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Przeglad literatury
1.1. Ksenofarmaceutyki

Postgpujaca industrializacja i urbanizacja, pomimo wynikajacych z niej korzysci dla cztowieka,
wigze si¢ z coraz wickszym zagrozeniem dla srodowiska naturalnego. Jest to efektem rosngcej
emisji réznorodnych ksenobiotykoéw do $rodowiska, sposrod ktorych najwicksza grupe stanowia
zanieczyszczenia chemiczne, zarowno nieorganiczne, jak i organiczne [Naidu, 2021; Suzuki, 2020,
Rathi, 2021]. I o ile spos6b eliminowania ze §ciekow substancji nieorganicznych oraz jonow metali
jest dobrze poznany, co przeklada si¢ na coraz czegstsze wdrazanie tych metod w procesach
oczyszczania, to niestety w przypadku zanieczyszczen organicznych nie wszystkie procesy
przebiegaja prawidtowo. Dlatego, aby przeciwdziata¢ tego typu skazeniu, wiele panstw wprowadza
obligatoryjne przepisy prawne ograniczajace uzycie substancji niebezpiecznych oraz zakazujace ich
bezposredniego zrzucania do kanalizacji lub $rodowiska, bez wcze$niejszego przetworzenia
[Bunke, 2019; Lazarus, 2023]. Problemem jest jednak to, iz duza czg¢$¢ ksenobiotykow
organicznych ma tendencje do akumulacji w tkankach, co powoduje ich dtugotrwate pozostawanie
w Srodowisku. Wynika to bezposrednio z zaleznosci troficznych. W rezultacie zanieczyszczenia sa
przenoszone wraz ze zwierzetami z terenow, ktore nie s3 objete restrykcyjnymi przepisami
dotyczacymi zanieczyszczen. Poza tym, wiekszo$¢ tych skazen chemicznych prowadzi do licznych
schorzen zarowno wérod roslin, zwierzat, jak i ludzi [Dhairykar, 2022; Felis, 2020; Swiacka, 2021].
Powoduja one stres oksydacyjny, zwigkszaja ryzyko zachorowania na nowotwory, uszkadzaja
genom oraz wplywajg negatywnie na wiele uktadow, w tym hormonalny, sercowo-naczyniowy oraz
reprodukcyjny. Przy czym najwigksze zagrozenie stanowig zwigzki, ktore charakteryzujg si¢
wysokg trwalo$cig chemiczng i wykazujg aktywno$¢ biologiczng juz w niewielkich ilo$ciach,
a jednoczes$nie sg szeroko stosowane. Dlatego tez takie dziedziny zycia, jak produkcja pigmentow,
papiernictwo, przemyst tekstylny oraz farmacja i medycyna sa czgstymi zrodtami najbardziej
niebezpiecznych ksenobiotykow srodowiskowych [Imtiazuddin, 2012]. Niektore zanieczyszczenia
chemiczne, szczegolnie te hydrofobowe, zidentyfikowano w organizmach zamieszkujacych obszary
okolobiegunowe. Ksenobiotyki organiczne wykryto takze w plodach zwierzgcych i ludzkich
[Kotta-Loizou, 2024; Meakin, 2022].

Aktywne substancje farmaceutyczne stanowig obecnie coraz powazniejsze zagrozenie dla
srodowiska, zar6wno wodnego jak i ladowego. Jest to bardzo szeroka grupa zwigzkow
chemicznych, do ktorej nalezg migdzy innymi: leki hormonalne, przeciwbolowe i przeciwzapalne
oraz antybiotyki. Wiele z tych substancji przedostaje si¢ bezposrednio do wod zaréwno
powierzchniowych jak i gruntowych, gdzie stanowia istotne zagrozenie dla bytujacych tam
organizmow zywych. Gtownym zrodlem zanieczyszczen lekami w $srodowisku jest niewlasciwe

zarzadzanie nimi, zarowno przez indywidualnych uzytkownikéw, jak i osoby przepisujace leki.



Nadmierne spozycie lekow czesto prowadzi do wydalania ich nadmiaru z moczem, co przyczynia
si¢ do zanieczyszczenia ekosystemu [Ashfaq, 2017; Aus der Beek, 2016; Barcellos, 2022; Sellier,
2022]. Szczegbdlnym przypadkiem sg leki dostepne bez recepty, ktore mozna kupi¢ praktycznie
wszedzie. Przyczyng zwigkszajacych si¢ stezen lekow w wodach naturalnych jest rowniez
niewlasciwe gospodarowanie ich pozostatosciami, czyli wrzucanie ich do odpadéw ogdlnych
lub do instalacji sanitarnych, zamiast przekazywanie do profesjonalnej utylizacji. Kolejnymi
zrodlami zanieczyszczen sg zaktady produkcyjne, zlokalizowane w krajach o mniej restrykcyjnych
przepisach dotyczacych gospodarki odpadami. Niewlasciwa utylizacja produktow o ztych
parametrach, oczyszczanie urzadzen i inne dziatania prowadzone w tych zaktadach moga skutkowac
przedostawaniem si¢ duzych ilo$ci ksenofarmaceutykéw do $rodowiska [Kotecka, 2022].
Inne zrédta to apteki, placowki medyczne, punkty sprzedazy oraz zle zabezpieczony transport.
W szczegblnosci wskazac tu mozna zle praktyki w zakresie przechowywania i utylizacji wyrobow
medycznych przez placéwki zajmujace si¢ ich dystrybuowaniem i stosowaniem. Dodatkowym
zrodlem pozostatosci ksenofarmaceutykéw w Srodowisku naturalnym, sa roéwniez praktyki
weterynaryjne i produkcja zwierzat hodowlanych [Alsayadi, 2023; Parra-Saldivar, 2021; Vatovec,
2017; Vaudin, 2022; Zandaryaa, 2021].

Zanieczyszczenie lekami stanowi powazne konsekwencje dla wszystkich ekosystemow.
Substancje te po przedostaniu si¢ do srodowiska czesto dalej aktywnie oddziatywaja na znajdujace
si¢ tam organizmy zaréwno wodne jak i ladowe [Liu, 2013; Vaudin, 2022]. Na ponizszym rysunku
zilustrowano prosty cykl obiegu zwiazkéw farmaceutycznie aktywnych, ktéry ma miejsce

w srodowisku po przedostaniu si¢ do niego ksenofarmaceutykow (Rys. 1).

Akumulacja w tkankach

Ae roslin i zwierzat

Rysunek 1. Schemat obiegu lekéw ksenofarmaceutykdéw w srodowisku.
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wyzwanie dla wspdtczesnej nauki, aby opracowac skuteczne metody ich usuwania i utylizacji. Wsrod
tych lekow mozna rozrézni¢ dwie podgrupy. Pierwszg z nich sg leki przeciwbdlowe, nie wykazujace
dziatania przeciwzapalnego ani narkotycznego, czyli nicopioidowe leki przeciwbolowe, a druga
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) (Rys. 2) [Gallardo-Altamirano, 2019; Kotecka, 2022].
Do najpowszechniej stosowanych i dostgpnych bez recepty lekow pierwszej podgrupy naleza
paracetamol (PAR) i metamizol (Rys. 2) [Igwegbe, 2021; Jasiecka, 2014; Vo, 2019]. Paracetamol
to organiczny zwigzek chemiczny z grupy pochodnych p-aminofenolu i jako jeden z nielicznych lekow
przeciwbolowych jest dobrze rozpuszczalny w wodzie. Wykazuje silne dziatania przeciwbdlowe
i przeciwgoraczkowe. Nie powoduje rowniez rozrzedzania krwi. Lek ten jest przyjmowany glownie
doustnie (tabletki, syrop), per rectum (czopki) oraz w iniekcji dozylnej. W organizmie czlowieka
transportowany jest z krwig do docelowych miejsc dzialania oraz do watroby, gdzie jest
metabolizowany. W przewazajacej ilosci lek ten jest wydalany z moczem w postaci niezmienionej jako
glukuronid paracetamolu i siarczan paracetamolu. Okoto 8-10 % tego zwiazku jest przeksztalcane przez
enzymy z grupy cytochroméw P450: CYP2E1L (E.C. 1.14.14.1), CYP1A2 (E.C. 1.14.14.73), CYP3A4
(1.13.14.97), do silnie toksycznego zwigzku - N-Acetylo-p-benzochinonoiminy (NAPQI).
Przy stosowaniu dawek terapeutycznych paracetamolu, metabolit ten jest skutecznie wydalany
z organizmu, jednak przy wiekszych dawkach, NAPQI powstaje jako gtéwny metabolit, co prowadzi
do jego akumulacji w organizmie i sprzyja dziataniu toksycznemu [Athersuch, 2018; Manyike, 2000;
Thijssen’, 2004]. Dowiedziono rowniez, ze paracetamol przenika przez tozysko i oddziatuje na ptdd,
prowadzac do zaburzen w rozwoju [Allegaert, 2015]. Poza tym, podobnie jak NLPZ, dobrze przenika
barier¢ krew — moézg i gromadzi si¢ w przysadce oraz podwzgérzu, gdzie dziata jako inhibitor
oksygenazy typu 3 (COX-3; E.C. 1.14.99.1), ktéora odpowiada za synteze prostaglandyn
odpowiedzialnych za mediowanie stanu goraczkowego, a nie standw zapalnych, jak na przyktad
prostaglandyna E2 (PGE2). Pomimo tego inhibicja COX-3 prowadzi do stabego zaniku stanow
zapalnych w obrgbie osrodkowego ukladu nerwowego. Stad tez paracetamol nie jest zaliczany
do niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych, cho¢ jego metabolizm przebiega w podobny sposob oraz
wykazuje zblizony efekt dziatania [Przybyta, 2021].

Innym zwigzkiem przeciwbolowym, ktory nie wykazuje dzialania przeciwzapalnego jest
metamizol. Pomimo, iz jest to lek o ponad 100-letniej historii, jego mechanizm dziatania nie jest w pelni
poznany Obecnie wiadomo, Zze ma on podobny sposob dzialania i metabolizowania w organizmie jak
paracetamol, nie jest jednak tak popularnym lekiem. Glowna przyczyna jest to, iz wérod naukowcow
trwa spor o toksyczne dzialanie metamizolu, w szczego6lnosci o jego potencjalne powodowanie
agranulocytozy i mielotoksycznosci. Dlatego w wielu krajach rozwinigtych stosowanie tego leku u ludzi
zostalo bardzo ograniczone. Jednakze w praktyce weterynaryjnej oraz w krajach rozwijajacych si¢

metamizol jest nadal szeroko stosowany [Hoffmann, 2020; Jasiecka, 2014, Lutz, 2019].
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Rysunek 2. Struktury chemiczne wybranych zwigzkow o dziataniu przeciwbdlowym i/lub przeciwzapalnym.

Do drugiej grupy zaliczamy takie zwiazki jak: diklofenak (DCF), ibuprofen (IBF), naproksen
i ketoprofen (Rys.2). Substancje te sag obecne w wielu popularnych produktach farmaceutycznych, ktore
sa dostgpne nie tylko w placéwkach sprzedazy specjalistycznej takich jak apteki, ale réwniez
w popularnych sklepach sieci handlowych, kioskach i stacjach paliw, co sprawia, ze nie podlegaja one
kontroli pod wzgledem reglamentacji i stosowania [Brennan, 2021; Mlunguza, 2019].
Cho¢ wykazuja podobne dziatanie, pod wzgledem budowy chemicznej charakteryzuja si¢ bardzo
duzymi réznicami. Ibuprofen to zwiazek chemiczny z grupy kwasow arylopropionowych, natomiast
diklofenak to kwas arylooctowy, ale w obu przypadkach obecnosé¢ grupy —COOH jest kluczowa dla ich
dzialania przeciwzapalnego i przeciwbolowego. Poza tym, ibuprofen wystepuje w dwoch formach
enancjomerycznych (R(-)-ibuprofenu i S(+)-ibuprofenu), z ktorych tylko enancjomer S jest forma
farmaceutycznie aktywna. Enancjomer R jest przeksztalcany w organizmie czlowieka
do formy aktywnej za sprawg racemazy o-metyloacylo-CoA (E.C. 5.1.99.4). Ze wzgledu na to,
ze przeksztalcenie R(-)-ibuprofenu do S(+)-ibuprofenu zachodzi w organizmie, ibuprofen jest
sprzedawany jako racemat, czyli mieszanina obu enancjomerdw, co jest rowniez tansze i tatwiejsze w
produkcji niz izolacja tylko aktywnego enancjomeru [Evans, 2001; Montes, 2016; Rainsford, 2012;
Rainsford, 2013]. Natomiast diklofenak zawiera w swojej strukturze dwa pierscienie benzenowe,
polaczone grupa aminowa oraz dwa atomy chloru przylaczone do pierdcienia.
To podstawienie atomami chloru zwieksza hydrofobowy charakter diklofenaku, co wptywa na jego
wiasciwosci farmakokinetyczne [Alfaro, 2020; Sandri, 2014].

Farmaceutyki z tej grupy, w =zaleznosci od rodzaju zwigzku aktywnego sa przyjmowane
w roznych formach. Ibuprofen i naproksen sg najczgéciej podawane doustnie, a w pozostatych
przypadkach dozylnie lub przez inhalacje. Diklofenak i ketoprofen sg natomiast najczgsciej stosowane
w masciach, ale rowniez podaje si¢ je doustnie lub dozylnie. Niezaleznie od sposobu podania wszystkie
zwiazki zaliczane do niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, wykazuja podobne dziatanie,

metabolizm oraz wydalanie przez organizm cztowieka [Fokunang, 2018; Mitchell, 1993]. Réznice
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migdzy poszczegdlnymi substancji polegajg na preferowanych drogach wchianiania, interakcjach
z innymi lekami oraz intensywnos$ci dziatania. Przyktadowo naproksen jest zwigzkiem o znacznie
silniejszym dziataniu niz ibuprofen, przez co stosowany jest w leczeniu takich schorzen jak
reumatoidalne zapalenie stawow, kamica nerkowa oraz dna moczanowa [Brutzkus, 2018]. Natomiast
ibuprofen czesto podawany jest razem z paracetamolem, poniewaz zwiazki te dobrze uzupetniaja si¢ w
ogbélnym dziataniu, niwelujac szereg objawdw niespecyficznych [Abushanab, 2021]. Dziatanie
wszystkich niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych polega na przerwaniu enzymatycznego szlaku
syntezy chemicznych mediatorow stanu zapalnego. NLPZ w sposob odwracalny i nieselektywny
prowadza do inhibicji cyklooksygenazy 1 (COX-1; E.C 1.14.99.1) oraz 2 (COX-2; E.C 1.14.99.2) co
powoduje zaprzestanie przeksztalcania kwasu arachidonowego do prostaglandyn - komoérkowych
informatorow stanu zapalnego. Prostaglandyny odpowiadaja rowniez za powstawanie stanéw
goraczkowych (prostaglandyna E, produkowana w podwzgdrzu) oraz zwigkszenie wrazliwosci
neuroreceptoré6w na dziatanie neuroprzekaznikow. Niektore NLPZ powodujg rowniez zmniejszenie
krzepliwos$ci krwi, poprzez przeciwdziatanie agregacji trombocytow. Ze wzgledu na przedstawiony
mechanizm dziatania substancje te niweluja lub usuwaja wiele objawdw niespecyficznych, takich jak
bole, stany zapalne czy goraczka, przez co sa uzywane W leczeniu wielu schorzen [Abushanab, 2021;
Montes, 2016; Mitchell, 1993]. Niesteroidowe leki przeciwzapalne po wniknigciu do organizmu, w 90%
acza si¢ z biatkami osocza, a nastepnie wraz z krwig sa transportowane po calym organizmie, gdzie
powoduja nieselektywng inhibicj¢ cyklooksygenaz. Pozostate 10% dzialaja celowo, na przyktad
poprzez wchianianie przez skorg. Wickszosé¢ z tych zwigzkdéw ma charakter hydrofobowy. Aby utatwic
ich wydalanie sa one metabolizowane, gtéwnie w watrobie, do form bardziej hydrofilowych.
Ich metabolizm mozna podzieli¢ na dwie fazy. W pierwszej fazie zwigzki te podlegaja przemianom
przez enzymy z grupy cytochroméw P450, natomiast w drugiej fazie czg$¢ metabolitow ulega dalszym
przemianom przez 5'-difosfoglukuronozylotransferazy urydyny (UGT). W  rzeczywistosci,
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) i ich metabolity sg wydalane przede wszystkim z moczem,
ale niektore moga by¢ takze usuwane przez inne drogi, takie jak uktad pokarmowy, §lina czy drogi
oddechowe [Bindu, 2020; Marchlewicz, 2015; Rios, 2022].

Brak odpowiedniej $wiadomosci i edukacji w zakresie stosowania lekow przeciwbdolowych
i przeciwzapalnych, skutkuje tym, iz wiele oséb naduzywa tych substancji, wychodzac z blednego
zatozenia, ze zwickszenie dawki spowoduje szybsze lub intensywniejsze dzialanie tych lekow
w sposob liniowy. W dzisiejszych czasach wiele osob uzaleznia si¢ réwniez od stosowania NLPZ,
zazywajac te substancje nie tylko w celu us$mierzenia silnych standw zapalnych i bolowych.
Ludzie zazywaja te leki rowniez przy tagodnych nat¢zeniach tych standéw, aby poprawi¢ komfort
funkcjonowania. Jest to zatem dziatanie nie tyle terapeutyczne, co wynikajace jedynie z checi poprawy
wygody codziennego zycia. Substancje z tej grup sa coraz czgéciej wykorzystywane jako fatwo dostepne
uzywki, czesto zastepujace alkohol lub papierosy, w celu zmniejszenia stanéw stresowych,

przemegczenia lub  osiggnigcia  lekkiego stanu  narkotycznego. Moze to  prowadzié
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do stopniowego uzaleznienia od tych substancji. Problem ten dotyczy szczeg6lnie ludzi narazonych na
silny stres lub dlugotrwaty bol. Stad spozycie tych lekow w nadmiarze notuje si¢ glownie
w miejskich aglomeracjach krajow rozwinigtych, wsréd pracownikoéw korporacji i sportowcoOw
[Brennan, 2021; Cooper, 2013; Montuori, 2024]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze niezaleznie od miejsca na

swiecie, konsumpcja NLPZ stale wzrasta i jest juz na bardzo wysokim poziomie.

