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Badania aktywności dioksygenaz katecholowych w obecności
jonów wybranych metali ciężkich w aspekcie bioremediacji

środowisk zanieczyszczonych związkami aromatycznymi

OCHRONA ŚRODOWISKA

Akumulacja trudno degradowalnych związków kse-
nobiotycznych w środowisku spowodowała zwiększone 
w ostatnich latach zainteresowanie metodami ich biolo-
gicznego usuwania z wody i gleby. Wśród nich dużą grupą, 
cechującą się wysoką toksycznością, są związki aromatycz-
ne. Potencjalnym rozwiązaniem problemu degradacji śro-
dowiska wydaje się być bioremediacja, czyli oczyszczanie 
zanieczyszczonego środowiska przez mikroorganizmy [1].
Znanych jest wiele gatunków bakterii wykazujących zdol-
ność metabolizowania związków o charakterze aroma-
tycznym. Są to głównie bakterie z rodzaju Pseudomonas, 
Alcaligenes, Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter, Sphin-
gomonas, Burkholderia, Flavobacterium czy Mycobacte-
rium [2–6]. Proces degradacji struktury pierścienia aro-
matycznego prowadzi do powstania ważnego metabolitu 
pośredniego – katecholu i jego pochodnych. Najczęściej 
jego pierścień aromatyczny ulega rozszczepieniu katalizo-
wanemu przez dioksygenazy [7, 8]. Ponieważ rozerwanie 
pierścienia aromatycznego sprawia, że związek staje się 
łatwiej biodegradowalny, dioksygenazy zostały uznane za 
główne enzymy szlaków rozkładu arenów [8, 9].

Wiele toksycznych związków ksenobiotycznych o cha-
rakterze aromatycznym występuje w środowisku w obecno-
ści jonów metali, które mogą wpływać zarówno pozytyw-
nie, jak i negatywnie na procesy degradacyjne z udziałem 
oksygenaz. Jest to związane z budową centrum aktywnego 
dioksygenaz katecholowych. W zależności od typu diok-
sygenaz w centrum aktywnym zlokalizowany jest jon me-
talu na drugim (2,3-dioksygenaza katecholowa) lub trze-
cim stopniu utlenienia (1,2-dioksygenaza katecholowa). 
Najczęściej jest to atom żelaza połączony koordynacyjnie 
z łańcuchami bocznymi aminokwasów w centrum aktyw-
nym enzymu. Jon metalu trójwartościowego jest bezpo-
średnio zaangażowany w proces katalizy rozszczepienia in-
tradiolowego (1,2-dioksygenaza katecholowa). Odpowiada 
on za atak na tlen, w wyniku czego dochodzi do redukcji 
żelaza z trzeciego na drugi stopień utlenienia i powstania
Fe2+-semichinonu, który reaguje bezpośrednio z dwoma 
atomami tlenu. Prowadzi to do powstania struktury nadtlen-
ku (C-O-O-Fe), który następnie ulega przegrupowaniu Crie-
gee’a, w konsekwencji którego powstaje nietrwała struktu-
ra laktonowa. Skutkiem hydrolizy układu laktonowego jest 

