phragmites grup karboksylowych (pasmo 4 1 i 5,88 1)
oraz podwéjnych wigzan C= C (pasmo 6,04 ). Wymienionych cech nie wykazuje
natomiast lignina drzew iglastych. Natomiast §z¢$¢ widma w podczerwieni pofozona
w zakresie 6—15 p. wskazuje na znaczne podobieristwo budowy rdzenia czasteczki
ligniny drzewnej i pochodzacej z traw (rys. 2).

Jedna z wersji schematu struktury ligniny drzewnej podaje Brauns (1960).
Cecha charakterystyczna budowy jest sie¢ wiazan eterowych oraz C — C, laczaca
podjednostki metoksyfenylopropanowe w upakowana ciasno strukturg¢ przesirzenna.
Tym tlumaczy si¢ migdzy innymi chemiczna stabilno$¢ ligniny.

U roslin nizszych wystepuja zwiazki o zblizonej budowie do ligniny.

U niektérych grzybéw ciemno zabarwionych znajdowano do 50%, masy zwiaz-
kéw ligninopodobnych, nierozpuszczalnych w stgzonych kwasach, jednak o sto-
sunkowo niskiej zawartosci grup metoksylowych (Cochrane 1958). Nic nie wia-
domo blizszego o budowie tych zwiazkow, nalezy si¢ jednak liczy¢ z mozliwoscia
wbudowywania ich w zwiazki huminowe w warunkach naturalnych.
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Rys. 2. Widma w podczerwieni ligniny wyekstrahowanej etanolem z brzozy i swierka, alkaliami z trawy
Phragmites sp., oraz widmo sfagnolu wyekstrahowanego ze Sphagnum butanolem i H;O (wg Farmera
i Morrisona 1964)

Mchy i porosty z reguly zawieraja w $cianie komorkowej zwiazki fenolowe
zblizone do ligniny. Mchy z rodzaju Sphagnum zawieraja substancj¢ fenolowa
nazwana sfagnolem, ktéra moze by¢ wyekstrahowana z roSliny rozcienczonymi
alkaliami w autoklawic w temperaturze 140° (Czapek 1899). Wedlug Farmera
i Morrisona (1964) sfagnol zawiera znaczne ilosci ugrupowan p-hydroksyfenolo-
wych i domieszke cukréw. Widmo w podczerwieni wykazuje obecnos¢ w sfagnolu
struktur aromatycznych i fenolowych, lecz r6zni si¢ od widma ligniny z roslin
wyzszych brakiem absorpcji w pa$mie 6,85 w i 7,2 u charakterystycznego dla grup
metoksylowych. Poza tym sfagnol silnie absorbuje przy 5,9 p, co przypisa¢ mozna
obecnosci licznych grup karboksylowych.

Sfagnol rézni si¢ zatem znacznie od ligniny z ro$lin wyzszych.

2. Weglowodany jako prekursory humusu

Konowa i Aleksandrowa (1949) podaja, ze glebowe bakterie $luzowe po
zhydrolizowaniu celulozy do glikozy utleniaja t¢ ostatnia w 707, do CO,. Zatem
tylko ok. 309 shydrolizowanej celulozy po wbudowaniu, jako cukier do komérek
bakteryjnych, moglaby po ich $mierci wejé¢ do procesu humifikacji.
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Rys. 3. Schemat struktury ligniny drzewnej wg Braunsa (1962)

Zgodne z tym sa wyniki nowszych prac Simonarta i wspotprac. (1959), ktérzy
stwierdzili, ze tylko ok. 109 radioaktywnego wegla z glikozy wprowadzonej do
gleby jest inkorporowane do kwaséw huminowych.

Oczywiscie istnieje teoretyczna mozliwos¢ przeksztalcenia glikozy przez bakterie
i grzyby w zwiazki prochniczne np. wedlug znanego schematu biosyntezy zwiazkoéw
aromatycznych, ktory od glikozy prowadzi do kwasu szikimowego i fenylopiro-
gronowego (Davis 1955).

