Adres do korespondencji

Danuta Wojcieszyriska,
Katedra Biochemii,
Uniwersytet Slaski,

ul. Jagiellonska 28,
30-032 Katowice;
e-mail:
dmanka@us.edu.pl

PRACE EKSPERYMENTALNE

biotechnologia

2 (77) 181-191 2007

Specyficznos$¢ substratowa oraz
wrailiwo$¢ monooksygenazy fenolowej
ze szciepu Stenotrophomonas
maltophilia KB2 a jej potencjalne
zastosowanie w bioremediacji
Srodowiska

Danuta Wojcieszynska, Izabela Gren, Sylwia Labuzek,
Monika Respondek

Katedra Biochemii, Uniwersytet Slaski, Katowice

Substrate specificity and sensitiveness of phenol monooxygenase
from Stenotrophomonas maltophilia strain KB2 versus their poten-
tial application to bioremediation of the environment

Summary

Phenol monooxygenase, isolated from Stenotrophomonas maltophilia strain
KB2, was sensitive to sodium azide, metals salts except for iron (II) sulfate at
concentration of 1 mM, chelate compounds, sulfhydryl agents, lauroylsarcosine
Na-salt, SDS and hydrogen peroxide. Slight increase of the enzyme activity was
observed in the presence of hexane and ether. The presence of ascorbic acid
caused an increase of the enzyme activity. Phenol monooxygenase activity
changed significantly depending on the tested aromatic substrate in the reac-
tion mixture and the type of the applied inductor.
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1. Wprowadzenie
Zwiazki fenolowe naleza do niebezpiecznych, szeroko roz-

powszechnionych zanieczyszczen srodowiska. Powstajg giéwnie
jako produkty uboczne przemystu oraz w wyniku dziatalnosci
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Rys. Szlak degradacji fenolu droga orto i meta (3).

rolniczej. Liczne gatunki bakterii oraz grzybéw mikroskopowych wykazuja zdolno$¢
do metabolizowania zwigzkéw o strukturze aromatycznej, wykorzystujac je jako
zrodlo energii i wegla (1,2). Monooksygenaza fenolowa [EC 1.14.13.7] bierze udziat
w podstawowym etapie rozkfadu fenoli (rys.). Odpowiada za hydroksylacje pierscie-
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nia w taki sposob, ze dwie grupy hydroksylowe zostajg usytuowane w pozycji para
lub orto wzgledem siebie. Enzymy tej grupy sa zwykle enzymami indukcyjnymi, za-
wierajagcymi w swym centrum aktywnym jony zelaza na réznych stopniach utlenie-
nia. S3 pochodnymi cytochromu P-450 i wykorzystujg NAD(P)H do aktywacji i rozbi-
cia czasteczki tlenu (4). Cechg charakterystyczng monooksygenaz fenolowych jest
ich duza regio- i stereospecyficzno$¢ (5). Ponadto wykazano, ze enzymy te maja,
w zaleznosci od swych specyficznych wtasciwosci, r6zng wrazliwos¢ na inne zwiazki
chemiczne. Dlatego obecnos¢ niektérych inhibitoréw w srodowisku moze ujemnie
wplywaé na procesy degradacyjne.

Celem pracy bylo okreslenie specyficznosci substratowej monooksygenazy
w stosunku do réznopodstawionych zwigzkoéw fenolowych oraz zbadanie, jak pozy-
cja i rodzaj podstawnikéow wplywaja na aktywnos$¢ tego enzymu. Réwnoczes$nie
podjeto probe oceny wplywu innych zwigzkéw chemicznych, uchodzacych za po-
tencjalne inhibitory lub aktywatory monooksygenaz, a towarzyszacych, jako zanie-
czyszczenia, zwigzkom fenolowym w §rodowisku, na aktywno$¢ badanego enzymu.