powstanie końcowego produktu rozszczepienia intradiolo-
wego – kwasu cis,cis-mukonowego [8, 10, 11]. Warunkiem 
ekstradiolowego rozszczepienia katecholu z udziałem 
2,3-dioksygenazy katecholowej jest utworzenie komplek-
su pomiędzy dwuwartościowym żelazem lub innym jonem 
dwuwartościowego metalu a substratem, w wyniku czego 
dochodzi do zmian konformacyjnych wokół centrum ak-
tywnego enzymu. Jedna z grup hydroksylowych substratu 
ulega wówczas deprotonacji, a następnie – poprzez wią-
zania wodorowe – oddziałuje z tyrozyną miejsca aktyw-
nego, co prawdopodobnie stabilizuje połączenie substratu 
z enzymem. Następnie w wyniku przegrupowań w obrębie 
centrum aktywnego enzymu dochodzi do połączenia tlenu 
z jonem żelaza, co prowadzi do utworzenia semichinono-
wego intermediatu, a następnie rozszczepienia wiązania 
O-O podczas przegrupowania Criegee’a, w konsekwencji 
czego powstaje nienasycony lakton oraz jon żelaza (Fe2+)
z przyłączonym anionem wodorotlenowym. W wyniku hy-
drolizy laktonu powstaje końcowy produkt rozszczepienia 
– semialdehyd hydroksymukonowy [8, 9, 12]. Ze względu 
na specyfi czną budowę i mechanizm reakcji z udziałem 
dioksygenaz katecholowych enzymy te będą wykazywały 
zmiany aktywności pod wpływem obecności metali. Moż-
na spodziewać się wpływu metali na enzymy degradacyjne 
na dwóch płaszczyznach. Pierwszym skutkiem, jaki mogą 
powodować jony metali oddziaływujące na białka jest do-
brze opisany w literaturze efekt zmiany konformacji całego 
białka związany z reagowaniem jonu metalu z grupami sul-
fhydrylowymi aminokwasów siarkowych, powodując tym 
samym zmiany struktury drugo- i trzeciorzędowej białka. 
W konsekwencji może to prowadzić nawet do całkowitej 
i nieodwracalnej utraty aktywności enzymatycznej. Dru-
gim skutkiem, który można obserwować podczas badania 
wpływu jonów metali na aktywność dioksygenaz, może 
być aktywacja enzymu poprzez wprowadzenie do układu 
jonów metali niezbędnych w reakcji rozszczepienia pier-
ścienia aromatycznego. Takiego efektu można spodziewać 
się w obecności między innymi jonów Fe2+, Fe3+, Mn2+. 
Jednak jest grupa metali, która może konkurencyjnie wy-
pierać jony z centrum aktywnego enzymu, wpływając tym 
samym na zmniejszenie aktywności enzymatycznej diok-
sygenaz [13, 14]. Mając to na uwadze, celem pracy było 
określenie wpływu obecności metali ciężkich na aktyw-
ność dioksygenaz, gdyż można przypuszczać, że sole tych 
metali obecne w ściekach przemysłowych zawierających 
związki aromatyczne będą istotnie wpływać na szybkość 
procesów biodegradacyjnych pochodnych benzenu.
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Metodyka badań

W badaniach wykorzystano szczepy Stenotrophomo-
nas maltophilia KB2 (wyizolowany przez Hupert-Kocurek 
z osadu czynnego oczyszczalni ścieków w Bytomiu) oraz 
Pseudomonas putida N6 (wyizolowany przez Greń z osadu 
czynnego oczyszczalni ścieków przy Fabryce Mebli Gię-
tych w Jasienicy). Hodowle badanych szczepów bakterii 
prowadzono w pożywce mineralnej Kojima [15] zawierają-
cej 3,7 g Na2HPO4∙12H2O, 0,5 g KH2PO4, 5 g NH4Cl, 0,2 g 
MgSO4∙7H2O, 1 dm3 wody destylowanej (pH=7,1÷7,3), 
z fenolem o stężeniu 3 mmol/dm3 oraz zmniejszoną ilo-
ścią ekstraktu drożdżowego do 0,01 g/dm3. Pożywkę mi-
neralną wzbogacono roztworem mikroelementów TMS 
(10 cm3TMS/dm3) zawierającym 3,82 g FeSO4∙7H2O, 
295 mg CoSO4∙7H2O, 82 mg MnSO4∙H2O, 141 mg 
ZnSO4∙7H2O, 6 mg H3BO3, 40 mg Na2MoO4∙2H2O, 
82 mg NiSO4∙7H2O, 2,9 mg CuSO4∙5H2O, 148 mg 
Al2(SO4)3∙18H2O i 6 mg Na2WO4∙2H2O rozpuszczonych 
w 10 cm3 HCl (32%) i uzupełniono wodą destylowaną do 
objętości 1 dm3 [16]. Hodowle przeprowadzono w tempe-
raturze 30 oC w warunkach wytrząsania (130 1/min). Stę-
żenie fenolu w hodowlach bakteryjnych oznaczono metodą 
chromatografi i cieczowej (HPLC) w odwróconym układzie 
faz z użyciem chromatografu fi rmy Merck, wyposażone-
go w kolumnę kapilarną LiChrospher® RP-18 (250×4 mm) 
i prekolumnę LiChroCARTTM, Nucleosil® 5C18 oraz de-
tektor UV/VIS typu DAD. Wzrost hodowli bakteryjnych 
oznaczono metodą spektrofotometryczną poprzez pomiar 
absorbancji przy długości fali 600 nm. W celu sprawdzenia 
wrażliwości 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu Ste-
notrophomonas maltophilia KB2 oraz 1,2-dioksygenazy 
katecholowej szczepu Pseudomonas putida N6 na wybrane 
jony metali, do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 300 μl 
roztworu CuSO4, ZnCl2, CoCl2, AlCl3, CdSO4, NiCl2 lub 
MnSO4 o stężeniu 10 mmol/dm3 Układ kontrolny stanowi-
ły mieszaniny reakcyjne bez jonu metalu.

