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Porownanie aktywnosci katalazy w roznych organach maliny powtarzajacej
Rubus idaeus L. odmiany Polana oraz w glebie pod jej uprawa,
oznaczanej metoda wolumetryczng
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Abstrakt. Jednym z najwazniejszych enzymoéw antyoksydacyj-
nych jest katalaza, ktéra powoduje rozktad czasteczek nadtlen-
ku wodoru. Celem pracy bylo oznaczenie aktywnosci katalazy
w roznych organach maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. od-
miany Polana i w glebie pod jej uprawa z wykorzystaniem meto-
dy wolumetrycznej. Stwierdzono znaczne rdéznice w aktywnosci
katalazy w badanych organach maliny. Najwyzsza aktywnoscia
katalazy charakteryzuja si¢ liScie, natomiast najnizsza owoce
dojrzale. Gleba, na ktorej uprawiano maliny, wykazata podobna
aktywno$¢ enzymu katalazy w strefie ryzosferowej, jak i pozary-
zosferowe;.

stowa kluczowe: katalaza, metoda wolumetryczna, nadtlenek
wodoru, reaktywne formy tlenu, malina

WSTEP

Nadtlenek wodoru jest jedng z reaktywnych form tlenu
powstajaca w Srodowisku jako produkt metabolizmu tleno-
wego (tancuch transportu elektronéw w mitochondriach,
chloroplastach, peroksysomach). Tworzy si¢ on najczg-
sciej w wyniku dwuelektronowej aktywacji tlenu z udzia-
fem enzymow metaloflawinowych (Johnston, 2011).

Nadtlenek wodoru jest czasteczka polarng i moze ta-
two migrowac¢ przez btony plazmatyczne (Gough, Cotter,
2011). W wyniku reakcji Fentona tatwo ulega on prze-
ksztatceniu w rodnik hydroksylowy, ktory, jako silny utle-
niacz, jest bardzo aktywny. Reaguje on z réznymi zwigz-
kami zawartymi w komorce, takimi jak enzymy czy kwasy
nukleinowe. Uszkadza wiele sktadnikow komorkowych,
powodujac mutacje i metaboliczne dysfunkcje, prowadza-
ce ostatecznie do $mierci komorki. Szybkie i skuteczne
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usuwanie H,O, ma wigc istotne znaczenie w odniesieniu
do wszystkich zywych organizméw tlenowych. Odpo-
wiedz roslin na stres wigze si¢ z generowaniem H,O, (Kar,
2011).

Nadtlenek wodoru w niskich stezeniach moze tez pet-
ni¢ funkcje czasteczki sygnalowej (Petrov, Van Breuse-
gem, 2012). Ta funkcja sygnalizacyjna nadtlenku wodoru
zostata nabyta w toku ewolucji (Zamocky i in., 2008), gdyz
u organizmoéw jednokomorkowych H,O, stymuluje pro-
dukcje przeciwutleniaczy, natomiast u organizmow wielo-
komorkowych (roslin i1 zwierzat), petni funkcje wtérnego
przekaznika informacji, ktéry m.in. indukuje fosforylacje
tyrozyny w biatkach.

Jednym z najwazniejszych enzymoéw uczestniczacych
w obronie organizméw przed negatywnymi skutkami stre-
su oksydacyjnego jest katalaza (CAT EC 1.11.1.6). Enzym
ten wykazuje podwojng aktywnos$¢: katalazowa i peroksy-
dazowa (Scibior, Czeczot, 2006). Przy duzym stezeniu nad-
tlenku wodoru dominuje aktywno$¢ katalazowa, w wyniku
ktorej nadtlenek wodoru rozktadany jest do wody i tlenu

2H,0,— 2 H,0 + 0, (Zamocky i in., 2012).
Natomiast przy matym st¢zeniu H,O, dominuje aktywnos¢
peroksydazowa katalazy, w wyniku ktorej nastgpuje utle-
nianie etanolu, metanolu, mrowczanu, azotanéw (III), chi-
nonow i innych. W reakcji tej nadtlenek wodoru jest sub-
stratem, ktory jest redukowany do wody przez wymienione
powyzej zwigzki bedgce donorami wodoru (XH,), zgodnie
z reakcja:

H,0,+XH, -2 H,0 + X.

