Potencjat biotechnologiczny cyjanobakterii
tworzacych zakwity sinicowe
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Nadmierne uzyznienie jezior i ciekéw wodnych spowodowane
obecnoscig fatwo przyswajalnych form fosforu i azotu, wymieniane
jest jako gtéwna przyczyna zjawiska opisywanego jako zakwity sini-
cowe [l, 2]. Masowy rozwdj mikrofotoautotroféw, gtéwnie cyjano-
bakterii, ktéremu towarzyszy zmiana zabarwienia wody, obnizenie
stezenia tlenu i pojawienie si¢ siarkowodoru w strefie przydennej,
obniza bioréznorodnos¢ ekosystemu oraz istotnie pogarsza jakosc¢
wody i walory rekreacyjne akwenu [3].

Jeziorn Turawshe

,
Ry

Jezioro Turawskie jest zbiornikiem retencyjnym w dolnym biegu
rzeki Mata Panew, w dorzeczu Odry w wojewddztwie opolskim [4].
Wody rzeki niosg fadunek antropogennych zanieczyszczen, gtéwnie
$ciekéw komunalnych, przemystowych i rolniczych, ktérych skfadni-
ki ,wzbogacaja” ton jeziora, powodujac eutrofizacjg oraz tworzenie
sig warstwy osadéw dennych, w ktérej koncentruja sie zanieczysz-
czenia [5]. Podobnie jak w przypadku innych zbiornikéw wodnych
zawierajacych ponadnormatywny tadunek biogennych form fosforu
i azotu, glféwna grupa organizmoéw rozwijajacych sie w takich wa-
runkach sa sinice. Oceniajac nasilenie wystepowania oraz biorézno-
rodnos$¢ mikroorganizméw fototroficznych zamieszkujacych Jezio-
ro Turawskie w latach 2012-2013 stwierdzono, iz konsorcjum sinic
pojawia sie¢ w formie zakwitow dwukrotnie w sezonie. Mniejsze
nasilenie obserwowano w czerwcu, natomiast intensywne zakwity
notowano w drugiej potowie sierpnia i w pierwszej dekadzie wrze-
$nia. Oznaczenia mikroskopowe wskazuja, ze w obu terminach
dominowal rodzaj Microcystis, w szczegdlnosci gatunki Microcystis
viridis, Microcystis wesenbergii i Microcystis aeruginosa. W sktadzie
konsorcjéw liczniej pojawialy si¢ réowniez gatunki reprezentujace
rodzaje Anabaena i Nostoc.

Masowy rozwoj cyjanobakterii w wodach skazonych biogenami,
gléwnie zwiazkami fosforu, sugeruje, ze sinice wyjatkowo efektywnie
pozyskuja ten skfadnik pokarmowy, a obecnos¢ réznych form fosfo-
ru sprzyja ich dominacji wsréd wodnych autotroféw. Potwierdzaja
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to réwniez wyniki wielu doswiadczen przeprowadzonych w laborato-
riach Katery Chemii Analitycznej i Ekologicznej Wydziatu Chemii UO,
ktore wskazuja na udziat sinic w utylizacji powszechnie uzywanych
zwiazkéw aminofosfonowych.

Biodegradacja zwiazkow fosfoorganicznych przez sinice

Zdolnos¢ cyjanobakterii do enzymatycznego rozszczepienia wyso-
koenergetycznych wiazan chemicznych, w tym trwatego w warunkach
fizjologicznych bezposredniego wiazania fosfor-wegiel (C-P), wydaje
sie by¢ swoista zdobycza ewolucyjna niektérych mikroorganizméw
[6]. W potowie ubiegtego wieku, z komoérek pierwotniakdéw po raz
pierwszy wyizolowano naturalnie wystepujacy zwiazek fosfonoorga-
niczny — ciliatyne (kwas 2-aminoetylofosfonowy) [7]. Od tego czasu
zdolnos¢ do biosyntezy naturalnych zwiazkéw zawierajacych wiazanie
C-P potwierdzono wielokrotnie np. u orzeska Tetrahymena pyriformis,
parzydetkowca Anthopleura elegantissima [8], czy bakterii nalezacych
do rodzaju Streptomyces [9]. Logicznym wydaje sig, iz organizmy wy-
twarzajace tego rodzaju pofaczenia chemiczne dysponujg odpowiednim
aparatem enzymatycznym do ich biotransformowania. Taka zdolnos¢
jest szczegdlnie cenna wspdiczesnie, kiedy liczna grupa syntetycznych
zwiazkoéw zawierajacych wiazanie fosfor-wegiel, znajduje zastosowa-
nie w réznych dziedzinach ludzkiej aktywnosci.

