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Abstrakt. Jednym z najważniejszych enzymów antyoksydacyj-
nych jest katalaza, która powoduje rozkład cząsteczek nadtlen-
ku wodoru. Celem pracy było oznaczenie aktywności katalazy  
w różnych organach maliny powtarzającej Rubus idaeus L. od-
miany Polana i w glebie pod jej uprawą z wykorzystaniem meto-
dy wolumetrycznej. Stwierdzono znaczne różnice w aktywności 
katalazy w badanych organach maliny. Najwyższą aktywnością 
katalazy charakteryzują się liście, natomiast najniższą owoce 
dojrzałe. Gleba, na której uprawiano maliny, wykazała podobną 
aktywność enzymu katalazy w strefie ryzosferowej, jak i pozary-
zosferowej.

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

WSTĘP

	 Nadtlenek wodoru jest jedną z reaktywnych form tlenu 
powstającą w środowisku jako produkt metabolizmu tleno-
wego (łańcuch transportu elektronów w mitochondriach, 
chloroplastach, peroksysomach). Tworzy się on najczę-
ściej w wyniku dwuelektronowej aktywacji tlenu z udzia-
łem enzymów metaloflawinowych (Johnston, 2011). 
 	 Nadtlenek wodoru jest cząsteczką polarną i może ła-
two migrować przez błony plazmatyczne (Gough, Cotter, 
2011). W wyniku reakcji Fentona łatwo ulega on prze-
kształceniu w rodnik hydroksylowy, który, jako silny utle-
niacz, jest bardzo aktywny. Reaguje on z różnymi związ-
kami zawartymi w komórce, takimi jak enzymy czy kwasy 
nukleinowe. Uszkadza wiele składników komórkowych, 
powodując mutacje i metaboliczne dysfunkcje, prowadzą-
ce ostatecznie do śmierci komórki. Szybkie i skuteczne 
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usuwanie H2O2 ma więc istotne znaczenie w odniesieniu 
do wszystkich żywych organizmów tlenowych. Odpo-
wiedź roślin na stres wiąże się z generowaniem H2O2 (Kar, 
2011).
	 Nadtlenek wodoru w niskich stężeniach może też peł-
nić funkcję cząsteczki sygnałowej (Petrov, Van Breuse-
gem, 2012). Ta funkcja sygnalizacyjna nadtlenku wodoru 
została nabyta w toku ewolucji (Zamocky i in., 2008), gdyż 
u organizmów jednokomórkowych H2O2 stymuluje pro-
dukcję przeciwutleniaczy, natomiast u organizmów wielo-
komórkowych (roślin i zwierząt), pełni funkcję wtórnego 
przekaźnika informacji, który m.in. indukuje fosforylację 
tyrozyny w białkach. 
	 Jednym z najważniejszych enzymów uczestniczących 
w obronie organizmów przed negatywnymi skutkami stre-
su oksydacyjnego jest katalaza (CAT EC 1.11.1.6). Enzym 
ten wykazuje podwójną aktywność: katalazową i peroksy-
dazową (Ścibior, Czeczot, 2006). Przy dużym stężeniu nad-
tlenku wodoru dominuje aktywność katalazowa, w wyniku 
której nadtlenek wodoru rozkładany jest do wody i tlenu  

2 H2O2 → 2 H2O + O2 (Zámocký i in., 2012). 
Natomiast przy małym stężeniu H2O2 dominuje aktywność 
peroksydazowa katalazy, w wyniku której następuje utle-
nianie etanolu, metanolu, mrówczanu, azotanów (III), chi-
nonów i innych. W reakcji tej nadtlenek wodoru jest sub-
stratem, który jest redukowany do wody przez wymienione 
powyżej związki będące donorami wodoru (XH2), zgodnie 
z reakcją:

