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AKTYWNOSC OKSYGENAZ | DEHYDROGENAZ BAKTERII
DEGRADUJACYCH WEGLOWODORY OLEJU NAPEDOWEGO

Streszczenie Gtownymi enzymami wigczonymi w proces biodegradacji weglowodoréw
sg oksygenazy i dehydrogenazy. Ich aktywnos¢ moze by¢ wskaznikiem aktywnosSci
metabolicznej drobnoustrojéw w skazonym Srodowisku. Badania aktywnosci ww. enzyméw
przeprowadzone dla dwoch szczepéw bakterii aktywnie degradujgcych weglowodory
wskazujg na zréznicowang wrazliwo$¢ obu systemow enzymatycznych w zaleznosci od
uzytych parametréw natlenienia. Poziom aktywnosci oksygenaz i dehydrogenaz oraz stopien
indukcyjnosci tych systeméw pozostaja w duzym stopniu cechg indywidualng szczepu.
Pomiar aktywnos$ci oksygenaz (aktywnosci oddechowej) z racji tatwosci i szybkosci
oznaczenia, mozliwo$ci przeprowadzenia go in situ wydaje sie by¢ bardziej odpowiedni
do diagnozowania aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow w skazonym $rodowisku
w poréwnaniu z oznaczeniem aktywnosci dehydrogenaz.

OXYGENASES AND DEHYDROGENASES ACTIVITY OF BACTERIA
DEGRADING FUEL OIL HYDROCARBONS

Summary. Oxygenases and dehydrogenases are the main enzymes responsible for
biodégradation of hydrocarbons. Their activity may serve as an indicator of metabolic activity
of microorganisms in polluted site. These activities were investigated for two bacterial strains
with the high ability to hydrocarbons degradation. Different effect of the aeration conditions
on functioning of these enzyme systems was observed in the case of each strain. The assay of
oxygenases (respiration) activity is easier and faster than dehydrogenases, therefore is more
suitable for assessment o f microbial activity in polluted site.

WPROWADZENIE

Efektywnos$¢ procesu biodegradacji weglowodoréw w warunkach tlenowych zalezy w
duzym stopniu od aktywnosci enzymoéw nalezacych do grupy oksygenaz i dehydrogenaz
[1,2]. Obecnos¢ tych enzyméw w komédrkach drobnoustrojow uwarunkowana jest przede
wszystkim czynnikami genetycznymi, chociaz istotne sg réwniez mechanizmy adaptacji i
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indukcji, ktére powodujg wzmozenie syntezy enzymoéw pod wplywem obecnych w
srodowisku  specyficznych  substratbw. W  pierwszym etapie procesu utleniania
weglowodoréw wigczone sg oksygenazy, nastepne etapy przyswajania substratu odbywajg sie
z udziatem dehydrogenaz. Utlenianie alkanéw rozpoczyna zazwyczaj kompleks
monooksygenaz, prowadzac reakcje terminalnej lub subterminalnej oksydacji. Oksygenazy
wiasciwe-dioksygenazy rozpoczynajg proces degradacji benzenu. Posrednik tych przemian -
katechol moze by¢ utleniany przez dwa rodzaje oksygenaz 1,2- lub 2,3-dioksygenaze
katecholowg [2], Do rozktadu alkenéw wymagana jest obecnos$¢ oksygenaz mieszanych.
Oksygenazy mieszane biorg takze wudziat w rozkladzie policyklicznych zwigzkéw
aromatycznych. W proces utleniania alkoholi do aldehydéw i kwaséw wiaczone sg
dehydrogenazy wspétdziatajace z jednym z nukleotydéw nikotynamidoadeniowych.

Specjalisci z dziedziny biotechnologii sSrodowiskowej poszukujg metod szybkiej oceny
aktywnosci metabolicznej mikroflory rozwijajgcej sie w skazonym $rodowisku. Takim
wskaznikiem moze by¢ poziom aktywnosci oksygenaz lub dehydrogenaz drobnoustrojow
bioracych udziat w procesie oczyszczania [3],

W ramach pracy podjeto sie oznaczenia aktywnos$ci ww. systeméw enzymatycznych dla
dwoch wybranych szczepédw bakterii. Poniewaz wiadomo, ze czynnikiem silnie
determinujagcym aktywno$¢ oksygenaz i dehydrogenaz jest natlenienie, podjeto préby
okre$lenia, w jakim stopniu zmienne parametry natlenienia $rodowiska hodowlanego
ksztattujg poziom aktywnosci tych enzyméw.