Rozktad nadtlenku wodoru z udziatem katalazy naste-
puje bardzo szybko: w ciagu jednej minuty enzym rozkta-
da okoto 6 min czqst’eczek H,0,. Stata szybkosci tej reakcji
wynosi 1,7-107-s! (Scibior, Czeczot, 2006). W zalezno$ci
od katalizowanych reakcji mozna wyr6zni¢ katalazy mo-
nofunkcyjne — przeprowadzajace jedynie reakcje¢ dyspro-
porcjonowania nadtlenku wodoru, oraz katalazy dwufunk-
cyjne — wykazujace aktywnos¢ katalazowa i peroksydazo-
wa (Chelikani i in., 2004). Podziat ten nie jest bezwzgled-
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ny, gdyz pierwszy typ moze takze przyspieszy¢ pewne re-
akcje utleniania zwigzkow organicznych zalezne od H,0O,
(Mhamdi i in., 2010). U organizméw eukariotycznych
enzym ten jest homotetramerem o masie czasteczkowej od
240 do 350 kDa. Kazdy monomer zawiera jako grup¢ pro-
stetyczng hem. Katalazy dwufunkcyjne, o aktywnosci ka-
talazowej i peroksydazowej, w swoim sktadzie poza grupa
hemowa posiadajg inne biatka strukturalne, ktore wyste-
puja m.in. u niektoérych grzybéw i prokariontéw. Enzym
sktada si¢ z czterech identycznych podjednostek o masie
czasteczkowej okoto 60 kDa. Kazda z podjednostek ma
centrum aktywne, zawierajace uktad hemowy z potozonym
centralnie atomem zelaza, zwigzany w miejscu aktywnym
pigcioma wigzaniami koordynacyjnymi (Galecka i in.,
2008). Poznano ponad 300 sekwencji genomu, zarow-
no enzymow jednofunkcyjnych o aktywnosci katalazy
(> 225), jak i dwufunkcyjnych o aktywnosci katalazowej
i peroksydazowej (> 50), a takze katalazy zawierajace
mangan (> 25) (Chelikani i in., 2004).

Obecnos¢ katalazy stwierdzono w réznych organellach
komérkowych. Wystepuje migdzy innymi w peroksyso-
mach, mitochondriach, retikulum endoplazmatycznym,
cytosolu. Ma strukture specyficzng dla réznych typow
komoérek. W komorkach roslinnych wyizolowano trzy
formy izoenzymatyczne katalazy: CAT-1 — wystepujaca
w miejscach obfitego powstawania H,O,: peroksysomach,
glioksysomach i cytozolu, CAT-2 — usuwajaca nadtlenek
wodoru powstajacy podczas fotorespiracji, oraz CAT-3 —
znajdujaca si¢ w mitochondriach i cytozolu (Czarna, Jar-
muszkiewicz, 2006).

Eukariotyczne katalazy sa aktywne w szerokim zakre-
sie pH (5,0-10,5). Optimum pH dla katalazy wnosi 7,0.

Aktywnos¢ katalazy jest hamowana przez wiele zwigz-
kéw chemicznych. Niekompetycyjnym inhibitorem ak-
tywno$ci katalazy jest siarczan miedzi, natomiast kompe-
tycyjnym cyjanek. Hamowanie aktywnosci katalazy przez
cyjanki zostato wykorzystane do badan, ktére pozwolity
wykaza¢ obecno$¢ w strukturze enzymu zelaza. Bardzo
swoistym inhibitorem katalazy okazal si¢ rowniez 3-ami-
no-1,2,4-te triazol (Scibior, Czeczot, 2006).

Zmiany aktywno$ci katalazy, jak i innych enzymoéw
antyoksydacyjnych, moga by¢ spowodowane rdéznymi
stresorami §rodowiskowymi, takimi jak: wysoka tempera-
tura, zasolenie, promieniowanie UV, metale ci¢zkie, kse-
nobiotyki czy patogeny. Skutkuje to zwigkszong produkcja
w komorkach roslinnych reaktywnych form tlenu (Telesin-
ski i in., 2009). Mozna zatem oceni¢ aktywno$¢ komorko-
wego systemu antyoksydacyjnego poprzez pomiar aktyw-
nosci katalazy.

Celem pracy jest poréwnanie aktywnosci katalazy
w roznych organach maliny powtarzajacej Rubus idaeus L.
odmiany Polana i w glebie pod jej uprawa oznaczonej me-
toda wolumetryczng. Charakterystyczna dla katalazy reak-
cj¢ rozktadu nadtlenku wodoru mozna $ledzi¢ za pomoca
prostego narzedzia, jakim jest rurka Eykmana.

