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BIOTRANSFORMACJA NAPROKSENU PRZEZ SZCZEP 

PSEUDOMONAS STUTZERI  

Szczep Pseudomonas stutzeri wykazywał zdolność do biotransformacji 6 mg/l naproksenu w ciągu  

35 dni. W hodowli gdzie jedynym źródłem węgla i energii był badany lek obserwowano ok. 32% uby-

tek związku, natomiast w hodowlach kometabolicznych z fenolem i glukozą wynosił on odpowiednio 

37% i 59%. Ponadto oznaczono enzymy biorące udział w biotransformacji związków aromatycznych. 

Stwierdzono aktywność 3 enzymów z pośród 8 badanych, które brały udział w transformacji naprok-

senu w hodowlach kometabolicznych zarówno z fenolem, jak i z glukozą: monooksygenazy fenolo-

wej, 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej i 1,2-dioksygenazy gentyzynowej. Na tej podstawie 

zaproponowano transformacje leku poprzez etapy hydroksylacji i rozszczepienia pierścienia aroma-

tycznego.  

1. WSTĘP 

Naproksen (kwas 2-(6-metoksynaftaleno-2-ilo)propionowy) jest związkiem dwupier-

ścieniowym, pochodną kwasu arylopropionowego i należy do zróżnicowanej pod wzglę-

dem chemicznym grupy niesterydowych leków przeciwzapalnych (NLPZ) dostępnych bez 

recepty. Ze względu na łatwą dostępność jak i duże zapotrzebowanie na leki o działaniu 

przeciwbólowym, przeciwgorączkowym i przeciwzapalnym, w ostatnich latach obserwuje 

się wzrost ich produkcji i sprzedaży. Skutkiem tego jest zanieczyszczenie wód powierzch-

niowych, podziemnych oraz wody przeznaczonej do picia. Można wyróżnić wiele dróg 

przedostawania się tych związków do środowiska wodnego, a głównym źródłem tych far-

maceutyków są ścieki [1, 25, 31]. NLPZ występujące w środowisku mogą akumulować 

się w tkankach organizmów, prowadząc do zaburzenia pracy ich organów, dlatego najbar-

dziej niebezpieczna jest długotrwała ekspozycja na działanie tych farmaceutyków nawet 

w małych dawkach [28]. Naproksen będąc stosunkowo trwałym związkiem chemicznym 
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nie jest całkowicie eliminowany podczas procesów oczyszczania ścieków w oczyszczalni. 

Metody fizyko-chemiczne skutecznie eliminują naproksen, jednak prowadzą 

do akumulacji półproduktów – szczególnie hydroksylowanych pochodnych, które są bar-

dziej toksyczne od związku wyjściowego [3, 12, 21]. Alternatywą jest więc jego biolo-

giczna degradacja. Dotychczas poznano jedynie organizmy, które skutecznie transformują 

naproksen. Należą one przede wszystkim do grzybów białej zgnilizny [17, 23]. Ze względu 

na coraz większe stężenie naproksenu w środowisku (w wodach powierzchniowych Polski 

jego stężenie waha się od 0,08 do 0,75 µg/l [13]) i brak skutecznych metod jego eliminacji 

podjęto badania nad biotransformacją naproksenu przez szczep Pseudomonas stutzeri. 

2. METODYKA BADAŃ 

2.1. PROWADZENIE HODOWLI BAKTERYJNYCH 

W badaniach nad biotransformacją naproksenu zastosowano Gram-ujemną pałeczkę 

Pseudomonas stutzeri, pozyskaną z Instytutu Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN 

we Wrocławiu, ze względu na zdolność tego szczepu do degradacji naftalenu, którego 

pochodną jest naproksen [19]. Bakterie namnażano jak i adaptowano do wzrastających 

stężeń naproksenu w pożywce bulionowej (BIOMED, Warszawa), a następnie przenoszo-

no do kolb o objętości 1000 ml zawierających 500 ml pożywki mineralnej o składzie: 