MATERIALY | METODY

Szczepy bakterii

Materiat biologiczny do badan stanowity dwa szczepy bakterii, oznaczone symbolami S7
i G3, wyizolowane odpowiednio ze Sciekéw zaktadéw petrochemicznych i gleby.

Szczepy przechowywano na podiozu stalym, zawierajgcym glukoze, ekstrakt drozdzowy,
zestaw soli mineralnych. Wartos¢ pH podtoza regulowano przed sterylizacja do wartosci 6,5.
Powierzchnie podioza na skosie pokrywano filmem sterylnego oleju napedowego w ilosci
0,05 ml/IOcm powierzchni pozywki. Na podiozu tym przygotowywano réwniez inokulum
do prowadzenia hodowli ptynnych. Inokulum hodowano w ciagu dwoch dni w temperaturze
30°C.

Warunki hodowli wstrzgsanej

Hodowle wstrzgsane badanych szczepdw prowadzono w podiozu A, stosujac jako zrédio
wegla olej napedowy w stezeniu 6% wagowych. Préby prowadzono w kolbach
ptaskodennych o pojemnosci 500 ml wypetnionych podtozem w ilosci 40, 60, 80 ml. Stezenie
oleju napedowego wynosito 6%. Szybko$¢ obrotéw wytrzgsarki 220 obr/min, amplituda
4,5 cm, temperatura hodowli 30°C, czas hodowli -14 dni.

Zuzycie weglowodoréw ogoétem

Do okreslenia stopnia zuzycia weglowodoréw podczas hodowli postugiwano sie metoda
wagowa. Po poddaniu zawiesiny hodowlanej wirowaniu (40 OOQg, temp. 4°C, czas 20 min)
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zbierano warstwe olejowg i wazono. Ubytek weglowodoréw ogétem obliczano z réznicy
miedzy iloscig substratu, np oleju napedowego, dodanego do podioza przed hodowlg, a
ilosciag weglowodoréw znajdujgcych sie w poszczegélnych prébach po hodowli. W
obliczeniach tych uwzgledniano czesciowe odparowanie substratu podczas hodowli

Zawartos¢ weglowodorow aromatycznych

Zawarto$¢ weglowodoréw aromatycznych w prébach hodowlanych oznaczano metodg
spektrofotometryczng wykorzystujgc zdolno$¢ tych zwigzkéw do tworzenia widm w
Swietle UV. Analize prowadzono w oparciu o krzywa kalibracyjng, wykonang dla fenolu.
Pomiaréw dokonywano na spektrofotometrze firmy Beckman przy dlugosci fali k=272 nm
Jako rozpuszczalnika uzywano n-heksanu.

Aktywnos$¢ oddechowa bakterii degradujgcych weglowodory

Oznaczenie aktywnosci oddechowej bakterii degradujgcych weglowodory oleju
napedowego prowadzono w oparciu o pomiar szybkos$ci zuzywania tlenu rozpuszczonego w
cieczy hodowlanej, przy uzyciu czujnika tlenowego serii CTN-920, pofaczonego z
mikrokomputerowym tlenomierzem CO-551 firmy ELMETRON. Pomiaru dokonywano
podczas krotkiej, kilkudziesieciosekundowej przerwy w napowietrzaniu hodowli. Na
rysunku 1 przedstawiony jest typowy przebieg zmian stezenia tlenu w zawiesinie hodowlanej
podczas przerwy w napowietrzaniu i po ponownym wigczeniu doptywu powietrza.