2. Materialy i metody

W badaniach uzyto szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 [GenBank
DQ230920] (poprzednio Acinetobacter sp.) z kolekcji szczepoéw Katedry Biochemii
US. Hodowle szczepu prowadzono w pozywce mineralnej o skiadzie: Na,HPO,4 X
12 H,0 3,78 g; KH,P0O,4 0,50 g; NH4Cl 5,00 g; MgSO,4 X 7 H,0 0,20 g; ekstrakt droz-
dzowy 0,10 g; fenol 12 mM; woda destylowana 1000 ml, wzbogaconej roztworem
mikroelementéw o skltadzie: FeSO4 X 7 H,0 3,82 g; CoSO4 X 7 H,0 295 mg;
MnSO4 X H,0 82 mg; ZnSO4 X 7 H,O 141 mg; H3BO3 6 mg; NaMoO4 X 2 H,0
40 mg; NiSO4 X 7 H,0 82 mg; CuSO4 X 5 Hy0 2,9 mg, Aly(SO4)3 X 18 H,0
148 mg; Na,W0O, X 2 H,0 6 mg; 32% HCl 10 ml; woda destylowana 1000 ml, doda-
wanym w ilo$ci 1 ml/1000 ml hodowli. Namnazanie szczepu prowadzono w warun-
kach napowietrzania przez wytrzgsanie (130 rpm), w temperaturze 30°C. Oznacza-
nie gestosSci optycznej hodowli bakterii prowadzono przy dtugosci fali A = 600 nm.
Stezenie fenolu oznaczano metoda kolorymetryczng z dwuazowana p-nitroaniling (6).

Do izolacji biatek enzymatycznych metoda Hegemana (7) wykorzystywano jed-
nodniowg hodowle szczepu S. maltophilia prowadzong w pozywce mineralnej,
wzbogaconej roztworem mikroelementéw, z dodatkiem 5 mM odpowiednich izo-
meréw chloro-, nitro-, metylo- lub aminofenoli albo fenolu, jako induktoréw. Otrzy-
many w wyniku wirowania supernatant zawieral surowg frakcje biatek enzymatycz-
nych, w ktérej oznaczano aktywnos¢ enzymu metodg Lechnera (8). Wykorzystuje
ona wlasciwos$¢ absorbowania $wiatla o dtugosci fali A = 340 nm przez NADH.
W trakcie reakcji z udziatem monooksygenazy, NADH zostaje utleniony do NAD,
w wyniku czego zmienia sie absorbancja przy A = 340 nm. Szybko$¢ zmiany absor-
bangji jest proporcjonalna do aktywnos$ci monooksygenazy. W celu oznaczenia ak-
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tywnos$ci enzymu sporzadzano mieszanine reakcyjna, o sktadzie: 40 mM bufor fos-
foranowy, pH 7,0 620 ul; 44 uM FAD 450 pl; 4 mM NADH 120 pl; 10 mM pochodna
fenolowa 10 ul; woda destylowana 300 pl; surowa frakcja biatek enzymatycznych
300 pl. Jako substraty dla monooksygenazy stosowano fenol oraz wszystkie izome-
ry: monochloro- (CP), monoamino- (AP), monometylo- (MP) i mononitrofenoli (NP).
Podczas badan nad wptywem potencjalnych inhibitoréw i aktywatoréw na aktyw-
nos¢ enzymu, do mieszaniny reakcyjnej wprowadzano rézne stezenia tych zwigz-
kow. Jako kontrole stosowano probe pozbawiona inhibitoréow lub aktywatoréw.
Oznaczenie stezenia biatka w surowej frakcji biatek enzymatycznych prowadzono
metodg Bradforda (9).

3. Wyniki badaf i dyskusja

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze szczep S. maltophilia KB2 odznaczat
sie zdolnoscia do rozktadu fenolu wystepujacego w wysokich stezeniach, wszyst-
kich metylofenoli oraz niektérych pochodnych chloro- i nitrofenoli (10). Stad zasad-
ne bytoby wykorzystanie tego szczepu do enzymatycznej degradacji zanieczyszczen
fenolowych. Wiadomo jednak, ze $cieki nie sa jednorodne, gdyz niosg w swoim
sktadzie wiele innych substancji toksycznych, m.in. takich, ktore sa inhibitorami
monooksygenazy, odpowiadajacej za gtowny etap rozkiadu fenoli. W badaniach
sprawdzono wptyw wybranych substancji na aktywno$¢ monooksygenazy, wyizolo-
wanej z komoérek badanego szczepu.

