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ABSTRACT

Phycobiliproteins - colorful proteins produced by microalgae and cyanobacteria,
owe their unique properties to prosthetic groups, which are open-chain tetrapyrroles.
As they are produced in the biosynthesis process, phycobiliproteins possess special
biotechnological potential also due to their useful physicochemical properties. A
classic example is the use of these proteins - especially phycocyanin with an intense
blue color - as natural dyes in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. In
the products to which they are added, they are responsible not only for color, but also
for various biological activities, providing these products with additional values. In
this category, the most frequently mentioned are the antioxidant properties of
phycobiliproteins, which may be used in the treatment of neurodegenerative diseases,
and the fluorescent properties, especially of phycoerythrin, which also predispose
these proteins to use in biomedical research. The results of contemporary work on
the acquisition and use of phycobiliproteins indicate that the key to the wider use of
these substances is to understand the process of biosynthesis of individual groups of
these colored proteins, as well as developing ways to effectively control their
production. Due to the different physicochemical properties and biological activity
of individual, structurally diverse phycobiliproteins, the specificity of the actions
taken is extremely important in this case. Since there are real reasons to increase the
scale of production of these substances by modifying the conditions of microalgae
cultivation, we believe that obtaining larger amounts of specific phycobiliproteins in
pure form will intensify the current use and open up new possibilities for the use of
these valuable proteins.

Keywords: phycobiliproteins, cyanobacteria, phycocyanin, phycoerythrin, isolation
methods
Stowa kluczowe: fikobiliproteiny, cyjanobakterie, fikocyjanina, fikoerytryna,

metody izolacji




654

E. NIEMCZYK, J. POGRZEBA, J. LIPOK

PBP
PBS
PE
PC
APC
PCB
PEB
PVC
PUB
CVB
HO
BV IX
ApcE

Apo-APC

Cys
PcyA

PebA

PebB
PebS
HY2

PcyX
PUBS
DHBV
FDBR

CA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— fikobiliproteiny

— fikobilisomy

— fikoerytryna

— fikocyjanina

— allofikocyjanina

— fikocyjanobilina

— fikoerytrobilina

— fikowiolobilina

— fikourobilina

— fikowiolobilina

— oksygenaza hemu

— biliwerdyna IX

— liaza autokatalityczna

— apo-allofikocyjanina

— cysteina

— oksydoreduktaza fikocyjanobilina : ferredoksyna
(EC:1.3.7.5)

— oksydoreduktaza 15,16-dihydrobiliwerdyna : ferredoksyna
(EC:1.3.7.2)

— oksydoreduktaza fikoerytryna : ferredoksyna (EC:1.3.7.3)
— syntaza fikoerytrobiliny (EC:1.3.7.6)

— oksydoreduktaza fitochromobiliny : ferredoksyna
(EC:1.3.7.4)

— syntaza fikoerytrobiliny

— syntaza fikourobiliny

— dihydrobiliwerdyna

— reduktazy bilin zaleznych od ferredoksyny (ang. Ferredoxin-
Dependent Bilin Reductases)

— aklimatyzacja chromatyczna (ang. Chromatic Acclimation)
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WPROWADZENIE

Bakterie fotosyntezujace (cyjanobakterie) oraz niektdre algi, sa coraz czesciej
wymieniane, jako zrodto cennych produktéw naturalnych, o znaczacym potencjale
komercyjnym. Oprocz wysokiej jakosci przyswajalnych biatek, kwasow tluszczowych
i witamin, organizmy te staly si¢ zrodlem fikobiliprotein - naturalnych barwnikow
o szczegolnych wilasciwosciach [1, 2]. Wyizolowane po raz pierwszy w 1836 roku,
fikobiliproteiny wcigz fascynuja wyrazistym, intensywnie niebieskim zabarwieniem
ir6zowa fluorescencja. Absorbujac kwanty $wiatla o innej, niz chlorofile energii,
barwniki te intensyfikujg proces fotosyntezy w komorkach zawierajacych je autotrofow.
Uczestnicza w ochronie przed reaktywnymi formami tlenu oraz stanowia zasobne zrédto
azotu, umozliwiajac syntez¢ innych biatek [1]. Fikobiliproteiny uznawane sa za
wysokowartosciowe produkty naturalne wykazujace réoznorodna aktywnos$¢ biologiczng
[2, 3]. Zaledwie kilka dekad temu zacze¢to doceniaé rowniez prozdrowotne wiasciwosci
tych biatek, stosowanych od dawna jako barwniki zywnosci [4].

1. CHARAKTERYSTYKA FIKOBILIPROTEIN

Fikobiliproteiny to rodzina barwnych, hydrofilowych biatek stanowigcych wazny
element aparatu fotosyntetycznego, glownie cyjanobakterii i czerwonych alg, chociaz
substancje te zidentyfikowano réwniez w komoérkach mikroalg reprezentujacych
glaukofity i krypotomonady [4]. Obecno$¢ fikobiliprotein rozszerzajacych zakres
dtugosci fali §wiatta absorbowanego przez typowe barwniki fotosyntetyczne (chlorofile,
ksantofile oraz karotenoidy), umozliwia organizmom wykorzystujacym te substancje
zasiedlenie §rodowisk nieoptymalnych pod wzglgdem dostepu Swiatta, a co za tym idzie
rozw6j w mniej sprzyjajagcych warunkach. W ten sposéb gatunki mikroalg
wytwarzajacych te barwne biatka zyskuja przewage ekologiczng. Szczegodlne znaczenie
fikobiliprotein podkresla fakt, ze moga stanowi¢ nawet 60% wszystkich biatek obecnych
w komorkach cyjanobakterii [1, 5].

1.1. STRUKTURA FIKOBILIPROTEIN

W budowie fikobiliprotein wyrdznia si¢ apoproteinowy stelaz oraz zwiazane
kowalencyjnie grupy chromoforowe, nazywane fikobilinami [4, 6]. Bialka
fikobiliprotein zbudowane sg z polipeptydowych podjednostek o oraz B, o masach
czasteczkowych odpowiednio 16-17 kDa i 18-19 kDa, tworzacych heterodimery.
Geny kodujace strukture pierwszorzedowa homologicznych podjednostek o i B,
powstaly na skutek duplikacji, a stopien homologii polipeptydéw moze wynosié
nawet 25-30%. Najbardziej konserwatywna struktura aminokwaséw wystgpuje w
obszarze reszt cysteiny, ktore wigza fikobiliny. Podjednostki o i  nie sg polaczone
mostkami disiarczkowymi, charakteryzuja si¢ strukturg zblizong do globiny z dodat-
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kowymi helisami. af-heterodimery fikobiliprotein tworza trimery (heteroheksamery
(af)3) lub heksamery (heterododekamery (af)s) w ksztalcie pierécienia - elementy
sktadowe fikobilisomow (Rys. 1) [4, 7].