MATERIAL I METODY

Oznaczanie aktywnosci katalazy metoda wolumetrycz-
ng przeprowadza si¢ w rurce Eykmana. Do rurki Eykmana
wprowadza si¢ dostosowang do charakteru oznaczenia ilo$¢
materiatu badanego, tak aby znalazl si¢ on w zamknigtym,
dhluzszym ramieniu rurki. Nast¢pnie dodaje si¢ roztwor 3%
nadtlenku wodoru o temperaturze 25°C. Rurke umieszcza
si¢ w statywie 1 mierzy ilo§¢ wydzielonego tlenu w wybra-
nych odstepach czasu. W zatozonym doswiadczeniu ilos¢
wydzielonego tlenu mierzono w przypadku gleby w 1., 3.
i 5. minucie, natomiast w przypadku poszczegoélnych or-
ganéw rosliny w 1., 3. 1 10. minucie, w trzech powtorze-
niach. Aktywnos$¢ katalazy wyraza si¢ w wysokosci stupa
tlenu powstatego podczas rozktadu 3% roztworu nadtlenku
wodoru przez katalaze zawarta w badanym materiale,
w przeliczeniu na 1 minute i 1 g materiatu.

Otrzymane wyniki zostaly opracowane statystycznie.
Przy zalozeniu $rednich niezaleznych przeprowadzono
analize wariancji. Warto$ci najmniejszej istotnej réznicy
(NIR) wyliczono za pomocg testu Tukeya na poziomie
istotnosci a = 0,05.

Oznaczanie aktywno$ci katalazy w réznych organach
maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. odmiany Polana
Do badan wykorzystano probki organow roslin zebrane
z plantacji maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. odmiany
Polana w gospodarstwie indywidualnym w miejscowosci
Zubowice (wojewodztwo lubelskie, gmina Komaréw-
-Osada). Material, ktory postuzyt do wykonania probek,
byl wolny od choréb i charakteryzowal si¢ normalnym
wzrostem i rozwojem. Pobor prob miat charakter losowy,
z calej plantacji i zostal wykonany na poczatku owocowa-
nia maliny (sierpien), ze wzgledu na dostepno$¢é wszyst-
kich oznaczanych organéw. Pobrane probki wazono,
a nastepnie mrozono. Kolejnym etapem bylo przygoto-
wanie ekstraktow. W tym celu odwazano 0,5 g materialu
badawczego, do ktorego dodawano 5 cm?® zimnej wody
destylowanej (4°C) i homogenizowano 3 minuty (15000
obrotow). Tak przygotowane probki schtadzano w lodow-
ce do temperatury 4°C i oznaczano w nich aktywno$¢ ka-
talazy metoda wolumetryczna.

Oznaczanie aktywnoSci katalazy w glebie pod uprawa
maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. odmiany Polana
Malina byla uprawiana na glebie brunatnej, zaliczonej do
kompleksu pszennego dobrego. Materiat przeznaczony do
badan pobrano z 10 losowo wybranych miejsc pola, o tych
samych warunkach uprawy i nawozenia, w okresie owoco-
wania ro$lin (sierpien), z poziomu ryzosfery korzeni mali-
ny oraz ze strefy pozaryzosferowej. Sporzadzono $rednia
probke dla obu poziomoéw. Pobor i przygotowanie prob
gleby wykonano zgodnie z metodyka Turskiego (2001).
Przygotowanie prébki do badan obejmowalo: suszenie
na powietrzu, rozcieranie w porcelanowym mozdzierzu
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1 przesianie przez sito o $rednicy oczek 1 mm. Pomiar ak-
tywnosci katalazy metoda wolumetryczng przeprowadzo-
no w probkach gleby $wiezo pobranej i glebie poddanej
prazeniu w temp. 180°C przez 1 godzing.

WYNIKI I DYSKUSJA

Stwierdzono zréznicowang aktywnos¢ katalazy w roz-
nych organach maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. od-
miany Polana (tab. 1). Liscie charakteryzowaty si¢ istot-
nie najwyzsza aktywnoscig katalazy (4,40 cm O, min"-g"'
$w.m.), natomiast najnizsza aktywno$¢ wykazywaty owo-
ce dojrzate (ponizej czulosci metody). Aktywnos¢ katalazy
oznaczana dla kwiatu i pakéw kwiatowych oraz dla owocu
niedojrzatego, pedu podziemnego i todygi nie roéznita si¢
istotnie. Istotnie r6zng od powyzszych aktywnos¢ wyka-
zuje korzen — 1,02 cm O, min"-g" $w.m. Mozna zatem
stwierdzi¢, iz najwyzsza aktywnos$¢ katalazy wykazuja li-
$cie, nastepnie korzen, kwiat i paki kwiatowe. Najnizsza
aktywno$¢ katalazy wykazuja: ped podziemny, todyga
1 owoce.