Jednym z inhibitoréw enzymoéw flawinowych, do ktoérych zalicza sie monooksy-
genazy fenolowe, jest metimazol (11). Hamuje on aktywno$¢ hydroksylaz poprzez
interakcje z utlenionymi produktami o-dihydroksyfenoli, a obecnos¢ grupy tiolowej
powoduje, ze moze on dziata¢ jako czynnik redukujgcy (12). Po wprowadzeniu do
mieszaniny reakcyjnej metimazolu w niskich stezeniach (0,5 i 1 mM) zaobserwowa-
no jedynie 10% inhibicje aktywnos$ci monooksygenazy, natomiast metimazol w ste-
zeniu 10 mM powodowal prawie 60% hamowanie reakgcji (tab. 1). Monooksygenaza
prawdopodobnie nie nalezy do typowych monooksygenaz flawinowych, gdyz ha-
mujace ja stezenie metimazolu bylo 20-krotnie wyzsze niz typowo stosowane do
hamowania reakcji z udziatem monooksygenaz i wykazuje niska wrazliwo$¢ na ba-
dany zwiazek.

Niektore monooksygenazy fenolowe naleza do grupy cytochromu P-450. Aktyw-
nosc¢ tych enzymow ulega hamowaniu pod wpltywem znanych inhibitoréw cytochro-
mu P-450, takich jak: azydek sodu, naftoflawon, mikonazol, metyrapon i CO (11,13).
Zaobserwowano, ze po wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej azydku sodu w ni-
skich stezeniach (1 i 2 mM) nastepowat tylko nieznaczny spadek aktywnos$ci enzy-
mu. Natomiast po zastosowaniu azydku sodu w stezeniu 5 mM wykazano prawie
50% spadek aktywnosci monooksygenazy fenolowej (tab. 1). Hamowanie reakcji hy-
droksylacji po podaniu azydku sodu moze wskazywac, ze badana monooksygenaza
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fenolowa nalezy do enzyméw grupy cytochromu P-450, w zwigzku z czym, w obec-
nosci wyzszych stezen jego inhibitorow, moze doj$¢ do zahamowania degradagji
zwiazkoéw fenolowych.

Tabela 1
Aktywno$¢ monooksygenazy fenolowej po zastosowaniu potencjalnych inhibitoréw

Inhibitor Ste;ieni[emilr\llll[libitora moﬁl(:?l?sryl;)eslclazy Inhibitor StQZeni[e;li;dlEibitora moﬁl;t)yl:‘;?(g):rcmzy
fenolowej [%] fenolowej [%]

kontrola — 100,00 = 0,04 kontrola —_ 100,00 = 0,04
tiron 1 74,81 + 1,85 tiomocznik 0,5 97,02 + 1,67

2 65,16 = 0,28 1 99,46 + 0,37

5 58,64 + 0,23 2 57,92 = 1,71

10 54,30 = 0,56 5 29,49 + 1,30

o-fenantrolina 1 73,79 = 1,78 merkaptoetanol 1 73,79 = 0,00
2 59,23 * 1,06 2 60,93 = 1,23

5 38,59 £ 0,59 5 49,64 = 0,51

2,2-dipirydyl 1 62,26 = 0,28 azydek sodu 1 87,20 * 0,74
2 54,30 = 0,55 2 83,01 = 0,04

5 55,02 = 0,93 5 54,41 = 0,84

EDTA 1 114,74 + 1,61 azotan srebra 1 149,98 + 0,67

2 85,56 = 0,60 2 94,87 * 0,07

5 76,50 = 0,56 5 50,92 + 1,16

H,0, 1 73,12 = 0,69 siarczan miedzi 1 55,41 = 0,14

2 58,88 = 1,06 a 2 51,45 * 0,11

5 49,23 * 134 5 48,74 + 0,46

metimazol 0,5 89,36 + 3,44 siarczan zelaza 1 133,24 = 0,95
1 90,03 + 4,26 am 2 101,15 = 0,18