Rysunek 1. Oligomeryczne struktury fikobiliprotein (monomer = trimer = heksamer) oraz fikobilisom
Figure 1. Oligomeric structures of phycobiliproteins (monomer = trimer = hexamer) and phycobilisome

Z kolei fikobiliny to grupa otwarto tancuchowych uktadoéw tetrapirolowych,
w ktorych pierscienie pirolowe (A, B, C i D) polaczone sg mostkami metinowymi.
Chromofory fikobilinowe, w odr6znieniu do innych bilin jak np. hem, czy chlorofil,
nie zawieraja jonéw metali. Zewng¢trzne pierscienie pirolowe (A oraz D) zwiazane sa
z atomem tlenu, natomiast pierScienie wewnetrzne (B 1 C) z resztami kwasu
propionowego (Rys. 2). Masa czgsteczkowa tych zwigzkéw wynosi blisko 600 Da.
Pomiedzy polipeptydowym stelazem a ukladem pirolowym najczeSciej wystepuje
jedno wigzanie, jednakze w przypadku fikoerytrobiliny oraz fikourobiliny wystepuja
dwa wigzania (przy pierscieniach A i D) aczace je z peptydem. W komoérkach
cyjanobakterii zidentyfikowano cztery rozne fikobiliny: niebieska fikocyjanobiling
(PCB), r6zowa fikoerytrobiling (PEB), fioletowg fikowiolobiling (PVB) oraz z6lta
fikourobiling (PUB) [1, 8, 9].
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Rysunek 2. Struktury chemiczne fikobilin cyjanobakterii, kowalencyjnie zwigzanych z biatkowym stelazem
(litera ,,R” przedstawia propionianowe laficuchy boczne)

Figure 2. Chemical structures of cyanobacterial phycobilins covalently bound to a protein framework (the
letter "R" represents the propionate side chains)

1.2. ROZNORODNOSC FIKOBILIPROTEIN

Fikobiliproteiny cyjanobakterii dzieli si¢ na cztery gtoéwne typy: fikocyjaning
(PC), fikoerytryng (PE), fikoerytrocyjaning (PEC) oraz allofikocyjaning (APC).
Charakterystyke kazdego typu przeprowadza si¢ na podstawie struktury oraz
maksimum absorbcji §wiatta: PC — maksimum absorbcji — 610-625 nm, PE —
charakterystyczna absorbcja przy 490-570 nm, PEC — 575-620 nm, APC -
z maksimum absorbcji — 650-660 nm [1, 4, 10]. Podziat fikobiliprotein wynika
z liczby oraz typu fikobilin przypadajacych na podjednostke polipeptydowa a lub f.
Polipeptyd monomeru fikobiliprotein wiaze od jednego do trzech uktadow
chromoforow. Czasteczki bilinowe wigzane sa przez reszty cystein tancucha
polipeptydowego wigzaniem tioeterowym (sulfidowym). Reszty aminokwasowe
Cyso-84 oraz Cysp-84 sg niezbedne do wigzania grup prostetycznych, natomiast
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w zaleznosci od typu fikobiliprotein, chromofory moga by¢ wigzane takze przez inne
reszty cysteiny (Tabela 1). Liczba chromoforéw w podjednostce (af) fikocyjaniny
i fikoerytrocyjaniny wynosi trzy, allofikocyjaniny dwie natomiast podjednostka (of3)
fikoerytryny zawiera az pie¢ lub szes$¢ fikobilin [1, 8, 10].

Tabela 1. Rodzaje fikobiliprotein z uwzglednieniem chromoforow
Table 1. Types of phycobiliproteins including chromophores

Specyficzne reszty cysteinowe i zwigzane z nimi fikobiliny

Fikobiliproteiny Cysa- Cysa- Cysa- Cysp- Cysp- Cysp-
75 84 143 50,61 84 155
Allofikocyjanina PCB PCB
Fikocyjanina (C) PCB PCB PCB
Fikoerytrocyjanina CVB PCB PCB
Fikocyjanina (R-I) PCB PCB PEB
Fikocyjanina (R-II) PEB PCB PEB
Fikocyjanina (R-III) PUB PCB PCB
PEBlub PEBIlub PEB lub PEB lub
Fikoerytryna (k1. I)* PEB
PUB PUB PUB PUB
PEBlub PEBIlub PEB lub
Fikoerytryna (kl. I)* PUB PEB PEB
PUB PUB PUB

*- Fikoerytryny klasy I posiadaja pie¢ fikobilin, fikoerytryny klasy II sze$¢ chromoforow

2. BIOSYNTEZA FIKOBILIPROTEIN

W naturalnych warunkach, w petni funkcjonale fikobiliproteiny powstaja w
dwéch niezaleznych szlakach przemian biochemicznych (Rys. 3). Pierwszy obejmuje
biosynteze bilin oraz transkrypcje i translacj¢ genu kodujacego apoproteiny (1),
adrugi odpowiada procesom modyfikacji potranslacyjnych, ktére polegaja na
kowalencyjnym wigzaniu chromoforé6w z polipeptydowym stelazem (2). Agregacja
monomeréw, trimerow lub heksamerow fikobiliprotein skutkuje powstaniem
imponujacych wielko$cia kompleksow biatkowych — fikobilisoméow (3) [4, 5, 8, 9].
W agregacji heksamerycznych dyskow fikobiliprotein biorg udziat specyficzne
biatka tacznikowe, a afektem tego procesu sg struktury o ksztalcie cylindrow.
Struktury te stanowig element konstrukcji kompleksow antenowych, wspomnianych
juz fikobilisoméw. Masa czgsteczkowa tych specyficznych komplekséw biatkowych
moze wynosi¢ od 3000 do 7000 kDa [6, 7, 9].
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Transkrypcjai translacja Biosynteza chromoforéw
Jednoczesna translacja wielu Nastepujace reakcje redukcji prekursora
apoprotein. Oddziatywanie powstatych Enzymy: rodzina oksygenaz hemowych (HO), rodzina
apoprotein z biatkami opiekuriczymi ferredoksyno-zaleznych reduktaz bilinowych (FDBR)
] —
APOPROTEINY FIKOBILINY

Faza post-translacyjna

Kowalencyjne przytaczenie bilin do konserwatywnych
reszt  cysteiny. Metylacja reszt asparaginy w
podjednostkach B

Enzymy: liazy fikobiliproteinowe, metylotransferaza
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Rysunek 3. Ogolny proces powstawania fikobiliprotein i fikobilisomow
Figure 3. General process of formation of phycobiliproteins and phycobilisomes

2.1. BIOSYNTEZA FIKOBILIN

Cyjanobakterie sg zdolne do wytwarzania réznych pigmentdw tetrapirolowych:
chlorofili, hemoéw i fikobilin. Chromofory tetrapirolowe sa pochodnymi porfiryn,
ktérych prekursorem jest kwas d-aminolewulinowy (ALA) [1, 10]. W organizmach
fotosyntezujacych biosynteza fikobilin rozpoczyna si¢ od kondensacji dwodch
czasteczek ALA. Sekwencja reakcji prowadzi do powstania protoporfiryny IX,
ostatniego wspolnego elementu biosyntezy bilin, hemow oraz chlorofili. Enzym
ferrochelataza (EC 4.99.1.1) katalizuje ostatni etap biosyntezy hemu, wprowadzajac
jony Fe*2 do protoporfiryny IX [1, 10, 11].