Do oznaczenia aktywności dioksygenaz katecholowych 
zastosowano metodę Hegemana [17], która polega na spek-
trofotometrycznym oznaczeniu pierwszego produktu roz-
kładu katecholu. Tworzący się kwas cis,cis-mukonowy 
(ε=16800 dm3/mol·cm) świadczy o aktywności 1,2-diok-
sygenazy katecholowej, natomiast obecność semialdehydu 
2-hydroksymukonowego (ε=36000 dm3/mol·cm) świad-
czy o aktywności 2,3-dioksygenazy katecholowej. W celu 
oznaczenia aktywności 1,2-dioksygenazy katecholowej 
sporządzono mieszaninę reakcyjną o objętości 1cm3 za-
wierającą 893 μl buforu fosforanowego (50 mmol/dm3) 
o pH=7,4, 67 μl Na2EDTA (0,02 mol/dm3), 20 μl katecho-
lu (50 mmol/dm3) i 20 μl surowej frakcji enzymatycznej. 
Przyrost absorbancji światła zmierzono przy długości fali 
260 nm, co odpowiadało maksimum absorbancji tworzą-
cego się kwasu cis,cis-mukonowego [18]. Do oznaczenia 
aktywności 2,3-dioksygenazy katecholowej przygotowa-
no mieszaninę reakcyjną o objętości 1 cm3 zawierającą 
960 μl buforu fosforanowego (50 mmol/dm3) o pH=7,4, 
20 μl katecholu (50 mmol/dm3) i 20 μl surowej frakcji en-
zymatycznej. Przyrost absorbancji światła zmierzono przy 
długości fali 375 nm wobec próbki ślepej niezawierającej 
frakcji enzymatycznej, co odpowiadało maksimum ab-
sorbancji tworzącego się semialdehydu 2-hydroksymuko-
nowego. Pomiar aktywności dioksygenaz katecholowych 
przeprowadzono wobec próbki ślepej, niezawierającej 
surowej frakcji enzymatycznej, przez 5 min w tempera-
turze 35 °C w odstępach 30-sek. od momentu zmieszania 

reagentów. Pomiary wykonano przy użyciu spektrofotome-
tru dwuwiązkowego CECIL 8000 z wykorzystaniem opcji 
Time Plot, która umożliwia ciągłą rejestrację absorbancji 
w trakcie trwania pomiaru. Pomiar absorbancji rozpoczęto 
po 10 s od wprowadzenia surowej frakcji enzymatycznej, 
który to czas był potrzebny do ustabilizowania się badane-
go roztworu. Aktywność właściwą dioksygenaz wyrażono 
w U/mg białka, przy czym stężenie białka w surowej frakcji 
enzymatycznej oznaczono metodą Bradforda [19]. Izolację 
dioksygenaz katecholowych wykonano metodą Hegemana 
[17] używając 48-godz. hodowlę bakteryjną. Zawiesiny 
bakterii wirowano przez 30 min (4500×g) w temperaturze 
4 °C, a uzyskany osad rozpuszczono w buforze fosfora-
nowym o pH=7,2. Rozpuszczony osad poddano następnie 
działaniu ultradźwięków (20 kHz) w temperaturze 4 °C 
(6-krotnie po 15 s w odstępach 30-sek.) z użyciem dezinte-
gratora Vibre Cell. W celu oddzielenia nierozbitych komó-
rek zawiesiny wirowano przez 20 min (9000×g). Uzyskany 
w ten sposób roztwór znad osadu stanowił surową frakcję 
enzymatyczną wykorzystaną w badaniach.