Najpowszechniej stosowane aminopolifosfoniany s3 o wiele
efektywniejszymi kompleksonami, niz ich analogi aminopolikarbok-
sylowe, jak kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), czy kwas
nitrilotrioctowy (NTA) [10]. Te wiasciwosci przyczynity sie do za-
stosowania omawianych zwiazkéw jako dodatkéw do detergentow,
inhibitoréw korozji, sSrodkéw zapobiegajacych odktadaniu sie kamie-
nia kottowego, czynnikéw dyspergujacych (np. w produkcji cemen-
tu), uniepalniaczy oraz w procesach oczyszczania $ciekéw przemy-
stowych [I'1+13]. Niestety, mimo tak powszechnego zastosowania
aminofosfonianéw, do tej pory nie opracowano efektywnej metody
usuwania tych substancji ze srodowiska co powoduje, ze kazdego
roku tysigce ton tych potaczen powigksza pulg pierwiastkéw biogen-
nych w ekosystemach wodnych. W tej sytuacji coraz wiecej uwagi
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poswieca sie mozliwosciom wykorzystania cyjanobakterii do utyliza-
cji potaczen fosforu. Stwierdzono na przykiad, ze sinice Phormidium
bohneri oraz Phormidium laminosum s3 w stanie w ciagu dwoch dni
zredukowac ilo¢ jondw fosforanowych (PO, *) w sciekach o blisko
99% [14, 15]. Potwierdzaja to wyniki eksperymentéw prowadzonych
przez zespot Katedry Chemii Analitycznej i Ekologicznej, w ktérych
zdolno$¢ do utylizowania ksenobiotykéw aminopolifosfonowych wy-
kazaty zaréwno gatunki halofilne, jak i stodkowodne [16]. Ustalono
takze, ze omawiane bakterie znaczaco réznia si¢ wrazliwoscia wobec
aminopolifosfonianéw stosowanych na skale przemystowa, gdyz ga-
tunki halofilne rozwialy sie w podtozach zawierajacych milimolowe
ilosci tych substancji, podczas gdy sinice stodkowodne tolerowaty
jedynie mikromolowe stezenia [|7]. Rezultaty innych eksperymen-
tow dowiodty réwniez, ze obecnos¢ najpopularniejszego herbicydu —
glifozatu (N-fosfonometylenoglicyny), moze indukowaé¢ dynamiczny
rozwdj kolonii cyjanobakterii [ 18]. W celu petniejszego poznania pro-
ceséw biotransformacji przeprowadzanych przez sinice, w badaniach
wykorzystano, spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego
— metode 3'P NMR, rozwijajac techniki in vivo oraz ex vivo, ktérych
zastosowanie pozwolifo na przestudiowanie procesu biodegradacji
glifozatu przez halofilny szczep Spirulina platensis [19].

Metody spektroskopowe w badaniach metabolizmu
cyjanobakterii

Wyniki badan biotransformacji zwiazkéw fosfonoorganicz-
nych przez cyjanobakterie, dostarczaja informacji na temat prze-
mian réznych form fosforu, jednakze wptyw tej grupy zwiazkow
na metabolizm cyjanobakterii jest wcigz mato poznany. Tymczasem
sinice wykazuja zdolnos¢ do adaptacji chromatycznej, polegajacej
na zmianie stosunku barwnikéw fotosyntetycznych w zaleznosci
od intensywnosci i spektrum $wiatfa docierajacego do komorek
[20]. Sledzenie dynamiki tych zmian moze stuzy¢ do okreslania
zdolnosci adaptacyjnych sinic do warunkéw srodowiskowych, tak-
ze w kontekscie zmian sktadu chemicznego. Jest to réwniez jeden
z pierwszych wskaznikéw odpowiedzi metabolicznej cyjanobakterii
na obecnos¢ w ich otoczeniu ksenobiotykéw fosfonoorganicznych,
gdyz oddziatywaniu tych zwiazkdw, towarzyszy zazwyczaj stymulo-
wanie lub hamowanie procesu fotosyntezy juz na etapie biosyntezy
odpowiednich barwnikéw [21]. Rejestrowanie takich zmian polega
przede wszystkim na spektrofotometrycznym (UV-Vis) oznacze-
niu stezenia barwnikéw asymilacyjnych z grup chlorofili i karo-
tenoidéw. Mimo niewatpliwych zalet tej metody (szybkos$¢, niski
koszt, niewielkie wymagania aparaturowe), wyniki tak prowadzo-
nych oznaczen pozwalajg jedynie na okreslenie zakresu tolerancji
cyjanobakterii w stosunku do fosfonianéw. Zdecydowanie bardziej
wiarygodng i znacznie szersza oceng wptywu czynnikéw stresogen-
nych na funkcjonowanie sinic umozliwia przeprowadzenie badan
metabolomicznych. Szczegélnie uzasadnione jest wykorzystanie
do tego celu metod i technik spektroskopowych. Jedna z takich
metod jest Fourierowska absorpcyjna spektroskopia w podczer-
wieni. Analiza widm FT-IR cyjanobakterii niesie wiele interesujacych
informaciji. Na przyktad, za pomoca tej metody mozliwe jest $ledze-
nie zmian w obszarach spektralnych odpowiadajacych takim meta-
bolitom sinicowym jak lipidy, barwniki asymilacyjne czy polisacha-
rydy. Co ciekawe, obszary te sa réwniez miejscami réznicowania
sie widm poszczegdlnych gatunkéw cyjanobakterii, co umozliwia
wykorzystania metody FT-IR jako pomocniczej w oznaczeniach tak-
sonomicznych tej grupy organizméw. Omawiana metoda znajduje
zastosowanie takze w analizie ptynéw pohodowlanych pod katem
zmian jakosciowych i ilosciowych okreslonych form fosforu. Zesta-
wienie pozyskanych w ten sposoéb informacji pozwala na okreslenie
wplywu stresoréw na wybrane aspekty metabolizmu cyjanobakte-
rii, poprzez stworzenie profilu chemicznego charakteryzujacego
takie oddziatywanie.
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Wytwarzanie nanoczastek metali przez sinice w procesach
bioremediac;ji