Synteza fikobilin nastgpuje w  wyniku otwarcia tetrapirolowego
makropier§cienia hemu katalizowanego przez oksygenazeg hemu (HO; EC 1.14.99.3).
W reakcji zaleznej od tlenu powstaje biliwerdyna IX (BV IX). W komorkach
cyjanobakterii BV IX jest prekursorem fikobilin. W wyniku redukcji biliwerdyny IX
powstajg fikobiliny o réznych wlasciwosciach absorpcyjnych (Rys. 4). Reakcje te
przeprowadzane sa przez enzymy nalezace do rodziny reduktaz bilin zaleznych od
ferredoksyny (ang. Ferredoxin-Dependent Bilin Reductases; FDBR) wystepujacych
w roslinach, cyjanobakteriach oraz w cyjanofagach [12, 13]. FDBR to odmienne, ale
blisko spokrewnione biatka katalityczne: (1) oksydoreduktaza fikocyjanobilina :
ferredoksyna (PcyA, EC:1.3.7.5), (2) oksydoreduktaza 15,16-dihydrobiliwerdyna :
ferredoksyna (PebA, EC:1.3.7.2), (3) oksydoreduktaza fikoerytryna : ferredoksyna
(PebB, EC:1.3.7.3), (4) syntaza fikoerytrobiliny (PebS, EC:1.3.7.6), (5) oksydoredu-
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ktaza fitochromobiliny : ferredoksyna (HY2, EC:1.3.7.4), (6) syntaza
fikoerytrobiliny (PcyX), (7) syntaza fikourobiliny (PUBS) [14]. Najwczesniej
poznano strukture PcyA, ktérg wyodrgbniono z komorek Nostoc sp. PCC 7120 oraz
Synechocystis sp. PCC 6803 [13-15]. BV IX jest substratem dla prawie wszystkich
enzymow z rodziny FDBR, z wyjatkiem reduktazy PebB. Enzymy FDBR
charakteryzuje podobna struktura kanapkowa (sandwiczowa): ,.o/B/a”, 16zni je
redukcja otwartej czasteczki tetrapirolowej w specyficznej pozycji, co prowadzi do
biosyntezy réznych fikobilin.

Biosynteza fikocyjanobiliny (PCB) katalizowana jest przez PcyA w toku
czteroelektronowej redukcji. PcyA redukuje grupe winylowa pier§cienia D
biliwerdyny IXa, w wyniku czego powstaje zwiazek posredni - dihydrobiliwerdyna
(18!, 182-DHBV). Nastepnie zwigzek ten ulega kolejnej redukcji przy pierscieniu A,
dajac PCB. [13, 15]. Szlaki syntezy fikoerytrobiliny (PEB) scharakteryzowane
zostaty dla cyjanobakterii, kryptomonad i bakteriofagdw - takze cyjanofagéw. W
komorkach sinic oraz kryptomonad synteza PEB katalizowana jest w reakcjach,
prowadzonych przez dwa enzymy FDBR (PebA i PebB). W cyjanofagach w redukcji
bierze udziat tylko jeden enzym (PebS lub PcyX) [13, 15]. Biosynteza PEB
rozpoczyna si¢ od redukcji BVIX przez PebA, na wigzaniu podwojnym, mi¢dzy
pierScieniami C 1 D. Powstajacy zwigzek 15,16-DHBV jest substratem
oksydoreduktazy PebB. Obie reakcje redukcji wymagaja dwoch elektronow,
dostarczanych przez ferredoksyne [12, 16]. Niedawno przedstawiono dwa
alternatywne szlaki biosyntezy PEB, zidentyfikowane w genomach fagowych.
Syntazy PebS oraz PcyX katalizujg czteroelektronowa redukcje BV w jednym etapie,
z utworzeniem zwigzku posredniego 15,16-DHBV. Syntaza PebS, mimo iz jest
homologiem oksydoreduktazy PebA, zdolna jest do redukcji produktu posredniego
do PEB. Syntaza PcyX katalizuje t¢ samg reakcje co syntaza PebS, natomiast
mechanizm katalityczny tej reakcji jest inny. Obie reduktazy charakteryzuja si¢ tylko
9% homologia sekwencji aminokwaséw. Dopasowanie sekwencji aminokwasow
wskazuje na pokrewienstwo PcyX z enzymami PcyA, co sugeruje, ze PcyX pochodza
najprawdopodobniej od fagdéw infekujacych alfaproteobakterie. Enzym PUBS,
odkryty stosunkowo niedawno, katalizuje reakcje biosyntezy fikourobiliny (PUB)
[12, 14].
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Rysunek 4.  Biosynteza fikobilin z uwzglgdnieniem rodzaju enzymoéw z rodziny FDBR (litera ,,R”
przedstawia propionianowe tancuchy boczne)

Figure 4. Biosynthesis of phycobilins with regard to the type of enzymes from the FDBR family (the
letter "R" represents the propionate side chains)

2.2. WIAZANIE FIKOBILIN DO APOPROTEIN

Powstale fikobiliny sg nastgpnie kowalencyjnie wigzane z apoproteinowym
rdzeniem, utworzonym w procesie translacji, najczesciej z udziatem enzymow z
rodziny liaz fikobiliproteinowych lub rzadziej w wyniku autokatalitycznych
przemian. W pelni funkcjonalne fikobiliproteiny powstaja na skutek
potranslacyjnych modyfikacji: przytaczenia chromoforu oraz metylacji reszty
asparaginy w podjednostkach f3.

W komorkach cyjanobakterii wystepuja trzy rodziny liaz fikobiliproteinowych:
liazy typu E/F, typu T oraz typu S/U. Liazy typu T specyficznie przytaczaja fikobiliny
do $ci$le okreslonej reszty cysteinowej, natomiast liazy typu S nie sa tak specyficzne,
atym samym sg bardziej uniwersalne [6, 17]. Liazy typu E/F przeprowadzaja
specyficzne przylaczenie fikocyjanobiliny lub fikoerytrobiliny do reszty Cys-84
podjednostek o fikocyjaniny, fikoerytrocyjaniny i fikoerytryny [17-19]. Liazy typu
S/U wiaza fikocyjanobiliny do obu podjednostek PC, PEC i PE. Istotna rola liaz jest
zapewnienie odpowiedniej stereochemii wigzania wlasciwej fikobiliny z odpowie-
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dnig reszta cysteiny, zwlaszcza w przypadku, gdy dany gatunek zdolny jest do
biosyntezy wiecej niz jednego typu fikobiliny [8, 17]. Ponadto, liazy fikobiliprotein
petnig funkcje biatek opiekunczych lub ochronnych nosnikow, przejsciowo
wigzacych nietrwate produkty posrednie. Niektore liazy fikobiliprotein
przeprowadzajg izomeryzacje fikobiliny podczas wigzania z resztg cysteiny. Opisano
réwniez enzymy nalezace do rodziny liaz fikobiliproteinowych, ktére odlaczaja
bilinowy chromofor [20-22].