Gdyby jednak przyjac tworzenie si¢ zwigzkéw prochnicznych na tej drodze, tru-
dno byloby wyjasni¢, skad biora si¢ w humusie grupy metoksylowe.

Na obecnym etapie raczej wypada przyja¢, ze weglowodany tylko w matym
stopniu partycypuja w biosyntezie humusu, ktoérego gléwnym prekursorem jest
lignina.
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Od tego, dosy¢ powszechnie przyjetego pogladu, odbiega zdanie badaczy cze-
choslowackich, Tichego i wspoltprac. (1962).

Badali oni rozktad lignoceluloz przez dwa gatunki z rodzaju Fomes, jeden ga-
tunek Poria i jeden Osmoporus, rosnacych na drewnie $wierkowym lub bukowym.
Autorzy twierdza, ze zdolno$¢ do nagromadzania brazowych substancji humino-
podobnych posiadaly tylko grzyby «zgnilizny brazowej», za$ gatunki rozkiadajace
ligning nie mialy tej zdolnosci, mimo ze wydzielaty oksydazy polifenolowe.

Grzyby «brunatnej zgnilizny» wedlug dawnego pogladu Falcka (1926) rozkia-
daja celuloze, lecz nie dziataja na ligning. Wedlug Rd6scha (1961) brazowienie
ligniny pod wplywem grzybéw «brunatnej zgnilizny» mozna wyjasni¢ utlenianiem
sie ligniny w obecnosci lakazy, ktora jest obecna w grzybni i uwalnia si¢ z niej przy
obumieraniu grzybni. Résch znalazt intracelularna lakaze w grzybach Merulius
lacrimans 1 Coniophora cerebella.

Brazowienie ligniny w do$wiadczeniach Tichego mozna uwaza¢ zatem za
objaw czgSciowego jej utleniania.

111, ORGANIZMY BIORACE UDZIAL W ROZKLADZIE LIGNINY

Istotng role w biologicznym rozktadzie ligniny odgrywaja niektore rodzaje
bakterii 1 grzybow.

Udowodniono zdolno$¢ Flavobacterium sp. (Konetzka 1957) i Pseudomo-
nas sp. (Tabak 1959) do rozkladu lignanu x-konidendryny do kwasu wanilino-
wego a nawet do kwasu p-hydroksybenzoesowego (rys. 4).
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Rys. 4. Metabolizm x-konidendryny u niektérych gatunkow Flavobacterium i Pseudomonas wg Ko-
netzka (1957) i Tabak (1959)

Pani Sundman (1962) wykazata podobny szlak metabolizmu lignanéw u Pseudo-
monas B i Agrobacterium sp. (rys. 5). Zdolne do rozkladu «-konidendryny bakterie
wyodrgbnita autorka z gleb; ieden z izolowanych gatunkéw — to prawdopodobnie
Agrobacterium radiobacter.
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Bakterie te rozkladaja «-konidendryne¢ do kwasu izowanilinowego i dalej
do kwasu protokatechusowego (Sundman 1962) a takze sa zdolne do utleniania
zwiazkéw fenolowych i rozrywania pierscienia aromatycznego (Sundman 1964).

W naturalnych populacjach mikroorganizméw bioracych udziat w rozkladzie
ligniny drewna znalezli Sundman i wspdlprac. (1964) nastgpujace rodzaje: Agro-
bacterium, Corynebacterium, Arthrobacterium, Mycobacterium 1 Brevibacterium._

Grzyby o plechach nitkowatych usuni¢to z tej populacji przez wprowadzenie
fungicydu — aktidionu.
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Rys. 5. Metabolizm «-konidendryny u Agrobacteritum sp. wg Sundman (1962)

Lepiej niz bakterie zbadano lignolityczne grzyby.