1.2. Szkodliwos¢ lekow przeciwbdolowych dla Iudzi i innych organizméw

Szczegbdlnie narazone na niepozadane dzialania lekow przeciwbdlowych i przeciwzapalnych
sa organizmy wodne, ze wzgledu na to, iz znaczna czes¢ zwiazkow z tej grupy przedostaje sie
do $rodowiska poprzez S$cieki, powodujac zanieczyszczenie réznych typéw wod oraz gleb.
Glowne skutki odziatywania na organizmy wodne, obecnych w $rodowisku farmaceutykow
i ich pozostatosci, obejmuja zaburzenia pracy enzymdéw oraz wywolywanie stresu oksydacyjnego.
Wyzsze stezania ksenofarmaceutykéw w Srodowisku powoduja rowniez, szczegélnie u ryb,
destabilizacj¢ funkcjonowania uktadéw hormonalnych, cytotoksyczno$¢ oraz zaburzenia behawioralne.
Prowadzi to do ograniczenia rozrodczosci i deformacji organéw. W skrajnych przypadkach dochodzi
do mutacji i uszkodzen materiatu genetycznego co skutkuje wystepowaniem wad w przysztych
pokoleniach organizméw, nawet po ustaniu skazenia [Aus der Beek, 2016; da Silveira Barcellos, 2022;
Gworek, 2021; Izadi, 2020; Rastogi, 2021].

Ksenofarmaceutyki sg czesto bardzo trudne do usunigcia w procesach oczyszczania $ciekow
oraz uzdatnianiu wody. Skutkuje to nie§wiadomym narazeniem cztowieka na ich dziatanie zaréwno
w przestrzeniach wspdlnych takich jak otwarte zbiorniki wodne, jak i w gospodarstwach domowych.
Dhugotrwale narazenie na niskie stezenia farmaceutykéw moze prowadzi¢ do destabilizacji homeostazy
organizmu czlowieka bez zauwazalnych makro zmian, czyli widocznych negatywnych objawow
narazenia. Mate dawki tych substancji spozywane razem z woda pitna, moga dziata¢ w sposob podobny
do dawek terapeutycznych, co w konsekwencji przy dtugotrwalym narazeniu, moze zaburza¢ synteze
prostaglandyn [Brennan, 2021]. W rezultacie taka sytuacja prowadzi do stopniowego przyzwyczajania
organizmu do leczniczych stezen tych ksenofarmaceutykow. W efekcie zalecane dawki terapeutyczne
moga nie wywolywaé wystarczajaco silnego efektu w momencie choroby. Skutkiem tego jest
zwigkszona konsumpcja lekow i ich przedostawanie si¢ do srodowiska. Narazenie ludzi na dziatania
niepozadane przeciwbolowych ksenofarmaceutykow moze mie¢ miejsce nie tylko poprzez picie wody
przeznaczonej do spozycia. Dowiedziono, ze leki moga kumulowaé si¢ zarowno w organizmach
zwierzecych jak i roslinnych. W konsekwencji dochodzi do nieswiadomego przyjmowanie tych

substancji wraz z pozywieniem [Richmond, 2018; Xie, 2017].
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1.3.Biosorbenty i ich podziat

Z uwagi na udowodnione szkodliwe dziatanie ksenofarmaceutykow w $rodowisku oraz brak
efektywnego sposobu usuwania lekow na etapie oczyszczenia $ciekOw, zwiazki z tej grupy staja si¢
coraz wigkszym zagrozeniem dla rownowagi ekosystemow. Naukowcy podejmujg dziatania w celu
opracowania efektywnych metod usuwania lekow zaré6wno na etapie oczyszczenia S$ciekow,
jaki i bezposrednio w $rodowisku naturalnym. Ponadto poszerzana jest wiedza na temat wptywu tych
substancji na sktadniki biosfery [Bazargan, 2021; de Fatima, 2018; Pérez-Cejuela, 2020]. Problem
zanieczyszczenia lekami przeciwbolowymi i przeciwzapalnymi probuje si¢ cze$ciowo rozwigzac
poprzez stosowanie odpowiednich sorbentéw. Badania pokazujg, iz moze to by¢ efektywna metoda
oczyszczania $ciekow z substancji aktywnych. Jednak stosowanie syntetycznych materialow rodzi
kolejne problemy. Pierwszym z nich jest fakt, ze wprowadzenie takich materiatéw do srodowiska dodaje
kolejne zanieczyszczenie, ktore w przysztosci moze staé si¢ problemem. Sorbenty syntetyczne
to zazwyczaj materiaty polimerowe, a coraz czgéciej w literaturze wskazuje si¢ na zanieczyszczenie
srodowiska mikroplastikiem. Dodatkowo wytworzenie takiego sorbentu wymaga okreslonych procesow
technologicznych i reakcji chemicznych, w ktorych uzywa si¢ gtéwnie substancji polimerowych
i organicznych. W potaczeniu z naktadem energetycznym niezb¢dnym do wytworzenia tego typu
sorbentow oraz uzywanymi reagentami, zastosowanie sztucznych sorbentow moze powodowac
sumarycznie wigksze szkody w srodowisku niz adsorbowane przez nie zanieczyszczenie [Shuguang,
2015]. Kolejng kwestig jest pOzniejsza utylizacja lub regeneracja takiego materiatu sorpcyjnego,
aby nie dochodzito do akumulacji sorbowanych substancji. Aby pozby¢ si¢ niebezpiecznych substanc;ji,
ktore zostaly zaadsorbowane, sorbent musi zosta¢ poddany oczyszczaniu lub destrukcji w wysokich
temperaturach. W przeciwnym razie moze doj$¢ do akumulacji ksenofarmaceutykéw [Hafizi, 2019;
Strzemieniecka, 2012; Zhang, 2023].

Alternatywa dla sorbentow syntetycznych sa sorbenty naturalne, tak zwane biosorbenty.
Jest to szeroka grupa materiatow oraz mikroorganizméw, ktore w naturalny sposoéb wykazujg zdolnosé
do sorpcji roznego rodzaju substancji chemicznych, w tym zanieczyszczen. W wielu przypadkach
zdolnos¢ ta jest bezposrednio zwigzana z mechanizmami, ktore utatwiaja organizmom przystosowanie
sie¢ do niekorzystnych warunkéow $rodowiskowych, ale moze by¢ réwniez powigzana z procesami
metabolicznymi, takimi jak pobieranie substancji niezb¢dnych do zycia [Deng, 2015; Kenzhaliyev,
2020, Vijayaraghavan, 2008]. Wiasciwosci materialtow biologicznych, ktore umozliwiajg
przeprowadzanie procesoOw biosorpcji, sa wykorzystywane nie tylko do usuwania zanieczyszczen.
Badane s3 rowniez mozliwosci ich zastosowania w innych dziedzinach zycia cztowieka, w ktorych
obecnie stosowane sg sorbenty syntetyczne. Przykladem takiego dziatania moga by¢ wyniki badan,
w ktorych sztuczne wypetianie kolumienek w technice ekstrakcji do fazy statej (SPE) zastapiono

widknami celulozowymi [Erlandsson, 1990; Godage, 2020]. Biosorbenty stanowig bardzo szeroka
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grupe materiatow zdolnych do adsorpcji substancji chemicznych, jednak w ich podstawowym podziale

wyrdzniane sg dwie grupy: biosorbenty pasywne i biosorbenty aktywne [Park, 2010].

Biosorbenty pasywne

Biosorbenty pasywne to zazwyczaj materialy pochodzenia ros§linnego lub zwierzecego. Naleza
do nich roéwniez zewnatrzkomdrkowe substancje polimerowe (EPS), ktore organizmy
lub mikroorganizmy produkuja w celu ochrony przed negatywnymi czynnikami $rodowiskowymi.
Ich cecha charakterystyczng jest to, ze biosorpcja nie jest zwigzana z procesem metabolicznym.
Zachodzi jedynie poprzez oddziatywanie tych materiatow z substancjami. Oddziatywania te mogg miec
charakter fizyczny, determinowany przez ilo$¢ i wielko$¢ porow na powierzchni materiatu, lub wynikaé
z budowy biochemicznej, czyli reakcji z wystepujacymi na powierzchni komoérek zwigzkami lub ich
grupami funkcyjnymi [Ayele, Suresh, 2021; Ayele, Getachew, 2021; Liu, 2002; Park, 2010; Silva,
2019]. Zaleta tej grupy sorbentoéw jest to, iz wiele odpadow przemystowych, takich jak odpady rolnicze
(tuski po kukurydzy, stoma i trociny), ktore zwykle traktowane sg jako odpad, moze zostaé
wykorzystane do biosorpcji wielu zanieczyszczen. Moze by¢ to dodatkowy etap wykorzystania
odpadow, zamiast przeznacza¢ je wylgcznie na cele energetyczne. Biomasa przed spaleniem
w wysokich temperaturach mogtaby by¢ réwniez uzyta jako materiaty do usuwania zanieczyszczen
[Basile, 2009; Moyo, 2014; Qin, 2020; Park, 2010; Wu, 2014]. W przypadku proceséw
technologicznych warto rowniez podkresli¢c mozliwo$¢ zastosowania modyfikowanych materiatow
naturalnych lub organizméw w celu tworzenia struktur do selektywnej filtracji i separacji
poszczegdlnych substancji. Biosorbenty pasywne mozna modyfikowaé poprzez zastosowanie kwasow,
wodorotlenkéw lub innych substancji oraz proceséw fizykochemicznych. Popularnym sposobem
modyfikacji naturalnych materiatéw sorpcyjnych jest piroliza, w wyniku ktérej otrzymuje si¢ biowegiel.
Proces ten jest jedna z najpowszechniejszych modyfikacji biosorbentow. Wegiel aktywny jest szeroko
stosowany zarowno w filtrach przemystowych, jak 1 w gospodarstwach domowych. Uzywany jest
réwniez jako lek na problemy zotadkowe. Swoja wysoka skutecznos$¢ zawdzigecza neutralnemu dla
srodowiska i organizméw sktadowi (znaczaca przewaga wegla) oraz bardzo duzej i zréznicowanej
wielkosci porow. Glowng wada tego sorbentu sa jednak wysokie koszty energetyczne i finansowe jego
wytwarzania [Bansal; 1988]. Z tego powodu niemodyfikowane biosorbenty pasywne moga by¢ lepszym
rozwiazaniem do zagospodarowania odpadow biologicznych, ze wzgledu na nizsze koszty zwigzane z
ich pozyskaniem i brakiem potrzeby modyfikacji. Pomimo wielu zalet w poréwnaniu do sorbentow
syntetycznych, problemem w przypadku biosorbentow pasywnych pozostaje fakt, iz jedynie gromadza
one zanieczyszczenia na swojej powierzchni. Akumulacja substancji zachodzi na sorbentach,
co w konsekwencji skutkuje koniecznoscig ich pdzniejszej neutralizacji lub biotransformacji [Bibbins-
Martinez, 2023; Torres, 2020].
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Biosorbenty aktywne

Do biosorbentow aktywnych zaliczamy wiele organizmow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
bakterii, grzybow i mikroalg. Istotnym elementem odrdzniajacy sorbenty aktywne od pasywnych jest
to, iz w przypadku tych pierwszych proces biosorpcji opiera si¢ miedzy innymi na dyfuzji substancji
do wnetrza komoérek oraz ukierunkowanej produkcji metabolitow zewnatrzkomoérkowych przez
organizmy. Natomiast, w procesie aktywnym substancje moga by¢ nie tylko wychwytywane
i unieruchamiane na powierzchni, ale réwniez by¢ rozktadane, przeksztalcane i wykorzystywane
w procesach metabolicznych niektorych mikroorganizméw [Borowiak, 2021; Del Alamo, 2022;
Gallardo-Altamirano; 2019]. Dodatkowo w przypadku dziatania czynnikow stresowych,
takich jak zanieczyszczenia, procesy biochemiczne w organizmach ulegaja zmianie na skutek
bezposredniego lub posredniego odzialywania toksycznych substancji na szlaki metaboliczne.
Prowadzi to do zmian w iloéci i sktadzie substancji produkowanych przez te organizmy. Wiele z tych
zwigzkow, takich jak barwniki, czy zewnatrzkomérkowe substancje polimerowe (EPS),
moze wykazywac wlasciwosci podobne do substancji otrzymanych syntetycznie, co sprawia, ze moga
stanowi¢ ich naturalny i biodegradowalny zamiennik. Dlatego tez, po procesie biosorpcji, w kolejnych
etapach procesu technologicznego mozna pozyska¢ okreslone substancje z komorek aktywnych
biosorbentéw [Hug, 2020; Park, 2010; Zhang, 2016]. Dobrym przyktadem ilustrujacym dziatanie
aktywnych biosorbentéw jest zdolnos¢ niektorych mikroorganizméw do degradowania fosfonianow.
Ta grupa zwigzkow charakteryzuje si¢ obecno$cig w swojej strukturze przynajmniej jednego wigzania
pomigdzy atomem wegla i fosforu. Jest to wigzanie niezwykle trwale, ktérego chemiczna lub fizyczna
degradacja wymaga stosowania silnych kwasow, wysokiej temperatury lub intensywnego
promieniowania. Niektore mikroorganizmy, dzieki posiadanemu aparatowi enzymatycznemu,
rozktadajg fosfoniany w warunkach fizjologicznych, rozczepiajac wiagzanie C-P, a uzyskane pierwiastki
wykorzystuja w procesach metabolicznych. Biosorbenty aktywne maja jednak jedna powazna wade.
Warunki $rodowiskowe lub parametry prowadzenia hodowli laboratoryjnych muszg by¢ stabilne, aby
organizmy te mogly si¢ rozwija¢. Dodatkowo ilo$¢ substancji sorbowanej musi zawieraC si¢ w
przedziale st¢zen, ktory nie wykazuje silnego dziatania toksycznego na aktywne biosorbenty [Drzyga,
2018; Lenartowicz, 2015; Kononova; 2002; Ternan, 1998].

1.4. Mechanizmy biosorpcji

Biosorpcja to ztozony proces, w ktorym materiaty biologiczne, takie jak mikroorganizmy, rosliny
czy pochodne organiczne, wigzg 1 usuwajg zanieczyszczenia z roztworé6w wodnych. Dlatego istnieje
kilka réznych mechanizméw, przez ktore zachodzi biosorpcja, z ktorych kazdy charakteryzuje sig
unikalnym sposobem oddziatywania miedzy biosorbentem a substancjami zanieczyszczajgcymi
(Rys.3). W niniejszym rozdziale omdéwione zostang gtdéwne mechanizmy biosorpcji, ktore stanowig
podstawe efektywnego usuwania zanieczyszczen w roznych warunkach srodowiskowych [Park, 2010;

Torres, 2020].
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Pierwszym z mechanizmoéw jest adsorpcja na powierzchni komoérki. Mechanizm ten jest czgsto

zwigzany z wielko$cig czastek oraz wielko$cig poréw danego biosorbentu. Ta wlasciwos¢ jest
powszechnie wykorzystywana do akumulacji substancji w przypadku sorbentow sztucznych
lub modyfikowanych biosorbentow. Adsorpcja na powierzchni komorki opiera si¢ na zjawiskach
chemicznych i fizycznych. Reakcje chemiczne polegaja na odzialywaniu substancji z réznego rodzaju
grupami funkcyjnymi znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek lub nalezacymi do otoczki
komorkowej, takimi jak grupa aminowa, karboksylowa czy hydroksylowa. W zaleznos$ci od warunkow
srodowiskowych i rodzaju reagujacych ze sobg substancji, wigzania pomig¢dzy grupami funkcyjnymi
sktadnikow btony komorkowej a sorbowang substancja moga by¢ trwale lub tymczasowe.
Blona komorkowa mikroorganizméw oraz bardziej ztozone struktury wystepujace na przyktad u roslin,
majg nieregularne ksztatty. W zalezno$ci od wielkos$ci czastek i formy zanieczyszczenia, przyktadowo
roztworu lub koloidu, oraz struktury powierzchni biosorbentu, proces adsorpcji zwiazkow
na powierzchni moze przebiegaé z rdzna efektywnoscia. Ten mechanizm biosorpcji jest dominujacy
w przypadku biosorbentdw pasywnych i wystepuje wraz z trzema pozostatymi w przypadku
biosorbentow aktywnych [Torres, 2020; Volesky, 1990]. Ksenobiotyki moga w okreslonych warunkach
tworzy¢ trwale potaczenia z poszczegdlnymi grupami organicznymi i substancjami na powierzchni
komorek. Moga by¢ rowniez degradowane lub wilaczane jako integralna czg$¢ btony komodrkowe;.
Jest to szczegOlnie bardzo dobrze widoczne na przykladzie jonéw metali, ktore po adsorpcji
na powierzchni biosorbentu sg najczesciej redukowane do formy metalicznej, tworzac nanoczastki
(Rys.3). Efektywnos$¢ tego procesu jest Sci§le zwigzana z pH srodowiska reakcji, ze wzgledu na zmiany
tadunkow na poszczegdlnych grupach funkcyjnych [Abdel, 2013; Arthira, 2020, Bazrafshan, 2016].
Wptyw odczynu srodowiska na proces biosorpcji dobrze byt widoczny w przypadku grzybow z rodzaju
Trichoderma, gdzie usuwanie kadmu z najwieksza wydajnoscia, wynoszaca 69,28%, zachodzito przy
pH = 6, w poréwnaniu do innych zakresow pH [Bazrafshan, 2016].
Kolejnym mechanizmem biosorpcji przez mikroorganizmy jest kompleksowanie substancji poza
komorkg. Mikroorganizmy wydzielaja do $rodowiska zwiagzki, ktore najczesciej maja charakter
polimerowy (EPS). Zadaniem tych substancji jest nie tylko utrzymanie odpowiedniego pH czy zasolenia
w otoczeniu komorki, ale takze interakcja z potencjalnymi zagrozeniami, w tym chemicznymi.
Dzigki EPS, biosorbenty unieszkodliwiajg substancje toksyczne juz w Srodowisku, nie dopuszczajac
do ich bezposredniego kontaktu z komorka i potencjalnego jej uszkodzenia. Mikroorganizmy moga
rowniez, w przypadku wykrycia zagrozenia, zmienia¢ ilo$¢ oraz sktad produkowanych metabolitow,
aby jeszcze skuteczniej zwalcza¢ chemiczne zagrozenia. Niektore organizmy pokrywaja si¢ otoczka
sluzowa, ktéra ma na celu kompleksowania potencjalnie niebezpiecznych substancji, co stanowi
ochrone prewencyjng. [Liu, 2002; Markou, 2015; Moyo, 2014; Silah, 2017].
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Rysunek 3. Podstawowe mechanizmy biosorpcji na przyktadzie odziatywania toksycznych jonéw metali z komorkg
cyjanobakterii.