Omówienie wyników badań

W wyniku wieloletnich prac przeprowadzonych w Ka-
tedrze Biochemii Uniwersytetu Śląskiego zgromadzo-
no kolekcję szczepów zdolnych do degradacji związków 
aromatycznych. Na szczególną uwagę zasługują szczepy 
Stenotrophomonas maltophilia KB2 oraz Pseudomonas 
putida N6 wykazujące wzrost, zwiększoną tolerancję oraz 
zdolność do degradacji różnych związków aromatycznych 
(tab. 1). Szczepy te wykorzystano w badaniach nad właści-
wościami enzymów zaangażowanych w degradację jedno-
pierścieniowych związków aromatycznych. Z wcześniej-
szych badań wiadomo, że monooksygenaza szczepu KB2 
cechuje się szeroką specyfi cznością substratową w stosun-
ku do dużej grupy związków aromatycznych oraz wysoką 
opornością na toksyczne działanie innych zanieczyszczeń 
obecnych w ściekach zawierających areny (metale, che-
latory, rozpuszczalniki organiczne) [20]. Wynikają stąd 
duże możliwości praktycznego zastosowania tego enzymu 
w procesach bioremediacji. Jednak procesy degradacji za-
leżą nie tylko od pierwszego etapu degradacji związków 
aromatycznych – hydroksylacji, ale również od intensyw-
ności reakcji rozszczepiania pierścienia katalizowanego 
przez dioksygenazy. Z wcześniejszych badań wiadomo, że 
szczep KB2 wykazuje wysoką aktywność 2,3-dioksygena-
zy katecholowej [21], natomiast szczep N6 charakteryzuje 
się obecnością 1,2-dioksygenazy katecholowej po indukcji 
fenolem [22]. Obecność jonów metali w środowisku re-
akcji enzymatycznej wpływa na aktywność enzymów, co 
przekłada się również na zdolności degradacyjne mikroor-
ganizmów. Dlatego uzasadnione było sprawdzenie wrażli-
wości badanych dioksygenaz na różne jony metali poprzez 
pomiar aktywności enzymatycznej w obecności tych jo-
nów. W tym celu oba szczepy hodowano w obecności feno-
lu (3 mmol/dm3) (rys. 1). Po indukcji oznaczono aktywność 
badanych dioksygenaz w obecności jonów metali (tab. 2).

Spośród badanych jonów tylko w obecności Zn2+ za-
obserwowano 18% wzrost aktywności 2,3-dioksygena-
zy katecholowej szczepu Stenotrophomonas maltophilia 
KB2. Wszystkie pozostałe jony spowodowały większe lub 
mniejsze obniżenie aktywności tej dioksygenazy. Najsil-
niejszą inhibicję 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu 
KB2 spowodowały jony Cu2+, Ni2+ i Mn2+, zmniejszające 
jej aktywność odpowiednio o 99,5%, 86% i 54%. Podobne 
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zjawisko zaobserwowano w przypadku 1,6-dioksygenazy 
aminofenolowej szczepu Pseudomonas pseudoalcaligenes 
JS45, gdzie jony Mn2+, Cu2+ i Ni2+ zmniejszyły aktyw-
ność enzymu odpowiednio o 100%, 61% i 50%. Ponad-
to stwierdzono inhibicję tego enzymu w obecności Mg2+, 
Ca2+, Fe3+, Co2+ oraz Cd2+ [23]. Zmniejszenie aktywności 
2,3-dioksygenazy katecholowej, wyizolowanej ze szczepu 
Pseudomonas sp. FK-8-2, w obecności jonów Cu2+ (wyno-
szące 85%) zaobserwowano także w badaniach opisanych 
w pracy [24]. Również w pracy [25] stwierdzono spadek 
aktywności ekstradiolowego enzymu szczepu Pseudomo-
nas putida GJ31 w obecności dwuwartościowych jonów 
kobaltu, niklu i manganu. 1,2-Dioksygenaza katecholowa 
szczepu Pseudomonas putida N6 była aktywowana przez 
jony Al3+, natomiast miedź, cynk, kadm i mangan okazały 
się jej inhibitorami. Największy, bo 60% spadek aktywno-
ści 1,2-dioksygenazy stwierdzono w obecności jonów Cu2+. 
Znacznie słabsze działanie dwuwartościowej miedzi, jako 
inhibitora dioksygenazy intradiolowej, wykazano w pracy 
[26], stwierdzając spadek aktywności 1,2-dioksygenazy