W przypadku fikobiliprotein produkowanych przez sinice, autokatalityczne
wigzanie fikobiliny wystepuje rzadko. Dotychczas zaproponowano ten mechanizm
w dwoch przypadkach: biatka tacznikowego ApcE, taczacego rdzen fikobilisomu z
btong tylakoidu oraz apo-allofikocyjaniny (apo-APC). W strukturze ApcE wyr6znié
mozna domeng, ktéra umozliwia wigzanie fikobiliny przy Cys-186. Efektywnos¢
przytaczania fikobilin w sposob autokatalityczny jest poréwnywalna do dziatania liaz
fikobiliproteinowych, co sugeruje, ze ApcE moze by¢ liazg autokatalityczna [6, 23].

3. POZYSKIWANIE FIKOBILIPROTEIN

Proces pozyskiwania metabolitow, w tym fikobiliprotein, z komorek
fotoautotrofow mozna podzieli¢ na dwie fazy. Najpierw zachodzi akumulacja
pozadanych metabolitow w komoérkach hodowanych cyjanobakterii [UPSTREAM],
a nastepnie pozyskuje si¢ konkretne substancje poprzez ekstrakcj¢ wyodrgbnionych
frakcji z biomasy [DOWNSTREAM] (Rys. 5) [2, 3, 24].

UPSTREAM

Co, sktad pozywki ‘ 1 pH

DOWNSTREAM

Odzysk
:> podstawowy ::>

Metody Stracanie biatek —

mechaniczne siarczan amonu

Oczyszczanie

Metody
chromatograficzne

Ekstrakcja

Metody Wodna ekstrakcja
enzymatyczne dwufazowa

Metody Zatezanie z
chemiczne ultrafiltracja

Rysunek 5. Otrzymywanie fikobiliprotein z biomasy mikroorganizmow
Figure 5. Obtaining of phycobiliproteins from microbial biomass
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3.1. AKUMULACJA FIKOBILIEPROTEIN

Efektywnej akumulacji fikobiliprotein sprzyja optymalizacja warunkéw wzrostu
mikroorganizméw. Poniewaz produkcja metabolitéw i rozwoj sinic zaleza nie tylko
od czynnikéw biotycznych, ale takze od czynnikéw abiotycznych (Swiatlo,
temperatura, st¢zenie sktadnikoéw odzywczych, pH, zasolenie i sktad chemiczny
pozywki), zmieniajgc warunki hodowli mozna w pewnym stopniu kontrolowac
metabolizm tych mikroorganizmow [2, 24,25]. Osiagnigcie rownowagi mie¢dzy
wzrostem biomasy a wydajnoscia produkcji fikobiliprotein jest aktualnym
wyzwaniem, a zrozumienie wpltywu okre§lonych czynnikow moze by¢ kluczem do
uzyskania wysokich stezen tych barwnikow w komorkach cyjanobakterii i alg.
Optymalizacja parametrow dzialania fotobioreaktoréw 1 optymalizacja sktadu
pozywki to gtdéwne zmienne, wykorzystywane przez badaczy do szybkiej akumulacji
fikobiliprotein [2, 3]. Drugim, poza sinicami, gléwnym zroédtem pozyskiwania
fikobiliprotein sg czerwone mikro- lub makroalgi. Dobér warunkéw hodowli
sprzyjajacych zwigkszeniu produkcji biomasy bogatej w fikobiliproteiny jest jednym
z narzedzi wykorzystywanych eksperymentalnie i przemystowo.

Ustalono na przyklad, ze natezenie $wiatta ma istotne znaczenie dla rozwoju
cyjanobakterii oraz produkcji fikobiliprotein. Biosynteza biatkowego rdzenia
fikobiliprotein jest mocniej stymulowana w warunkach niskiego nat¢zenia
o$wietlenia, ze wzgledu na minimalne zuzycie energii fotosystemow. Nalezy jednak
pamigta¢c o tym, ze intensywno$¢ Swiatla umozliwiajagca efektywny rozwoj
cyjanobakterii jest cechg specyficzng dla gatunku lub rodzaju tych mikroorganizmow
[1,9].

Udowodniono, ze nie tylko nat¢zenie $wiatla, ale takze jego barwa wptywa na
produkcje fikobiliprotein sinic. Czerwona barwa $wiatta moze korzystnie wptywac
na wzrost sinic i stymulowac produkcje fikocyjaniny, z kolei $wiatto niebieskie
stymulowato produkcje fikoerytryny u krasnorostow [26]. Rézna wrazliwosc
gatunkow sinic na $wiatlo o okre$lonej barwie, a zatem specyficznej dtugosci fali
ienergii jest istotna w kontekScie zasiedlania nisz $rodowiskowych. Fotony
niebieskie, o relatywnie wysokiej energii moga przenika¢ w glab toni wodnej, dlatego
w glebszych warstwach wody dostepne jest przede wszystkim $wiatlo niebiesko-
zielone. Cyjanobakterie wykazuja pewng form¢ fotomorfogenezy nazywang
aklimatyzacja chromatyczng (ang. Chromatic Acclimation; CA). Aklimatyzacja ta
umozliwia zmian¢ skladu fikobiliprotein prowadzaca do optymalnej absorpcji
swiatta, a tym samym do efektywnego wykorzystania warunkéw oswietlenia na
roéznych glebokosciach akwenu, w ktorym sie rozwijaja [1,2, 9].

Odczyn medium hodowlanego jest kolejnym istotnym czynnikiem
wplywajacym na procesy fizjologiczne i biochemiczne organizméw produkujacych
fikobiliproteiny [27]. Wytwarzanie tych barwnych bialek przez cyjanobakterie roz-



664 E. NIEMCZYK, J. POGRZEBA, J. LIPOK

wijajace si¢ w podtozach o réznych wartosciach pH prawdopodobnie jest wartoscia
specyficzng dla gatunku. Na przyktad, w przypadku stodkowodnego gatunku
Anabaena fertilissima najwyzsze stezenie fikobiliprotein uzyskano, gdy warto$¢ pH
pozywki wynosita 7,5 [28]. Halofilny gatunek sinicy Arthrospira platensis, ze
wzgledu na wysoka zawarto$¢ fikocyjaniny, jest gtéwnym mikroorganizmem
uzywanym w przemystowej produkcji tego niebieskiego barwnika. Arthrospira
platensis moze rozwija¢ si¢ w warunkach zasadowych (pH 10,5), unikajac
konkurencji ze strony innych mikroorganizméw fotosyntezujacych [27].