Trzecim mechanizmem biosorpcji jest wymiana jonowa. Na powierzchni komorki, oprocz
specyficznych grup funkcyjnych, wystepuja réwniez jony niektéorych metali (np. sodu, wapnia),
zwigzane z substancjami organicznymi. Ich obecno$¢ na powierzchni zapobiega stresowi
osmotycznemu i oksydacyjnemu, oraz utrzymuje réwnowage elektronowa na powierzchni komorki.
W przypadku zanieczyszczenia srodowiska jonami metali o dziataniu toksycznym (np. srebro, otéw)
mikroorganizmy i ro$liny potrafia zastepowac jony neutralne wystepujace na ich zewngtrznych
warstwach jonami pierwiastkow, ktore stanowig zanieczyszczenie. Dzigki temu metale szkodliwe nie
wchodza w interakcje z innymi strukturami komoérkowymi, tym samym nie wykazuja dziatania
toksycznego. Najczesciej jony te sg wymieniane w stosunku ilosciowym 1:1 (np. Na* na Ag*) (Rys.3)
[de Freitas, 2020; Mohapatra, 2019; Rinanti, 2017]. Przyktadem takiego dziatania jest usuwanie jonow
miedzi i niklu przez niektore gatunki sinic, w tym Arthrospira platensis [Markou, 2015].

Ostatnim mechanizmem biosorpcji jest proces dyfuzji zanieczyszczen do wnetrza komorki.
Proces ten moze by¢ regulowany przez komorke lub przebiega¢ niezaleznie od niej, co zalezy od rodzaj
komorki oraz charakteru zanieczyszczen. Przeptyw zwigzkow chemicznych do wnetrza moze odbywaé
si¢ bezposrednio przez btone komoérkowa lub za posrednictwem umieszczonych w niej kanatow.
Dyfuzja do wnetrza komorki jest $cisle powigzana z mozliwoscia biotransformacji zanieczyszczen przez
organizmy zywe. Niektore jony metali moga zastgpowac inne, podobne im pierwiastki w szlakach
metabolicznych, pehliac rol¢ mikroelementow lub sktadnikow centrum aktywnego enzymow.
Mozliwe jest rowniez przeksztalcanie jonow metali w nanoczastki wewnatrz komorki. Mechanizm

dyfuzji jest najczesciej spotykany w przypadku skazenia srodowiska zanieczyszczeniami organicznymi.
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Mikroorganizmy wlaczajg te zwigzki w swoje szlaki metaboliczne, korzystajac z dodatkowego zrodia
pierwiastkow chemicznych. Jest to szczegolnie widoczne w przypadku pierwiastkow takich jak azot
czy fosfor, ktorych dostepnos¢ w $rodowisku jest znacznie ograniczona w porownaniu do wegla,
tlenu czy wodoru. W literaturze mozna znalez¢ prace wskazujace na usuwanie i wykorzystywanie przez
cyjanobakterie oraz inne heterotroficzne bakterie lub grzyby zanieczyszczen, takich jak

aminofosfoniany, jako dodatkowego Zrodta fosforu, co stymuluje ich wzrost [Singha, 2012; Sun, 2016].

1.5. Zastosowanie biosorbentow

Coraz czg$ciej podejmowane sa badania na temat mozliwego wykorzystania pasywnych
i aktywnych biosorbentow do usuwania zanieczyszczen. Celem tych prac jest charakteryzacja
biosorbentow, optymalizacja warunkow hodowli oraz ocena ich skutecznosci w usuwaniu
zanieczyszczen. Waznym aspektem jest rowniez analiza interakcji pomiedzy zanieczyszczeniem
a biosorbentem oraz zbadanie wptywu samego skazenia na mikroorganizmy, w celu oceny ryzyka
degradacji biosorbentu. Dlatego tez, badania nad biosorbentami sg bardzo czasochtonne i pracochtonne,
bo koncentruja si¢ na wielu typach materiatow sorpcyjnych, takich jak zywe organizmy, komorki
mikroorganizméw oraz pozostatosci roslinne. Celem tych prac jest sprawdzenie, jak réznego rodzaju
organizmy radza sobie z usuwaniem zdefiniowanych zanieczyszczen w S$rodowisku, pomijajac
mozliwosci implementacji w skali przemystowej [Del Alamo, 2022; Borowiak, 2021; Gallardo-
Altamirano, 2019]. W tym podrozdziale przedstawiono kilka grup zanieczyszczen, ktore najczesciej
pojawiaja si¢ w literaturze jako przedmiot badan dotyczgcych biosorbentow, a takze omowiono postepy
w badaniach nad ich neutralizacja za pomocg biosorbentéw. Pierwsza i najlepiej opisang grupa
zanieczyszczen sg jony metali, ktore moga by¢ gromadzone, skompleksowane lub redukowane przez
biosorbenty, ale tylko niewielka ilo$¢ z nich moze by¢ wykorzystana w zywych komoérkach jako
sktadnik w szlakach metabolicznych. Inaczej natomiast organizmy gospodaruja ksenobiotykami
organicznymi, obecnymi w danym ekosystemie, czyli substancjami zbudowanymi gtownie z wegla,
wodoru, tlenu i azotu oraz siarki i fosforu, ktore sg podstawowymi pierwiastkami budulcowymi
dla wszystkich organizmow. Ztozone substancje moga zosta¢ rozlozone na mniejsze czastki
i wykorzystane jako substraty w procesach metabolicznych. Organiczne ksenobiotyki moga ulegaé
biotransformacji, a tym samym zmianie ulegaja ich wtasciwosci [Del Alamo, 2022; Borowiak, 2021;
Gallardo-Altamirano, 2019]. Ze wzgledu na r6znorodno$¢ zanieczyszczen organicznych wyrdzniono

W niniejszym opisie cztery podgrupy zwiazkéw organicznych.
o Metale oraz ich jony

Po kilkudziesigciu latach intensywnego rozwoju metalurgii, metale i ich jony staty si¢ powaznym
i niebezpiecznym zanieczyszczeniem. Przenikaja one do $rodowiska z roznych zrodet, takich jak

gornictwo, przemyst elektryczny i maszynowy, gospodarstwa domowe, wojsko 1 energetyka.
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Metale mogg zaktocaé rownowage osmotyczng w srodowisku, co moze prowadzi¢ do katastrofalnych
skutkow dla ekosystemu [Mishra, 2019; Wasi, 2013]. Jony takich pierwiastkéw jak Cu, Na i Zn
sa niezbednymi mikroelementami dla niemal kazdego organizmu, jednak ich podwyzszone stgzenia
moga zaburza¢ transport substancji do i z komorek oraz wywotywac¢ stres oksydacyjny. Dodatkowym
problemem jest obecno$¢ wielu toksycznych metali i ich jondw, takich jak Pb, Cd, Ni,
a takze radioaktywnych izotopow, takich jak U czy Ra [Chen, 2020; Heidari, 2017, lzydorczyk, 2021,
Williams, 2019]. Metale z tej grupy sa szczegodlnie niebezpieczne, poniewaz nie tylko zaklocaja
rownowage jonowa w biosferze i powoduja stres oksydacyjny, ale takze moga kumulowaé sig
w tancuchu pokarmowym. Nie sa one bowiem przetwarzane do mniej toksycznych form, a jedynie
magazynowane w tkankach. W rezultacie metale te oddzialuja glownie w obrebie tancucha
pokarmowego oraz przez namnazanie si¢ organizmow, a niebezposrednio na calg biosfere.
Z tego powodu badania nad biosorpcjg koncentrujg si¢ na usuwaniu jonow metali ze $ciekow
i Srodowiska [Banerjee, 2022; Giese, 2020; Pandey, 2021; Vishnu, 2020]. Jednym z takich metali jest
chrom. Wiele prac koncertuje si¢ na usuwaniu jonéw chromu z roztworéw wodnych lub $ciekow przy
uzyciu biomasy lub zywych organizmow. NajczeSciej jony tego pierwiastka wigza si¢ z grupami
aminowymi i karboksylowymi obecnymi na powierzchni komorek, gdzie dochodzi
do ich kompleksowania i akumulacji, co skutkuje dezaktywacja tej toksycznej substancji [John, 2021;
Vega Cuellar, 2022; Tan, 2020; Zhang, 2020]. Przyktadowo w badaniach wykazano, ze grzyby
Aspergillus flavus mogg absorbowac jony chromu z wydajnoscig 16,1 mg/g biomasy [Dey, 2019].
Z tego powodu grzyby te z powodzeniem zastosowano w pilotazowych programach oczyszczania
sciekow. Rowniez drozdze piwowarskie moga by¢ skutecznie stosowane jako biosorbenty jonow Cu(ll)
oraz Pb(Il) [Han, 2006]. Jako potencjalne biosorbenty zastosowanie znalazly réwniez organizmy
fotosyntetyczne, takie jak mikroalgi. Przyktadowo, gatunek Chlorella vulgaris biosorbowat jony Cd?
przy poczatkowym stezeniu w roztworze 2,5 mg/L z skuteczno$cia 72% [Ayele, Suresh, 2021].
W innych badaniach wykazano, ze gatunek Chlorella sp. ma wobec jonow indu pojemno$¢ sorpcyjng
wynoszacg 0,14 mM na gram biomasy, przy stezeniu tego pierwiastka w roztworze rownym 20 mM.
Innym, interesujacym rozwigzaniem byto potaczenie dwoch gatunkow Aspergillus niger i Tetradesmus
obliquus, w stosunku ilosci komoérek 2:1, do odzyskiwania ztota z odpadow galwanicznych.
Po 6 godzinach zywe komdrki miaty zdolno$¢ adsorpcji wynoszaca okoto 80 mg ztota na gram biomasy,
podczas gdy komorki liofilizowane miaty zdolno$¢ usuniecia az 100 mg/g [Shen,2020]. Dla odmiany,
Graesiella emersonii, Arthrospira platensis i drozdze Saccharomyces cerevisiae moga usuwaé
pierwiastki promieniotworcze, takie jak 22°Ra i 238U, 2%Pu, 2*Am oraz %°Sr i 2U, i redukujg jony uranu
VI do IV [Chen, 2020; Heidari, 2017]. W niektoérych przypadkach adsorpcja jondéw metali
na biosorbentach prowadzita do ich redukcji do zerowego stopnia utlenienia, tworzac nanoczastki tych
metali [Cui, 2017; Gao, 2017; Muiioz, 2021]. Przyktadem takiego procesu jest biosorpcja jonow srebra
z roztworu przez grzyb Botryosphaeria rhodina. W wyniku tego procesu na powierzchni komorek

powstawaty nanoczgstki chlorku srebra i srebra [Muiioz, 2021].
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e Leki

Zywe komorki Phaeodactylum tricornutum wykazuja wyzszy wspotczynnik efektywnosci
biosorpcji niz ich martwa biomasa. W badaniach wykorzystano migdzy innymi oksytetracykling, ktorej
skuteczno$¢ usuwania wynosita 97% przy stezeniu 2,5 mg/l [Santaeufemia, 2016]. To dowiodto,
ze mikroalgi moga by¢ uzywane jako zywy i nicinwazyjny element srodowiska, zdolny do oczyszczania
wody i gleby. Natomiast ibuprofen w stezeniu 15 mg/l zostal usunigty z medium hodowlanego
ze skutecznoscig 99,9%, zaréwno przez zywe jaki i martwe komorki Phaeodactylum tricornutum
[Santaeufemia, 2018]. Okazuje sig, ze niektore gatunki mikroalg moga wykazywac wysoka efektywnosc¢
biosorpcji nawet przy duzych stgzeniach zwigzkow. Jeszcze w innych badaniach oceniano zdolnos¢
biosorpcji bezafibratu, leku obnizajagcego poziom cholesterol oraz paroksetyny (znanego
antydepresanta) wykorzystujac jako biosorbent osad czynny z oczyszczalni §ciekow oraz wyizolowane
do tego celu mikroorganizméw bytujace u ujscia rzeki Douro na Potwyspie Iberyjskim.
Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzily, ze w ciggu dwoch tygodni oba leki zostaly usunicte
ze skutecznoscig 97%, odpowiednio przy stezeniach 1 mg/l i 500 mg/l [Duarte, 2019]. Natomiast
cyprofloksacyna, ktora jest bardzo skuteczna w leczeniu zakazen bakteryjnych i przenika do wielu
narzgdow, zostata skutecznie adsorbowana przez korzenie figowca z efektywnoscia 99,27 mg/g biomasy
[Fan, 2020]. Niektére dane literaturowe zdecydowanie sugerujg, ze skuteczno$¢ usuwania danego
ksenofarmaceutyku jest zalezna od rodzaju zastosowanego biosorbentu. Li i wsp. (2019) przeprowadzili
badania porownujace efektywnos¢ biosorpcji diklofenaku i 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny (TMP) przez
zywe  mikroalgi oraz  biowggiel, pochodzacy z  pirolizy odpadéw  ogrodowych.
Stwierdzono, ze diklofenak byt lepiej sorbowany przez biowegiel, natomiast mikroalgi lepiej usuwaty
TMP. W obu przypadkach stwierdzono, ze biosorpcja zachodzi dzigki tworzeniu wigzan wodorowych
oraz interakcji elektrostatycznych z powierzchnia sorbentu [Li, 2019]. Przyktadem innego biouktadu
wykorzystywanego do usuwania farmaceutykow jest martwa grzybnia Phanerochaete chrysosporium
unieruchomiona na kawatkach drewna, ktéra przy obnizonym pH adsorbowata naproksen z wydajnoscia
ponad 90% [Li, 2015]. Podobnie drozdze Saccharomyces cerevisiae, unieruchomione na strukturach

zbudowanych z alginianu wapnia, usuwaty antybiotyk cefaleksyng¢ z efektywnoscig 94% [Rasu, 2022].
o Pestycydy

Obok metali 1 lekoéw, istotnym zanieczyszczeniem Srodowiska s3  pestycydy.
Pestycydy sg chemicznymi zwigzkami stosowanymi w rolnictwie do ochrony upraw przed szkodnikami,
chwastami i chorobami. Chociaz ich uzycie przyczynia si¢ do zwickszenia plonéw 1 zapewnienia
bezpieczenstwa zywnos$ci, pestycydy stanowig powazne zagrozenie dla $rodowiska i1 zdrowia
publicznego. Wprowadzone do ekosysteméw, mogg kumulowaé si¢ w wodach gruntowych, glebach
oraz w organizmach zywych, co prowadzi do ich bioakumulacji w tancuchu pokarmowym.

Wysokie stezenia pestycydow mogg powodowaé toksyczne skutki u zwierzat, ludzi oraz zaktocaé
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rownowage ekosystemow [Hassaan, 2020; Mahmood, 2016, Tang, 2021]. Z tego powodu konieczne jest
opracowanie skutecznych metod usuwania pestycydow z S$rodowiska, aby minimalizowaé
ich negatywny wplyw 1 chroni¢ zdrowie publiczne oraz ro6znorodno$¢ biologiczng.
Przyktadowo, wykazano, ze Ganoderma lucidum i Trametes sp. moga adsorbowaé pikloram
ze $srodowiska wodnego. W tym przypadku zywe komoérki wykazywaty wigksza wydajno$¢ usuwania
herbicydu niz biomasa poddana obrdbce cieplnej. Autorzy, na podstawie analizy biomasy grzyboéw
dowiedli, ze za adsorpcj¢ badanej substancji odpowiadajg grupy funkcyjne karboksylowe, aminowe
i fosforanowe [Maciel, 2013]. W innych badaniach wykazano, ze sinice Fischerella sp. usuwajg paration
metylowy (insektycyd) z roztworu wodnego z okoto 80% efektywnosciag. W pierwszym etapie
testowane zwiazki ulegaly chemisorpcji na powierzchni komoérek, a nastgpnie mikroorganizmy

wykorzystywaty je jako zrodto fosforu [Tiwari, 2017].