Stwierdzone zdolnosci cyjanobakterii do degradowania wiazania
C-P w zwiazkach fosfonowych, nie wyczerpuja potencjatu biotechno-
logicznego tych mikroorganizméw. Od kilkunastu lat, sinice wzbudzaja
zainteresowanie jako biosorbenty jonéw metali, stanowiac realng al-
ternatywe dla stosowanych obecnie chemicznych i fizycznych metod
oczyszczania $ciekéw z nadmiernych ilosci tych form pierwiastkow
[22, 23]. Przy obecnym poziomie zaawansowania proceséw biotech-
nologicznych, biomasa cyjanobakterii tworzacych zakwity zbiornikéw
wodnych nie musi stanowi¢ uciazliwego $rodowiskowo, trudnego
w zagospodarowaniu ,,naturalnego zanieczyszczenia” [24]. Mozliwosci
dalszego wykorzystania biomasy nie tylko w pewnym stopniu rozwig-
zuja problem jej sktadowania, ale moga przynies¢ korzysci ekonomicz-
ne. Za stosowaniem biomasy sinic jako sorbentéw jonéw metali prze-
mawiaja niskie koszty jej pozyskania, mozliwos¢ wielokrotnego uzycia,
odporno$¢ mikroorganizméw na wysokie stezenia pierwiastkéw me-
talicznych, mniejsza szkodliwos$¢ dla Srodowiska niz stosowanych me-
tod chemicznych oraz mozliwosci remediacji metali z zanieczyszczen,
w ktorych pierwiastki te wystepuja w niskich stezeniach [23+25].
Szczegdlnie interesujace jest zagadnienie odzyskiwania metali roz-
proszonych w biosferze, za pomoca cyjanobakterii, ktore s3 w stanie
kumulowaé¢ metale w postaci nanoczastek. Przeprowadzone badania
wskazuja, ze sinice reprezentujace wiele rodzajéw, np.: Nostoc, Micro-
cistis, Spirulina, Phormidium, Anabaena i Synechococus, s3 zdolne do wy-
twarzania najbardziej popularnych i pozadanych nanoczastek ztota
i srebra [26, 27]. Wyniki doswiadczen Autoréw potwierdzaja te ceche
cyjanobakterii, sugerujac ponadto, ze mozliwe jest kontrolowanie tych
procesow i uzyskiwanie nanoczastek metali o okreslonych rozmiarach
[28]. Poszukiwanie gatunkéw cyjanobakterii zdolnych do biosyntezy
czastek metali w skali nanometrycznej, dobdr odpowiednich warun-
kéw umotzliwiajacych otrzymywanie produktu o okreslonej morfologii
oraz opracowanie proceséw ekstrakcji wytworzonych nanoczastek,
moga doprowadzi¢ do powstania technologii taczacej biosynteze na-
noczastek metali z bioremediacja form jonowych tych pierwiastkow
ze $rodowiska.