2 83,26 = 3,31 5 0,00 = 0,35

5 74,80 + 2,46 chlorek zelaza 1 53,31 = 0,46

10 38,92 * 0,72 (am 2 41,29 + 0,18

5 28,43 = 0,46

Monooksygenazy do swojej aktywnosci wymagaja obecnosci jonu metalu w cen-
trum aktywnym, ktérego zadaniem jest redukcja tlenu czasteczkowego do nadtlen-
ku i/lub formowanie reaktywnych intermediatéw odpowiednich dla okre$lonej reak-
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¢ji utlenienia (2,14). Ze wzgledu na istotng role jonu metalu w procesie katalizy,
podjeto prébe identyfikacje jonu w centrum aktywnym enzymu, posrednio poprzez
zbadanie wptywu soli r6znych metali na aktywno$¢ badanej monooksygenazy za-
ktadajac, ze jonem wystepujacym w centrum aktywnym badanego enzymu bedzie
ten, w obecnosci soli ktérego nastapi wzrost aktywnos$ci. Zaobserwowano, ze siar-
czan (VI) zelaza (II) w stezeniu 1 mM powodowal wzrost aktywnos$ci enzymu w sto-
sunku do kontroli (tab. 1), co moze sugerowac¢ obecno$¢ jonu zelaza (II) w centrum
aktywnym badanej monooksygenazy. Tym bardziej, ze zaobserwowano wyrazng in-
hibicje aktywnos$ci enzymu po dodaniu siarczanu (VI) miedzi (1) i chlorku zelaza (1)
(tab. 1), co wyklucza te jony jako bezposrednio zaangazowane w katalize z udzia-
tem monooksygenazy wyizolowanej ze szczepu S. maltophilia KB2 oraz sugeruje ich
interakcje z biatkiem enzymatycznym, w konsekwencji ktorej aktywnos$¢ enzymu
spada.

Enzymy zawierajgce jony Fe2* w centrum aktywnym ulegaja silnej inhibicji pod
wplywem zwigzkow utleniajgcych (15), w zwiazku z tym uzasadnione, jak sie wyda-
walo, bylo sprawdzenie aktywnos$ci badanej monooksygenazy w obecnosci H,05.
Nadtlenek wodoru powodowat spadek aktywnosci enzymu we wszystkich zastoso-
wanych stezeniach (tab. 1), prawdopodobnie w wyniku utlenienia jonu Fe2* w cen-
trum aktywnym enzymu.

W badaniach nad wplywem soli metali zastosowano réwniez azotan (V) srebra.
Z danych literaturowych wynika, ze zwigzek ten niszczy strukture enzymu poprzez
interakcje jonu srebra z biatkiem, powodujac catkowite zahamowanie reakgji (16).
W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano jednak, ze azotan srebra w niskim
stezeniu (1 mM) nie tylko nie hamowat aktywno$ci monooksygenazy, ale powodo-
wal nawet 50% wzrost jej aktywnosci (tab. 1). Zjawisko to jest trudne do wyjasnienia
i wymaga dalszych badan.

Ze wzgledu na wystepowanie jonu zelaza (II) w centrum aktywnym monooksyge-
nazy fenolowej istotne stalo sie sprawdzenie wplywu chelatoréw na aktywnos$¢ tego
enzymu. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zaréwno tiron, o-fenatroli-
na, jak i 2,2-dipirydyl hamowaly aktywno$¢ monooksygenazy fenolowej (tab. 1), co
moze sugerowac stabe powiazanie jonu centralnego z bialkiem enzymatycznym,
stad ich obecnos¢ w srodowisku moze ostabia¢ procesy degradacyjne, szczegdlnie
tam, gdzie wprowadza sie chelatory w celu remediacji Srodowisk zanieczyszczo-
nych nierozpuszczalnymi solami metali ciezkich.

Czesto stosowanymi inhibitorami monooksygenaz sg czynniki sulfhydrylowe,
oddziatujace z wolnymi grupami tiolowymi bialek, w wyniku czego nastepujg zmia-
ny konformacyjne w obrebie enzyméw (17). W przeprowadzonych badaniach zasto-
sowano EDTA, ktory wykazuje podwodjne dzialanie, jako chelator i jako czynnik sulf-
hydrylowy, tiomocznik oraz merkaptoetanol. Wykazano, ze EDTA w stezeniu 1 mM
aktywowal badany enzym, natomiast EDTA w stezeniach 2 i 5 mM powodowat
20-25% inhibicje enzymu w stosunku do préby kontrolnej (tab. 1), co potwierdzono
w danych literaturowych o wrazliwo$ci monooksygenazy na wersenian sodu (18).
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Merkaptoetanol hamowal aktywnos$¢ badanej monooksygenazy, przy czym sto-
pien inhibicji zalezatl od stosowanego stezenia (tab. 1). Natomiast po zastosowaniu
tiomocznika w niskich stezeniach nie obserwowano hamowania reakcji z udziatem
monooksygenazy, natomiast po zastosowaniu inhibitora w stezeniu 2 i 5 mM
stwierdzono, odpowiednio, 43 i 70% spadek aktywnosci enzymu (tab. 1).