Inna, dobrze poznang grupa zanieczyszczen pod wzgledem biosorpcji i bioremediacji sa fosfoniany,
ktore stosuje si¢ jako herbicydy blokujac enzymy w szlaku szikimowym. Wyniki badan prezentowanych
w literaturze wykazaty, ze organizmy heterotroficzne, takie jak grzyby i bakterie, mogg degradowaé
wigzania C-P i wykorzystywaé fosfor w szlakach metabolicznych [Benrook, 2016, Koskinen, 2016;].
Ponadto badania wykazaty, ze bakterie z rodziny Synechococcus oraz gatunku E. coli rozwijaja si¢
w $rodowisku, w ktorym fosfoniany byly jedynym Zréodtem fosforu [Ruffolo, 2023]. Obok bakterii,
rowniez organizmy fototroficzne posiadaja uktad enzymatyczny umozliwiajacy degradacje wigzania
C-P i wykorzystuja produkty reakcji chemicznych w swoich komoérkach. Przyktadem takich
organizmow sa cyjanobakterie, zdolne do degradacji tych herbicyddéw. Innym przyktadem herbicydu,
ktory moze by¢ skutecznie usuwany przez mikroorganizmy jest metolachlor. Chociaz toksycznos¢ tego
zwiazku jest przedmiotem dyskusji, wiadomo, ze moze on akumulowa¢ w tkankach i prowadzi¢
do uszkodzen limfocytow. Badania przeprowadzone przez Liu i wsp. (2021) pokazaty, jak modyfikacja
biosorbentu wptywa na skutecznos¢ usuwania zanieczyszczen na przyktadzie metolachloru.
Badacze poddali pirolizie proszek z lupin orzecha wloskiego, a nastepnie powstaly biowegiel
zmodyfikowali za pomocag kwasu fulwowego i cytrynowego. Wyniki wykazaly, ze biowegiel
modyfikowany kwasem fulwowym miat o 25 punktéw procentowych wyzszg efektywnos¢ biosorpcji
niz biowegiel modyfikowany kwasem cytrynowym, osiggajac skuteczno$¢ 74% [Liu, 2021].
Innym przyktadem jest karbofuran, substancja uzywana jako $rodek owadobdjczy, ktory ma silne
wlasciwosci toksyczne wobec zwierzat i ludzi. Zwiazek ten w poczatkowej dawce 4 pg/ml zostat
usunigty przez heterotroficzng bakteri¢ Enterobacter sp. ze skutecznoscia 80% w ciagu tygodnia
[Umar Mustapha, 2020]. Podobny poziom efektywnosci biosorpcji (okoto 80%) wykazal grzyb
Aspergillus sydowii, w przypadku parationu metylowego. Grzyb ten byt inkubowany przez 30 dni

w pozywce zawierajacej 50 ug/ml testowanego zwigzku [Soares, 2021].
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e Pigmenty syntetyczne

Bacillus subtilis usuwa fiolet metylowy ze $ciekoéw tekstylnych z 98% skutecznoscia przy stezeniu
tego pigmentu 333 mg/l [Rostom, 2019]. Natomiast komorki zywe Aspergillus fumigatus w niewielkim
stopniu adsorbowaly czerwien kongo, podczas gdy komorki martwe wykazaly wysoka skutecznosé
usuwania tego barwnika. Najwyzsza efektywno$¢ biosorpcji wyniosta 82,23% po 180 minutach przy
stezeniu 100 mg/l czerwieni kongo [Abdel-Ghany, 2019]. Zas Chlorella pyrenoidosa z najwicksza
wydajnoscig usuwa organiczny pigment - rodaming B, przy pH 8, w przedziale st¢zen 20-500 mg/I.
Efektywno$¢ biosorpcji w tym zakresie nie ulegata znaczacym zmianom [da Rosa, 2018]. Martwa
biomasa Arthrospira platensis zostata natomiast wykorzystana jako biosorbent btekitu metylenowego,
osiagajac najwyzsza zdolnos¢ sorpcyjna, wynoszaca 312,5 mg/g, przy pH 7,5 i temperaturze 298°K
[Mitrogiannis, 2015].

e Inne zanieczyszczenia organiczne

Gatunek Phormidium sp. sorbowat fenol w stgzeniu 339,9 mg/l, a jego pojemno$¢ biosorpcyjna
dla tego zwigzku wyniosta 165,1 mg/g [Karatay, 2017]. Dane literaturowe wskazujg, ze gatunki bakterii
z rodziny Arthrobacter i Pseudomonas, a takze grzyby z rodziny Aspergillus i Trichoderma mogag
sorbowac i rozktada¢ weglowodory pochodzace z odpadow naftowych [Khandelwal, 2023]. W innych
przypadkach badano mozliwos¢ usuwania wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych
(WWA) z wykorzystaniem reakcji Fentona — procesu utleniania substancji w obecnosci Fe?* i nadtlenku
wodoru oraz mikroorganizmow. Badania wykazaty, ze polaczenie tych dwoch systemoéw jest bardziej
skuteczne w degradacji WWA niz stosowanie ich oddzielnie. Szczegdlowe eksperymenty wykazaly,
ze produkty reakcji Fentona moga charakteryzowac si¢ lepsza rozpuszczalnoscia w wodzie 1 wigksza
biodostgpnoscig. Organizmy heterotroficzne rozkladaja WWA gtéwnie do H,O i CO,, natomiast
mikroalgi wlaczajg te substancje do swojego metabolizmu i przeksztatcaja je w proste zwiazki
organiczne, takie jak metan [Gou, 2022]. W innych badaniach wykazano, ze grzyby z gatunku
Phanerochaete chrysosporium, po trzydniowej inkubacji, biosorbowaty piren i fenantren
z efektywnoscig odpowiednio 52,21% i 19,71%. Badania te wykazaty rowniez, Ze ten gatunek grzybow
po 37 dniach moze biodegradowac¢ te dwie substancje ze skutecznoscig odpowiednio 49,21% i 60,62%
[Chen, 2012]. Organizmy moga réwniez tworzy¢ konsorcja z mikroorganizmami. Przyktadowo uktad
ztozony z Achromobacter xylosoxidans i Phragmites australis usuwat z roztworu wodnego fenol

z wysoka efektywnoscia [Ho, 2012].
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1.6. Cyjanobakterie — mikroorganizmy o wysokim potencjale biosorpcyjnym — charakterystyka i

wlasciwosci

Cyjanobakterie (sinice, niebiesko-zielone algi) to rozlegta grupa fotoautotroficznych organizméw
prokariotycznych, ktére wykazuja cechy charakterystyczne zaréwno dla bakterii (budowa komorki),
jak 1 roslin (zdolno$¢ do fotosyntezy). Aktualne badania sugeruja, ze byly to pierwsze organizmy
fotosyntetyczne na Ziemi, ktore wyewoluowaly okoto 3,5 miliarda lat temu. W literaturze naukowe;j
podkresla si¢ rowniez, iz sinice byly protoplastami wspotczesnych chloroplastéw roslinnych,
zaadaptowanych poprzez endosymbiozg. Prawdopodobnie to dzigki tym mikroorganizmom doszto
do tzw. katastrofy tlenowej, co skutkowato stopniowym wzrostem O, w ziemskiej atmosferze.
Szacuje sig, ze nawet obecnie cyjanobakterie odpowiadaja za okoto 1/3 produkowanego na Ziemi tlenu
[Kasowska — Zok, 2014; Rezayian, 2016; Vincent, 2009]. Cyjanobakterie wytwarzaja wiele substancji
zewnatrzkomorkowych i wewnatrzkomérkowych, w tym biatek, cukrow 1 tluszczow,
ktore charakteryzuja si¢ zrdéznicowang budowa i funkcjonalnoscia. Dzigki temu mikroorganizmy
te sa obecne w niemal kazdym ekosystemie na Ziemi. Zasiedlaja nie tylko §rodowiska sprzyjajace
rozwojowi, jak stodkowodne zbiorniki czy lasy, ale takze $rodowiska ekstremalne, takie jak wody
Morza Martwego, lodowce czy tez zyja na innych organizmach, na przyktad leniwcach [Frenades, 1993;
Kasowska — Zok, 2014; Nilsson, 2002; Rezayian, 2016]. Eksperymentalnie dowiedziono réwniez,
ze komorki gatunku Chroococcidiopsis thermalis sa w stanie przetrwa¢ na powierzchni Marsa
[Cumbers, 2014]. Cyjanobakterie moga stanowi¢ doskonaty material do przysztego rozwoju ludzkosci,
sluzac jako zrédlo zywnosci nowej generacji, potencjalnych lekow, czy nawet material
do terraformowania planet [Celekli, 2024]. Dzi¢ki wymienionym wlasciwosciom i osiggnieciom
ewolucyjnym sinice petnig kluczowe funkcje w wigkszosci ekosystemow.

W przypadku mozliwego zastosowania cyjanobakterii jako biosorbentow, istotne sg trzy elementy
zwigzane z budowa i funkcjonowaniem tych organizmoéw, mianowicie budowa Sciany komoérkowe;,
obecnos¢ barwnikow  fotosyntetycznych oraz produkcja zewnatrzkomorkowych —substancji
polimerowych.

Sciana oraz btona komérkowa s3 kluczowymi elementami definiujacymi komorke jako strukture
oddzielong od srodowiska zewnetrznego. W kontekscie biosorpcji istotna jest ich budowa, a tym samym
zdolno$¢ do wymiany substancji miedzy obszarami po obydwu stronach $ciany. Pomimo zaliczania
cyjanobakterii do grupy bakterii Gram-ujemnych, wykazano, ze ich $ciany posiadajg odmienng budowe
w poréwnaniu z bakteriami heterotroficznymi. Na przyktad sinice z gatunku Synechocystis sp.
charakteryzuja si¢ 20-krotnie mniejsza przepuszczalnoscia btony komorkowej niz $ciany Escherichia
coli [Lima, 2020]. Podobnie jak w przypadku bakterii Gram-ujemnych, cyjanobakterie posiadaja dwie
warstwy btony fosfolipidowej, przedzielone warstwa peptydoglikanow. Roznice pojawiaja si¢ jednak
w budowie pomigdzy tymi warstwami (Rys.4). U bakterii Gram-ujemnych pomiedzy btonami wystepuja

lipoproteiny, natomiast u sinic przestrzen pomigdzy warstwami wypetnia peryplazma zbudowana
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w znaczacej mierze z peptydow. Dodatkowo zewnetrzna cze$¢ cyjanobakterii pokryta jest warstwa
glikoprotein, a w niektoérych przypadkach takze otoczka Sluzowa, ktore zwigkszaja stabilno$¢
osmotyczng i mechaniczng. Informacji na temat budowy $ciany komoérkowej cyjanobakterii jest

w literaturze niewiele, dlatego tez doktadne réznice nie sg jeszcze dobrze poznane [Castenholz, 2015].

Bakterie gram
ujemne Cyjanobakterie

j | Warstwa
i powierzchniowa

Btona
zewngtrzna

- $3SEsEsEsrsess o

rosas
N XXX

Blona
zewnetrzna

Lipoproteiny

\/_‘_I : \

Peptydoglikan | —
Lipoproteiny — Przestrzen
L peryplazmatyczna

Btona H Btona
komérkowa i komérkowa

Rysunek 4. Poréwnanie budowy $cian komorkowych bakterii Gram-ujemnych i cyjanobakterii.

Roznice w budowie $cian komoérkowych bakterii Gram-ujemnych i cyjanobakterii przedstawione
na powyzszym rysunku okazujg si¢ mie¢ Kluczowe znaczenie w potencjalnych procesach biosorpciji.
W rezultacie komorki bakterii heterotroficznych oraz cyjanobakterii moga reagowaé¢ w odmienny
sposob na te same czynniki zewnetrzne.

Waznym aspektem metabolizmu cyjanobakterii, zwigzanym z ich $ciang komoérkowsa
oraz reakcja na czynniki srodowiskowe sg produkowane przez te mikroorganizmy zewnatrzkomorkowe
substancje polimerowe (EPS). Jest to niezwykle zrdznicowana grupa polimerow, sktadajaca si¢
z podstawowych lub zmodyfikowanych cukrow, lipidow, biatek oraz kwaséw nukleinowych, ktérych
masa moze dochodzi¢ nawet do miliona Daltonéw [Laroche, 2022]. Substancje te pelnig szereg
istotnych rol w zyciu cyjanobakterii. W korzystnych warunkach srodowiskowych EPS odpowiadaja
za agregacje komorek, tworzenie mat, przyczepianie komoérek do powierzchni oraz petnia rolg buforu
pomigdzy komorkami a $rodowiskiem zewnetrznym. Natomiast w niekorzystnych warunkach EPS
moga zatrzymywac¢ wodg i niezbgdne substancje odzywcze lub przeciwdziata¢ czynnikom stresowym.
Przyktadem takiego dziatania jest przechwytywanie i kompleksowanie jonow metali ciezkich przez
kwas uronowy, biatka chelatujace oraz enzymy, ktore sg sktadnikami EPS. W zalezno$ci od gatunku,
zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe s3 wytwarzane w kazdych warunkach lub tylko pod
wpltywem dziatania czynnikow stresogennych. Ich budowa moze by¢ réwniez rdéznicowana
w zalezno$ci od sytuacji, w ktorej znajduja sie komodrki [De Philippis, 2011; Pannard, 2016].
Produkcje EPS mozna podzieli¢ na dwa etapy. W pierwszym etapie nastepuje synteza potproduktow we
wnetrzu komorki, ktore s3 wydzielane na zewnetrzna powierzchni¢ Sciany komoérkowej. W drugim
etapie, dzigki aparatowi enzymatycznemu, nast¢puje polimeryzacja potproduktow do wlasciwych EPS

i ich odpowiednia dystrybucja: uwalnianie do $rodowiska, laczenie z innymi komorkami
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lub pozostawianie w otoczce $luzowej Sciany [Sun, 2020]. Tworzenie tak ztozonych substancji
w ukierunkowanych procesach wymaga od cyjanobakterii duzych ilo$ci energii, ktora jako fotoautotrofy
pozyskuja gtéwnie z energii stonecznej. Dlatego w calym metabolizmie cyjanobakterii niezwykle wazna
rolg odgrywa aparat fotosyntetyczny [Ho, 2017].

Barwniki fotosyntetyczne cyjanobakterii petnig nie tylko kluczowa role w pozyskiwaniu energii
stonecznej, ale rowniez sg istotnymi elementami, ktore umozliwiaja komodrkom zachowanie
homeostazy. Sinice posiadaja rozbudowany system fotosyntezy oraz liczne mechanizmy
przeciwdziatajace szkodliwym czynnikom §rodowiskowym, takim jak zmiany pH, promieniowanie UV
czy zasolenie [Latifi, 2009; Oren, 2015; Srivastava, 2010]. Ponizej przedstawiono krotka
charakterystyke trzech najwazniejszych grup pigmentow wystepujacych w komorkach tych
mikroorganizméw, ktore nie tylko odpowiadajg za absorpcje promieniowania, ale réwniez pelnig
funkcje ochronne [Wada, 2013].

Podobnie jak u ro$lin, w aparacie fotosyntetycznym cyjanobakterii gtowna role odgrywaja
chlorofile. Sg to podstawowe barwniki, absorbujace promieniowanie w zakresie $wiatta widzialnego
(430-453 nm i 642-664 nm). Chlorofile sa zbudowane z tetrapirolowego pierscienia porfirynowego
ze skoordynowanym centralnie atomem magnezu. W zaleznos$ci od podstawnikow wyrdznia si¢ rézne
rodzaje chlorofilow. Do najbardziej znanych i powszechnych, wystepujacych zaréwno u ro$lin

oraz sinic, sa chlorofile a i b (Rys.5).

Rysunek 5. Struktury chemiczne chlorofili

W niektoérych grupach, szczegdélnie wsrdéd mikroorganizméw fotosyntetycznych, wyrdznia si¢
jeszcze chlorofile ¢, d oraz f. U niektorych gatunkéw sinic w komorkach dominuje chlorofili d oraz

[Tanaka, 2011]. W chlorofilach, pod wptywem dziatania fotondow, nastgpuje wzbudzenie elektronu,
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ktory jest nastepnie przekazywany do fotosystemow IT i I. W wyniku kolejnych przemian chemicznych,
energia $wietlna jest przeksztalcana na energi¢ chemiczng w postaci ATP i NADPH. Catkowita
wydajnos¢ tej reakcji jest bardzo wysoka, wynoszac okoto 98%. Niewielkie straty energii wystgpuja
w momencie absorbcji promieniowania, kiedy to uktad oddaje energig, wywotujac zjawisko
fluorescencji (685 lub 760 nm). Jest to tzw. jasna faza fotosyntezy [Eggink, 2001; Rowe, 1995; Sinha,
2003].

Kolejng grupa barwnikow w komorkach sinic sg zwigzki nalezagce to terpenoidow,
czyli karotenoidy. Zwigzki z tej grupy nie tylko poszerzaja zakres absorbowanego promieniowania w
zakresie $wiatla widzialnego w zakresie 400 — 500 nm, ale réwniez odpowiadaja za ochrone przed
promieniowaniem UV oraz stabilizacj¢ bton lipidowych [Lu, 2018; Parker, 1989; Vershinin, 1999].
Karotenoidy wykazujg dziatanie przeciwutleniajace, ktdre opiera si¢ na trzech gldéwnych mechanizmach
neutralizacji reaktywnych form tlenu: tworzeniu kompleksu z wolnym rodnikiem, transferu elektronéw
oraz absorbcji wodoru [Young, 2001]. Ze wzgledu na budowg karotenoidy dzieli si¢ na trzy podgrupy:
e Kkaroteny — niezawierajagce w swojej strukturze atomow tlenu;

o ksantofile — zawierajace w swojej budowie atomy tlenu w postaci grup organicznych (-OH; C=0);

e karotenoidy z wiagzaniem acetylowym — zawierajace w swojej strukturze przynajmniej jedno
potrojne wigzanie pomigdzy atomami wegla.

Ta ostatnia grupa jest charakterystyczng jedynie dla cyjanobakterii i niektorych gatunkow mikroalg

i nie wystgpuje w pozostalych organizmach fotosyntetycznych (Rys.6) [Christaki, 2012; Orosa, 2000].

Krokoksantyna

Rysunek 6. Struktury wybranych przedstawicieli poszczegdlnych grup karotenoidow.
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Wykorzystanie tych dwoch grup pigmentow przez organizmy fotosyntetyczne ogranicza sie do pewnego
zakresu promieniowania $wiatta widzialnego, pozostawiajac luke, w ktorej promieniowanie, gtdwnie
z zakresu §wiatla zielonego, nie jest efektywnie wykorzystywane w procesie fotosyntezy. Dlatego tez
sinice oraz niektore mikroalgi biosyntezujg trzeci rodzaj pigmentéw fotosyntetycznych —

fikobiliproteiny.

Fikobiliproteiny to barwne biatka, w ktorych za adsorpcje promieniowania odpowiadaja fikobiliny

— struktury organiczne na bazie otwartego pierscienia pirolowego (Rys.7).
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Rysunek 7. Struktury dwdch najczesciej wystepujacych fikobilin, z zaznaczang cysteing faczaca je z czgseia biatkowa.
Po lewej fikocyjanobilina, po prawej fikoerytrobilina.

Fikobiliny sa kowalencyjnie zwigzane z apoproteing poprzez cysteing. Do najpowszechniej
wystepujacych fikobiliprotein nalezg: fikocyjanina (PC), allofikocyjanina (APC) oraz fikoerytryna (PE).
Biatka te tworzg systemy antenowe, zwane fikobilisomami, ktore sg zlokalizowane w PSII i poszerzaja
obszar absorbowanego promieniowania, w zakresie 460 — 670 nm [Hu, 2019]. Fikobiliproteiny petnia
rowniez szereg waznych funkcji w komorkach cyjanobakterii, w tym role fotoprotekcyjna, dzieki
zdolnos$ci do stopniowego rozpraszania absorbowanej energii w momencie intensywnego naswietlania
[Fernandez-Rojas, 2014; Watanabe, 2014]. Sa takze bardzo skutecznymi antyoksydantami, co czyni je
kluczowymi w obronie komorek przed czynnikami stresowymi. Zwalczajg powstajace wolne rodniki,
umozliwiajac szybszy powrot komorek do homeostazy [Pleonsil, 2013; Zhou, 2005].

Udowodniono rowniez, ze fikobiliproteiny w niektorych przypadkach sg uwalniane z komorek
i maja zdolno§¢ do tworzenia nanoczastek metali. Moze to sugerowac ich role w bezposrednim
zwalczaniu czynnikow stresowych, takich jak zanieczyszczenia Srodowiskowe, w tym jony metali.
Fikobiliproteiny petnig réwniez rolg regulatoréw ilosci pierwiastkow niezbednych w procesach
biologicznych, zwlaszcza azotu, poprzez ich gromadzenie lub uwalnianie wewnatrz komorki
[El-Naggar, 2017].