Na2HPO4x12H2O - 3,78 g/l; KH2PO4 – 0,5 g/l; NH4Cl – 5,0 g/l; MgSO4x7H2O – 0,2 g/l; 

ekstrakt drożdżowy – 0,01 g/l i pH 7,1-7,3. Jako źródło węgla i energii, w hodowlach mo-

nosubstratowych, stosowano naproksen (SIGMA-ALDRICH;USA) w stężeniu 6 mg/l, 

natomiast w hodowlach kometabolicznych 282 mg/l fenolu lub 1 mg/l glukozy. Naproksen 

do hodowli dodawano jednorazowo w ilości 6 mg/l, natomiast odpowiednią dawkę gluko-

zy lub fenolu wprowadzano co 7 dni. Równocześnie założono hodowlę abiotyczną, 

w której badany szczep poddano sterylizacji. Do tak przygotowanej hodowli, wprowadza-

no naproksen w stężeniu 6 mg/l. Hodowle prowadzono przez 35 dni w 30°C w warunkach 

wytrząsania – 130 rpm. Co siedem dni oznaczano gęstość hodowli, przez pomiar absor-

bancji światła przy długości fali λ=600 nm (OD600), stężenie substratów wzrostowych 

(glukozy lub fenolu), oraz stężenie naproksenu. Jeśli wartość OD600 była większa lub rów-

na 0,8 to do hodowli nie dodawano substratu wzrostowego. Ponadto w 35 dniu prowadze-

nia hodowli oznaczano enzymy zaangażowane w biotransformację naproksenu.  

2.2. OZNACZENIE STĘŻENIA SUBSTRATÓW IZOLACJA I OZNACZENIE AKTYWNOŚCI 

ENZYMÓW 

Stężenie naproksenu w hodowli oznaczano metodą HPLC w odwróconym układzie faz. 

W tym celu pobierano 1,5 ml hodowli bakteryjnej i odwirowywano. Przygotowaną 
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próbkę analizowano z użyciem chromatografu cieczowego firmy Merck, wyposa-

żonego w kolumnę kapilarną LiChrospher® RP-18 (250x4mm) i przedkolumnę 

LiChroCART® 250-4 Nucleosil 5 C 18 oraz detektor UV/VIS typu DAD. Obję-

tość nastrzyku na kolumnę wynosiła 10 μl. Faza ruchoma zawierała kwas octowy 

oraz 50% v/v acetonitryl. Detekcję związku obserwowano przy długości fali  
λ=260 nm i czasie retencji 2,30 min. Stężenie fenolu oznaczano metoda z p-nitroaniliną 

[15], natomiast stężenie glukozy metodą Miller’a [18]. 

2.3. OZTYNACZENIE AKTYWNOŚCI ENZYMÓW 

Izolację enzymów zaangażowanych w biotransformację naproksenu przeprowadzono 

metodą Hegeman’a [10]. Stężenie białka w surowej frakcji enzymatycznej oznaczano me-

todą Bradford [4]. Aktywności enzymów oznaczano odpowiednio: monooksygenazę feno-

lową – metodą Lechner’a [14], dioksygenazę naftalenową – metodą Cidaria [5],  

1,2-dioksygenazę hydroksyhydrochinonową – metodą Wei [27], 1,2-dioksygenazę kate-

cholową i 2,3-dioksygenazę katecholową – metodą Hegeman’a [10], 1,2-dioksygenazę 

gentyzynową – metodą Feng [7], 4,5-dioksygenazę protokatechową – metodą Stanier  

i Ingraham [26] oraz 3,4-dioksygenazę kwasu protokatechowego – metodą Hou [11]. 

3. WYNIKI I DYSKUSJA 

W wyniku przeprowadzonych badań wykazano, że szczep Pseudomonas stutzeri trans-

formował 32,59% naproksenu (hodowla monosubstratowa), w ciągu 35 dni (rys. 1A.). 

Ze względu na obserwowaną w środowisku naturalnym fotodegradację leku [29] równo-

cześnie prowadzono kultury abiotyczne. Nie obserwowano w nich spadku stężenia naprok-

senu, co wskazywało, że jego ubytek w hodowlach z żywymi bakteriami zachodził w cało-

ści na drodze biologicznego utleniania. W hodowli monosubstratowej równocześnie 

zaobserwowano spadek gęstości bakterii, co świadczyło o tym, że naproksen nie był wy-

starczającym źródłem węgla i energii w stężeniu 6 mg/l dla szczepu Pseudomonas stutzeri. 