Podstawg do obliczenia warto$ci aktywnosci oddechowej szczepow byly dane uzyskane
w przedziale czasu ti-t2 i odpowiadajace im warto$ci stezenia rozpuszczonego tlenu w
zakresie C1-C2

Rys. 1. Typowy przebieg stezenia rozpuszczonego tlenu w zawiesinie hodowlanej podczas krotkiej przerwy w
napowietrzaniu i po ponownym wiaczeniu doptywu powietrza
Fig. 1. Time course of dissolved oxygen concentration during short break in the aeration of culture



288 E. Kwapisz, M. Patek, J. Polak, M. Piotrowicz-Wasiak, E. Galas

Oznaczanie aktywnosci dehydrogenaz

Oznaczenia aktywnos$ci dehydrogenaz dokonywano prowadzac reakcje enzymatyczng z
udzialem NAD. Oznaczenia wykonywano dla surowych ekstraktéw komoérek pobranych z
zawiesiny hodowlanej podczas procesu degradacji. Do przygotowania surowych ekstraktow
komorek postuzono sie nastepujacg procedurg: do probdwek Eppendorfa pobierano z kolb
hodowlanych po 1 ml zawiesiny komérek i wirowano przy 7300g w temperaturze pokojowej
w czasie 5 min. Po odwirowaniu supernatant zlewano, a pozostata w probdwkach biomase
zawieszano w 1 ml roztworu 15 mM buforu fosforanowego. Zawieszone w buforze komorki
biomasy poddawano 10-krotnemu zamrazaniu w tazni z suchym lodem i stezonym etanolem i
rozmrazaniu. Po wykonaniu wstepnych préb ustalono nastepujacy sktad mieszaniny
reakcyjnej:

bufor fosforanowy 2,6 ml,
olej napedowy 0,1 ml,
NAD 0,1 ml,
ekstrakt komorkowy 0,2 ml.

Miara aktywnosci dehydrogenaz byly wyniki pomiaru absorbancji wykazywanej przez
zredukowang forme dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH) powstajaca w wyniku
reakcji. Pomiary przeprowadzano na spektrofotometrze firmy Beckman przy dlugosci fali
A=340 nm. Oznaczeri dokonywano w odstepach pieciominutowych. Reakcja przebiegata w
naczynku wyposazonym w mieszadetko magnetyczne, czas trwania reakcji, w zaleznosci od
préby, 60-180 min.

WYNIKI BADAN

Wybrane do badan szczepy G3, i S7 charakteryzujag sie wysoka zdolnoscig do
biodegradacji weglowodoréw. Wyizolowane zostaly z réznych $rodowisk, bytowaly w
skazonym weglowodorami $rodowisku w odmiennych warunkach tlenowych. W celu
zbadania wptywu natlenienia na szybkos¢ biodegradacji weglowodoréw z udziatem badanych
szczepbw przeprowadzono préby hodowlane stosujgc rézne wypetnienia 500 ml kolb
ptaskodennych podiozem A zawierajgcym 6% oleju napedowego. Zastosowano nastepujace
objetosci podtozy: 40, 60, 80 ml, co odpowiada oznaczonym metoda siarczynowa wartosciom
OAR (oxygen absorption rate): 0,62; 0,58; 0,55 mMCVI.min. Obserwacje stopnia zuzycia
weglowodoréw w ciagu 14 dni hodowli z uzyciem réznych wypetnien kolb wskazujg, ze
wybrane do badan szczepy wykazujg zréznicowang tolerancje na zmiany parametréw
natlenienia. Szczep G3 wykazuje najwyzszg aktywnos¢ degradacyjna przy wypetnieniu kolb -
60 ml. Szczep S7, bez wzgledu na zastosowane parametry natlenienia (w badanym zakresie),
wykazuje wysoka aktywnos$¢ degradacyjna objawiajgca sie zuzyciem weglowodoréw w ciggu
14 dni hodowli w iloSciach 68-80%. Uzyskane wyniki zuzycia weglowodoréw ogotem i
weglowodoréw aromatycznych przez szczepy G3 i S7 obrazujg odpowiednio rysunki 2 i 3.

Uwage zwraca fakt wysokiego zuzycia weglowodoréw aromatycznych przez szczep S7,
niezaleznie od zastosowanych warunkéw natlenienia oraz najwiekszego zuzycia
weglowodoréw aromatycznych przez szczep G3 w optimum natlenienia wynoszgcym
0,58 mMOi/lmin.
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Szczepy G3 i S7 z uwagi na ich zréznicowane wymagania tlenowe i r6zng tolerancje na
zmiany stezenia tlenu moga stanowi¢ dobry materiat poréwnawczy dla okreslenia roli
aktywnosci oksygenaz i dehydrogenaz w procesie degradacji weglowodoréw.