O mozliwosci biologicznej odbudowy ligniny przez grzyby donosza juz daw-
niejsze prace Waksmana i jego szkoly (1935, 1932) a takze Falcka (1930), wedlug
ktérego glowna role w tym procesie pelnig grzyby Hymenomycetales.

Stwierdzenie rozkladu ligniny w warunkach naturalnych w glebie jest dos¢
trudnym zadaniem.

Dokladniejsze dane fatwiej mozna uzyska¢ w do$wiadczeniach modelowych.

Collybia butyracea hodowana na martwych liSciach lub szpilkach spowodo-
wala wedlug Lindeberga (1944) ubytek ligniny z tego materiatu do 779 po 7 mie-
sigcach. Wedlug Fahraeusa i wspolprac. (1949) grzyby Polypoms abietinus, Stereum
rugosum i Marasmius scorodonius moga rozlozy¢ nawet do 809 ligniny w maczce
drzewnej.

Wedtug Flaiga (1958) po 410 dniach humifikacji stomy zaszczepionej mikro-
flora glebowa w warunkach laboratoryjnych ubylo z tego materiatu 96 % holocelulozy
1 639 ligniny.

W naszych badaniach z czysta ligning Bjorkmana, inkubowana przez 6 ty-
godni z grzybnia Pholiota mutabilis, stwierdziliSmy rozkltad tej ligniny wyrazajacy
si¢ ubytkiem 429, masy wyjsciowej (Trojanowski i Leonowicz 1963).

Preparat ligniny inkubowany przez Ishikawe i Schuberta (1963a) z grzybnia
Polyporus sp. lub Poria subacida ulegt rozktadowi po 13 dniach w 32 do 55Y%; ilosci
wyjsciowej.

Zdolnoé¢ do rozkladu ligniny w $cianie martwej komorki roslinnej przez grzyby
Hymenomycetales jest powszechnie uznawana za udowodniona (Haider i wsp.
1964).
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LV, PREZEMIANY CHEMICZNE LIGNINY PODCZAS HUMIFIKACH

Nagromadzito si¢ wiele dowodéw na to, ze lignina réinymi drogami moze by¢
przeksztalcona w zwigzki huminowe. Np. Mayaudon i Simonart (1959) stwier-
dzili przy pomocy “C przechodzenie wegla ligniny w wegiel kwaséw huminowych.

_Lignina byla wprowadzona do gleby w postaci martwego materialu roslinnego.

Wieloletnie badania prowadzono nad przemianami ligniny w Instytucie Biochemii
Gleby w Brunszwiku (Flaig 1958). Jako naturalnego Zrddla celulozy i ligniny
uzywano stomy, ktora poddawano humifikacji w warunkach kontrolowanych przy
obecnosci mikroflory glebowej. Z badan tych wynika, ze odbudowa ligniny przez
naturalng populacje mikroorganizméw wymaga obecnosci innego, poza ligning,
zrodia wegla, np. celulozy. Podczas humifikacji stwierdzono znaczny spadek zawar-
tosci grup metoksylowych w ligninie ze slomy (z 15,3% do 7.329% po 410 dniach),
powstawanie nowych grup karboksylowych, wzrost zawartosci azotu aminowego
z 0,54% do 3,14% po 260 dniach (Flaig i wsp. 1959). Réwnocze$nie wzrastala ilo$¢
réznych typow aminokwasow, ktdére mozna bylo wykazaé chromatograficznie
w hydrolizacie z humifikowanej ligniny.

W naszych nie publikowanych jeszcze doswiadczeniach badaliSmy oddzialy-
wanie grzybow na wyizolowana ligning. Po 6 tygodniach inkubacji preparatu
ligniny Bjorkmana z grzybnia Pholiota mutabilis,wyizolowaliémy z kultur i oczyscili
pozostaly lignine. Miala ona barwe brunatna, ilo$¢ metoksyli zmniejszyla si¢
o 17%, ilo$¢ hydroksyli wzrosta o 209, zas widmo absorpcji $wiatta podczerwo-
nego wskazuje na powazne zmiany w strukturze.