Termin pobierania prob miat znaczenie. Nastonecznie-
nie wptywa na intensywno$¢ powstawania reaktywnych
form tlenu w chloroplastach (Fiedurek, Szczodrak, 1997),
co zmienia aktywno$¢ katalazy w lisciach. Najwyzsza
aktywno$¢ katalazy w liSciach maliny potwierdza t¢ ob-
serwacje (tab. 1). Najnizsza aktywno$¢ katalazy w owo-
cach dojrzalych nie $wiadczy o braku w nich zwigzkow
oksydacyjnych. Zawieraja one znaczne iloSci zwigzkow
o charakterze antyoksydacyjnym. Charakteryzuja si¢ wy-
soka zawarto$cia witaminy C (Grajkowski, Ochmian,
2007), antocyjanow, zwigzkow fenolowych (Wang, Lin,
2000) i elagotanin (Beekwilder i in., 2005).

Stwierdzono zréznicowang aktywno$¢ katalazy pomig-
dzy probkami z gleba powietrznie suchg i glebg prazona,

Tabela 1. Aktywnos¢ katalazy [cm O,-min'-g'$w.m.] w r6znych
organach maliny powtarzajacej Rubus idaeus L. odmiany Po-
lana

Table 1. Activity of catalase in various organs of raspbery Rubus
idaeus L. var. Polana [cm O, min™-g"' FW].

Aktywno$¢
Organy roslinne katalazy NIR, s
Plant organs Activity of  LSD
catalase

Lié¢; Leaf 4,40
Kwiat; Flower 0,68
Pak kwiatowy; Flower bud 0,74
Owoc niedojrzaty; Unripe fruit 0,10 0221
Owoc dojrzaly; Ripe fruit - ’
Korzen; Root 1,02
Ped podziemny; Underground shoot 0,26
Lodyga; Stalk 0,22

,— ponizej czutosci metody; under method sensitivity

Tabela 2. Aktywno$ci katalazy [cm O, min™-g"' s.m. gleby]
w glebie pod uprawa maliny powtarzajacej Rubus idaeus L.
odmiany Polana

Table 2. The activity of catalase in soil from the plantation of
raspberry Rubus idaeus L. var Polana [cm O, min' g™ soil
DM].

Aktywnos¢
Gleba katalazy NIR, s
Soil Activity of LSD, s
catalase
Gleba ryzosfera
.5 2,34
powietrznie  rizosphere 229
sucha poza ryzosfera ’
. . . 2,22
Air dry soil non-rizosphere 137
ryzosfera 0.58 ’
Gleba prazona rizosphere > 304
Roasted soil ~ poza ryzosferg 0.56 ’

non-rizosphere

natomiast w obrebie tych grup nie odnotowano istotnych
roznic. Probki gleby powietrznie suchej spod uprawy mali-
ny charakteryzuja si¢ istotnie wyzsza aktywnos$cia enzymu
niz gleby poddanej prazeniu (tab. 2). Prazenie gleb powo-
duje obumarcie mikroorganizméw glebowych i denatura-
cj¢ biatek enzymatycznych.

Mikroorganizmy stanowia gtowne zrédto enzymoéw
glebowych. Aktywno$¢ enzymow glebowych wskazuje na
0go6lng aktywnos¢ biologiczng gleby i jej zyzno$¢ bardziej
niz inne wskazniki biologiczne, takie jak intensywnosc¢ od-
dychania czy tez liczebno$¢ mikroorganizmow (Jezierska-
-Tys, Frac, 2008).

Oddziatywanie pomig¢dzy roslinami a mikroorgani-
zmami najintensywniej zachodzi w strefie ryzosferowe;j.
Stwierdzono, ze w ryzosferze bytuje znacznie wigcej drob-
noustrojow niz w glebie spoza zasiggu korzeni. Przyczyna
takiego stanu sg przede wszystkim wydzieliny korzeniowe
(cukry, kwasy organiczne, aminokwasy, regulatory wzro-
stu, jak rowniez enzymy czy witaminy), ktore tworza wo-
kot korzeni specyficzne srodowisko (Jezierska-Tys, Frac,
2006). W przeprowadzonym do$wiadczeniu powietrznie
suche probki gleby ze strefy ryzosferowej, jak 1 pozaryzos-
ferowej wykazaly podobna aktywnos$¢ enzymu katalazy.
Wielu autorow zwraca uwage na fakt, ze réozne warunki
srodowiska wplywaja na aktywnos$¢ katalazy zaréwno
w glebie, jak i ro$linie. Termin poboru probek mogt miec
duze znaczenie, poniewaz w tym okresie odnotowano
mato opadow, jak i dtugo utrzymujace si¢ wysokie tem-
peratury. Aktywno$¢ katalazy zmienia si¢ w zaleznosci od
warunkow natlenienia gleby. Zalezno$¢ te potwierdzono
w doswiadczeniu modelowym z udzialem pszenzyta. Ak-
tywnos¢ katalazy byla obnizona w glebie niedotlenione;j
o okoto 16% w stosunku do obiektu kontrolnego. Parame-
try stanu natlenienia gleby (porowato$¢ powietrzna — Eg,
wydatek dyfuzji tlenu — ODR, potencjat redoks — Eh; za-
warto$¢ zelaza zredukowanego (Fe'?)), modyfikowane
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przez wilgotnos¢ i zageszczenie gleby, wykazywatly istotne
powiazanie z aktywnoscia katalazy (Brzezinska i in., 2005).