Innym sposobem kontroli produkcji fikobiliprotein moze by¢ wzbogacanie
pozywki hodowlanej poprzez dodanie fitohormonéw lub stymulatorow wzrostu
roslin. Podobienstwo metaboliczne organizmow fotosyntetycznych, uzasadnia
stosowanie regulatoréw wzrostu. Zaobserwowano, ze kwas giberelinowy 3
indukowal wzmozona produkcje fikobiliprotein i wzrost komorek Microcystis
aeruginosa. Hormon ten prawdopodobnie wplywa na pobieranie sktadnikow
pokarmowych. Wykazano tez, ze obecno$¢ auksyny - kwasu indolo-3-mastowego
w hodowli Nostoc linckia zwigksza produkcja fikobiliprotein [29].

Niektore zwigzki stosowane jako pestycydy, charakteryzujg si¢ dobra
rozpuszczalno$cig w wodzie, mogg wigc by¢ wymywane do wod powierzchniowych
i oddzialywa¢ na zyjace tam organizmy. Jedng z takich substancji jest herbicyd
glifozat, ktory wywarl negatywny wpltyw na wytwarzanie pigmentéw biatkowych
przez Oscillatoria limnetica [30]. Natomiast obecno$¢ tego fosfonianu w hodowli
Microcystis  aeruginosa  skutkowala zwickszeniem zawartoSci niebieskiej
fikocyjaniny [31]. Wyniki badan dotyczace obecnosci glifozatu w srodowisku zycia
Arthrospira maxima wskazuja, ze wytwarzanie niebieskiego barwnika bylo
stymulowane obecnos$cig tego fosfonianu [32]. W odniesieniu do cyjanobakterii
zauwazono takze, ze insektycyd malation powoduje gwattowny spadek stezenia
fikobiliprotein, natomiast inny fosforoorganiczny insektycyd - chloropiryfos,
spowalnia rozwoj sinic [33].

3.2. POZYSKIWANIE FIKOBILIEPROTEIN

Izolacja fikobiliprotein z biomasy komdrkowej to postepowanie wieloetapowe,
ktorego szczegoly proceduralne maja ogromne znaczenie dla uzyskania produktu
o odpowiedniej czystosci. Zawartosci fikobiliprotein oraz wspotczynnik czystosci -
wyrazony jako stosunek absorbancji mierzonej przy dlugosci fali charakterystycznej
dla danej fikobiliproteiny, do warto$ci absorbancji przy dtugosci fali 280 nm (biatka)
(Amax/A2s80), W uzyskanym ekstrakcie komoérkowym lub oczyszczonej frakcji, okresla
si¢ spektrofotometrycznie uzywajac rownan chromatycznych [34]. Opisano wiele
procedur, ktorych gléwnym celem jest uzyskanie matrycy o odpowiednio wysokim
wspotczynniku czystosci oraz wysokiej zawartosci fikobiliprotein. Najczgsciej wy-
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korzystywana procedura pozyskiwania fikobiliprotein zaktada zastosowanie trzech
gléwnych metod: (i) ekstrakcji z celowo uszkodzonych komérek, (ii) odzysku
podstawowego z ekstraktu komorkowego oraz (iii) zastosowanie zaawansowanych
technik oczyszczania do uzyskania rozdzielonych frakcji [27, 35, 36].

Pierwszym etapem procedury otrzymywania fikobiliprotein jest ich ekstrakcja
z komorek cyjanobakterii i alg. Ekstrahentami sg roztwory wodne i bufory
(szczegolnie bufor fosforanowy). Do uzyskania uwolnionych pigmentéw z biomasy
wykorzystuje si¢ rowniez ekstrakcje rozpuszczalnikiem pod ci$nieniem, ekstrakcje
cieczg jonowa oraz ekstrakcje ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym [27]. W celu
uwolnienia pigmentéw wewnatrzkomdrkowych stosuje si¢ kilka technik destrukcji
scian komodrkowych cyjanobakterii i1 mikroalg: obrobka mechaniczna
(homogenizacja wysokoci$nieniowa, mielenie peretkowe, ultradzwieki, pulsacyjne
pole elektryczne, proces zamrazania-rozmrazania, szok osmotyczny i mikrofale),
obrébka enzymatyczna i obrobka chemiczna [35-37]. Metody mechaniczne nie sg
selektywne 1 zuzywaja znaczne iloSci energii, sg jednak nietoksyczne, szybkie i
odpowiednie do produkcji na duzg skalg. Z kolei zabiegi chemiczne i enzymatyczne
sg opisywane jako mniej odpowiednie do zwigkszania skali ze wzgledu na ich wysoki
koszt, niska stabilnos¢, czasochtonnos¢ i toksycznos¢ [36, 37].

Kolejny etap procesu otrzymywania fikobiliprotein, odzysk podstawowy,
przeprowadza si¢ zwykle przez selektywne stracanie bialek za pomocg siarczanu
amonu. Najczesciej stosuje si¢ frakcjonowanie dwustopniowe. W pierwszym stopniu
wysycenie soli wynosi ok. 25%, w kolejnym od 50% do 70% [35]. Etap ten
przeprowadza si¢ rowniez stosujac wodng ekstrakcje dwufazowa glikolem
polietylenowym lub zat¢zanie z ultrafiltracjg (30—50 kDa) [25].

Etap podstawowego oczyszczania, opiera si¢ glownie na metodach
chromatograficznych takich jak: chromatografia jonowymienna, chromatografia
oddzialywan hydrofobowych, saczenie molekularne lub chromatografia
hydroksyapatytowa. Zastosowanie technik chromatograficznych pozwala osiaggnaé
bardzo wysokie wartos$ci czystosci otrzymanego produktu. Przy zastosowaniu
chromatografii zelowej wartos¢ wspodtczynnika czystosci dla fikocyjaniny wynosi
powyzej 4,0, a przy zastosowaniu kilkukrotnej separacji z uzyciem roéznych zi6z
wzrasta do ok. 7 [35, 36].

4. UZYTECZNE WEASCIWOSCI FIKOBILIPROTEIN

Fikobiliproteiny wykazuja wazne dla ludzi i zwierzat wlasciwosci, ktore
wykorzystywane sa w tworzeniu nowych produktow 1 w procesach
biotechnologicznych (Rys. 6) [25, 37-39]. Intensywna barwa, brak toksyczno$ci oraz
rozpuszczalnos¢ fikobiliprotein w wodzie, umozliwia ich zastosowanie w przemysle:
spozywczym, farmaceutycznym oraz kosmetycznym, ktore stawiaja wysokie wyma-
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gania substancjom barwigcym. Niebieska fikocyjaning otrzymywang z komorek
Spiruliny, wykorzystuje si¢ do barwienia produktow mlecznych, stodyczy, galaretek,
napojow bezalkoholowych i gum do zucia [1, 25, 27]. W przemy$le kosmetycznym
zwiazki te pelia nie tylko role pigmentow, ale roéwniez czynnikéw
przeciwutleniajacych, dzigki czemu uzyskane produkty charakteryzuja si¢
wlasciwosciami  przeciwstarzeniowymi  [40]. Jako substancje naturalne,
fikobiliproteiny stanowig cenng alternatywe dla barwnikéw syntetycznych. Na
przyktad z uwagi na powinowactwo chemiczne, fikocyjaning stosuje si¢ do barwienia
jedwabiu i bawelny [41].