A B
40 ml 60 ml 80 ml 40 m, 60 m( 80 m.
Wypetnienie kolby Wypetnienie kolby

Rys. 2. Wplyw wypetnienia kolby na zuzycie weglowodoréw ogétem (A) i aromatycznych (B) przez bakterie

szczepu G3
Fig. 2. The effect of culture volume on utilization of total (A) and aromatic (B) hydrocarbons by bacteria of G3
strain
A B
Wypetnienie kolby Wypetnienie kolby

Rys. 3. Wplyw wypetnienia kolby na zuzycie weglowodoréw ogétem i aromatycznych przez bakterie szczepu
S7

Fig. 3. The effect of culture volume on utilization of total (A) and aromatic (B) hydrocarbons by bacteria of S7
strain

Aktywnos$¢ oksygenaz, pozostajagca funkcjg aktywnosci oddechowej, o0znaczano
dokonujgc pomiaru szybkosci zuzycia tlenu rozpuszczonego w $rodowisku hodowlanym.
Wykorzystano do tego celu czujnik tlenowy potgczony z mikrokomputerowym tlenomierzem.
Pomiar stezenia rozpuszczonego tlenu prowadzono w czasie 30-90-sekundowej przerwy w
napowietrzaniu ptynu hodowlanego. Charakter krzywej, obrazujgcej zmiany stezenia
rozpuszczonego tlenu podczas krotkiej przerwy w napowietrzaniu i po ponownym wigczeniu
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doplywu powietrza, przedstawiono w czesSci metodycznej pracy. Podstawg do wykonania
obliczenia byt fragment krzywej znajdujacy sie miedzy punktami Ci i C2 Aktywnos$é
oksygenaz wyrazano w mg 02/1.min.g liczac warto$¢ tga nachylenia prostej, czyli stosunek
zmian stezenia tlenu (AC=Ci-C23 w cieczy hodowlanej, do czasu (At=t2ti), w ktdérym
prowadzono pomiar, w przeliczeniu na minute i gram biatka. Otrzymany wynik okresla ilos¢
tlenu czgsteczkowego, wchionietego przez drobnoustroj w jednostce czasu, w przeliczeniu na
1 gram biatka. Uzyskane wyniki pomiaréw prowadzonych dla badanych szczepéw obrazuje
rysunek 4.

Analizujac przedstawione na nim dane, stwierdzi¢ nalezy, ze bez wzgledu na
zastosowane parametry natlenienia szczep S7 wykazuje znacznie wyzszg aktywnosé
oddechowg w poréwnaniu ze szczepem G3. Zmiany stopnia zuzycia weglowodoréw przez
szczep S7, w zaleznosci od zastosowanych parametréw natlenienia, pozostajg w Scistej
korelacji z aktywnoscig oddechowa komorek. Oksygenazy obu szczepéw wykazujag zblizong
wrazliwo$¢ na zmiany warunkéw natlenienia w badanym zakresie. Ich aktywno$¢ oddechowa
w 80 ml utrzymuje sie Srednio na poziomie 30% w poréwnaniu z aktywnoscig obserwowang
podczas hodowli w 40 ml.

A B

2 5 9 14 2 5 9 14
Czas [dni] Czas [dni]

Rys. 4. Wplyw aeracji na aktywnos$¢ wiasciwa oksygenaz bakterii szczepu G3 (A) i S7 (B)
Fig. 4. The effect of aeration on the specific activity of oxygenases of bacterial strains G3 (A) and S7 (B)

Hodowle prowadzone =z zastosowaniem zrdéznicowanych warunkéw natlenienia
stanowity rowniez podstawe do oznaczenia aktywnosci dehydrogenaz badanych szczepow.
Do badan tej aktywnosci zastosowano metode bezpos$redniej reakcji z udziatem NAD. Sktad
mieszaniny reakcyjnej podano w czesci metodycznej pracy. Oznaczenia aktywnosci
dehydrogenaz dokonywano, prowadzgc reakcje enzymatyczne z uzyciem surowych
ekstraktow komérek. W czasie reakcji nastepowata redukcja utlenionej formy dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego, na skutek przeniesienia atoméw wodoru z substratu (oleju
napedowego) na koenzym z udziatem dehydrogenaz. Przebieg reakcji rejestrowano na
spektrofotometrze, wykorzystujgc wtasciwos¢ utlenionej formy koenzymu do tworzenia
widma przy dtugosci fali 340 nm. Wyniki oznaczen przedstawiono na rysunku 5.
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Rys. 5. Wplyw aeracji na aktywnos$¢ wiasciwg dehydrogenaz bakterii szczepu G3 (A) i S7 (B)
Fig. 5. The effect of aeration on the specific activity of dehydrogenases of bacterial strains G3 (A) and S7 (B)