W materiale, po inkubacji z grzybnia, stwierdzono, w poréwnaniu z lignina
wyjéciowa, wzrost absorpcji przy 6,6 6,8 oraz 7,1 p, tj. w rejonie ugrupowan feno-
lowych. Wzrosta réwniez absorpcja przy 6,2 p. odpowiadajaca strukturom charak-
terystycznym dia naturalnych zwigzkéw huminowych. Zaznaczyl si¢ przyrost
absorpcji przy 5,8 p. dowodzacy obecnosci grup COOH. Przyrost absorpcji przy
6.1 u wskazuje na wbudowanie azotu organicznego. Pasmo 11,6 p odzwierciedla
wzrost zawarto$ci ukladéw aromatycznych. Absorpcja przy 7,1 u, 7,9 oraz 8,9 u
jest charakterystyczna dla polaczen metoksylowych ligniny (rys. 6).

Powyzsze wyniki wskazuja na upodobnianie si¢ pozostajacego po ataku grzybow
rdzenia czasteczki ligniny do zwiazkéw huminowych; jest to jeden z mozliwych
toroOw biogenezy humusu.

Istnieja zapewne i inne szlaki syntezy zwiazkow huminowych — na drodze
pelimeryzacji. -

Dzi$ jest rzecza bezsporna, ze niektore grzyby Basidiomycetes moga przy pomocy
enzymdw egzocelularnych rozkiadaé ligning na podjednostki aromatyczne z roz-
nymi podstawnikami (Henderson 1963, Ishikawa i wsp. 1963a).

Wedltug badan tych autoréw gléwnymi niskoczasteczkowymi produktami roz-
ktadu ligniny przez grzyby tzw. «bialej zgnilizny» nalezace do grupy Hymenomy-
cetales sa: aldehyd koniferylowy, aldehyd p-hydroksycynamonowy, kwas ferulowy,
kwas 4-hydroksy-3-metoksy-fenylopirogronowy, kwas p-hydroksycynamonowy,
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gwajacyloglicerol i jego eter beta-koniferylowy, wanilina i kwas wanilinowy. Autorzy
zidentyfikowali chromatograficznie 15 zwigzkéw fenolowych — produktéw roz-
ktadu ligniny.

Po inkubacji 1 g ligniny z grzybnia Fomes fomentarius po 28 dniach znalezli
Ishikawa i wspotprac. (1963a) 0,4—0,6 mg kwasu wanilinowego, tylez kwasu
p-hydroksybenzoesowego, 0,2—0,4 mg kwasu p-hydroksycynamonowego, 0.3— .
0.4 mg waniliny oraz mniejsze ilosci innych monomerdéw 1 dimerow.
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Rys. 6. Zmiany w widmie absorpcji $wiatla podczerwonego w ligninic inkubowanej przez 6 tygodni z grzybnia
Pholiota mutabilis. («humus» = lignina po inkubacji)

Myskow (1963) zidentyfikowal nastgpujace produkty rozkladu biologicznego
ligniny w warunkach laboratoryjnych: kwas syringowy, ferulowy, wanilinowy,
cynamonowy, benzoesowy, waniling, aldehyd syringowy oraz benzaldehyd. Wy-
dajnos¢ tych substancji wyniosta ok. 3%.

Badania powyzszych autoréw wykazuja zatem dobra zgodnosé tak co do ilosci
Jak 1 typdw niskoczasteczkowych produktow rozkladu ligniny.

Wymienione zwigzki moga by¢ dalej metabolizowane przez grzyby.

Pani Henderson (1963) wykryla u izolowanych z gleb grzybow Hormoden-
drum sp. i Haplographium sp. nastgpujace drogi metabolizmu zwigzkéw lignino-
pochodnych.