Wiasciwosci
barwigce
Desery
Produkty mleczne
PP Napoje
Wihasciwosci Pomadki
fluorescencyjne Cienie do powiek
Tkaniny Wiasciwosci
Sortowanie komarek neuroprotekcyjne
Markery biatek dla
elekiroforezy zelowej
Koniugaty pochodnych . ape . Leczenie choréb
fikabiliprotein Fikobiliproteiny neurodegeneracyjnych

P Wiasciwosci
Wiasciwosci przeciwzapalne

przeciwutleniajgce

- . Preparaty ochronne
Nutraceulykl Wiasciwosci Leczenie cukrzycy
Suplementy diety przeciwnowotworowe

Farmaceutyki

Rysunek 6.  Wtasciwosci i zastosowanie fikobiliprotein
Figure 6. Properties and applications of phycobiliproteins

Bioaktywnos$¢ fikobiliprotein mozna zaprezentowa¢ odwotujgc sie do ich
dziatania jako przeciwutleniaczy oraz zwiazkow ograniczajacych stany zapalne,
proliferacj¢ komorek niektorych nowotworow oraz degeneracje komorek nerwowych
(Tabela 2). Wiasciwos$ci przeciwutleniajace oraz neuroprotekcyjne fikocyjaniny,
wskazuja na mozliwos$¢ zastosowania jej w leczeniu chordéb neurodegeneracyjnych
[39, 40, 42, 43]. Badania nad zastosowaniem fikocyjaniny jako przeciwutleniacza
wykazaty, ze posiada aktywno$¢ neutralizowania rdéznych form reaktywnego tlenu:
tlenu singletowego, rodnika alkoksylowego, nadtlenku wodoru, rodnika
hydroksylowego, kwasu podchlorawego, anionu ponadtlenkowego, rodnika
peroksylowego oraz tlenku azotu [40]. Fikocyjanina moze hamowaé dzialanie
rodnikéw nadtlenoazotynowych, zmniejszajac w ten sposob uszkodzenia DNA [44].
Ponadto, ogranicza peroksydacje lipidow oraz posredniczy w zwigkszeniu obecno$ci
enzymow antyoksydacyjnych [42, 43].
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Tabela2.  Wybrane whasciwosci bioaktywne fikobiliprotein
Table 2. Selected bioactive properties of phycobiliproteins

Bioaktywnos¢ Obiekt badan Stezenie PBP Lit.
Przeciwutleniajaca Erytrocyty 0,01-1,00 uM 39
(protekcyjna) Plytki krwi 0.5-10 nM 20
Kardiomiocyty 10 uM
DNA 5-25 uM 44
Komérki watroby 200 mg/kg 45
Komorki nerek 0,75-3,0 mg.kg 46
Przeciwzapalna COX-2 1-100 pM 43
Mieloperoksydaza 1-100 uM
Inhibicja enzyméw a-amylaza 50-250 pg/ml 3
a-glukozydaza 50-250 pg/ml
Lipaza trzustkowa 100, 200 mg/kg 40
Przeciwnowotworowa Komorki Ir\j[l;; 2pgir51 MDA- 100-500 pg/mL 49
Komorki i/lnézlff);aka piersi 0-40 uM 50
Komorki h;igl;lzej biataczki 40-160 mg/l
Komoérki raka prostaty 250-500 pg

Komoérki ludzkiego czerniaka

A37s 0-40 pM 51

Korzystng aktywno$¢ fikocyjaniny odnotowano studiujac jej zastosowanie w
ograniczeniu ostrego uszkodzenia oksydacyjnego watroby spowodowanego
promieniowaniem rentgenowskim (badanie in vivo) [45] oraz w zapobieganiu
stresowi oksydacyjnemu w ostrym uszkodzeniu nerek spowodowanym przez HgCl,
[46]. Dotychczas zaproponowano kilka mechanizméw wyjasniajacych sposob, w jaki
fikobiliproteiny wyciszaja i stabilizujg reaktywne formy tlenu. Mechanizm dziatania
fikocyjaniny jest podobny do powszechnie stosowanych przeciwutleniaczy;
tokoferolu czy kwasu askorbinowego. Nalezy podkresli¢, ze zaréwno fikobiliny jak
1 apoproteiny fikobiliprotein zaangazowane sg w procesy antyoksydacyjne [47].

Zdolno$¢ barwnych biatek do inaktywacji wolnych rodnikéw, kluczowych
w patogenezie réznych chorob zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, stata si¢
przestanka do badan nad wykorzystaniem tych makromolekut w terapii niektoérych
chorodb, zarowno in vitro, jak i in vivo [40]. Dzialanie przeciwzapalne fikobiliprotein
zwigzane jest z hamowaniem aktywnosci COX-2, aktywno$ci mieloperoksydazy,
hamowaniem apoptozy i redukcjg odpowiedzi autoimmunologicznej [48].
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Juz na poczatku lat 80-tych XX w. ustalono, ze fikocyjanina moze stuzy¢ jako
cytotoksyczny fotouczulacz, i dzigki temu moze znalez¢ zastosowanie w terapii
fotodynamicznej. Relatywnie niedawno stwierdzono, ze biatko to jest inhibitorem
proteinaz i lipoksygenaz. Ustalono réwniez, ze obecnos$¢ tego barwnika hamuje
denaturacj¢ albumin oraz hemoliz¢ wywotana hipotonicznoscia w testach in vitro
[43]. Fikocyjaning otrzymang z komorek cyjanobakterii zastosowano réwniez
w badaniach proliferacji komorek raka piersi MDA-MB 231, w ktérych wykazywata
fototoksycznos¢ po naswietlaniu laserem emitujagcym $wiatto o dtugosci fali 625 nm.
[49]. Wykazano takze, ze fikocyjanina hamuje proliferacje komorek
nowotworowych np. gruczolaka piersi MCF-7, ludzkiej biataczki K562 oraz
ludzkiego czerniaka A375 [50, 51]. Z kolei potaczenie fikocyjaniny, otrzymanej
zkomoérek cyjanobakterii  Limnothrix, z lekiem przeciwnowotworowym
topotekanem, indukowato apoptoze komodrek patologicznych raka prostaty. Zatem
PBP moga okaza¢ si¢ czynnikiem wzmacniajacym dziatanie dostgpnych lekow
przeciwnowotworowych [50]. Interesujgce 1 godne uwagi jest to, ze fikobiliproteiny
wykazujg wigksze powinowactwo do komorek nowotworowych niz do komorek
zdrowych, jednak mechanizm tego fenomenu wcigz pozostaje niejasny.