W $rodowisku naturalnym jako substancje towarzyszace zwigzkom aromatycznym
wystepuja czesto rozpuszczalniki organiczne. W badaniach przeprowadzonych przez
Wieser i wsp. wykazano, ze ich obecno$¢ powoduje aktywacje monooksygenazy, zwiek-
szajgc tym samym szybkos¢ pierwszego etapu degradacji fenoli (19). Wykazano, Ze z za-
stosowanych rozpuszczalnikdéw jedynie eter w stezeniach 1i 2 mM oraz heksan w steze-
niu 1 mM, powodowaty wzrost aktywnosci enzymu (tab. 2). Pozostate zwigzki hamowaty
aktywno$¢ monooksygenazy wyizolowanej z komérek szczepu S. maltophilia KB2.

Tabela 2
Aktywno$¢ monooksygenazy fenolowej po zastosowaniu potencjalnych aktywatoréw
Aktywator Stezenie aktywatora [mM] Aktywnose monoTl;:]y genazy fenolowej
1 2 3
kontrola - 100,00 = 0,15
heksan 1 117,92 = 1,19
2 90,39 = 0,31
5 79,49 % 0,95
eter 1 135,06 = 0,12
2 123,63 +1,04
5 96,27 *+ 1,59
alkohol etylowy 1 90,39 + 0,49
2 86,75 = 1,31
5 61,30 = 0,79
alkohol metylowy 1 64,93 =0,49
2 52,99 = 0,73
5 43,64 = 1,07
kwas askorbinowy 1 135,06 = 0,06
2 136,10 = 0,25
5 131,94 = 1,71
siarczan dodecylosarkozyny 1 88,31 * 0,12
2 59,22 £ 0,98
5 39,48 * 0,97
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1 2 3
SDS 1 85,19 = 0,92
2 43,29 = 0,15
5 25,28 + 0,49

W literaturze jako aktywatory monooksygenazy wymieniane sg rowniez kwas
askorbinowy, dodecylosarkozyna i SDS (2,20). W przeprowadzonych badaniach wy-
kazano, ze jedynie kwas askorbinowy aktywowal monooksygenaze fenolowa (tab.
2). Prawdopodobnie zwigzek ten, jako antyoksydant, chroni enzym przed samoutle-
nieniem jonu metalu w centrum katalitycznym.

Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze monooksygenazy flawinowe od-
znaczaja sie duzg specyficznoscig substratowa i regiospecyficznoscia (1). Ze wzgle-
du na ich potencjalne wykorzystanie, zaréwno w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym, kosmetycznym, jak i w bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych, szcze-
go6lnie cenne jest, jak sie wydaje, poznanie ich zdolnosci do przeksztatcania zwigz-
kow chemicznych, bedacych analogami ich pierwotnego substratu. W $rodowisku,
gdzie gromadza sie zwigzki fenolowe pochodzace z r6znych zZrodet, istotne bedzie
zastosowanie hydroksylaz zdolnych do przeksztatcania r6znych zwigzkéw aroma-
tycznych, czyli enzyméw cechujacych sie niskg specyficznoscig substratowa. Z da-
nych literaturowych wynika jednak, ze hydroksylazy izolowane z réznych mikroor-
ganizmoéw, cechuja sie wysoka specyficznosciag substratowaq i sa zdolne do hydroksy-
lagji zaledwie kilku (2-5) substratéw (1). Przykfadem takiego enzymu jest 3-hydrok-
sylaza 4-hydroksybenzoesanu (PHBH) ze szczepu Pseudomonas fluorescens, odpowie-
dzialna za przeksztatcenie 4-hydroksybenzoesanu do 3,4-dihydroksybenzoesanu
oraz 6-hydroksylaza 3-hydroksyfenylooctanu, wyizolowana ze szczepu Flavobacterium,
katalizujgca reakcje hydroksylacji kwasu 3-hydroksyfenylooctowego do kwasu
2,5-dihydroksyfenylooctowego oraz przeksztalcenie kwasu 3,4- dihydroksyfenylo-
octowego do kwasu 2,4,5-trichlorofenylooctowego (1). W zwigzku z tym istotne sg,
jak sie wydaje, poszukiwania enzymow, charakteryzujacych sie zdolnoscig do hy-
droksylacji duzej grupy zwigzkéw aromatycznych.