1. Utlenianie aromatycznych aldehydow do odpowiednich kwasow (np. wa-
niliny do kwasu wanilinowego).

2. Hydroksylacja pierScienia aromatycznego.

3. Zamiana grup metoksylowych w zwiazkach aromatycznych w grupy hydro-
ksylowe — tj. powstawanie o-dwufenoli.
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4. Skracanie 3-weglowego lanicucha bocznego droga utleniania do grupy karbo-
ksylowej (np. kwas ferulowy do kwasu wanilinowego).

W rezultacie produkty biologicznego rozkladu ligniny przybieraja forme pros-
tych dwuhydroksylowych fenoli z podstawnikiem COOH lub lancuchem tréjwe-
glowym. Zwiazki takie, jak dawniej udowodniono, tatwo ulega¢ moga utlenianiu
zaréwno pod wplywem katalizatoréw niecorganicznych (zel krzemionkowy) jak i oksy-
daz wydzielanych przez grzyby (lakaza, peroksydaza). Produkty te fatwo ulegac
moga polimeryzacji.

V. POCHODZENIE AZOTU HUMUSOWEGO

Azot, stanowigcy do 39, masy kwasow huminowych, jest tam w znacznej mierze
zwigzany w postaci grup NH, aminokwasowych. Azot nieaminowy w rdzeniu makro-
czasteczki kwasu huminowego jest trudno dostepny dla badan chemicznych.

Azot aminowy humusu jest pochodzenia bialkowego. Wskazuja na to badania
Konowej i Aleksandrowej (1956), ktére wykazaly duze podobienstwo
sktadu aminokwaséw humusu i przeci¢tnego bialka.

W doswiadczeniach laboratoryjnych Mys$kowa (1963) zwiazki huminowe
wytworzone z korzeni roélin motylkowych zawieraly 50—759, azotu — NH,
w stosunku do catkowitego N. Stwierdzona przez tegoz autora obecnos¢ glikoza-
miny oraz kwasu 2-aminopimelinowego $wiadczy, ze azot aminowy zwiazkéw hu-
minowych moze cz¢Sciowo pochodzi¢ z biatka bakteryjnego.

Turczin i wsp. (1960) wprowadzili do $rodowiska humifikujacej si¢ stomy
dodatek ciezkiego azotu w formie siarczanu amonu. Okolo polowy tego azotu
nicorganicznego inkorpowalo si¢ do zwiazkéw huminowych w postaci aminokwa-
sow, co $wiadczy o posrednictwie bialka bakteryjnego lub grzybowego w procesie
wbudowywania N w humus.

Mechanizm wiaczania azotu aminowego pochodzacego z aminokwasow biatka
roslinnego lub bakteryjnego mozna na gruncie fenolowej genezy humusu teore-
tycznie wyjasni¢ ogolnie znanymi reakcjami addycji polaczenn aminowych do o- lub
p-chinonéw. Zaleznie od rodzaju podstawnikéw w chinonach powsta¢ moga:

1. polaczenia typu pierscien arom. — NH.R

2. nowy pierscien heterocykliczny z azotem, skondensowany z aromatycznym
(np. powstaje w ten sposob uklad indolowy z DOPA-chinonu przy utlenianiu
tyrozyny).

VI. DEMETOKSYLACJA LIGNINY

Wazny ten proces zastuguje na bardziej szczegétowe omowienie z uwagi na wielka
role w biogenezie humusu.

W naturalnym procesie rozkladu ligniny zachodza zmiany w zawartoSci grup
—OCH,. Dokladne okreslenie tych zmian przeprowadzili Flaig i wsp. (1959) w wa-
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runkach laboratoryjnych; po 410 dniach humifikacji stomy z udzialem mikro-
flory glebowej zawarto$¢ grup metoksylowych ligniny obecnej w sfomie zmalala
g 35 e

Preparat ligniny natywnej po inkubacji z grzybami z rodzaju Polyporus lub
Poria po 13 dniach zawiera do 50 %, mniej grup metoksylowych w stosunku do ilosci
wyjsciowej, przy réwnoczesnym zwigkszeniu sig zawarto$ci hydroksyli fenolowych
(Ishikawa i wsp. 1963a).