H2O2 + XH2 →2 H2O + X.
	 Rozkład nadtlenku wodoru z udziałem katalazy nastę-
puje bardzo szybko: w ciągu jednej minuty enzym rozkła-
da około 6 mln cząsteczek H2O2. Stała szybkości tej reakcji 
wynosi 1,7·107·s-1 (Ścibior, Czeczot, 2006). W zależności 
od katalizowanych reakcji można wyróżnić katalazy mo-
nofunkcyjne – przeprowadzające jedynie reakcję dyspro-
porcjonowania nadtlenku wodoru, oraz katalazy dwufunk-
cyjne – wykazujące aktywność katalazową i peroksydazo-
wą (Chelikani i in., 2004). Podział ten nie jest bezwzględ-
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ny, gdyż pierwszy typ może także przyspieszyć pewne re-
akcje utleniania związków organicznych zależne od H2O2 
(Mhamdi i in., 2010). U organizmów eukariotycznych 
enzym ten jest homotetramerem o masie cząsteczkowej od 
240 do 350 kDa. Każdy monomer zawiera jako grupę pro-
stetyczną hem. Katalazy dwufunkcyjne, o aktywności ka-
talazowej i peroksydazowej, w swoim składzie poza grupą 
hemową posiadają inne białka strukturalne, które wystę-
pują m.in. u niektórych grzybów i prokariontów. Enzym 
składa się z czterech identycznych podjednostek o masie 
cząsteczkowej około 60 kDa. Każda z podjednostek ma 
centrum aktywne, zawierające układ hemowy z położonym 
centralnie atomem żelaza, związany w miejscu aktywnym 
pięcioma wiązaniami koordynacyjnymi (Gałecka i in., 
2008). Poznano ponad 300 sekwencji genomu, zarów-
no enzymów jednofunkcyjnych o aktywności katalazy  
(> 225), jak i dwufunkcyjnych o aktywności katalazowej  
i peroksydazowej (> 50), a także katalazy zawierające 
mangan (> 25) (Chelikani i in., 2004).
	 Obecność katalazy stwierdzono w różnych organellach 
komórkowych. Występuje między innymi w peroksyso-
mach, mitochondriach, retikulum endoplazmatycznym, 
cytosolu. Ma strukturę specyficzną dla różnych typów 
komórek. W komórkach roślinnych wyizolowano trzy 
formy izoenzymatyczne katalazy: CAT-1 – występująca 
w miejscach obfitego powstawania H2O2: peroksysomach, 
glioksysomach i cytozolu, CAT-2 – usuwająca nadtlenek 
wodoru powstający podczas fotorespiracji, oraz CAT-3 – 
znajdująca się w mitochondriach i cytozolu (Czarna, Jar-
muszkiewicz, 2006).
	 Eukariotyczne katalazy są aktywne w szerokim zakre-
sie pH (5,0–10,5). Optimum pH dla katalazy wnosi 7,0.
	 Aktywność katalazy jest hamowana przez wiele związ-
ków chemicznych. Niekompetycyjnym inhibitorem ak-
tywności katalazy jest siarczan miedzi, natomiast kompe-
tycyjnym cyjanek. Hamowanie aktywności katalazy przez 
cyjanki zostało wykorzystane do badań, które pozwoliły 
wykazać obecność w strukturze enzymu żelaza. Bardzo 
swoistym inhibitorem katalazy okazał się również 3-ami-
no-1,2,4-te triazol (Ścibior, Czeczot, 2006).
	 Zmiany aktywności katalazy, jak i innych enzymów 
antyoksydacyjnych, mogą być spowodowane różnymi 
stresorami środowiskowymi, takimi jak: wysoka tempera-
tura, zasolenie, promieniowanie UV, metale ciężkie, kse-
nobiotyki czy patogeny. Skutkuje to zwiększoną produkcją  
w komórkach roślinnych reaktywnych form tlenu (Telesiń-
ski i in., 2009). Można zatem ocenić aktywność komórko-
wego systemu antyoksydacyjnego poprzez pomiar aktyw-
ności katalazy.
	 Celem pracy jest porównanie aktywności katalazy  
w różnych organach maliny powtarzającej Rubus idaeus L. 
odmiany Polana i w glebie pod jej uprawą oznaczonej me-
todą wolumetryczną. Charakterystyczną dla katalazy reak-
cję rozkładu nadtlenku wodoru można śledzić za pomocą 
prostego narzędzia, jakim jest rurka Eykmana. 