Ze względu na spadek biomasy zastosowano hodowle kometaboliczne z fenolem 

lub glukozą jako substratami wzrostowymi. Kometabolitem w tych układach był naprok-

sen. Zasadność stosowania takich układów wynika z faktu, że w warunkach naturalnych 

ksenobiotyki występują w obecności innych związków, zarówno toksycznych jak i nie 

toksycznych, które mogą stanowić dodatkowe źródło węgla. Substrat wzrostowy 

przyczynia się do przyrostu biomasy hodowli, co zwiększa zdolności biotransforma-

cyjne, a także może wpłynąć na zmniejszenie toksycznego oddziaływania ksenobioty-

ku [6,24]. Ze względu na obecność struktury aromatycznej zastosowano jako substrat 

wzrostowy fenol. Obecność tego związku w badanych układach mogła przyczynić się 

do indukcji enzymów zaangażowanych w rozkład struktury aromatycznej, co w kon-
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sekwencji prowadziło do wydajniejszej biotransformacji naproksenu. Drugim z zasto-

sowanych substratów wzrostowych była glukoza. Spodziewano się, że w obecności 

tego łatwo przyswajalnego źródła węgla, będzie dochodzić do szybkiego wzrostu ba-

danego szczepu oraz do syntezy kofaktorów niezbędnych do prawidłowego funkcjo-

nowania enzymów zaangażowanych w procesy transformacji. Ponadto zastosowanie 

substratu o całkowicie odmiennej strukturze od kometabolitu uniemożliwia zachodze-

nie efektu inhibicji kompetycyjnej, do którego może dochodzić podczas konkurencji  

o miejsce aktywne enzymu pomiędzy substratem wzrostowym, a kometabolitem  

o podobnej budowie. Stymulacja biotransformacji niesterydowych leków przeciwza-

palnych, w tym naproksenu, w obecności glukozy była wcześniej obserwowana  

w hodowlach kometabolicznych z udziałem Phanerochaete chrysosporium [23]. 

Pseudomonas stutzeri wykazywał większą zdolność do transformacji naproksenu 

w układach kometabolicznych niż w monosubstratowych. W hodowli z fenolem na-

proksen był eliminowany w 36,59% (rys. 1B.), natomiast w układzie z glukozą 

w 58,75% (rys. 1C.). Mniejsza wydajność biotransformacji naproksenu w układzie  

z fenolem, w porównaniu z układami prowadzonymi w obecności glukozy, była naj-

prawdopodobniej spowodowana konkurencją o miejsce aktywne enzymu. W wyniku 

zastosowania układów kometabolicznych zaobserwowano stały wzrost hodowli bakte-

ryjnych w badanych układach. 

 

Rys. 1. Biotransformacja naproksenu przez Pseudomonas stutzeri (A – hodowla monosubstratowa,  

B – hodowla kometaboliczna z fenolem, C – hodowla kometaboliczna z glukozą) 
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W badaniach podjęto także próbę identyfikacji enzymów zaangażowanych 

w biotransformację badanego leku. W tym celu przeprowadzono izolację i oznaczono 

aktywność ośmiu najczęściej indukowanych enzymów podczas biotransformacji 

struktury aromatycznej, w hodowlach z fenolem oraz glukozą. Nie przeprowadzono 

izolacji enzymów z hodowli monosubstratowej ze względu na niską biomasę bakterii. 

W tabeli 1 przedstawiono aktywność właściwą czterech spośród 8 badanych biokata-

lizatorów.  

Tabela 1. Aktywność właściwa wybranych enzymów degradacyjnych indukowanych podczas biotrans-

formacji naproksenu w hodowlach kometabolicznych z fenolem lub glukozą 

Badany enzym 
Aktywność właściwa enzymu [U/mg] 

fenol+naproksen. glukoza+naproksen 

monooksygenaza fenolowa 22,02±2,4 25,32±4,9 

1,2-dioksygenaza 

hydroksyhydrochinonowa 
470,72±9,4 45,95±15,5 

2,3-dioksygenaza katecholową 426,75±58,6 0,0±0,0 

1,2-dioksygenaza gentyzynowa 20,91±8,4 189,39±0,0 

 