Czysta lignina Bjorkmana inkubowana w naszej pracowni z grzybnia Pholiota
mutabilis utracita po 42 dniach ok. 17% grup metoksylowych (Trojanowski
i Leonowicz 1963).

Metabolizm odszczepionych z ligniny grup metoksylowych nie jest znany.

Flaig i Haider (1964) pietnowali weglem “C grupy metoksylowe w kwasie
wanilinowym (zwigzku modelowym ligniny) i stwierdzili, ze grzyby rozkladajace
ligning maja zdolno$¢ inkorporowania tego wegla do meticniny i seryny. Grupa
metylowa, zdaniem tych autoréw, jest po odszczepieniu z tego modelowego zwigzku
przeksztalcana w aldehyd mréwkowy, ktory czeéciowo w procesach oddychania
zmicniany jest na CO,, a czgéciowo inkorporowany do wymienionych aminokwasow.
Jest to oczywiscic boczna droga syntezy tych daminokwasow, ktora jednak moze
mie¢ znaczenie dla grzybow, wykorzystujacych wegiel z ligniny. Hipoteza ta po-
zostaje w zgodzie z obecnymi pogladami na metabolizm grup CH; u roélin i bakterii.

Procesy transmetylacji zdaja si¢ odgrywac istotna 1ole w rozkiadzie ligniny przez
grzyby.

VI . MECHANIZM ENZYMATYCINY PROCESU RCZKEADU LIGNINY

W 1927 roku Bavendamm stwierdzil, ze rozkladajace drewno grzyby hodowane
na pozywkach statych, zawierajacych kwas taninowy, wytwarzaly naokoto mycelium
ciemne obwodki. Wedlug przypuszezenia Bavendamma zdolne do zabarwiania
taniny grzyby Hymenomycetales (tzw. «biata zgnilizna») wydzielaja do $rodowiska
egzoenzymy z grupy oksydaz fenolowych, katalizujace utlenianie taniny do ciemno
zabarwionych produktéw (Bavendamm 1927).

Zdaniem Lindeberga takze grzyby glebowe, zdolne do rozkladania ligniny,
wydzielaja do $rodowiska egzoenzymy z grupy oksydaz fenolowych (Lindeberg
1948). '

Grupa badaczy czechostowackich pod kierunkiem Rypacka potwierdzila na
szerszym materiale stuszno$¢ reguly Bavendamma i Lindeberga o wydzielaniu
fenolooksydaz przez grzyby rozkladajace ligning (Havlickova i Rypadek
1957). Tichy 1 Schaniel (1957) przebadali 60 gatunkéw grzybow rozkladajacych
drewno i stwierdzili wytwarzanie oksydaz w gatunkach zdolnych do rozkladania
ligniny.

W $wietle naszych nie publikowanych badan wydaje si¢, ze jednak nie wszystkie
grzyby zdolne do rozkladu ligniny wydzielaja lakazg, u pewnych gatunkéw wy-
stepuje tylko egzoenzym peroksydaza (Xantochrous pini).
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Pani Law (1950) zauwazyla, ze niektore gatunki Hymenomycetales wydzielaja
do $rodowiska oprécz lakazy takze peroksydaze i katalazg. Egzoenzym peroksy-
daze znalazla autorka w kulturach Polystictus versicolor, Ganoderma applanatum,
Fomes robustus, Fomes rudis i Stereum hirsutum. Egzo-katalaz¢ znalazta u Gano-
derma applanatum.