Materiał i metody

	 Oznaczanie aktywności katalazy metodą wolumetrycz-
ną przeprowadza się w rurce Eykmana. Do rurki Eykmana 
wprowadza się dostosowaną do charakteru oznaczenia ilość 
materiału badanego, tak aby znalazł się on w zamkniętym, 
dłuższym ramieniu rurki. Następnie dodaje się roztwór 3% 
nadtlenku wodoru o temperaturze 25oC. Rurkę umieszcza 
się w statywie i mierzy ilość wydzielonego tlenu w wybra-
nych odstępach czasu. W założonym doświadczeniu ilość 
wydzielonego tlenu mierzono w przypadku gleby w 1., 3. 
i 5. minucie, natomiast w przypadku poszczególnych or-
ganów rośliny w 1., 3. i 10. minucie, w trzech powtórze-
niach. Aktywność katalazy wyraża się w wysokości słupa 
tlenu powstałego podczas rozkładu 3% roztworu nadtlenku 
wodoru przez katalazę zawartą w badanym materiale,  
w przeliczeniu na 1 minutę i 1 g materiału.
	 Otrzymane wyniki zostały opracowane statystycznie. 
Przy założeniu średnich niezależnych przeprowadzono 
analizę wariancji. Wartości najmniejszej istotnej różnicy 
(NIR) wyliczono za pomocą testu Tukeya na poziomie 
istotności α = 0,05.

Oznaczanie aktywności katalazy w różnych organach 
maliny powtarzającej Rubus idaeus L. odmiany Polana
Do badań wykorzystano próbki organów roślin zebrane  
z plantacji maliny powtarzającej Rubus idaeus L. odmiany 
Polana w gospodarstwie indywidualnym w miejscowości 
Zubowice (województwo lubelskie, gmina Komarów-
-Osada). Materiał, który posłużył do wykonania próbek, 
był wolny od chorób i charakteryzował się normalnym 
wzrostem i rozwojem. Pobór prób miał charakter losowy,  
z całej plantacji i został wykonany na początku owocowa-
nia maliny (sierpień), ze względu na dostępność wszyst-
kich oznaczanych organów. Pobrane próbki ważono,  
a następnie mrożono. Kolejnym etapem było przygoto-
wanie ekstraktów. W tym celu odważano 0,5 g materiału 
badawczego, do którego dodawano 5 cm3 zimnej wody 
destylowanej (4°C) i homogenizowano 3 minuty (15000 
obrotów). Tak przygotowane próbki schładzano w lodów-
ce do temperatury 4°C i oznaczano w nich aktywność ka-
talazy metodą wolumetryczną.

Oznaczanie aktywności katalazy w glebie pod uprawą 
maliny powtarzającej Rubus idaeus L. odmiany Polana
Malina była uprawiana na glebie brunatnej, zaliczonej do 
kompleksu pszennego dobrego. Materiał przeznaczony do 
badań pobrano z 10 losowo wybranych miejsc pola, o tych 
samych warunkach uprawy i nawożenia, w okresie owoco-
wania roślin (sierpień), z poziomu ryzosfery korzeni mali-
ny oraz ze strefy pozaryzosferowej. Sporządzono średnią 
próbkę dla obu poziomów. Pobór i przygotowanie prób 
gleby wykonano zgodnie z metodyką Turskiego (2001). 
Przygotowanie próbki do badań obejmowało: suszenie 
na powietrzu, rozcieranie w porcelanowym moździerzu  
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Tabela 1. Aktywność katalazy [cm O2·min-1·g-1św.m.] w różnych 
organach maliny powtarzającej Rubus idaeus L. odmiany Po-
lana

Table 1. Activity of catalase in various organs of raspbery Rubus 
idaeus L. var. Polana [cm O2·min-1·g-1 fw].

Organy roślinne
Plant organs

Aktywność 
katalazy 

Activity of 
catalase

NIR0,05
LSD0.05

Liść; leaf 4,40

0,221

Kwiat; flower 0,68
Pąk kwiatowy; flower bud 0,74
Owoc niedojrzały; unripe fruit 0,10
Owoc dojrzały; ripe fruit –
Korzeń; root 1,02
Pęd podziemny; underground shoot 0,26
Łodyga; stalk 0,22

„–” poniżej czułości metody; under method sensitivity

i przesianie przez sito o średnicy oczek 1 mm. Pomiar ak-
tywności katalazy metodą wolumetryczną przeprowadzo-
no w próbkach gleby świeżo pobranej i glebie poddanej 
prażeniu w temp. 180oC przez 1 godzinę.