Fikocyjanina jest rowniez, potencjalnym kandydatem do stosowania w leczeniu
cukrzycy typu 2, ze wzgledu na hamowanie in vitro aktywnosci peptydazy
dipeptydylowej IV oraz enzymdéw metabolizmu weglowodandéw (a-amylazy i a-
glukozydazy) [43]. Podobne wiasciwosci tego barwnego bialka - hamowanie
aktywnosci lipazy trzustkowej, sugeruja mozliwe wykorzystanie tej substancji
w przeciwdziataniu otytosci [40].

Inna fikobiliproteina - fikoerytryna wykazuje intensywna fluorescencje¢, a przy

tym wysokg fotostabilnos¢ i zdolno$¢ do koniugacji z réznymi produktami
metabolizmu. Dzieki tym wlasciwosciom, mozliwe jest uzycie tego bialka jako
bardzo efektywnego znacznika fluorescencyjnego w technikach diagnostycznych,
badaniach biomedycznych oraz w biologii molekularnej [41, 51].
Fikobiliproteiny ~ znajduja  zastosowanie =~ w  cytometrii  przeplywowe;j,
immunofenotypowaniu, mikroskopii fluorescencyjnej, sortowaniu komorek
fluoroscencyjnie  aktywowanych  oraz w  immunologicznych  testach
fluorescencyjnych [51]. Intersujaca cechg fikobiliprotein jest sktonno$¢ tych molekut
do tworzenia stabilnych koniugatéw z czasteczkami innych zwigzkdéw o istotnym
znaczeniu biologicznym np. immunoglobulinami, biotyng lub biatkiem A. Polaczenie
te sg dobrym narzedziem diagnostycznym wykorzystujacym dwukolorowa
fluorescencje. Badania nad wlasciwosciami fikobiliprotein dotyczg rdéwniez
mozliwosci ich wykorzystania jako neutralnych substancji kontrastowych oraz do
swoistego ,,impregnowania” struktur biologicznych i w konsekwencji do
wzmocnienia efektu w ich obrazowaniu [51, 52].
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Fikobiliproteiny mozna réwniez zastosowaé w biologicznej metodzie otrzymywania
nanoczgstek srebra (Ag-NP), co potwierdzono stosujac do tego celu fikocyjaning
wyizolowang z trzech roznych gatunkéw cyjanobakterii [53]. Potwierdzono, ze
wyizolowane z komorek fikobiliproteiny moga, w obecnosci $wiatta, redukowac
kationy srebra, gdyz fikobiliny zdolne sg do indukowania przejs¢ elektronowych ze
stanu podstawowego do stanu wzbudzonego, co nastgpuje w efekcie absorbcji
kwantow $wiatta. Mechanizm w jaki fikocyjanina uczestniczy w tworzeniu Ag-NP,
jest jednak wcigz przedmiotem badan.

UWAGI KONCOWE

Fikobiliproteiny - barwne biatka wytwarzane przez mikroalgi eukariotyczne oraz sinice,
zawdzigczaja swoje unikatowe wiasciwoscei grupom prostetycznym, ktorymi sg otwarto
fancuchowe tetrapirole. Jako powstajace w procesie biosyntezy, fikobiliproteiny
charakteryzuja si¢ szczegdlnym potencjalem biotechnologicznym takze ze wzgledu na
swoiste wlasciwosci fizykochemiczne. Klasycznym przyktadem jest wykorzystanie tych
bialek - szczegdlnie fikocyjaniny o intensywnej niebieskiej barwie, jako naturalnych
barwnikow w przemysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym.
W produktach, do ktorych sa dodawane odpowiadaja nie tylko za barwg, ale rowniez za
roznorodng aktywnos$¢ biologiczng, zapewniajac tym wytworom dodatkowe walory.
W tej kategorii najczesciej wymienia si¢ wlasciwosci przeciwutleniajace fikobiliprotein,
ktére moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych oraz
wiasciwosci fluorescencyjne, na przyktad fikoerytryny, ktore takze predestynuja te biatka
do zastosowania w badaniach biomedycznych. Wyniki aktualnych prac dotyczacych
pozyskiwania i wykorzystania fikobiliprotein wskazuja, ze kluczowe dla szerszego
zastosowania tych substancji jest zrozumienie niuansO6w procesu biosyntezy
poszczegolnych grup tych barwnych biatek, a w konsekwencji opracowanie sposoboéw
skutecznej kontroli ich wytwarzania. Najwigksze nadzieje w tej materii wiaze sig¢
z zastosowaniem modulatorow fizykochemicznych do regulowania metabolizmu
mikroalg prokariotycznych, pod katem uzyskiwania wysokich st¢zen konkretnych
fikobiliprotein w komorkach. Z uwagi na odmienne wilasciwosci fizykochemiczne
i aktywno$¢ biologiczng poszczegdlnych, zroznicowanych strukturalnie fikobiliprotein,
specyficzno$¢ podejmowanych dziatan jest w tym przypadku niezwykle istotna.
Poniewaz istnieja realne przestanki zwickszenia skali wytwarzania tych substancji
poprzez modyfikacje warunkéw hodowli mikroalg, uwazamy, ze pozyskanie okreslonych
fikobiliprotein w maksymalnie czystej postaci zintensyfikuje aktualne wykorzystanie

oraz otworzy nowe mozliwoS$ci zastosowan tych cennych biatek.



670

E. NIEMCZYK, J. POGRZEBA, J. LIPOK

(1]
(2]
(3]

(4]
(3]

(6]
(7]
(8]
9]

[10]
(1]

[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]
[25]

[26]

[27]
(28]

[29]
[30]
[31]

PISMIENNICTWO CYTOWANE

L. N. Stadnichuk, P. M. Krasilnikov, D.V. Zlenko, Microbiology, 2015, 84, 101.

M. Hsieh -Lo, G. Castillo, M.A. Ochoa-Becerra, L. Mojica, Algal. Res., 2019, 42, 101600.
V.K. Kannaujiya, D. Kumar, J. Pathak, R.P. Sinha, Cyanobacteria, From Basic Science to
Application, Elsevier, Londyn, 2019.

E. Gantt, C.A. Lipschultz, J. Grabowski, B.K. Zimmerman, Plant. Physiol., 1979, 63, 615.
D.A. Bryant, G. Guglielmi, N.T. de Marsac, A.M. Castets, G. Cohen-Bazire, Arch. Microbiol.,
1979, 123, 113.

W.M. Schluchter, G. Shen, R.M. Alvey, A. Biswas, N.A. Sauné¢e, S.R. Williams, C.A. Mille,
D.A. Bryant, Adv. Exp. Med. Biol., 2010, 675, 211.

F. Zhao, S. Qin, J. Mol. Evol., 2006, 63, 330.

H. Scheer, K. Zhao, Mol. Microbiol., 2008, 68, 263.

A.R. Grossman, L.G. Waasbergen, D. Kehoe, Light Harvesting Antennas In Photosynthesis,
Springer, Dordrecht, 2003.

S.I. Beale, Chem. Rev., 1993, 93, 785.

H. Chakdar, S. Pabbi, Frontier Discoveries and Innovations in Interdisciplinary Microbiology,
Springer, Nowe Delhi, 2016.