W hodowlach nie stwierdzono aktywności pozostałych czterech enzymów: dioksy-

genazy naftalenowej, zaangażowanej w dihydroksylację związków aromatycznych, 

1,2-dioksygenazy katecholowej, enzymu zaangażowanego w rozszczepienie intardio-

lowe hydroksylowanych związków aromatycznych, takich jak katechol, do kwasu 

cis,cis-mukonowego, 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego, rozszczepiającej 

strukturę kwasów aromatycznych pomiędzy 3 i 4 węglem pierścienia oraz  

4,5-dioksygenazy protokatechowej, enzymu katalizującego rozszczepienie kwasu 

protokatechowego oraz jego pochodnych w pozycji 4,5 [2, 8, 16, 26]. Zazwyczaj 

w biotransformacji ksenobiotyków pierwszym etapem jest hydroksylacja pierścienia 

aromatycznego, który następnie ulega rozszczepieniu z udziałem odpowiednich diok-

sygenaz rozszczepiających [20]. Oznaczona aktywność enzymów sugeruje, że za hy-

droksylację pierścienia aromatycznego naproksenu w hodowli Pseudomonas stutzeri 

odpowiada monooksygenaza fenolowa, której aktywność wykazano zarówno w ho-

dowli kometabolicznej z fenolem jak i z glukozą. W następnym etapie badany lek 

ulega rozszczepieniu, o czym świadczy wysoka aktywność enzymów rozszczepiają-

cych: intradiolowej 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej oraz ekstradiolowej 

1,2-dioksygenazy gentyzynowej. W hodowli z fenolem i naproksenem obserwowano 

dodatkowo aktywność ekstradiolowej 2,3-dioksygenazy katecholowej, której aktyw-

ności nie stwierdzono w hodowli z glukozą i naproksenem, co sugeruje rozkład fenolu 

drogą ekstradiolową do aldehydu 4-hydroksymukonowego. 

W trakcie prowadzenia hodowli analizowano również uzyskiwane chromatogramy. 

W hodowli z glukozą zaobserwowano pojawienie się dodatkowych pików świadczą-

cych o pojawieniu się intermediatów rozkładu naproksenu (tab.2). 
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Tabela 2. Zmiany powierzchni pików produktów pośrednich rozkładu naproksenu pojawiających 

się w czasie prowadzenia hodowli kometabolicznych z glukozą (detekcja przy λ=260 nm) 

Czas, dzień 
Powierzchnia piku dla metabolitu 1 

o czasie retencji RT = 3,28 min 

Powierzchnia piku dla metabolitu 2 

o czasie retencji RT = 2,05 min  

7 23310 7110 

14 - 4220 

21 - 5180 

28 - 3390 

35 - 1580 

 

Pierwszy identyfikowany produkt o czasie retencji RT = 3,28 min wykazano  

w pierwszym tygodniu badań. Obecności tego związku nie obserwowano w 14 dniu 

hodowli, co świadczy o biotransformacji tego intermediatu. Drugi metabolit o czasie 

retencji RT = 2,05 min pojawił się w pierwszym tygodniu, a w kolejnych następowało 

zmniejszenie jego stężenia w hodowli. Analiza uzyskanych widm i czasów retencji 

obserwowanych metabolitów wskazuje na ich podobną do naproksenu strukturę  

i właściwości fizykochemiczne (rys.2.), stąd sugeruje się, że szczep P. stutzeri prze-

prowadza biotransformację naproksenu do intermediatów o nieznacznie zmienionej 

budowie.  

W hodowli z fenolem obserwowano zmniejszanie powierzchni piku naproksenu, 

co wskazuje na jego biotransformację. Podczas zastosowanych warunków rozdziału 

nie obserwowano dodatkowych pików, co prawdopodobnie może być związane z inną 

strukturą i właściwościami fizykochemicznymi powstających intermediatów. 