Wyniki i dyskusja

	 Stwierdzono zróżnicowaną aktywność katalazy w róż-
nych organach maliny powtarzającej Rubus idaeus L. od-
miany Polana (tab. 1). Liście charakteryzowały się istot-
nie najwyższą aktywnością katalazy (4,40 cm O2·min-1·g-1 

św.m.), natomiast najniższą aktywność wykazywały owo-
ce dojrzałe (poniżej czułości metody). Aktywność katalazy 
oznaczana dla kwiatu i pąków kwiatowych oraz dla owocu 
niedojrzałego, pędu podziemnego i łodygi nie różniła się 
istotnie. Istotnie różną od powyższych aktywność wyka-
zuje korzeń – 1,02 cm O2·min-1·g-1 św.m. Można zatem 
stwierdzić, iż najwyższą aktywność katalazy wykazują li-
ście, następnie korzeń, kwiat i pąki kwiatowe. Najniższą 
aktywność katalazy wykazują: pęd podziemny, łodyga  
i owoce.
	 Termin pobierania prób miał znaczenie. Nasłonecznie-
nie wpływa na intensywność powstawania reaktywnych 
form tlenu w chloroplastach (Fiedurek, Szczodrak, 1997), 
co zmienia aktywność katalazy w liściach. Najwyższa 
aktywność katalazy w liściach maliny potwierdza tę ob-
serwację (tab. 1). Najniższa aktywność katalazy w owo-
cach dojrzałych nie świadczy o braku w nich związków 
oksydacyjnych. Zawierają one znaczne ilości związków  
o charakterze antyoksydacyjnym. Charakteryzują się wy-
soką zawartością witaminy C (Grajkowski, Ochmian, 
2007), antocyjanów, związków fenolowych (Wang, Lin, 
2000) i elagotanin (Beekwilder i in., 2005). 
	 Stwierdzono zróżnicowaną aktywność katalazy pomię-
dzy próbkami z glebą powietrznie suchą i glebą prażoną, 

Tabela 2. Aktywności katalazy [cm O2·min-1·g-1 s.m. gleby]  
w glebie pod uprawą maliny powtarzającej Rubus idaeus L. 
odmiany Polana

Table 2. The activity of catalase in soil from the plantation of 
raspberry Rubus idaeus L. var Polana [cm O2·min-1·g-1 soil 
DM].