W wyniku przeprowadzonych badan nad okresleniem specyficznosci substrato-
wej monooksygenazy wyizolowanej z komorek szczepu S. maltophilia KB2 po zasto-
sowaniu réznych induktoréw zaobserwowano, ze gdy induktorem byt fenol, enzym
ten wykazywal aktywnos$¢ w stosunku do wszystkich badanych substratéw. Najwyz-
szg aktywnos$¢ obserwowano, gdy zastosowanym substratem byt fenol, co wyraznie
wskazuje, ze badana monooksygenaza wykazywata preferencje w stosunku do nie-
podstawionego substratu. Sposrod podstawionych zwigzkow fenolowych najlepszy-
mi substratami okazaly sie izomery z zajetg pozycjg para. Prawdopodobnie byto to
spowodowane tym, ze przy takim uktadzie podstawnikéw mozliwa jest hydroksyla-
cja pozycji orto bez konieczno$ci rownoczesnego uwalniania podstawnikow (13,21).
Najnizszg aktywnos$¢ enzym wykazywat, gdy zastosowanymi substratami byty 3-NP
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i 3-MP (tab. 3). Niska aktywno$¢ hydroksylazy w stosunku do meta podstawionych
zwigzkow mozna wyjasni¢ pojawieniem sie efektu sterycznego przy takim uktadzie
podstawnikéw i brakiem miejsca dla dzialania monooksygenazy (22).

Najlepszymi induktorami monooksygenazy ze szczepu S. maltophilia KB2 okazaty
sie 2- i 3-metylofenol (tab. 3). Enzym po indukcji tymi zwigzkami wykazywat wysoka
aktywno$¢ w stosunku do wszystkich zastosowanych substratéw. Metylofenole byty
nie tylko dobrymi induktorami dla badanego enzymu, ale réwniez dobrymi substra-
tami (tab. 3). Wysoka aktywno$¢ monoksygenazy w stosunku do metylofenoli wyni-
ka z aktywujacego wptywu podstawnikéw | grupy na procesy substytucji elektrofilo-
wej w pierscieniu (22,23). Spostrzezenie to, jak sie wydaje, potwierdza rowniez wy-
niki uzyskane po zastosowaniu aminofenoli jako substratéw. Zaobserwowano, ze
monooksygenaza po indukcji 2-CP, 4-CP i 4-AP wykazywata najwyzsza aktywnos¢,
gdy zastosowanym substratem byl 2-aminofenol, natomiast po zastosowaniu feno-
lu, 2-CP, 2-NP, 4-NP, 2-MP i 3-MP jako induktoréw obserwowano wysoka aktywnos¢
monooksygenazy, gdy badanym substratem byt 4-aminofenol (tab. 3). Jednak w od-
réznieniu od metylofenoli, aminofenole okazaly sie stabymi induktorami monooksy-
genazy (tab. 3), co wynika z ich wysokiej toksycznosci dla organizmoéw zywych
(24,25).

Tabela 3

Specyficzno§¢ substratowa monooksygenazy fenolowej po zastosowaniu réznych induktoréw

Sub- Aktywnos¢ wlasciwa monooksygenazy fenolowej po zastosowaniu réznych induktoréw [mU/mg biatka]

Srat | fenol | 2-CP | 3-CP | 4-CP | 2-NP | 3-NP | 4-NP | 2-MP | 3-MP | 4-MP | 2-AP | 3-AP | 4-AP