Wszystkie trzy grupy pigmentéw fotosyntetycznych sprawiaja, ze cyjanobakterie posiadajg
wyjatkowa zdolnos¢ adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych. Barwniki te nie tylko
zwickszaja zdolno$¢ absorbeji promieniowania, czesto niedostgpnego dla innych fotoautotrofow,

ale rowniez pelig wiele innych funkcji w komorkach. Majg one zdolno$¢ do neutralizowania
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reaktywnych form tlenu (ROS), co jest szczegodlnie istotne w sytuacjach stresowych dla komoérek.
Efektywno$¢ ich dziatania zalezy od wielu czynnikow, takich jak rodzaj ROS, st¢zenie oraz potozenie
pigmentéw w komorkach cyjanobakterii. Na przyktad, zbyt wysokie stezanie tlenu lub jego
reaktywnych form moze prowadzi¢ do nadmiernego utleniania samych barwnikow.

Pigmenty fotosyntetyczne moga rowniez petni¢ rezerwuar niezbgdnych dla cyjanobakterii
pierwiastkow chemicznych, ktore w zaleznosci od warunkéw moga by¢ uwalniane lub gromadzone w
komoérkach. W niektérych przypadkach barwniki te moga ulega¢ innym procesom. Na przyklad,
obecnos¢ niektorych stresorow moze powodowac uwalnianie fikobiliprotein poza komodrke [El-Naggar,
2017; Pleonsil, 2013; Zhou, 2005]. Liczne badania wskazujg, ze cyjanobakterie zawdzigczajg swoj
sukces ewolucyjny i zdolnoéci adaptacyjne wiasnie tak zlozonemu aparatowi fotosyntetycznemu.
Dlatego badacze czesto wykorzystuja pomiar stezenia tych substancji oraz ich przemian jako markery
do okreslania wzrostu i zmian metabolicznych w komdrkach cyjanobakterii [Drzyzga, 2018;

Lenartowicz, 2017; Niemczyk, 2020].

30



2. Cel pracy

Cyjanobakterie sa mikroorganizmami Szeroko rozpowszechnionymi na Ziemi, zasiedlajacymi
réznorodne nisze ekologiczne. Ich zdolnosci adaptacyjne, specyficzna budowa komorkowa
oraz produkcja ztozonych substancji, takich jak barwniki i zewnatrzkomérkowe substancje polimerowe
(EPS) przyczyniaja si¢ do ich szerokiego wystepowania w biosferze. Zdolno$¢ cyjanobakterii
do fotosyntezy wyrdznia je na tle innych bakterii i sprawia, ze s one badane pod katem potencjalnych

zastosowan w nauce i przemysle, m.in. jako biosorbenty.

Celem niniejszej pracy byta ocena zdolno$ci wybranych gatunkéw cyjanobakterii do biosorpcji i/lub
biotransformacji wybranych farmaceutykéw obecnych w medium hodowlanym oraz zbadanie wptywu
tych zwigzkéw na metabolizm sinic. W badaniach nad metabolizmem cyjanobakterii zastosowano
technike spektrofotometrii UV-Vis, umozliwiajaca precyzyjny pomiar zmian stezenia barwnikow
fotosyntetycznych w komorkach. Skutecznos$¢ procesoéw biosorpcji i bioremediacji monitorowano przy

uzyciu techniki chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas.

Tezy pracy:

1. Cyjanobakterie wykazuja zdolnos¢ do efektywnej biosorpcji wybranych farmaceutykow,
co czyni je potencjalnymi biosorbentami, zdolnymi do oczyszczania srodowiska z organicznych
zanieczyszczen.

2. Proces biosorpcji oraz wplyw farmaceutykéw na metabolizm cyjanobakterii roézni si¢
w zalezno$ci od gatunku i rodzaju zwigzkéw chemicznych, co mozna zoptymalizowac
w kontekscie ich praktycznego zastosowania.

3. Farmaceutyki mogg wptywaé na metabolizm cyjanobakterii, co mozna zaobserwowac poprzez

zmiany w zawartosci chlorofilu, karotenoidoéw i fikobiliprotein oraz morfologii komorek.
Badania obejmowaty nast¢pujace etapy:

A) Optymalizacje warunkow rozdzielenia i o0znaczania wybranych ksenofarmaceutykow
w badanych probkach z wuzyciem chromatografii cieczowej z detektorem UV-VIS
i spektrometrem mas.

B) Analiz¢ wptywu wytypowanych farmaceutykow na rozwoj i metabolizm testowanych
gatunkow cyjanobakterii, w tym:
e pomiar zawarto$ci chlorofilu w komoérkach i oceng dynamiki wzrostu cyjanobakterii;
e Oznhaczenie stezenia barwnikéw fotosyntetycznych jako wskaznika zmian metabolicznych;
e analize ilosci i struktury komoérek przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego

(SEM);
C) Oceng efektywnos¢ biosorpcji farmaceutykow przez cyjanobakterie w réznych warunkach:

e w ukladach z jednym farmaceutykiem oraz z mieszaning testowanych zwigzkdw;
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e 7z pojedynczymi gatunkami cyjanobakterii oraz w ich konsorcjach;

D) Oceng skutecznosci oczyszczania medium hodowlanego — badanie toksycznosci wobec
wybranych bezkregowcdw i mikroalg

E) Identyfikacje i okres§lenie struktury potencjalnych metabolitow powstajacych w wyniku
biotransformacji badanych farmaceutykow przez testowane cyjanobakterie.
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3. Metodologia pracy badawczej

Wszystkie badania zrealizowano w Instytucie Chemii Uniwersytetu Opolskiego.

3.1. Uzywana aparatura i odczynniki

3.1.1.  Aparatura

v

Komora laminarna Airstream Esco Class Il Biohazards Safty (ESCO Micro Pte. Ltd.,
Singapur, rok produkcji 2009) - do pracy w warunkach aseptycznych;

Autoklaw KARALTAY LS-B50L (Beijing, China, rok produkcji 2013) — do sterylizacji
szkla i pozywek;

Spektrofotometr UV-2601 z firmy Rayleigh Instuments Limited (Essex, Anglia, rok
produkcji 2014) — do oznaczania st¢zenia pigmentow fotosyntetycznych;

Uniwersalny mikroskop badawczy Olympus CX41 zakupiony w firmie Olympus Polska
Sp. z 0.0. (Warszawa, Polska, rok produkcji 2003) wyposazony w aparat fotograficzny
Olympus C-5050ZO0M (Nowy Jork, USA, rok produkcji 2003) — do fotografowania oraz
analizy komorek i organizméw uzytych w badaniach;

Homogenizator ultradzwigkowy UP200HT (26 kHz, 200 W) z firmy Hielscher Ultrasonics
GmbH (Teltow, Niemcy, rok produkcji 2013) — do rozbijania $cian komorkowych sinic;
Koncentrator 7320020 RapidVap z firmy Labconco Corporation (Kansas City, USA, rok
produkcji 2011) — do zatezenia ekstraktow w atmosferze azotu;

Wysokosprawny chromatograf cieczowy, UltiMate 3000 z detektorem UV-Vis (190-
800nm) z firmy Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA USA, rok produkcji 2011) —
do analizy ekstraktow z plynow pohodowlanych, powierzchni i wngtrza komorek;
Spektrometr mas micrOTOF — QII z jonizacja ESI z firmy Bruker Daltonik GmbH (Brema,
Niemcy, rok produkcji 2011) - do analizy ekstraktow z ptynow pohodowlanych,
powierzchni 1 wnetrza komorek;

Skaningowy mikroskop elektronowy z przystawka EDS, model TM 3000 z firmy Hitachi
Global (Tokio, Japonia, rok produkcji 2010) — do analizy powierzchni komoérek

3.1.2.  Odczynniki

Testowane farmaceutyki (Tabela 1), odczynniki niezbedne do prowadzenia hodowli komérkowych

I dodatki do fazy ruchomej: kwas mrowkowy i mréowczan zakupiono w firmie Merck Sp. z o.0.

(Warszawa, Polska). Rozpuszczalniki o czystosci LC-MS uzyte do analiz zakupiono w firmie
Krakchemia S.A (Krakéw, Polska).
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Tabela 1. Poréwnanie trzech testowanych ksenofarmaceutykéw oraz ich kluczowych wiasciwosci.

Masa
Nazwa Struktura molowa | pKa | logP Lit.
[9/mol]
PARACETAMOL (PAR) N”YC”3 Pubchem/A
' | 151,17 | 9,38 | 0,46 | cetaminoph
(N-(4-hydroksyfenylo)acetamid) HO o on
Cl
DIKLOFENAK (DCF) E;[
Pubchem/D
(kwas 0-N-(2,6- e uochem
Cl OH
|

296,15 | 4,15 | 4,51 _
iclofenac
dichlorofenylo)aminofenylooctowy) ©/\]/
O

IBUPROFEN (IBF)
(kwas (RS)-2-[4-(2-
metylopropylo)fenylo]propanowy) HaC

Pubchem/Ib

206,29 | 491 | 3,97
uprofen

3.2. Oznaczania wybranych ksenofarmaceutykéw w badanych probkach z uzyciem chromatografii

cieczowej z detektorem UV-VIS i spektrometrem mas.

Analizy LC-MS wykonywano za pomoca wysokosprawnego chromatografu cieczowego UltiMate
3000 wyposazonego w detektor spektrofotometryczny UV-Vis (190-800nm) i sprz¢zonego
z detektorem mas micrOTOF — QII z jonizacja ESI. System LC zawierat automatyczny podajnik probek,
czterokanatowy uktad pomp, termostat kolumny, system do odgazowywania probki oraz podstawke
na rozpuszczalniki. W badaniach uzywano kolumny chromatograficznej: Accucore C18 (2,1 x 100 mm)
oraz odpowiednich prekolumny, ktére zakupiono w firmie Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA
USA) oraz kolumny Gemini NX-C18 (2,1 x 100 mm) w zestawie z prekolumnami, ktore zakupiono
w firmie Phenomenex Phenomenex Ltd. (Cheshire, Wielka Brytania. Optymalizacje warunkoéw
rozdzielenia chromatograficznego opisano w rozdziale 4.1. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej
wynosita 0,3 ml/min. Kolumny chromatograficzne termostatowano w temperaturze 30°C. Detekcje
badanych analitow prowadzono rownolegle przy dtugosci fali: 220 nm, 238 nm, 254 nm oraz 270 nm.
Spektrometr mas pracowat w trybie jonow dodatnich (paracetamol) i ujemnych (diklofenak i ibuprofen),
uzyskiwanych na drodze jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI). Zakres analizowanych
mas wynosit 50 - 1000 Da. Identyfikacj¢ badanych analitéw prowadzono w trybie MS/MS monitorujac
specyficzne przejscia jonu prekursora do jonu potomnego (Tabela 2). Do analizy ilo$ciowej stosowano

tryb monitorowania wybranych jonow (SIM, ang. Selected lon Monitoring)

Tabela 2 Jony molekularne (m/z) oraz fragmentacyjne badanych farmaceutykéw

ZWIAZEK Paracetamol (ESI*) Diklofenak (ESI) Ibuprofen (ESI")
Jon molekularny 152,07 294,01 205,13
Jony fragmentacyjne 110,1/65,1 250,0/214,0 161,1/119,1

34



Do obstugi obu systeméw zastosowano odpowiednio program Chromeleon 6.80 (LC) oraz Compass
1.3 micrOTOF control wersja 3.0 (MS). Calo$¢ zarzadzana byta za pomoca programu Hyphenation Star
Application (HyStar) wersja 3.2. Do opracowywania wynikow analiz LC-MS uzywano
oprogramowania: HyStar PostProcessing i Data Analysis 4.0 SP5.

3.3. Procedura pracy z testowanymi mikroorganizmami.
3.3.1. Badane gatunki i hodowla cyjanobakterii.

Komorki sinic inkubowano w sterylnych kolbach Erlenmayera o pojemnosci 100 ml i 250 ml,
odpowiednio dla gatunkow stodkowodnych i halofilnych (stonowodnych), zamknigtych biokorkami
umozliwiajacymi wymiang gazowa, jednoczesnie nieprzepuszczajacymi mikro- i makroorganizméow.
Kolby trzymano w zamknietym pomieszczeniu w temperaturze 25 + 1°C, przy oswietleniu 1050 luksoéw,
z zastosowaniem fotoperiodu dzien/noc (16:8). Hodowle prowadzono w optymalnych dla sinic
pozywkach: BG11 dla gatunkéw stodkowodnych oraz MSp dla gatunkéw halofilnych (sktad pozywek
przedstawiono w Tabelach S1 i S2, w Suplemencie). Wszystkie prace zwigzane z hodowlami
prowadzono warunkach aseptycznych pod komorg laminarna.

W niniejszej pracy zastosowano trzy gatunki sinic, ktorych poszczegélne parametry opisano w
Tabeli 4. Gatunki te zostaty pozyskane z kolekcji Katedry Farmacji i Chemii Ekologicznej Uniwersytetu

Opolskiego.
Tabela 3 Zestawienie podstawowych informacji o testowanych gatunkach cyjanobakterii.
SKROT NAZWA GATUNKU UWAGI ZDJECIE
CCALA 007 Anabaena sp. stodkowodna
Q O
e @’354 :

CCALA 049 Chroococcidiopsis thermalis stodkowodna : @»3?'53

b %5."::

Sp/PCC 9438 Arthrospira platensis halofilna
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3.3.2.  Hodowle zachowawcze i przygotowanie inokulum

Hodowle zachowawcze sinic prowadzono w optymalnej do ich rozwoju pozywce (Suplement, Tab.
S1iS2), w temperaturze 25 + 1°C, z zastosowaniem zmiennego oswietlenia (fotoperiod 16h:8h, swiatto:
ciemno$¢). Cyjanobakterie inkubowano w sterylnych kolbkach Erlenmayera 100 cm?® lub 250 cm?®
(odpowiednio dla gatunkéw stodkowodnych i halofilnych), zamknietych korkiem umozliwiajacym
wymiange gazowa. Co trzy tygodnie komorki przeszczepiano przenoszac 10 cm® zawiesiny
trzytygodniowej hodowli do 30 cm?® lub 50 cm® $wiezej pozywki (odpowiednio dla gatunkow

stodkowodnych i halofilnych).

3.3.3.  Przygotowanie i prowadzenie hodowli eksperymentalnych

Hodowle eksperymentalne prowadzono w takich samych warunkach o$wietlenia i temperatury jak
hodowle zachowawcze. Zmiang byta modyfikacja pozywki, w ktorej rozwijaty si¢ sinice, poprzez
dodanie odpowiedniej ilosci testowanego farmaceutyku, a w niektorych przypadkach takze usuniecie
zwigzkoéw zawierajacych wegiel. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter diklofenaku i ibuprofenu, obie
te substancje przed dodaniem do pozywki rozpuszczano w acetonie, ktory nie miat istotnego wplywu
na rozwoj cyjanobakterii.

Inokulum komorek przygotowano poprzez odwirowanie trzytygodniowej hodowli zachowawczej
(5min przy 5000 obr./min), a nastepnie zawieszenie komorek w pozostawionych 5 ml pozywki. Ilosé¢
inokulum niezbedne do hodowli wyznaczano w nastepujacy sposob: Do odpowiedniej ilos¢ medium
hodowlanego, ktora wynosita 30 ml dla gatunkéw stodkowodnych lub 50 ml dla gatunkéw halofilnych,
dodano 200 ul zageszczonych komoérek. Nastepnie zawartos¢ chlorofilu okreslano metods opisang w
rozdziale 3.3.5. Wyjsciowe stezenie chlorofilu dla wszystkich hodowli eksperymentalnych (z
wylgczeniem konsorcjow sinic) ustalono na poziomie 1mg/l. Objetos¢ inokulum niezbednego do
dodania obliczano wedtug nastepujacego wzoru:

200 [ul]-1[%9)]

1)

Vinokulum[ul] (g
CChlorofllu[ 1 ]

Kazdy eksperyment przeprowadzano co najmniej w trzech powtorzeniach, a dla kazdego zestawu

przygotowywano probe kontrolng.

e Badania wplywu pojedynczych substancji na poszczeg6lne gatunki stodkowodnych sinic

Na tym etapie badan analizowano, jak poszczegdlne farmaceutyki wpltywaja na dwa testowane
gatunki stodkowodnych cyjanobakterii. W pozywce BGI1 rozpuszczano odpowiednie ilo$ci
paracetamolu, diklofenaku lub ibuprofenu, aby uzyskaé¢ koncowe stezenie tych substancji wynoszace
30; 100 i 300 puM.

36



e Badanie wplywu mieszanin testowanych farmaceutykéw oraz wykorzystanie konsorcjow

cyjanobakterii

W kolejnym etapie badan zdecydowano si¢ na bardziej realistyczne odwzorowanie warunkow
srodowiskowych. Ze wzgledu na fakt, ze wody sa zanieczyszczane roéznymi typami lekow,
postanowiono przetestowac¢ wptyw mieszanin tych substancji na testowane gatunki sinic. Przygotowano
dwa rodzaje mieszanin o koncowych stezeniach 100 uM i 300 uM, zawierajace W rownych proporcjach
molowych (1:1:1) paracetamol, diklofenak i ibuprofen.

Zbadano rowniez mozliwos$¢ zastosowania konsorcjow, czyli potaczenia roznych gatunkéw sinic w
jednej hodowli, w procesie biosorpcji. W tym celu do pozywek zawierajacych mieszaniny badanych
substancji dodawano w réznych proporcjach (1:1) komoérki gatunku Anabaena sp. i Chroococcidiopsis
thermalis, tak aby wyjsciowe stezenie chlorofilu wynosito 1 mg/l (0znaczone jako 7/49/(1)) lub 2 mg/I
(oznaczone jako 7/49/(2)).

e Hodowle prowadzone przy ograniczonej dostepnosci wegla

Majac na uwadze potencjalne wykorzystanie testowanych ksenofarmaceutykéw jako zrodta
wegla, postanowiono zbada¢, jak brak sktadnikow zawierajacych wegiel, pochodzacych bezposrednio
z pozywki BG11, wptynie na rozwdj sinic oraz efektywnos$¢ biosorpcji. W tym celu przygotowano
hodowle dla wybranych uktadow eksperymentalnych, nie dodajac do pozywki zwigzkow zawierajacych
wegiel (Suplement, Tab. S3 i S4). W eksperymentach kontrolnych zastosowano zubozata pozywke bez
dodatku leku, a jako punkt odniesienie do oceny wplywu braku zwigzkoéw wegla uzyto pozywki 0
pelnym sktadzie.

e Badania z nietoksycznym, halofilnym gatunkiem — Arthrospira platensis

Arthrospira platensis jest jednym =z najbardziej znanych gatunkow cyjanobakterii,
wykorzystywanym w wielu dziedzinach przemystu. Ze wzglgdu na potwierdzong nietoksyczno$é tego
gatunku, rowniez w tym przypadku przeprowadzono testy zdolnosci do biosorpcji. Do badan wybrano
nastepujace uktady eksperymentalne: pojedyncze zwiazki - paracetamol, diklofenak i ibuprofen -
w stezeniu 300 uM oraz mieszaniny o st¢zeniach 300 uM i 1000 uM. Pozywka zostata rowniez
zmodyfikowana poprzez zubozenie jej o zwiazki wegla, przy czym w tym uktadzie przygotowano

hodowle zawierajace pojedyncze leki w stezeniu 300 uM.