Cyjanobakterie jako biokatalizatory

Oméwione wezesniej procesy, wynikajace z naturalnych zdolnosci
cyjanobakterii do mikrobiologicznej transformacji zwigzkéw fosfono-
organicznych i jonéw metali, bynajmniej nie ograniczaja mozliwosci
wykorzystania sinic w biotechnologii. Mikroorganizmy te wydaja sie
by¢ szczegdlnie predestynowane do zastosowania ich jako skutecz-
nych narzedzi w modyfikacji struktur bioaktywnych, naturalnych i syn-
tetycznych zwiazkéw organicznych, pod katem korzystnych zmian ich
wiasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci biologicznej. Unikalne
cechy cyjanobakterii, takie jak: szybki wzrost biomasy, tatwos¢ i niskie
koszty prowadzenia hodowli, ,,elastycznos¢” metabolizmu, wytwarza-
nie wielu metabolitoéw wtdérnych wykazujacych aktywnosé biologiczna
[28] spowodowaly, ze w Katedrze Chemii Analitycznej i Ekologicznej
podiete zostaty prace nad wykorzystaniem cyjanobakterii do biotrans-
formacji zréznicowanych strukturalnie zwigzkéw reprezentujacych
monoterpeny oraz flawonoidy.

Z dostepnej literatury wynika, iz znane s3 cyjanobakterie posiada-
jace zdolnos¢ do przemian monoterpenéw poprzez ich: epoksydacje
[30], stereoselektywna hydroksylacje [31], utlenianie [32], odwodor-
nienie [33] oraz stereo- i enancjoselektywna redukcje [34, 30]. Na-
tomiast przemiany zwiazkéw flawonoidowych uzyskano dotychczas
jedynie dzieki zastosowaniu réznych gatunkéw bakterii wiasciwych
oraz grzybow, katalizujacych przebieg reakgji: kondensaciji, cyklizacji,
hydroksylowania, odwodornienia, redukgji lub glikozylowania [35].
W laboratorium Katedry Chemii Analitycznej i Ekologicznej przepro-
wadzono transformacje monoterpendw oraz flawonoidéw za pomoca
zaréwno halofilnych, jak i stodkowodnych gatunkéw sinic. Okreslono
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réwniez wplyw testowanych produktéw naturalnych na wzrost cyja-
nobakterii wykazujac, ze wrazliwo$¢ halofilnych cyjanobakterii wobec
wybranych flawonoidéw jest cecha gatunkowa, natomiast wzrost ga-
tunkéw stodkowodnych byt skutecznie hamowany w obecnosci mi-
limolowych stezen tych substancji. Z kolei monoterpeny, testowane
w stezeniach milimolowych, w wigkszosci przypadkéw hamowaty roz-
woj i stodkowodnych i halofilnych sinic. W przeprowadzonych ekspe-
rymentach rejestrowano dynamike rozwoju populacji oraz mierzono
aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizméw. Do wyodrebnienia i roz-
dziatu produktéw proceséw przemian zastosowano réznorodne tech-
niki ekstrakcyjne oraz metody i techniki chromatograficzne, a do okre-
$lenia charakteru chemicznego tych zwiagzkéw wykorzystano gtéwnie
metody spektroskopowe (spektrofotometria UV-VIS, spektroskopia
'H NMR, spektrometria MS). Petna identyfikacja struktur powstaja-
cych produktéw pozwoli na okreslenie charakteru przemian katali-
zowanych przez cyjanobakterie w kontrolowanych warunkach, a tym
samym umozliwi ich wykorzystanie w ukierunkowanej biosyntezie.

Podsumowanie

Sinice (cyjanobakterie), postrzegane sa przede wszystkim jako
uciazliwe skazenie ekosysteméw wodnych bedace skutkiem antropo-
genicznej eutrofizacji tych akwendw. Masowy rozwdj tych fotosynte-
zujacych bakterii w obecnosci licznych pofaczen uznanych za skazenia
chemiczne oraz pierwiastkéw biogennych, gtéwnie fosforu, wskazuje
na ich wyjatkowe zdolnosci adaptacyjne zwiazane ze swoistym, ,,pla-
stycznym” metabolizmem. Wyniki wielu badai prowadzonych w tym
kierunku dowiodty, ze mozliwe jest wykorzystanie sinic jako kataliza-
toréw proceséw biotransformaciji zaréwno zwiazkéw naturalnych, jak
i pofaczen syntetycznych, w tym tak stabilnych w srodowisku wodnym
jak pochodne fosfonoorganiczne. Mozliwe jest takze wykorzystanie si-
nic w procesach bioremediacji jonéw metali, w ktérych réwnoczesnie
wytwarzane sa nanoczastki tych pierwiastkéw. Cechy te, w potacze-
niu z tatwoscia hodowli w kontrolowanych warunkach sprawiaja, iz
cyjanobakterie postrzegane s3 jako mikroorganizmy o interesujacym
potencjale biokatalitycznym.
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