Aktywnos$¢é wiasciwa dehydrogenaz obu badanych szczepéw pozostaje w wyraznej
proporcji do warunkéw natlenienia. W warunkach najlepszego spos$réd badanych natlenienia
(wypetnienie kolby 40 ml, OAR 0,62) wartosci aktywnos$ci wtasciwej dehydrogenaz dla obu
szczepOw niemal we wszystkich przypadkach sa rowniez najwyzsze. Uwage zwraca fakt, ze
szczep G3 niezaleznie od warunkéw natlenienia wykazuje wyraznie wyzsza aktywnosc
dshydrogenaz w poréwnaniu ze szczepem S7. Fakt wykazywania przez szczep S7
wyrdzniajgcy sie wysoka aktywnoscig degradacyjng stosunkowo niskiej aktywnosci
dehydrogenaz potwierdza wczes$niejsze obserwacje o braku wyraznej korelacji miedzy
aktywnoscig degradacyjng szczepu i aktywnoscia dehydrogenaz [4],

Uzyskane wyniki wskazujg, ze szczep S7 charakteryzuje sie wyraznie wyzsza
aktywnoscig oddechowg w poréwnaniu ze szczepem G3. Szczep G3 natomiast wyposazony
jest w silny system dehydrogenaz, aktywny w szerokim zakresie natlenienia.

Podsumowujgc dane uzyskane w ramach doswiadczeh majgcych na celu oznaczenie
aktywnosci oksygenaz i dehydrogenaz szczepédw bakterii degradujgcych weglowodory
stwierdzi¢ nalezy, ze poziom aktywnosci obu enzyméw moze pozostawaé w pewnjej korelacji
z aktywnoscia degradacyjna szczepu. Indukcyjnos¢ tych systeméw w zmiennyeh*warunkach
natlenienia moze dostarcza¢ cennych wiadomosci na temat fizjologii szczepéw. Poziom
wyjsciowy tych aktywnosci jest jednak przede wszystkim cechg indywidualnag drobnoustroju.
Ktéra z mierzonych aktywnosci jest bardziej przydatna dla oceny fizjologii drobnoustrojow w
skazonym S$rodowisku pozostaje kwestig do dyskusji. Oznaczenie aktywnos$ci oddechowej
drobnoustrojéw w poréwnaniu z oznaczeniem aktywnos$ci dehydrogenaz jest jednak o wiele
prostsze, szybsze i moze by¢ wykonane in situ. Ten parametr mozna wiec uzna¢ za bardziej
odpowiedni do szybkiej oceny mozliwosci degradacyjnych drobnoustrojéw rozwijajagcych sie
w skazonym Srodowisku.
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Abstract

Oxygenases and dehydrogenases are the main enzymes responsible for biodégradation of
hydrocarbons. Their activity may serve as an indicator of metabolic activity of
microorganisms in polluted site. These activities were investigated for two bacterial strains
with the high ability to hydrocarbons degradation. The oxygenases (respiration) activity was
determined on the basis of changes of dissolved oxygen concentration during short brake in
aeration of liquid culture. Dehydrogenases activity was assayed by direct reaction in the
mixture consisted of: crude cell extract, fuel oil and NAD. The results of these activities
assays indicate that their level is very specific for each strain. Bacteria of S7 strain expressed
the high activity of oxygenases and in the case of G3 the high dehydrogenases activity was
observed.

Different effect of the aeration conditions on functioning of these enzyme systems was
observed in both strains. The assay of oxygenases activity is easier and faster than
dehydrogenases, therefore is more suitable for assessment of microbial activity in polluted
site.
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