katecholowej szczepu Rhodococcus sp. AN-22 w obecno-
ści tego jonu tylko o 11%. Silnymi inhibitorami tego en-
zymu okazały się natomiast jony Hg2+ i Ag2+, powodujące 
odpowiednio 100% i 88% dezaktywację 1,2-dioksygenazy 
katecholowej [24]. W pracy [27] wykazano spadek ak-
tywności 1,2-dioksygenazy chlorokatecholowej również 
w obecności jonów Cu2+, Hg2+ i Ag2+, wynoszący odpo-
wiednio 97%, 79% i 52%. Obniżenie aktywności enzyma-
tycznej w obecności jonów metali stwierdzono również 

Tabela 1. Zdolność szczepów KB2 oraz N6
do rozkładu związków aromatycznych

Table 1. Capacity of the KB2 and N6 strains
for degradation of aromatic compounds

Związek aromatyczny
Stopień degradacji

szczep KB2 szczep N6

Fenol +++ +++

2-Chlorofenol +/– –

3-Chlorofenol +/– +/–

4-Chlorofenol +/– +/–

2-Metylofenol ++ –

3-Metylofenol ++ –

4-Metylofenol ++ –

2-Nitrofenol – –

3-Nitrofenol – –

4-Nitrofenol – –

2,3-Dichlorofenol +/– –

2,4-Dichlorofenol +/– –

2,5-Dichlorofenol +/– +/–

2,6-Dichlorofenol +/– +/–

3,4-dichlorofenol +/– –

3,5-dichlorofenol +/– –

Katechol ++ ++

Rezorcyna +/– –

Hydrochinon + ++

Kwas waniliowy ++ ++

Kwas syryngowy +/– +/–

Kwas protokatechowy +++ +++

Kwas benzoesowy +++ +++

Kwas 4-hydroksybenzoesowy ++ ++

Kwas o-ftalowy +/– +/–

Kwas cynamonowy – +/–

Kwas salicylowy +/– –
+++ degradacja 10÷15mmol/dm3

++ degradacja 5÷9mmol/dm3

+ degradacja 1÷4mmol/dm3

+/– degradacja <1mmol/dm3

– brak degradacji

Tabela 2. Aktywność enzymatyczna 2,3-dioksygenazy
katecholowej szczepu KB2 oraz 1,2-dioksygenazy katecholowej

szczepu N6 w obecności jonów wybranych metali
Table 2. Enzymatic activity of catechol 2,3-dioxygenase isolated
from the KB2 strain and catechol 1,2-dioxygenase isolated from

the N6 strain in the presence of the metal ions chosen

Jon 
metalu Związek

Aktywność właściwa, U/mg białka (%)

2,3-dioksygenaza
katecholowa
szczepu KB2

1,2-dioksygenaza
katecholowa
szczepu KB2

Próbka kontrolna 29,52 (100) 4,55 (100)

Cu2+ CuSO4 0,14 (0,5) 1,82 (40)

Zn2+ ZnCl2 34,87 (118) 3,76 (82)

Co2+ CoCl2 19,54 (66) 4,90 (107)

Al3+ AlCl3 21,26 (72) 6,22 (136)

Cd2+ CdSO4 22,16 (75) 3,16 (69)

Ni2+ NiCl2 3,99 (14) 4,67 (102)

Mn2+ MnSO4 13,53 (46) 4,35 (95)