fenol | 7,08 | 2,82 | 050 | 291 | 1,71 | 0,83 | 0,00 | 13,00 | 12,60 | 3,50 | 1,57 | 1,06 | 0,00
2-CP | 241 | 433 | 021 | 2,15 | 146 | 027 | 0,00 | 9,50 | 13,84 | 328 | 516 | 1,54 | 0,13
3-CP | 2,56 | 2,17 | 033 | 2,79 | 0,00 | 0,15 | 1,74 | 12,92 | 1291 | 2,26 | 4,49 | 0,00 | 0,39
4CP | 292 | 217 | 009 | 1,05 | 1,75 | 0,00 | 0,00 | 11,31 | 1239 | 1,94 | 022 | 459 | 0,26
2-NP | 236 | 0,00 | 0,89 | 000 | 033 | 1,02 | 0,00 | 802 | 864 | 1,61 | 034 | 0,03 | 0,00
3-NP | 133 | 0,00 | 071 | 1,27 | 1,28 | 0,64 | 0,05 | 1036 | 9,87 | 3,93 | 583 | 0,00 | 0,00
4NP | 307 | 237 | 0,00 | 0,00 | 1,75 | 0,00 | 1,88 | 88 | 9,50 | 0,00 | 830 | 0,00 | 0,00
2-MP | 2,82 | 0,00 | 0,86 | 051 | 1,68 | 0,00 | 048 | 11,25 | 1587 | 3,07 | 3,14 | 082 | 0,00
3-MP | 205 | 39 | 044 | 127 | 28 | 0,00 | 1,79 | 13,80 | 17,92 | 344 | 0,67 | 339 | 181
4MP | 507 | 1,73 | 047 | 1,69 | 0,69 | 038 | 082 | 1034 | 1050 | 2,48 | 1,35 | 0,72 | 0,00

2-AP | 251 | 13,87 | 0,00 | 3,38 | 0,55 | 0,80 | 0,00 | 10,18 | 14,58 | 1,78 | 3,93 | 1,03 | 2,98

3-AP | 2,66 | 2,167 | 0,77 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,21 | 12,13 | 13,26 | 1,94 | 0,00 | 0,82 | 0,00
4-AP | 3,38 | 12,57 | 0,27 | 0,00 | 2,47 | 0,00 | 1,64 | 10,82 | 11,88 | 1,88 | 0,00 | 0,86 | 1,46
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Najstabszymi zaréwno induktorami jak i substratami badanej monooksygenazy
okazaly sie nitrofenole (tab. 3). Niska aktywnos¢ monooksygenazy fenolowej po za-
stosowaniu tych pochodnych fenolu wynika nie tylko z ich wysokiej toksycznosci,
ale takze z dezaktywujgcego wptywu podstawnika nitrowego na reakgcje elektrofilo-
wego podstawienia w pierscieniu aromatycznym (15,22,26).

W wyniku przeprowadzonych badan nad indukcjg monooksygenazy fenolowej
ze szczepu S. maltophilia KB2 przez chlorofenole wykazano, ze 2-CP byl dobrym in-
duktorem monooksygenazy fenolowej. Szczegdélnie wysoka aktywnos¢ obserwowa-
no, gdy jako substraty stosowano aminofenole, chlorofenole oraz fenol (tab. 3).
Najstabszym, zaréwno induktorem jak i substratem, spo$rod chlorofenoli, byt 3-CP.
Potwierdza to doniesienie, ze chlorofenol podstawiony w pozycji meta charaktery-
zuje sie najwieksza stabilno$cia chemiczng wsréd monopodstawionych izomeréw
chlorofenolowych, a takze jest zwykle bardziej toksyczny dla mikroorganizmoéow
(27).

4, Podsumowanie

Réznorodnos¢ chemiczna zanieczyszczen pojawiajacych sie kazdego dnia w $ro-
dowisku naturalnym jest tak ogromna, ze nie mozna wykluczy¢ wptywu zaréwno
prostych, jak i ztozonych zwigzkéw organicznych i nieorganicznych na aktywnos$¢
biodegradacyjng mikroorganizméw, naturalnie wystepujacych w §rodowisku. Etap
hydroksylacji pier$cienia aromatycznego fenolu lub jego pochodnych jest podsta-
wowa reakcjg w rozktadzie tlenowym tej grupy zanieczyszczen organicznych. Dlate-
go intensywnos$¢ proceséow bioremediacyjnych terenéw skazonych z udziatem
szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 bedzie szczegdlnie zaleze¢ od obecnosci,
dostepnosci i stezenia zwiazkéw towarzyszacych zanieczyszczeniom fenolowym.
Obserwowana cze$ciowa aktywno$¢ monooksygenazy fenolowej w obecnosci po-
tencjalnych inhibitoréw, w stezeniach uzywanych w praktyce laboratoryjnej do blo-
kowania reakgji katalizowanych przez monooksygenazy, sugeruje duze mozliwos$ci
aplikacyjne szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 do oczyszczania Srodowisk
skazonych zwigzkami aromatycznymi.
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