Z dostępnej literatury wiadomo, że naproksen może być biotransformowany przez 

grzyby białej zgnilizny: Trametes versicolor i Phanerohaete chrysosporium. Grzyby 

białej zgnilizny syntetyzują enzymy ligninolityczne (lakazy, peroksydazy) oraz we-

wnątrzkomórkowy cytochrom P-450, które prawdopodobnie odgrywają rolę w bio-

transformacji naproksenu [17,23]. Podczas prowadzenia hodowli Trametes versicolor  

z naproksenem Marco-Urrea i in. [17] obserwowali pojawienie się dwóch metabolitów 

leku: 6-O-desmetylonaproksenu oraz 1-(6-metoksynaftalen-2-ilo) etanonu. Pierwszy meta-

bolit powstawał w wyniku hydroksylacji z udziałem cytochromu P-450, natomiast drugi 

pojawiał się w układach z komercyjną lakazą. W trakcie dalszego prowadzenia hodowli 

oba metabolity zanikały. Na tej podstawie autorzy zasugerowali całkowity rozkład naprok-

senu pomimo, iż nie wykazano rozszczepienia pierścienia aromatycznego [17].  
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Rys. 2. Widmo naproksenu (A) oraz widma metabolitu 1 (B) i metabolitu 2 (C) uzyskane  

w trakcie analizy chromatograficznej z zastosowaniem detektora DAD 
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Rodarte-Morales i in. [23] w trakcie kometabolicznej hodowli Phanerohaete chryso-

sporium, w obecności glukozy jako substratu wzrostowego, obserwowali pojawienie 

się dwóch niezidentyfikowanych metabolitów naproksenu. Kluczowym enzymem 

biorącym udział w biotransformacji leku według autorów była peroksydaza manga-

nowa [23]. Naproksen transformują również grzyby z rodzaju Cunninghamella  

(Cunninghamella blakeslesna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegant). 

Zhong i in. [30] wykazali, że w proces przekształcania naproksenu przez te grzyby 

zaangażowany jest układ enzymatyczny analogiczny do ssaczego systemu detoksyka-

cji, o czym świadczy obecność 6-O-desmetylonaproksenu oraz siarczanu  

6-O-desmetylonaproksenu, produktów reakcji z udziałem odpowiednio cytochromu  

P-450 oraz transferazy siarczaniowej [30]. 6-O-desmetylonaproksen identyfikowano 

również w  osadzie czynnym, prowadzonym w układzie kometabolicznym z naprok-

senem i mlekiem w proszku oraz  monosubstratowej w hodowli z naproksenem  

szczepu Aspergillus niger [9,22]. W hodowli Aspergillus niger oznaczono również   

dwa wcześniej nieznane metabolity naproksenu: 7-hydroksynaproksen oraz  

7-hydroksy-6-O-desmetylonaproksen [9]. Na podstawie analizy dostępnej literatury można 

stwierdzić, że procesy przekształcania naproksenu prowadzą do jego pochodnych o struk-

turze aromatycznej i są prowadzone jedynie przez grzyby. Nie opisano dotychczas szcze-

pów bakterii zaangażowanych w procesy biotransformacji/biodegradacji naproksenu jak 

również pełnego rozkładu tego związku w układach biologicznych. Przedstawiona praca 

jest pierwszym doniesieniem dotyczącym udziału czystego szczepu  Pseudomonas stutzeri 

w procesach przekształcania naproksenu. Obecność enzymów rozszczepiających strukturę 

aromatyczną może sugerować pełny rozkład tego leku, jednak aby stwierdzić to jedno-

znacznie niezbędna jest identyfikacja powstających produktów pośrednich.  

 

Projekt został sfinansowany ze środków Narodowego Centrum Nauki przyznanych na 

podstawie decyzji numer DEC-2013/09/B/NZ9/00244. 
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BIOTRANFORMATION OF NAPROXEN BY PSEUDOMONAS STUTZERI STRAIN 

Pseudomonas stutzeri strain transformed 6 mg/l naproxen during 35 days. It was observated  

32% transformation of drug in culture where naproxen was carbon and energy source. Whereas naproxen 

was eliminated of 37% and 59% in phenol and glucose cometabolic cutures, respectively. Moreover it 

was indicated enzymes take part in biotransformation of the drug: phenol monooxygenase, hydroxyquinol  

1,2-dioxygenase and gentisate 1,2-dioxygenase. It was proposed that biotransformation of naproxen by 

Pseudomonas stutzeri proceeded by hydroxylation and aromatic ring cleavage.  