Rys. 1. Dynamika rozkładu fenolu (3 mmol/dm3) przez
Stenotrophomonas maltophilia KB2 i Pseudomonas putida N6

oraz gęstość optyczna hodowli bakterii (λ=600 nm)
Fig. 1. Phenol degradation (3 mmol/dm3) by Stenotrophomonas

maltophilia KB2 and Pseudomonas putida N6
and optical density of the bacterial culture (λ=600 nm)
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w badaniach [28]. Najsilniejszymi inhibitorami 1,2-diok-
sygenazy chlorokatecholowej szczepu Pseudomonas cepa-
cia CSV90 okazały się Hg2+ i Zn2+,w obecności których 
zanotowano odpowiednio 90% i 57% spadek aktywności 
badanego enzymu. Do słabszych inhibitorów zaliczono 
dwuwartościowe jony miedzi i kobaltu, w obecności któ-
rych nastąpił 17% spadek aktywności enzymatycznej oraz 
jony Mn2+, w przypadku których stwierdzono spadek ak-
tywności enzymu o 8% [28].

Podsumowanie

Badania nad wrażliwością 1,2-dioksygenazy katecho-
lowej szczepu Pseudomonas putida N6 na obecność jonów 
metali wykazały znaczący spadek aktywności badanego 
enzymu w obecności jonów Cu2+. W mniejszym stopniu 
również jony Zn2+, Cd2+ i Mn2+ hamowały aktywność 
1,2-dioksygenazy katecholowej, natomiast jedynie jon 
Al3+ był jej aktywatorem. Z kolei zwiększenie aktywno-
ści 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu Stenotropho-
monas maltophilia KB2 stwierdzono jedynie w obecności 
jonu Zn2+. Najsilniejszą inhibicję tego enzymu spowodo-
wały jony Cu2+, Ni2+ i Mn2+.

Uzyskane wyniki potwierdziły przypuszczenia, że 
obecność jonów metali w środowisku reakcji może wpły-
wać  zarówno pozytywnie, jak i negatywnie na aktywność 
dioksygenaz katecholowych, co ma znaczenie w przebiegu 
procesów bioremediacyjnych. Mikrobiologiczna rekulty-
wacja środowisk zanieczyszczonych związkami aroma-
tycznymi będzie bowiem zależeć nie tylko od potencjału 
degradacyjnego mikroorganizmów, ale również od obec-
ności, dostępności i stężenia w środowisku innych związ-
ków, między innymi jonów metali ciężkich, które zwykle 
towarzyszą ściekom poprzemysłowym. Utrzymująca się 
aktywność dioksygenaz katecholowych szczepów Steno-
trophomonas maltophilia KB2 oraz Pseudomonas putida 
N6 w obecności jonów metali wskazuje na ich potencjalny 
charakter aplikacyjny w bioremediacji środowisk skażo-
nych związkami aromatycznymi.
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Abstract: The strains of Stenotrophomonas maltophi-
lia KB2 and Pseudomonas putida N6 are characterized by 
an enhanced capacity for degrading aromatic compounds: 
within fi ve hours of incubation both the strains were found 
to provide a complete degradation of phenol (3 mmol/dm3). 
Upon induction with phenol, catechol 2,3-dioxygenase, 
an enzyme responsible for the meta-cleavage of aromatic 
compounds, was detected in the Stenotrophomonas malto-
philia KB2 strain, whereas in the Pseudomonas putida N6 
strain the presence was revealed of catechol 1,2-dioxy-
genase, an enzyme characteristic of the pathway for the 
ortho-fi ssion of the aromatic ring. Tests on the sensitivity 

of the enzymes to metal ions have demonstrated that Zn2+ 
ions activated catechol 2,3-dioxygenase in the KB2 strain. 
The other metal ions were found to be inhibitors of this 
enzyme. Among the metal ions tested, the Cu2+ ion was the 
strongest inhibitor of the two isolated dioxynases. Slightly 
weaker was the inhibition of catechol 1,2-dioxygenase in-
duced by Cd2+ and Zn2+ ions in the N6 strain. The activity 
of this enzyme increased in the presence of Co2+ ions. The 
other ions had no signifi cant infl uence on the activity of 
the catechol 1,2-dioxygenase isolated from the N6 strain. 
The partial activity of both dioxygenases observed upon 
the application of metal salts suggests that both the strains,
Stenotrophomonas maltophilia KB2 and Pseudomonas 
putida N6, may contribute much to the remediation of an 
environment polluted with aromatic compounds.
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