Aktywnos$¢ katalazy jest uzalezniona réwniez od in-
nych czynnikdw. Wprowadzenie do gleby zwiazkow
kadmu powoduje istotne zmiany aktywnosci katalazy,
zardbwno w glebie, jak i w ro§linie. Aktywnos$¢ katalazy
w glebie zmniejsza si¢ wraz z wzrastajaca dawka soli kad-
mu (Szymczak i in., 2011). Dodatek do gleby NaF powo-
duje istotne zmiany aktywno$ci katalazy w roslinach faso-
li. Mozna zaobserwowac¢ zmiany aktywnos$ci tego enzymu
pod wplywem dawek NaF. Stwierdzono istotna dodatnig
zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig fluoru w tkankach ro-
slinnych a aktywnos$cig katalazy (Telesinski i in., 2009).
Zasolenie gleby spowodowane wprowadzeniem chlorku
sodu spowodowalo zalezng od wzrastajacego stezenia soli
inhibicje aktywnosci katalazy (Telesinski, 2012). Rosliny
wykazuja znaczng tolerancje na obecnos$¢ w $rodowisku
toksycznych substancji, jest to migdzy innymi zwigzane
z aktywno$cig enzymow antyoksydacyjnych. Szymczak
iin. (2011) twierdza, ze dobrym markerem stres6w fizjolo-
gicznych w roslinie jest aktywnos$¢ katalazy i peroksydazy.

Zastosowana metoda moze by¢ przydatna do celow
dydaktycznych w zakresie nauk przyrodniczych dzigki
prostemu sposobowi pomiaru ilosci wydzielanego tlenu
— produktu reakcji katalizowanej przez katalazg, a takze
fatwo$ci modyfikacji warunkéw eksperymentu.

WNIOSKI

1. Aktywnos$¢ katalazy w réznych organach maliny
powtarzajacej jest istotnie rézna, najwyzsza w lisciach
(4,4 cm O, min"'-g"'§w.m.), a najnizsza w dojrzatych owo-
cach (ponizej czutosci metody).

2. Gleba, na ktdrej uprawiano maliny, wykazata podob-
ng aktywno$¢ katalazy w strefie ryzosferowej i pozaryzosfe-
rowej. Istotnie wyzsza aktywno$¢ katalazy wykazaty probki
gleby powietrznie suchej niz gleby poddanej prazeniu.

3. Dzigki fatwosci 1 szybko$ci oznaczania aktywnosci
katalazy w materiale biologicznym metoda wolumetryczna
moze by¢ wykorzystywana w do§wiadczeniach poglado-
wych z dziedziny nauk przyrodniczych.
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A. Romanowicz, A. Krzepitko

VOLUMETRIC DETERMINATION OF CATALASE
ACTIVITY IN VARIOUS ORGANS
OF THE PRIMOCANE-FRUITING POLANA VARIETY
OF RASPBERRY RUBUS IDAEUS L. AND IN SOIL
UNDER THE RASPBERRY CROP

Summary

One of the most important antioxidant enzymes is catalase,
which induces the breakdown of hydrogen peroxide molecules

in the organism. The aim of the study was to determine catalase
activity, by the volumetric method, in various organs of the pri-
mocane-fruiting Polana variety of raspberry Rubus idaeus L. and
in the soil on which it is grown. Substantial differences in catalase
activity were noted between organs of the raspberry plant. The
highest catalase activity was observed in the leaves, and the lo-
west in ripe fruit. The soil on which the raspberries were grown,
exhibited similar catalase activity in the rhizosphere and non-rhi-
zosphere zone.

key words: catalase, volumetric method, H,O
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