Gleba 
Soil

Aktywność 
katalazy 

Activity of 
catalase

NIR0,05 
LSD0,05

Gleba  
powietrznie 
sucha  

air dry soil

ryzosfera
rizosphere 2,34

2,29

1,37

poza ryzosferą
non-rizosphere 2,22

Gleba prażona
Roasted soil 

ryzosfera
rizosphere 0,58

3,24
poza ryzosferą
non-rizosphere 0,56

natomiast w obrębie tych grup nie odnotowano istotnych 
różnic. Próbki gleby powietrznie suchej spod uprawy mali-
ny charakteryzują się istotnie wyższą aktywnością enzymu 
niż gleby poddanej prażeniu (tab. 2). Prażenie gleb powo-
duje obumarcie mikroorganizmów glebowych i denatura-
cję białek enzymatycznych.
	 Mikroorganizmy stanowią główne źródło enzymów 
glebowych. Aktywność enzymów glebowych wskazuje na 
ogólną aktywność biologiczną gleby i jej żyzność bardziej 
niż inne wskaźniki biologiczne, takie jak intensywność od-
dychania czy też liczebność mikroorganizmów (Jezierska-
-Tys, Frąc, 2008).
	 Oddziaływanie pomiędzy roślinami a mikroorgani-
zmami najintensywniej zachodzi w strefie ryzosferowej. 
Stwierdzono, że w ryzosferze bytuje znacznie więcej drob-
noustrojów niż w glebie spoza zasięgu korzeni. Przyczyną 
takiego stanu są przede wszystkim wydzieliny korzeniowe 
(cukry, kwasy organiczne, aminokwasy, regulatory wzro-
stu, jak również enzymy czy witaminy), które tworzą wo-
kół korzeni specyficzne środowisko (Jezierska-Tys, Frąc, 
2006). W przeprowadzonym doświadczeniu powietrznie 
suche próbki gleby ze strefy ryzosferowej, jak i pozaryzos-
ferowej wykazały podobną aktywność enzymu katalazy. 
Wielu autorów zwraca uwagę na fakt, że różne warunki 
środowiska wpływają na aktywność katalazy zarówno  
w glebie, jak i roślinie. Termin poboru próbek mógł mieć 
duże znaczenie, ponieważ w tym okresie odnotowano 
mało opadów, jak i długo utrzymujące się wysokie tem-
peratury. Aktywność katalazy zmienia się w zależności od 
warunków natlenienia gleby. Zależność tę potwierdzono 
w doświadczeniu modelowym z udziałem pszenżyta. Ak-
tywność katalazy była obniżona w glebie niedotlenionej  
o około 16% w stosunku do obiektu kontrolnego. Parame-
try stanu natlenienia gleby (porowatość powietrzna – Eg, 
wydatek dyfuzji tlenu – ODR, potencjał redoks – Eh; za-
wartość żelaza zredukowanego (Fe+2)), modyfikowane 
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przez wilgotność i zagęszczenie gleby, wykazywały istotne 
powiązanie z aktywnością katalazy (Brzezińska i in., 2005).
	 Aktywność katalazy jest uzależniona również od in-
nych czynników. Wprowadzenie do gleby związków 
kadmu powoduje istotne zmiany aktywności katalazy, 
zarówno w glebie, jak i w roślinie. Aktywność katalazy  
w glebie zmniejsza się wraz z wzrastającą dawką soli kad-
mu (Szymczak i in., 2011). Dodatek do gleby NaF powo-
duje istotne zmiany aktywności katalazy w roślinach faso-
li. Można zaobserwować zmiany aktywności tego enzymu 
pod wpływem dawek NaF. Stwierdzono istotną dodatnią 
zależność pomiędzy zawartością fluoru w tkankach ro-
ślinnych a aktywnością katalazy (Telesiński i in., 2009). 
Zasolenie gleby spowodowane wprowadzeniem chlorku 
sodu spowodowało zależną od wzrastającego stężenia soli 
inhibicję aktywności katalazy (Telesiński, 2012). Rośliny 
wykazują znaczną tolerancję na obecność w środowisku 
toksycznych substancji, jest to między innymi związane  
z aktywnością enzymów antyoksydacyjnych. Szymczak  
i in. (2011) twierdzą, że dobrym markerem stresów fizjolo-
gicznych w roślinie jest aktywność katalazy i peroksydazy.
	 Zastosowana metoda może być przydatna do celów 
dydaktycznych w zakresie nauk przyrodniczych dzięki 
prostemu sposobowi pomiaru ilości wydzielanego tlenu 
– produktu reakcji katalizowanej przez katalazę, a także 
łatwości modyfikacji warunków eksperymentu.

Wnioski

	 1. 	 Aktywność katalazy w różnych organach maliny 
powtarzającej jest istotnie różna, najwyższa w liściach  
(4,4 cm O2·min-1·g-1św.m.), a najniższa w dojrzałych owo-
cach (poniżej czułości metody).
	 2. 	 Gleba, na której uprawiano maliny, wykazała podob-
ną aktywność katalazy w strefie ryzosferowej i pozaryzosfe-
rowej. Istotnie wyższą aktywność katalazy wykazały próbki 
gleby powietrznie suchej niż gleby poddanej prażeniu.
	 3. 	 Dzięki łatwości i szybkości oznaczania aktywności 
katalazy w materiale biologicznym metoda wolumetryczna 
może być wykorzystywana w doświadczeniach poglądo-
wych z dziedziny nauk przyrodniczych. 
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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, H2O2, reactive oxygen 
species, raspberry
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