3.3.4. Kontrola wzrostu i metabolizmu sinic

Rozwdj cyjanobakterii monitorowano przez caty okres hodowli (21 dni) poprzez pomiary stezenia
chlorofilu w komérkach (metoda opisana w rozdziale 3.3.5) co 3-4 dni. Przyrost chlorofilu wyrazano

nastepnie jako wspotczynnik wzrostu (ang. growth rate).
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e Oznaczanie st¢zenia chlorofili w komorkach

Tlos¢ chlorofilu w komoérkach okre$lano spektrofotometrycznie stosujac zmodyfikowana metode
Aarona. Z hodowli pobierano 1000 pl zawiesiny komoérek do proboéwek typu Eppendorf, a nastgpnie
wirowano przez 5 min z predkoscig 13 000 obr./min. W kolejnym kroku odbierano 900 pl supernatanta
znad osadu komorek i dodawano 900 pl metanolu. Probki wytrzasano przez 30 sekund, po czym
inkubowano w ciemnos$ci przez 10 minut. Proces wytrzasania i inkubacji w ciemno$ci powtarzano
dwukrotnie. Po tym czasie probki ponownie wirowano przez 5 min (13 000 obr./min), a nastgpnie
wykonywano pomiary spektrofotometryczne klarownego supernatanta przy dtugosciach fali 645 i 663

nm. Stezenie chlorofilu wyrazone w mg/l, obliczano na podstawie wzoru Aarona:
mg
Centorofitu || = 20,2 Agas + 8,02 Agsy 0

Wspoétezynnik wzrostu [%] cyjanobakterii okre§lono na podstawie porownania stezen chlorofilu
w czasie. Z zebranych danych, dla krzywych wzrostu, obliczono wspétczynnik nachylenia. Nast¢pnie
otrzymane wartos$ci przeliczono na procent, przyjmujac nachylenie krzywej wzrostu proby kontrolnej
jako 100%. Wspotczynnik wzrostu umozliwia czytelne przedstawianie zmian w rozwoju sinic na
przestrzeni catego trwania eksperymentu.

Zmiany metaboliczne cyjanobakterii okreslono na podstawie ilosciowej analizy barwnikoéw
fotosyntetycznych (chlorofile, karotenoidy i fikobiliproteiny) w ostatnim dniu hodowli (21 dzien)
w porownaniu do proby kontrolne;j. Stezenie chlorofilu okreslono na metoda opisang powyzej, natomiast

stezenie pozostatych barwnikoéw wyznaczono w nastgpujacy sposob:
e Stezenie karotenoidow

Ilosciowa zawarto$¢ karotenoidow w komorkach oznaczano spektrofotometrycznie. W tym celu
pobrano 1000 ul zawiesiny komoérek, odwirowano przez 5 min z predkoscig 13 000 obr./min, po czym
odrzucono 900 ul supernatant. Do pozostatego osadu dodano 900 pl dimetyloformamidu (DMF).
Probki wytrzgsano przez 30 sekund, a nastgpnie inkubowano w ciemno$ci przez 10 minut.
Czynno$¢ powtarzano dwukrotnie. Po ekstrakcji probki odwirowano (5min, 13 000 obr./min),
a nastgpnie dokonywano pomiarow spektrofotometrycznych przy dtugosci fali 461 i 664 nm. Catkowite

stezenie karotenoidow obliczono wedtug nastepujacego wzoru:

Ckarotenoidéw [%] = (Age1 — (0,046 - A664)) 4 (3)

e Stezenie fikobiliprotein

Stezenie fikobiliprotein oznaczano réwniez za pomoca Spektrofotometrii UV-VIS. W tym celu
pobierano 1500 ul zawiesiny komorek z hodowli, ktore wirowano przez 10 min w temperaturze 4°C

przy predkosci 13000 obr./min. Nastgpnie usuwano caty supernatant, a do pozostatych komorek
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dodawano 150 pl glicerolu i inkubowano je przez 24h w temperaturze -11°C. Po tym czasie dodawano
1350 pl wody, probki wytrzasano, a nastepnie odwirowywano przez 5 min z predkoscig 13000 obr./min.
Absorbancje¢ klarownego supernatanta mierzono przy trzech dtugosciach fali: 562, 615 i 652 nm.
Stezenie poszczegolnych fikobiliprotein oraz ich catkowita zawarto$¢ obliczano przy uzyciu

nastepujacych wzorow:
Fikocyjanina(PC)

mg| _ As15—(0472-Agsz) |
CPC[ ! ] - 5,34 1000 “)

Allofikocyjanina (APC)

mg| _ Aes2—(0,208-4¢15)
Capc [T] = e G20 as) 1000 (5)

Fikoerytryna (PE)

mg] _ Ase2—241:[Cpc]—0,849[Capc]
Cpe [T] - 9,62 1000 (6)

Catkowita zawarto$¢ fikobiliprotein (PBP)

mg

Cppp [T] = Cpc + Cypc + Cpg (7)

3.4. Przygotowanie probek do analizy

3.4.1. Wydzielenie pozostalosci ksenofarmaceutykow z plynéw pohodowlanych

Ptyn pohodowlany oddzielono od komorek poprzez wirowanie przez 5 minut przy predkosci 5 000
obr./min. Nastepnie przygotowywano réwne objetosci ptynu pohodowlanego (10 cmd), ktore zamrozono
i liofilizowano. W kolejnym etapie z osadu pozostatego po liofilizacji ekstrahowano badane anality
za pomocg 6 cm® octanu etylu. Probki byly naprzemiennie wytrzasane przez 15 sekund, a nastepnie
pozostawiane na 5 min. Proces powtarzano czterokrotnie. Supernatant pobierano znad osadu,
przenoszono do szklanych probowek i zatezano w strumieniu azotu. Pozostaty po odparowaniu osad
rozpuszczano w 1 cm?® mieszaniny woda: metanol (1:1u czysto$¢ LC-MS) i przesgczano przez filtr
strzykawkowy (PTFE 22 um) do fiolek z ciemnego szkta. Tak przygotowane probki poddawano analizie
LC-MS.

3.4.2. lzolacja badanych lekéw z powierzchni komorek, po procesie biosorpcji

Pozostate po odwirowaniu (rozdzial 3.4.1) komorki przenoszono do probowek Eppendorfa
o pojemnosci 2 cm?®, dodawano 1cm?® octanu etylu i wytrzagsano na vorteksie przez 1 minute. Nastepnie

probki odwirowywano (13 000 obr./min), roztwoér znad osadu przenoszono do szklanej probowki,
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a do osadu dodawano $wiezg porcje octanu etylu. Procedur¢ przemywania komoérek powtarzano
trzykrotnie. Polaczone ekstrakty odparowywano w strumieniu azotu, rozpuszczano w mieszaninie

woda/metanol, a po przefiltrowaniu przenoszono do fiolek z ciemnego szkta.

3.4.3. lzolacja testowanych lekéw z wnetrza komorek

Pozostate po przeptukaniu komoérki (zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.4.2) przenoszono
do $wiezej porcji 5 ¢cm?® octanu etylu. Tak przygotowane probki poddawano dziataniu ultradzwickow
(reczny homogenizator ultradzwigkowy Hielscher UP200HT 26 kHz, 200 W) przez 1 minutg, z 30-
sekundowa przerwa (amplituda 70%). Proces ten powtarzano trzykrotnie. Nastepnie roztwor ekstraktu
oddzielano od komérek poprzez wirowanie przez 5 minut przy predkosci 13 000 obr./min. Supernatant
znad osadu poddawano nastepnie takiej samej procedurze przygotowania do analizy LC-MS, jak

opisano w punktach 3.4.1i 3.4.2.

3.5. Przygotowanie probek i wykonanie analiz za pomocg skaningowego mikroskopu

elektronowego (SEM)

W przypadku zastosowania konsorcjow cyjanobakterii, pomiar chlorofilu odzwierciedlat faczny
rozwoj komorek obu gatunkéow. Metoda ta nie pozwala jednak na rozréznienie, czy zmieniajg si¢
proporcje ilosci komorek poszczegdlnych gatunkéw. Aby to ustalié, po zakonczeniu hodowli
(po 21 dniach) komorki analizowano za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).
|Ze wzgledu na specyfike analizowanego materiatu, probki poddano odpowiedniej procedurze
przygotowawczej. W tym celu odwirowywano (5 min, 13000 obr./min.) 1 cm® zhomogenizowanej
hodowli, usuwano caty supernatant, a osad komorek zawieszano w 1 ¢cm® 2% roztworu aldehydu
glutarowego w buforze fosforanowym, pozostawiajac na 24 godziny w temperaturze 4°C. Po tym czasie,
po uprzednim odwirowaniu, usuwano roztwor aldehydu i trzykrotnie przeptukiwano komorki porcjami
1 cm? buforu fosforanowego. W kolejnym etapie probki odwadniano, inkubujac je w poszczegdlnych
roztworach etanolu (60%, 70%, 80%) przez 30 minut. Nastepnie 0sad byt liofilizowany. Po wysuszeniu
komorki umieszczano na stoliku przeznaczonym do analizy SEM i trzykrotnie napylano platyna, przy
czym kazde napylenie trwato 30 sekund. Po napyleniu, probki umieszczano w skaningowym

mikroskopie elektronowym i wykonywano analizy.

3.6. Badanie toksyczno$ci wybranych ukladéw ptynow pohodowlanych wobec modelowych

organizmow bezkregowych i roslinnych

Do testow wybrano jeden gatunek z krolestwa zwierzat - rozwielitk¢ (Daphnia magna) oraz dwoch
przedstawicieli krolestwa roslin - mikroalgi Chlorella vulgaris i Haematococcus pluvialis.
Aby odgraniczy¢ ilos¢ zmiennych zaktocajacych, takich jak produkcja toksyn przez niektore sinice,
w badaniach testowano tylko ptyny pohodowlane halofilnej (stonowodnej) cyjanobakterii Arthrospira

platensis, ktora nie wytwarza toksyn.
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W tym celu hodowle po 21-dniowej inkubacji z réznymi uktadami eksperymentalnymi odwirowano
z predkoscig 5000 obr./min. przez 5 minut, aby oddzieli¢ komoérki od medium hodowlanego. Nastepnie
oddzielony supernatant ptynu pohodowlanego rozcienczono w stosunku 1:4vy z woda. Rozcienczenie
to miato na celu uniknigcie nadmiernego stresu u testowanych gatunkéw, poniewaz pozywka MSp

zawiera bardzo wysokie stgzenia soli nieorganicznych.

3.6.1. Hodowle bezkrggowca

Do testow na zwierzetach wybrano stodkowodnego skorupiaka Daphnia magna (rozwielitka), ktory
jest jednym z modelowych organizméw zwierzecych wykorzystywanych w badaniach toksycznosci.
Jego wybdr wynika z tatwosci obserwacji zmian zachodzacych w jego rozwoju oraz braku prawnych
ograniczen w prowadzeniu badan na tym organizmie. Osobniki uzyte w testach pozyskano ze sklepu
zoologicznego, gdzie sprzedawane sg jako zywa karma. Po zakupie rozwielitki odsaczano z pozywki,
w ktorej byly przechowywane, a nastgpnie selekcjonowano zywe osobniki. Odsaczong pozywke
rozcienczano wodg destylowang w stosunku 1:1 i przenoszono do zlewek, do ktorych nastepnie
umieszczano wyselekcjonowane, zywe osobniki. Daphnie karmiono co dwa dni sproszkowanym
preparatem zawierajagcym liofilizowane komorki A. plastensis i liofilizowane drozdze piekarskie
w stosunku 1:1ww. Zlewki z rozwielitkami inkubowano w temperaturze 25 +1°C w fotoperiodzie 16:8.
Po tygodniowej aklimatyzacji, losowo wybierano po 50 osobnikow z hodowli zachowawczej
i przenoszono do zlewek, w ktorych znajdowat si¢ odpowiednio przygotowany ptyn pohodowlany
z cyjanobakterii. Daphnie inkubowano w tej pozywce przez 7 dni w takich samych warunkach jak
hodowle zachowawcze, z takim samym cyklem karmienia. Eksperymenty prowadzono w trzech
powtdrzeniach. Po tygodniu zliczano ilo$¢ zywych osobnikow w kazdym powtérzeniu i ukladzie.
Wybranym osobnikom zmierzono réwniez t¢tno, poprzez zliczanie uderzen serca pod mikroskopem
optycznym (powigkszenie 40x). Dane przetworzono statystycznie. Dodatkowo wykonano zdjecia

mikroskopowe wybranych osobnikow.

3.6.2. Hodowle mikroalg

Do testow toksycznosci na roslinach wybrano dwa gatunki mikroalg: Chlorella vulgaris
i Haematococcus pluvialis. Oba gatunki zostaty pozyskane z kolekcji organizméw Katedry Farmacji
i Chemii Ekologicznej Uniwersytetu Opolskiego, ktora zakupita oba organizmy w Kolekcja Kultur
Organizméw Autotroficznych Instytutu Botaniki Czeskiej Akademii Nauk w Trzeboniu (CCALA).
Mikroalgi hodowano w sterylnych kolbach Erlenmayera. Procedura zaktadania hodowli i oznaczania
stezenia chlorofilu w komoérkach byta identyczna z metoda stosowana przy hodowlach cyjanobakterii,
co zostato opisane w rozdziale 3.3.5. Komorki z hodowli zachowawczej odwirowywano, a nastgpnie
na podstawie pomiaru chlorofilu, ustalono ilo$¢ inokulum komoérkowego potrzebna do uzyskania
wyjéciowego stezenia 1 mg/l w hodowlach eksperymentalnych. Nastepnie odpowiednig ilos¢ komorek

dodano do 50 ml mieszaniny ptynu pohodowlanego i wody (1:4; v/v) i inkubowano w sterylnych
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warunkach przez dwa tygodnie (25°C +1°C, fotoperiod 16:8), mierzac stezenie chlorofilu w komorkach,

odpowiednio w dniu 4, 7, 10 i 14. Wszystkie proby wykonano w trzykrotnym powtorzeniu.

Tabela 4 Identyfikator (skrét), nazwa oraz zdj¢cia mikroskopowe organizmow, na ktorych testowano toksycznosé
ptyndéw pohodowlanych A. platensis.

Skrot Nazwa gatunku Zdjecie mikroskopowe
DM Daphnia magna
Ch. V. H 1955 Chlorella vulgaris
358 (Hp) Haematococcus pluvialis
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4.  Prezentacja i dyskusja wynikow
4.1. Optymalizacja metody analitycznej oznaczania badanych farmaceutykow

Jedna z metod oceny efektywnosci biosorpeji substancji jest analiza ich stezenia w danej matrycy po
procesie 0czyszczania oraz porownanie wynikow z proba kontrolng. W zwiazku z tym, na poczatkowym
etapie badan, opracowano metode rozdzielania i detekcji testowanych lekow: paracetamolu, diklofenaku
i ibuprofenu. Biorac pod uwage fizykochemiczne witasciwosci badanych zwiazkow oraz matrycy,
z ktorej byly ekstrahowane, zdecydowano si¢ na zastosowanie techniki chromatografii cieczowej.
Optymalizacja obejmowata kilka kluczowych krokdw: wybor i ustalenie warunkoéw detekeji, sktad fazy
ruchomej, predkos¢ przeptywu oraz dobor odpowiedniego rozpuszczalnika dla analizowanych probek.
Szczegoty poszezegolnych etapow opisano ponizej.

Kazdy z oznaczanych zwigzkow zawierat wigzania podwojne, dzigki temu teoretycznie mogt by¢
bezposrednio wykrywany przez detektor UV, bez potrzeby derywatyzacji. Ponadto, duzym wyzwaniem
byla zréznicowana polarnos¢ testowanych lekow (logP od 0,46 do 4,51), co sprawilo, ze proby
zastosowania elucji izokratycznej nie przyniosty zamierzonych rezultatow. Przetestowano rozne
konfiguracje fazy ruchomej, wykorzystujac acetonitryl (A), wode (B) oraz metanol (C), z dodatkiem
kwasu mréwkowego w stezeniu od 0,00% do 0,5 %, i/lub mréwczanu amonu (stgzenie 0,0 -1,0 mM).
Ostatecznie opracowano dwie procedury analityczne w trybie elucji gradientowej. Rozdzielanie
analitow z wykorzystaniem Metody nr 1 odbywato si¢ na kolumnie Accucore C18 (2,1 x 100 mm),
natomiast w Metodzie nr 2 stosowano kolumne Gemini NX-C18 (2,1 x 100 mm). Szczegoty dotyczace

poszczegdlnych parametrow rozdzielenia LC opisano w Tab. nr 5.

Tabela 5 Warunki rozdzielenia chromatograficznego dla dwoch opracowanych metod analitycznych.