Ishikawa, Schubert i Nord (1963b) stwierdzili w mycelium Fomes fo-
mentarius oraz w mycelium i pozywce po kulturze Collybia velutipes obecno$¢
peroksydazy oraz lakazy i tyrozynazy.

W naszej pracowni zidentyfikowali$my w roznych gatunkach Hymenomycetales
rowniez peroksydaze, lakaze i katalaze.

W kulturze Polystictus versicolor wykryto dehydrogenaz¢ alkoholi aromatycznych,
katalizujaca utlenianie alkoholi pierwszorzgdowych (koniferylowego, wanilinowego
i weratrowego) do odpowiednich aldehydow (Farmer, Henderson, Russel 1960).

Wymienione oksydazy katalizuja utlenianie bardzo szerokiego wachlarza
substratéow. Udowodniono, ze lakaza utlenia nie tylko dwuhydroksyfenole, fenole
i aromatyczne aminy, lecz takze metoksyfenole typu spotykanego w ligninie np.
alkohol koniferylowy (Higuchi i wsp. 1955, Mason i Cronin 1955).

Jeszcze szerszy wachlarz substratow posiada peroksydaza majaca réwniez
zdolno$¢ utleniania metoksyfenolowych monomerow ligniny (Ishikawa, Schubert
i Nord 1963b).

Rola lakazy i peroksydazy grzybowej w rozkladzie ligniny byla przedmiotem
nielicznych badan.

Pani Law (1959) uwaza, ze rola lakazy w tym procesie jest ograniczona do
utleniania powstajacych niskoczasteczkowych produktéow fenolowych.

Jednakze Fahraeus (1953) podaje, ze czysta lignina inkubowana z lakaza po-
biera tlen. Rola oksydaz w rozkladzie ligniny moze by¢ zatem szersza niz przy-
puszcza Law.

W naszej pracowni Leonowicz (1965) prowadzit na kulturze grzyba Pholiota
mutabilis badania przy zastosowaniu selektywnych inhibitoréw lakazy i1 peroksy-
dazy. Enzymy te sa obecne w filtracie po hodowli mycelium tego grzyba, ktory
powoduje demetoksylacje kwasu wanilinowego i ligniny. Okazalo si¢, ze dodatek
nadtlenku wodoru zwigkszal wydatnie efekt demetoksylacji; hydroksylamina (in-
hibitor peroksydazy) + DIECA (inhibitor lakazy) powoduja 1009, inhibicj¢ tego
procesu. Wprowadzenie samego DIECA zmniejszalo efekt demetoksylacji podobnie,
jak sama hydroksylamina.

Filtrat po hodowli Pholiota, w ktorym zidentyfikowaliSmy peroksydaz¢, lakazg
i katalaze, katalizuje nie tylko demetoksylacj¢ ale i depolimeryzacj¢ ligniny, wyra-
7ajaca si¢ ubytkiem masy. Wprowadzenie ligniny do hodowli powodowato ok.
9-krotny wzrost aktywnosci specyficznej peroksydazy i ok. 2-krotny wzrost aktyw-
noéci lakazy, wydzielanych przez grzybni¢ do pozywki. Wyodrgbniona przez nas
peroksydaza grzyba Pholiota mutabilis, o aktywnosci specyficznej 675 jedn. P. Z., ka-
talizowata wydajnie demetoksylacje ligniny i kwasu wanilinowego w obecnosci
H,0,. Réwniez preparat handlowy peroksydazy z roslin wyzszych ma zdolno$¢

Wiadomosci Botaniczne t. XI, z. 2 9
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Rys. 7. Hipotetyczny schemat rozktadu ligniny wg Leonowicza i Trojanowskiego (1965). Objasnienia
w tekscie

katalizowania demetoksylacji kwasu wanilinowego do kwasu protokatechusowego,
oraz kwasu ferulowego do kwasu kawowego. Produkty te zidentyfikowaliSmy

chromatograficznie.