T. Dammeyer, N. Frankenberg-Dinkel, Photochem. Photobio. Sci., 2008, 7, 1121.

S.L. Tu, A. Gunn, M.D. Toney, R.D. Britt, J.C. Lagarias, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 8682.
B. Ledermann, M. Schwan, J.A. Sommerkamp, E. Hofmann, N. Frankenberg-Dinkel, FEBS J.,
2018, 285, 339.

N. Frankenberg, J.C. Lagarias, J. Biol. Chem., 2003, 278, 9219.

T. Dammeyer, N. Frankenberg-Dinkel, J. Biol. Chem., 2006, 281, 27081.

C.D. Fairchild, J. Zhao, J. Zhou, S.E. Colson, D.A. Bryant, A.N. Glazer, A. N., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1992, 89, 7017

A. Shukla, A. Biswas, N. Blot, F. Partensky, J.A. Karty, L.A. Hammad, L. Garczarek, A. Gutu,
W.M. Schluchter, D.M. Kehoe, PNAS, 2021, 109, 20136.

K.H. Zhao, M.G. Denga, M. Zheng, M. Zhou, A. Parbel, M. Storf, M. Meyer, B. Strohmann,
H. Scheer, FEBS Letters, 2000, 469, 9.

R. Gasper, J. Schwach, J. Hartmann, A. Holtkamp, J. Wiethaus, N. Riedel, E. Hofmann,

N. Frankenberg-Dinkel, J. Biol. Chem., 2017, 292.

M. Kupka, J. Zhang, W.L. Fu, J.M. Tu, S. B6hm, P. Su, Y. Chen, M. Zhou, H. Scheer,

K.H. Zhao, J. Biol. Chem., 2009, 284, 36405.

K.H. Zhao, P. Su, J.M. Tu., X. Wang, H. Liu, M. Ploscher, L. Eichacker, B. YanG, M. Zhou,
H. Scheer, Biochemistry, 2007, 104, 14300.

I.C. Hu, T.R. Lee, H.F. Lin, C.C. Chiueh, P.C. Lyu, Biochemistry, 2006, 45, 7092.

E. Manirafasha, T. Ndikubwimana, X. Zeng, Y. Lu, K. Jing, Biochem. Eng. J., 2016, 109, 282.
F. Pagels, A.C. Guedes, H.K. Amaro, A. Kijjoa, V. Vasconcelos, Biotechnol. Adv., 2019, 37,
422.

J.L. Godinez-Ortega, P. Snoeijs, D. Robledo, Y. Freile-Pelegrin, M. Pedersén, J. Appl. Phycol.,
2008, 20, 253.

R.R Sonani, R.P. Rastogi, R. Patel, D. Madamvar, World. J. Biol. Chem., 2016, 7, 100.

J.I.S. Khattar, S, Kaur, S. Kaushal, Y. Singh, D.P. Singh, S. Rana, A. Gulati, Algal. Res., 2015,
12, 463.

X. Pan, F. Chang, L. Kang, Y. Liu, G. Li, D. Li, J. Plant. Phyciol., 2008, 165, 1691.

J.M. Salman, E. Abdul-Adel, Int. J. Pharmatech. Res., 2016, 9, 446.

W. Wang, M. Jiang, Y. Sheng, Environ. Chem., 2020, 40, 342.



FIKOBILIPROTEINY 671

[32]
[33]
[34]

[35]

[36]

[37]
[38]

[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]

[47]
[48]

[49]

[50]

[51]
[52]

[53]

A. Piro, D.M. Nistico, D. Oliva, F.A. Faga, S. Mazzuca, Microorganisms, 2022, 10, 1063.
Hemlata, T. Fatma, Bull. Environ. Contam. Toxicol., 2009, 83, 509.

C.S. Lobban, D.J. Chapman, B.P. Kremer, Experimental phycology - A laboratory manual,
Cambridge University Press, Cambridge, 1988.

G. Chamorro-Cevallos, V.C. Jesus, G.A. Gutiérrez-Rebolledo, M. Hernandez-Ortega. L.
Valadez-Carmona, A. Mojica-Villegas, G. Gutiérrez-Salmean, Int. J. Food. Nutriti. Sci., 2016,
3,275.

G. Nemer, N. Louka, E. Vorobiev, D. Salameh, J.M. Nicaud, R.G. Maroun, M. Koubaa,
Fermentation, 2021,7, 36.

P. Ping, Y. Wu, G. Wang, T. Jia, Y. Zhang, Crit. Rev. Food. Sci. Nutr., 2017, 57, 3840

M.U. Nethravathy, J.G. Mehar, S.N. Mudliar, A.Y. Shekh, Compr. Rev. Food Sci. Food Saf.,
2019, 18, 1882.

Q. Wu, L. Liu, A. Miron, B. Klimova, D. Wan, K. Kuc¢a, Arch. Toxicol., 2016, 90, 1817.

B. Fernandez-Rojas, J. Hernandez-Juarez, J. Pedraza-Chaverria, J. Funct. Food., 2014, 11, 375.
S. Sekar, M. Chandramohan, J. Appl. Phycol., 2008, 20, 113.

C. Romay, J. Armesto, D. Remirez, R. Gonzalez, N. Ledon, 1. Garcia, Inflamm. Res. 1998, 47,
36.

G. Prabakaran, P. Sampathkumar, M. Kavisri, M. Moovendhan, Int. J. Biol. Macromol., 2020,
153, 256.

V.B. Bhat, K.M. Madyastha, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2001, 285, 262.

Q. Liu, W. Li, S. Qin, Biomed. Pharmacother., 2020, 130, 110553.

E. Garcia-Pliego, M. Franco-Colin, P. Rojas-Franco, V. Blas-Valdivia, J. I. Serrano-Contreras,
G. Penton-Rol, E. Cano-Europa, Food. Funct., 2021, 12, 2985.

P. Pleonsil, S. Soogarun, Y. Suwanwong, Int. J. Biol. Macromol., 2013, 60, 393.

S.M. Bannu, D. Lomada, S. Gulla, T. Chandrasekhar, P. Reddanna, M.C. Reddy, Curr. Drug.
Metab., 2020, 20, 967.

S. Bharathiraja, H. Seo, P. Manivasagan, M.S. Moorthy, S. Park, Oh J., Molecules, 2016, 21,
1470.

S. Hao, S. Li, J. Wang, L. Zhao, C. Zhang, W. Haunng, C. Wang, J. Agric. Food. Chem., 2018,
66, 10921.

X. Qiang, L. Wang, J. Niu, X. Gong, G. Wang, Int. J. Biol. Macromol., 2021, 193, 1910.

A. Andreoni, U. Bernini, M. Mastrocinque, E. Quarto, P. Russo, J. Biochem. Bioph. Meth.,
1990, 20, 195.

N.E.A. El-Naggar, M.H. Hussein, A.A. El-Sawah A. A., Sci. Rep., 2017, 7, 1.

Praca wplyne¢ta do Redakceji 10 marca 2024 r.