METODA 1 (Accucore C18 (2,1 x 100 mm), przeptyw 0,3 ml/min)
Czas [min] 0 1 3 6 8 10
[%] Rozpuszczalnik A: MeCN 10 10 50 50 10 10
[%] Rozpuszczalnik B:
roztwér 0,1 mM HCOONH, 80 80 0 0 80 80
i 0,1% HCOOH w H,0
[%] Rozpuszczalnik C: MeOH 10 10 50 50 10 10
METODA 2 (Gemini NX-C18 (2,1 x 100 mm, przeptyw 0,3 ml/min)
Czas [min] 0 2 3 4 5 6 7 8 12
[%] Rozpuszczalnik A: MeCN 3 25 25 30 30 50 50 3 3
[%] Rozpuszczalnik B: 0,2%
HCOOH W HhO 95 50 50 40 40 5 5 95 95
[%] Rozpuszczalnik C: MeOH 2 25 25 30 30 45 45 2 2
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Ponizej na Rys. 8 przedstawiono przyktadowe chromatogramy uzyskane z analizy mieszaniny
oznaczanych analitow w medium hodowlanym BG11 przy zastosowaniu optymalnych warunkow

rozdzielenia poszczegdlnych metod LC.
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Rysunek 8 Zestawienie chromatograméw mieszaniny poszczegdlnych analitow przy zastosowaniu optymalnych warunkow
opracowanych metod LC. Stezenie analizowanych zwiazkow wynosito 300 uM. Matryca: BG11

Jak mozna zauwazy¢ w przypadku Metody 1 i 2, paracetamol i diklofenak dawaty silng odpowiedz
przy dlugosciach fali 270 nm, jednak wysoka intensywno$¢ piku dla diklofenaku maskowata pik
pochodzacy od ibuprofenu, co uniemozliwiato jego detekcje w mieszaninie. Dopiero przy dtugosci fali
238 nm stosujac uktad nr 2 DCF i IBF byly dobrze rozdzielone, jednak intensywnos$¢ ich pikow byta
niska, co utrudniato ich detekcje na poziomie §ladowym. Dlatego w badaniach gléwnym detektorem byt
spektrometr masowy (Q-TOF), wspierany przez detektor UV w systemie on-line. Taki uktad pozwalat
na skuteczng identyfikacje testowanych zwigzkéw w ztozonej matrycy biologicznej, jaka stanowig
ptyny pohodowlane cyjanobakterii. Majac na uwadze budowe chemiczng analizowanych
farmaceutykow, paracetamol oznaczano w trybie jonow dodatnich (ESI+), za$ ibuprofen i diklofenak
w trybie jonow ujemnych (ESI-). W przypadku probek zawierajacych mieszaning tych zwiazkow kazda

probka byta analizowana w obu trybach.

Przed oméwieniem cato$ciowych wynikéw przeprowadzonych analiz, ponizej przedstawiono
kilka przyktadowych chromatograméw, aby zilustrowaé sposob zbierania danych do dalszych badan.
Na Rys. 9 zaprezentowano natozone na siebie chromatogramy z prob eksperymentalnych, w ktérych
konsorcja komorek cyjanobakterii byly inkubowane z mieszaning testowanych zwigzkéw o finalnym
stezeniu 300 uM. W tym przypadku stosowano metode nr 2. Krzywa elucji oznaczona kolorem czarnym
przedstawia probe kontrolna, czyli pozywke BG11 z dodatkiem testowanych farmaceutykow, ale bez

inkubacji z komérkami. Zaréwno w przypadku tej proby, jak i dwoch pozostatych chromatogramow
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oznaczonych kolorem fioletowym (inkubacja z komoérkami konsorcjum 1 mg/l) oraz niebieskim
(inkubacja z komorkami konsorcjum 2 mg/l ), zarejestrowanych przy dtugosci fali 270 nm, widoczne
sg wyrazne dwa piki pochodzace od diklofenaku oraz paracetamolu. Dopiero detekcja przy dtugosci fali
A=238 nm pozwala na skuteczne wykrycie ibuprofenu. Jakkolwiek poziom detekcji jest zdecydowanie
gorszy w porownaniu do detekcji przy A=270. Analizujgc zestawione chromatogramy wida¢ znaczacy
ubytek paracetamolu z medium pohodowlanego. Zanik sygnalu od paracetamolu byl szczegdlnie
wyrazny, co potwierdza zdolno$¢ obu badanych mikroorganizméw do biosorpcji tego zwigzku
z medium pohodowlanego. Ciekawym spostrzezeniem byto wykrycie nieznanej substancji w tr=5,8 min,
co moze $wiadczy¢ o obecnosci albo metabolitow testowanych zwigzkoéw lub ewentualnych produktow

metabolizmu sinic, powstajacych w odpowiedzi na dziatanie czynnikow stresowych,
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Rysunek 9 Zestawienie chromatograméw z analizy ekstraktow 21-dniowych ptynéw pohodowlanych przy dtugosci fali 270
nm (A) oraz 238 nm (B). Kolorem fioletowym oznaczono probg z konsorcjum cyjanobakterii o wyjsciowym stgzeniu chlorofilu
1 mg/l, a kolorem niebieskim — o st¢zeniu 2 mg/l. Probe kontrolng oznaczono kolorem czarnym. Czerwong ramka zaznaczono
sygnat pochodzacy od nieznanej substancji.

Niezaleznie od opracowanej metody rozdziatu testowanych lekow w medium pohodowlanym i ich
detekcji w zakresie promieniowania ultrafioletowego, aby uzyska¢ pelng pewnos¢ co do oznaczanych
substancji, konieczne bylo zastosowanie detekcji przy pomocy techniki spektrometrii mas.
W przypadku paracetamolu, jak wspomniano w czg$ci eksperymentalnej (rozdziat 3.2), zastosowano

jonizacje dodatnig. W widmie masowym paracetamolu szczegdlnie widoczny byt sygnat jonu
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molekularnego m/z 152,07. Dla dwdch pozostatych zwigzkéw spektrometr mas pracowal w trybie
jonizacji ujemnej, co umozliwito ich doktadne rozréznienie, nawet w przypadku naktadania si¢
sygnatow w detektorze UV. W przypadku diklofenaku najbardziej intensywne sygnaly pochodzilty
od jonu molekularnego m/z: 294,01 oraz jonu fragmentacyjnego, powstajacego w wyniku utraty grupy
karboksylowej (m/z 250,02). W przypadku ibuprofenu sygnat pochodzacy od piku molekularnego
(m/z 205.12) miat niskg intensywnos$¢, natomiast wyraznie widoczny byt sygnat od adduktu tego jonu

z resztami kwasowymi, pochodzacymi z buforu fazy ruchome;j, ktory dominowat na widmie masowym.
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Rysunek 10 Widma masowe ibuprofenu (po lewej) i diklofenaku (po prawej) z zaznaczonymi jonami molekularnymi oraz
fragmentacyjnymi lub wtasciwym adduktem

Przedstawione dane pokazuja, ze opracowana metoda nr 2 pozwalata zarowno na okreslenie ubytku
testowanych substancji oraz umozliwiata potwierdzenie obecnosci innych zwiagzkow, ktore mogg by¢
potencjalnymi metabolitami testowanych substancji lub metabolitami cyjanobakterii, ktorych produkcja
wzrasta pod wplywem oddziatywania ksenofarmaceutykow (Srodowiskowych czynnikéw
stresogennych). Obie metody poddano procesowi walidacji bioragc pod uwagg istotne cechy metody
W tym: liniowo$¢, doktadno$¢, precyzje, odtwarzalno$¢ oraz wpltyw efektu matrycowego.
Opracowana metoda charakteryzowala si¢ odpowiednig liniowo$cig dla oznaczef analitycznych
(wspotczynnik determinacji >0,995, dla wszystkich zwigzkow) w badanym zakresie stezen oraz dobra
precyzja (0,7-10,0% RSD).

Korzystajac z opracowanych metod analitycznych uzyskano zestaw danych, ktére poréwnujac do
préb odniesienia (pozywki z testowanym zwigzkiem lub ich mieszaninami), uzyto do wyliczenia
procentowego ubytku badanych substancji z plynéw pohodowlanych oraz ilosci lekow
zaadsorbowanych na powierzchni komérek lub przetransportowanych do wnetrza komoérki. Wyniki te,

wraz z danymi dotyczacymi stezen pigmentow, zestawiono i opisano w kolejnym podrozdziale.

4.2.Odpowiedz cyjanobakterii na obecno$¢ testowanych lekow oraz ich zdolno$¢ do biosorpcji

ksenofarmaceutykow.

Majgc opracowang metode analityczng do oznaczania badanych lekow w matrycy, ktora stanowily
ptyny pohodowlane, rozpoczgto eksperymenty, w ktorych badano wplyw tych farmaceutykow
na wybrane gatunki cyjanobakterii, oceniajac réwnolegle skuteczno$¢ ich usuwania z medium

hodowlanego oraz zdolno$¢ adsorpcji na powierzchni komérek mikroorganizmow.

46



4.2.1. Wplyw testowanych substancji na wzrost wybranych gatunkéw cyjanobakterii

W badaniach nad wplywem testowanych farmaceutykéw na rozwoj sinic zaobserwowano znaczace
roznice pomiedzy dwoma badanymi gatunkami (Rys. 11). Anabaena sp. wykazywata wyrazng reakcje
na wszystkie trzy badane leki, z ktorych wigkszo$¢ powodowata przyspieszenie jej rozwoju. Szczeg6lnie
interesujgce wyniki uzyskano przy najwyzszych stezeniach paracetamolu i diklofenaku (300 uM),
gdzie zaobserwowano wzrost o okoto 60%. Natomiast ibuprofen w stezeniu 30 uM wywotat silng
stymulacje wzrostu, siegajaca okoto 80%. Te¢ interesujaca zalezno$¢ mozna wyjasni¢ tym,
ze w odpowiedzi na silniejszy czynnik stresowy komorki sinic uruchamiajg dodatkowe mechanizmy
obronne, co prowadzi do przyspieszenia tempa wzrostu hodowli. Najsilniejsze dziatanie wykazat
ibuprofen, ktéry znaczaco stymulowal wzrost Anabaena sp., ale tylko przy stezeniu 30 pM.
Z kolei w przypadku gatunku Chroococcidiopsis thermalis zaobserwowano jedynie niewielkie
odchylenia w stosunku do proby kontrolnej, ktore nie przekraczaly 20%. W zalezno$ci od eksperymentu,
wzrost cyjanobakterii byt nieznacznie przyspieszony lub spowolniony, co sugeruje, Ze zmiana st¢zenia

testowanych substancji nie miala istotnego wptywu na rozwdj tego gatunku.
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Rysunek 11 Wspotczynnik wzrostu dwdch badanych gatunkow cyjanobakterii w odpowiedzi na rosnace stezenia trzech
testowanych lekéw. Czerwona linia (100%) reprezentuje wzrost w probie kontrolnej (n=3; RSD < 10%).

Réznice w reakcji obu gatunkéw wynikaja z odmiennych sposoboéw radzenia sobie ze stresem.
Anabaena sp. to gatunek, ktory wystepuje w toni wodnej, co zapewnia mu stabilne warunki sprzyjajace
rozwojowi. W obliczu stresu szybko reaguje, intensyfikujac swoj rozwdj [Kumar, 1982; Nicolaisen,
2009; Sinha, 1996; Sneha, 2023]. Natomiast Chroococcidiopsis thermalis ktory zyje w wilgotnych
srodowiskach lagdowych, czesto tylko okresowo zalewanych wodg (np. na pustyniach), wyksztatcit
zdolno$¢ okresowego rozwoju w sprzyjajacych warunkach, a w niekorzystnych potrafi znacznie

spowolni¢ lub nawet zatrzymaé metabolizm [Aguild-Nicolau, 2023; Baldanta, 2023; Fais, 2024].
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Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze cho¢ oba gatunki reaguja na testowane substancje jako czynniki

stresowe, r6znig si¢ w sposobach radzenia sobie z tym stresem.

4.2.2. Zmiany metaboliczne w komoérkach badanych organizméw wywotane dziataniem
pojedynczej substancji

Aby lepiej zrozumie¢ zmiany metaboliczne zachodzace w komorkach badanych gatunkow
cyjanobakterii, poréwnano stgzenia poszczegolnych barwnikow fotosyntetycznych. Wyniki tego

poroéwnania zostaty zaprezentowane na ponizszym wykresie (Rys. 12).
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Rysunek 12 Zmiany metaboliczne w komoérkach dwdch badanych stodkowodnych gatunkéw cyjanobakterii, przedstawione
jako proporcje pigmentéw fotosyntetycznych po 21 dniach ekspozycji na rézne stgzenia paracetamolu. Gwiazdki wskazuja
poziomy istotnos$ci statystycznej: 0,05 < p; * 0,0021 < p < 0,05; ** p < 0,0021, (n=3; RSD < 10%).

W  przypadku gatunku Anabaena sp., zmiany stezenia pigmentéw fotosyntetycznych,
w szczegolnosci fikobiliprotein, byly pozytywnie skorelowane ze wspdtczynnikiem wzrostu tych sinic
w obecnos$ci paracetamolu. Wyjatkiem byta proba ze stezeniem 30 uM, odnotowano statystycznie
istotne ograniczenie produkcji barwnych biatek. Odmienng zalezno$¢ zaobserwowano dla gatunku
Chroococcidiopsis thermalis, gdzie jedynie stezenie 100 uM nie wykazaly istotnych zmian w zawartosci
pigmentow. Natomiast przy pozostatych stezeniach paracetamolu zaobserwowano statystycznie istotny
spadek zaréwno karotenoidow, jak i fikobiliprotein. Nie odnotowano natomiast analogicznych zmian
w stezeniu chlorofilu, co moze sugerowac, ze ten barwnik nie odgrywa kluczowej roli w ochronie tego
gatunku przed zanieczyszczeniami. Podobna zalezno$¢ potwierdzono takze w przypadku niektorych

zwigzkow boronowych, ktore takze testowano jako czynnik stresowy [Niemczyk, 2020].
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Rysunek 13 Zmiany metaboliczne w komérkach dwdch badanych stodkowodnych gatunkéw cyjanobakterii, wyrazone jako
proporcje pigmentow fotosyntetycznych po 21 dniach ekspozycji na wybrane st¢zenia diklofenaku. Gwiazdki oznaczaja
poziomy istotnosci statystycznej, odpowiednio: 0,05 < p; * 0,0021 < p < 0,05; ** p < 0,0021, (n=3; RSD < 10%).

Diklofenak wywierat znacznie silniejszy wpltyw na biosynteze pigmentéow fotosyntetycznych
w komorkach sinic, w poréwnaniu do paracetamolu (Rys. 13). W przypadku Anabaena sp. juz przy
najnizszym stezeniu (30 uM) zaobserwowano stymulacje biosyntezy fikobiliprotein, a przy wyzszych
stezeniach (100 1 300 uM) doszto réwniez do statystycznie istotnego wzrostu produkcji karotenoidow.
Z kolei w komoérkach Chroococcidiopsis thermalis spadek pigmentow fotosyntetycznych stwierdzono
tylko przy stezeniu 100 uM, natomiast w pozostatych probach nie odnotowano zmian w poréwnaniu
do kontroli. Zaledwie w dwoch stezeniach wykazano statystycznie istotny wzrost produkcji barwnikow.

Na podstawie tych obserwacji mozna wnioskowac, ze chociaz diklofenak nie wptynat znaczaco
na ogolny rozwoj sinic, w porownaniu do paracetamolu, to znaczaco zmienial proporcje pigmentow

fotosyntetycznych w komorkach obu badanych gatunkow.

W  przypadku ibuprofenu zaobserwowano wyrazng zalezno$¢ migdzy jego stezeniem,
a metabolizmem obu testowanych gatunkow cyjanobakterii (Rys. 14). W komorkach badanych
mikroorganizmow nastapit wzrost biosyntezy pigmentow przy najnizszym st¢zeniu (30 pM), natomiast
przy wyzszych stezeniach zaobserwowano spadek ilosci barwnikow. Szczegélnie intersujace wyniki
uzyskano w przypadku Chroococcidiopsis thermalis, gdzie najnizsze st¢zenie ibuprofenu stymulowato
biosyntezg fikobiliprotein, co jest wynikiem odmiennym w poréwnaniu do innych testowanych lekow.
Prawdopodobnie moze to by¢ zwigzane z rolg tych biatek jako istotnych czynnikéw przeciwdziatajagcych
stresowi. Wskazuje rowniez na to fakt, ze sposrdd trzech badanych zwigzkéw ibuprofen wykazywat

najsilniejsze dzialanie toksyczne na badane gatunki.
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Rysunek 14 Metaboliczne zmiany w komodrkach dwoch testowanych stodkowodnych gatunkéw cyjanobakterii, wyrazone jako
proporcje pigmentdw fotosyntetycznych po 21 dniach ekspozycji na rézne stezenia ibuprofenu. Gwiazdki oznaczaja poziomy
istotnosci statystycznej, odpowiednio: 0,05 < p; * 0,0021 < p <0,05; ** p < 0,0021, (n=3; RSD < 10%).

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wszystkie testowane ksenofarmaceutyki wywieraty istotny
wplyw na metabolizm badanych gatunkoéw cyjanobakterii. Na szczegdlng uwage zastuguja zmiany
metaboliczne zaobserwowane u Chroococcidiopsis thermalis, gdzie wzrost barwnikow byt mniej
wyrazny, natomiast spadek udzialu chlorofilu i karotenoidow, w niektorych przypadkach znaczacy.
Prezentowane wyniki dowodza rowniez jak istotng role W przeciwdziataniu czynnikom stresowym
odgrywajg fikobiliproteiny, gdyz ich biosynteza byla znaczaca u obu gatunkow, a szczegdlnie
u Anabaena sp..

4.2.3. Skuteczno$¢ biosorpcji poszczegdlnych ksenofarmaceutykow

4.2.3.1. Usuwanie lekow z medium hodowlanego

Glownym celem niniejszego projektu byta ocena skuteczno$ci usuwania paracetamolu, diklofenaku
oraz ibuprofenu z pozywek hodowlanych komorek Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis.
W tym celu ekstrakty z medium hodowlanego i powierzchni komoérek, pobrane po 21 dniach hodowli —
analizowano za pomoca techniki LC-MS/MS. Probki kontrolne przygotowano w pozywce BGI11
z okreslonymi stgzeniami farmaceutykow. Na Rys.15 zaprezentowano skuteczno$¢ usuwania
(biosorpcji) trzech testowanych farmaceutykow (paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu) przez oba
testowane gatunki stodkowodnych cyjanobakterii. Otrzymane wyniki wykazaty, ze paracetamol byt
najskuteczniej usuwanym farmaceutykiem, zwlaszcza przez Chroococcidiopsis thermalis, ktory
to gatunek wykazywat prawie 100% efektywnos¢ biosorpcji przy wszystkich testowanych st¢zeniach.
Anabaena sp. rowniez wykazywata wysoka efektywnos$¢ biosorpcji paracetamolu, szczeg6lnie przy
wyzszych stezeniach (100 pM 1 300 puM). Koncentrujac si¢ jednak na szczegotach, szczegdlnie

interesujagcym wydaje si¢ by¢ wynik dla stezenia 30 uM. Mozna przypuszczaé, ze w tej ilosci
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paracetamol wykazuje juz pewne dziatania toksyczne wobec badanych sinic. Niemniej jednak, nie jest
on jeszcze w stanie uruchomi¢ odpowiednich mechanizmow obronnych w komérkach, ktére mogltyby
przeciwdziata¢ jego wplywowi. Wnioski te potwierdzaja wczesniejsze wyniki badan dotyczacych
wplywu paracetamolu na rozwoj i metabolizm testowanych gatunkéw sinic. W przypadku Anabaena
Sp. zaobserwowano przeciez nieznaczne spowolnienie wzrostu (rozdz. 4.2.1), podczas gdy gatunek
Chroococcidiopsis thermalis nie wykazywat istotnych réznic w rozwoju. Roéwniez w zakresie zmian
metabolicznych stezenie 30 uM paracetamolu miato toksyczny wptyw. W komodrkach Anabaena sp.
zaobserwowano niewielkie, lecz statystycznie istotne zahamowanie biosyntezy fikobiliprotein
i chlorofilu, natomiast w przypadku Ch. thermalis synteza pigmentow byta najnizsza dla st¢zenia
30 uM w porownaniu do innych badanych stgzen paracetamolu (30; 100 i 300 uM) po 21 dniach
hodowli. Na podstawie powyzszych obserwacji mozna stwierdzi¢, ze najnizsze st¢zenie paracetamolu
(30 uM) wykazuje toksyczne dzialanie na oba stodkowodne gatunki cyjanobakterii,

co prowadzi do znacznego spadku efektywnosci biosorpcji tego zwiazku z medium hodowlanego.