Po raz pierwszy udalo si¢ zatem w tych badaniach wykazac demetoksylacje
zw. metoksyfenolowych pod wplywem dobrze zdefiniowanego enzymu — pero-
ksydazy.

Na podstawie opisanych badan oraz danych z literatury wysunelismy hipoteze
robocza tlumaczaca rozklad biologiczny ligniny przez grzyby Hymenomycetales.
Wedlug tej hipotezy, ktéra schematycznie przedstawia rys. 7, peroksydaza po-
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woduje demetoksylacj¢ jednostek metoksyfenylopropanowych w makroczgsteczce
ligniny (p. schemat 6 — wzory a i b).

Po demetoksylacji powstaja ugrupowania o-dwufenolowe, na ktére moze dziata¢
lakaza, powodujac ich utlenianie do nietrwalych o-dwuchinonéw, a prawdopo-
dobnie tylko do semichinonéw (reakcja b — c). Sasiedztwo ugrupowania chino-
nowego lub semichinonowego wywiera efekt elektrofilny na elektrony wigzan ete-
rowych taczacych podjednostki fenylopropanowe ligniny. Nastgpuje rozerwanie
wiazania eterowego, przy czym jako produkty reakcji powstaja: czg§ciowo zdemety-
lowany rdzen ligniny oraz fenylopropanowy monomer (reakcja ¢ — d).

Monomery (np. alkohol ferulowy lub jego pochodne) moga ulega¢ oksydatyw-
nej polimeryzacji na zwigzki huminowe pod wptywem lakazy, podobnie jak w opi-
sanym przez Freudenberga schemacie polimeryzacji rodnikéw koniferolowych
(rys. 8). Utworzony eter gwajacylo-glicerolo-koniferylowy ma zdolno$¢ do dalszej

CH,0H CH,0H CH,0M
CH “CH ot
CH -+ CH —_— h —
polimer
0CHy OCHy
o fol CHOM
¢ 0
rodniki keniferslows .
0CH, dimer

Rys. 8. Oksydatywna polimeryzacja rodnikow, utworzonych pod wplywem lakazy z alkoholu konifery-
lowego, na eter gwajacyloglicerolokoniferylowy, wg Freudenberga (1956)

polimeryzacji nawet bez udzialu enzymow (Freudenberg 1956). Mozna przypuscic,
ze w ten sposOb tworzy si¢ aromatyczny rdzen prekursorow zwiazkow huminowych,
ktore droga dalszych reakcji utleniania, demetoksylacji i addycji aminokwasow
przechodzi¢ moga w zwigzki huminowe. Ten hipotetyczny mechanizm biosyntezy
zwigzkow huminowych opiera si¢ na analogii procesu biosyntezy ligniny w tkance
roslinnej. W obu procesach istota jest polimeryzacja podjednostek aromatycznych
pod utleniajacym wplywem oksydaz (lakazy).

Ze wzgledu na trudno$ci metodyczne nie wykryto dotychczas lakazy w glebie.

Trojanowski i Matwijow (1964) wykazali obecno$¢ lakazy w $rodowisku,
w ktorym przebiegala modelowa humifikacja korzeni owsa, zaszczepionych mikro-
flora glebowa, przy pH 5,5, w warunkach laboratoryjnych. Aktywnos¢ lakazy
utrzymywata sie przez 4 miesiace.

Przedstawiona hipotetyczna droga biogenezy humusu poprzez oksydatywna
synteze¢ polimerow nie wyklucza pogladu, ze pewne frakcje préchnicy sa tylko
przeksztalcona (utleniona i zdemetylowana) lignina, o czym wspominalem wyze;j.

9*
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Niektore frakcje prochnicy moga by¢ nadto pochodzenia weglowodanowego,
choé jak wykazalem poprzednio, udzial weglowodanéw w biosyntezie humusu
wydaje sie odgrywaé role drugorzedna w poréwnaniu z udziatem ligniny.
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