110

100

90
80
70
60 . ]
L
40
30
20 [ .
= = =
03 = B 2 =
, BEE EN° 2 =

Paracetamol  Diklofenak buprofen Paracetamol Diklofenak Ibuprofen

—

100 M

300 pM

Efektywnoé¢ biosorpcji z medium hodowlanego[ %]
wn
S
0

1 300 pM
30 uM
- 300 im0

= 30 pM

=100 pM

[

Anabaena sp. Chroococcidiopsis thermalis

Rysunek 15 Efektywnos¢ biosorpcji poszczegdlnych ksenofarmaceutykéow z medium pohodowlanego po 21 dniach hodowli.
Czerwong linig (100%) wskazuje catkowite usuniecie leku (n=9; RSD < 10%).

Kolejnym testowanym zwigzkiem byl diklofenak, ktory w przeciwienstwie do paracetamolu,
jest zwigzkiem hydrofobowy. W przypadku Anabaena sp. zaobserwowano réwniez zalezno$é
efektywnosci biosorpcji od stgzenia leku — efektywno$¢ malala wraz ze wzrostem stezenia
ksenofarmaceutyku. Przy najwyzszym z testowanycCh stezen, efektywno$¢ usuwania diklofenaku
nie przekraczata 5%. Podobne wynik uzyskano w przypadku Ch. Thermalis. W odniesieniu do nizszych
stezen Chroococcidiopsis thermalis usuwat diklofenak na podobnym poziomie, wynoszacym okoto
60%. Wyniki te sg szczegdlnie interesujace w kontekscie wptywu diklofenaku na rozwdj i metabolizm
komorek. Na uwage zastuguje zwtaszcza Chroococcidiopsis thermalis, ktory to gatunek wykazywata
umiarkowang zdolno$¢ do biosorpcji diklofenaku, przy jednoczesnie minimalnym wplywie tego

zwiazku na rozwdj 1 metabolizm komérek w porownaniu do Anabaena sp.
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Bardzo ciekawy efekt zaobserwowano w przypadku biosorpcji ostatniego z testowanych zwigzkow
- ibuprofenu. Obydwa badane gatunki usuwaty go w bardzo niskim stopniu nie przekraczajagcym 30%.
Dodatkowo gatunek Anabaena sp. usuwat ten zwigzek efektywnie dopiero przy najwyzszym stgzeniu
(300 uM) natomiast w przypadku Chroococcidiopsis thermalis skuteczno$¢ biosorpcji byta lepsza,
kiedy stezenie testowanego leku bylo nizsze. W eksperymentach z Anabaena sp. zauwazono, ze dla
stezen, w ktorych efektywno$¢ usuwania byta najnizsza, stymulacja wzrostu byta najwyzsza. Natomiast
przy stezeniach, gdzie efektywno$¢ biosorpcji ibuprofenu byla najwigksza, rozwoj komorek byt
znaczaco zahamowany, co moze sugerowa¢ silne dziatanie toksyczne ibuprofenu na Anabaena sp.
W przypadku Chroococcidiopsis thermalis, jak wykazano wcze$niej, gatunek ten zachowywat bardziej
stabilne tendencje w obecnosci kazdego z testowanych zwigzkow, zarowno pod wzglgdem zmian
metabolicznych, jak i rozwoju. Dlatego tez nie mozna jednoznacznie powigzac efektywnosci biosorpcji

ibuprofenu z rozwojem i zmianami metabolicznymi w tym gatunku.
4.2.3.2. Adsorpcja lekéw na powierzchni komorek testowanych cyjanobakterii

W niniejszej pracy podkreslano juz wielokrotnie, Zze przewaga zastosowania biosorbentow
aktywnych, takich jak sinice, jest nie tylko ich zdolno$¢ do redukcji stezenia toksycznych zwigzkow,
ale takze mozliwo$¢ ich metabolizowania przez komoérki. Dlatego, po udowodnieniu, Ze obie
stodkowodne gatunki sinic sa w stanie usuwac czgsci lekow ze srodowiska, w badaniach skupiono sie
na ocenie zdolnosci adsorpcji paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu przez dwa gatunki
stodkowodnych cyjanobakterii: Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis. Wyniki przedstawiono na
ponizszym wykresie (Rys. 16) jako procent oznaczonych lekow na powierzchni komorek stosowanych
mikroorganizméw, w odniesieniu do poczatkowego stezenia leku w pozywce.
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Rysunek 16 Efektywno$¢ adsorpcji poszczegdlnych testowanych substancji na powierzchni komoérek cyjanobakterii. Linig
falowang rozgraniczono zmiang skali (n=9; RSD < 10%).
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Paracetamol nie zostal zidentyfikowany w zadnym z analizowanych ekstraktow otrzymanych
w etapie izolacji badanych lekéw z powierzchni komorek, po zakonczeniu procesu biosorpcji. Bardzo
niskg adsorpcj¢ na powierzchni komoérek zaobserwowano rowniez w przypadku ibuprofenu — jego ilosci
na powierzchni komérek wynosita zaledwie 6%, przy inkubacji w pozywce zawierajacej 30 uM tego
ksenofarmaceutyku. Sposrod trzech testowanych lekow najlepiej adsorbowanym na powierzchni
komorek testowanych gatunkow cyjanobakterii byt diklofenak, ktory zostal zidentyfikowany
i 0znaczony przy niemal kazdym z badanych st¢zen. Mimo ze adsorpcja diklofenaku byta wyrazniejsza
niz pozostatych lekéw, wyniki te mogg sugerowac ograniczong zdolnos¢ cyjanobakterii do efektywnej
adsorpcji tych zwigzkow na powierzchni komorek. Ale skoro sinice potrafig skutecznie usuwac leki
z ptynu hodowlanego, ale nie wykazuja wyraznej adsorpcji tych zwigzkéw na powierzchni komorek,
moze to $wiadczy¢ o tym, Ze sinice sg w stanie metabolizowac te substancje. Brak lub niska adsorpcja
na powierzchni moze wskazywaé na szybkie przetwarzanie i eliminacj¢ ksenobiotykow wewnatrz
komorek, zamiast ich gromadzenia na powierzchni. Taka zdolno$¢ metabolizowania lekéw przez sinice
mogtaby by¢ wazna wskazowka do dalszych badan nad ich potencjalem w bioremediacji, co sugeruje,
ze mechanizmy zwiazane z degradacja lub przeksztatceniem tych zwigzkéw moga zachodzi¢ wewnatrz

komorek.

Podsumowujac, wyniki opisane w tym rozdziale maja kluczowe znaczenie, gdyz wykazano,
ze wszystkie trzy testowane farmaceutyki wywierajg rézny wptyw na metabolizm obu badanych
gatunkow stodkowodnych sinic, a ze wzgledu na ich odmienng fizjologie, reakcje te nie sg identyczne.
Anabaena sp. wykazywal znacznie wigksza wrazliwos¢ pod wzgledem rozwoju i metabolizmu
pod wptywem testowanych zwigzkoéw, co objawiato si¢ przyspieszonym wzrostem oraz zwiekszong
produkcjg barwnikéw fotosyntetycznych. Gatunek ten charakteryzowat si¢ takze wysoka efektywnoscia
usuwania (biosorpcji) paracetamolu i diklofenaku, przy jednoczesnej niskiej adsorpcji tych zwigzkow
na powierzchni komorek. Chroococcidiopsis thermalis rowniez wykazywat nieco wyzszg skuteczno$é
usuwania testowanych lekow, ale nie tak wyrazne zmiany w metabolizmie. Potwierdzono takze,
ze podobnie jak w badaniach na bakteriach heterotroficznych opisanych w literaturze, zwigzki
hydrofilowe, takie jak paracetamol, sg preferencyjnie usuwane z medium hodowlanego, w poréwnaniu
do hydrofobowych diklofenaku i ibuprofenu [Hasan, 2021; Zur, 2018].

4.3. Ocena efektywnosci usuwania farmaceutykéw przez cyjanobakterie w réznych warunkach

(mieszaniny lekoéw, konsorcja cyjanobakterii, pozywka pozbawiona w zwiazki wegla)

Wyniki otrzymane z hodowli pojedynczych gatunkéw cyjanobakterii z kazdym z oddzielna
testowanym lekiem potwierdzily, ze wykazuja one wysokg wrazliwos¢ oraz dobrg zdolno$¢ do ich
usuwania z medium hodowlanego. Co istotne, w srodowisku naturalny, farmaceutyki zwykle wystepuja
w postaci mieszanin, a nie pojedynczo. Dlatego w kolejnym etapie badan zdecydowano sie doda¢

do hodowli mieszaning badanych zwiazkow w koncowych stezeniach 100 oraz 300 pM, przy
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rownomolowym stosunku poszczegdlnych lekow (1:1:1). W kolejnych eksperymentach sprawdzono
takze, czy mozliwe jest potaczenie zalet obydwu organizméw, aby lepiej wykorzystaé ich wtasciwosci
biosorpcyjne. Do badan z konsorcjami w hodowlach zastosowano dwa wyj$ciowe st¢zenia chlorofilu.
Pierwsze wynosito sumarycznie 1mg/l, czyli tyle ile w przypadku eksperymentow, w ktorych testowano
pojedyncze gatunkow. Drugie wynosito 2mg/1, po 1 mg/l dla kazdego gatunku. W kazdym przypadku
proporcje inokulum Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis wynosity 1:1 (v:v).

4.3.1. Rozwoj pojedynczych gatunkéw i ich konsorcjow w obecno$ci mieszanin testowanych lekow

Dane przedstawione na ponizszym rysunku (Rys. 17) wskazuja, ze zastosowanie mieszaniny
testowanych zwigzkow (paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu), w stezeniach 100 i 300 uM nie
stanowito dla badanych gatunkow sinic istotnego ograniczenia w ich rozwoju. Zahamowanie wzrostu
do okoto 80% w poréwnaniu do kontroli zaobserwowano u gatunku Chroococcidiopsis thermalis,
przy obu testowanych stezeniach. Natomiast w przypadku Anabaena sp. przy wyzszym stezeniu

mieszaniny lekow zaobserwowano wyrazng stymulacj¢ wzrostu.
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Rysunek 17 Rozwoj pojedynczych gatunkow stodkowodnych cyjanobakterii i ich konsorcjéw w obecno$ci mieszanin
testowanych lekow, (n=3; RSD < 10%)

Analogiczne wyniki uzyskano w przypadku zastosowania uktadow hodowlanych ztozonych
z konsorcjow testowanych stodkowodnych cyjanobakterii. Analizujac powyzszy wykres, mozna
zauwazy, ze Komorki w konsorcjach wykazywaly wyzsza odporno$¢ na dziatanie mieszaniny
ksenofarmaceutykéw niz pojedyncze gatunki testowanych cyjanobakterii. Zadne z konsorcjow nie
wykazywalo zahamowania rozwoju. W dwoch przypadkach odnotowano umiarkowany wzrost. Co
ciekawe sposrod wszystkich badanych uktadow intensywniejszy rozwdj obserwowano przy wyzszym

stezeniu badanych substancji, a nie przy nizszym. W rezultacie, wyniki te wskazujg na silniejsza
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odpowiedz cyjanobakterii, wyrazong przySpieszeniem wzrostu, w obecnosci wyzszych st¢zen
testowanych lekow (300 uM). Ponadto, potwierdzajg one wezesniejsze wyniki dotyczace pojedynczych
lekow, ze wyzsze stezania ksenofarmaceutykoéw intensyfikujg wzrost komorek. Mechanizm ten jest
reakcjg obronng cyjanobakterii, ktore przyspieszaja swoj rozwdj w odpowiedzi na niekorzystne warunki

srodowiskowe.

4.3.2. Metaboliczne zmiany w komoérkach pojedynczych gatunkow i konsorcjow sinic w odpowiedzi

na mieszaniny testowanych lekow

Podobnie jak w przypadku pojedynczych zwigzkéw, w eksperymentach z uzyciem mieszanin
testowanych lekow takze analizowano zmiany metaboliczne, analizujac wzajemne relacje zawartosci
poszczegblnych pigmentow fotosyntetycznych w ostatnim dniu hodowli. W przypadku konsorcjow
sinic okreslono catkowita zawarto$¢ barwnikow w calej masie komorkowej. Wyniki tych badan

przedstawiono na Rys.18.
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Rysunek 18 Zmiany metaboliczne w komoérkach Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis inkubowanych w mieszaninach
testowanych lekow, testowanych w uktadach z pojedynczym mikroorganizmem oraz w odpowiednich konsorcjach. Gwiazdki
wskazuja progi istotnos$ci statystycznej, odpowiednio: 0,05 < p; * 0,0021 < p < 0,05; ** p < 0,0021 (n=3; RSD < 10%).

Zastosowanie mieszanin lekow miato znaczacy wplyw na metabolizm badanych sinic, zarowno
pojedynczych gatunkow, jak i ich konsorcjow. W wigkszosci przypadkow, obserwowano wzrost
biosyntezy fikobiliprotein, co bylo szczegdlnie widoczne dla gatunku Anabaena sp. oraz testowanych
konsorcjow cyjanobakterii. Co ciekawe, dane wskazuja, ze zwigkszenie zawartosci tych specyficznych
biatek nie koreluje z przyrostem liczby komorek sinic (tzw. wspotczynnik wzrostu, Rys.19). Sugeruje
to, ze organizmy te majg zwigkszone zapotrzebowanie na substancje ochronne, takie jak
fikobiliproteiny, w odpowiedzi na czynniki stresowe. W badanych warunkach sinice promuja produkcje
fikobiliprotein, co odbywa si¢ kosztem rozwoju. Przy nizszych stgzeniach testowanych lekow wzrost

liczby komorek byt nieznacznie nizszy w porownaniu do proby kontrolnej. W niemal wszystkich
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przypadkach, z wyjatkiem Chroococcidiopsis thermalis, odnotowano statystycznie istotny przyrost
fikobiliprotein w komorkach. Najbardziej zauwazalny wzrost wystgpowal w uktadach z gatunkiem
Anabaena sp., podczas gdy w przypadku Chroococcidiopsis thermalis zaobserwowano spadek ich

zawartoS$ci.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze obserwacje, ze czynniki stresowe (w postaci
pojedynczych lekow) prowadzity rowniez do wzrostu biosyntezy fikobiliprotein w Anabaena sp.,
a do ich zmniejszenia w Chroococcidiopsis thermalis. Zwiekszenie stezenia fikobiliprotein jest
zrozumiale, biorac pod uwage ich funkcje ochronne w zmiennych warunkéw $rodowiskowych.
Poréwnujac wyniki konsorcjow do tych z pojedynczymi gatunkami, mozna przypuszczaé, ze to glownie
Anabaena sp. odpowiada za zwigkszong produkcj¢ tych biatek w uktadach dwugatunkowych.
Informacja ta jest istotna, poniewaz wskazuje na potencjat sinic nie tylko w oczyszczaniu $rodowiska
z lekow, ale takze W wykorzystania ich biomasy do pozyskania cennych substancji chemicznych, takich

jak fikobiliprotein.

4.3.3. Efektywnos$¢ biosorpcji ksenofarmaceutykow z mieszaniny przez poszczegodlne

gatunki sinic oraz ich konsorcja
4.3.3.1. Usuwanie farmaceutykow z hodowli zawierajacych mieszaniny

Podobnie jak w przypadku pojedynczych lekéw, analiza wplywu mieszanin zwigzkow
na badane gatunki sinic potwierdzita wczesniejsze obserwacje (Rys. 15). Gatunki Anabaena sp.
i Chroococcidiopsis thermalis wykazaly najwyzsza efektywno$¢ w absorpcji paracetamolu z
mieszaniny, przy czym Chroococcidiopsis thermalis osiagat lepsze wyniki, wynoszace od 90% do
100%. Zwigkszona biosorpcja moze wynika¢ z pozytywnego wptywu paracetamolu na rozwdj badanych
gatunkoéw sinic, co potwierdzaja wczesniejsze badania. W przypadku diklofenaku efektywnosé
biosorpcji byla réwniez poréwnywalna z wynikami uzyskanymi przy inkubacji z pojedynczym
zwigzkiem. Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku ibuprofenu —w testach, w ktorych obecny byt
tylko IBF jego biosorpcja byta najmniej efektywna i w wielu przypadkach nie zachodzita wecale.

Zastosowanie konsorcjow cyjanobakterii w wigkszosci przypadkow (z wyjatkiem stezenia 100 pM)
wykazato lepsza efektywnos¢ w usuwaniu testowanych substancji, z medium hodowlanego,
w poréwnaniu do pojedynczych gatunkéw. Mimo wyraznie lepszych wynikow dla ukladow
dwugatunkowych, mozna zauwazy¢ podobienstwo do danych przedstawionych w rozdziale (4.2.3.1.).
Paracetamol byl usuwany w najwigkszym stopniu, a sinice dobrze biosorbowaty diklofenak, natomiast

ibuprofen okazat si¢ najbardziej problematyczny.

Inne wyniki uzyskano jednak w uktadach konsorcjow z wiekszg liczbg komorek (na poczatku
hodowli wynoszaca 2 mg/l chlorofilu), inkubowanych z mieszaning paracetamolu, diklofenaku

i ibuprofenu w stezeniu 300 uM. Przy 100% efektywnosci biosorpcji paracetamolu osiggnieto rowniez
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okoto 80% skutecznosci w usuwaniu pozostatych dwoch lekéw. Ten wynik znaczaco r6zni si¢ od innych
obserwowanych danych, nawet uwzgledniajac nizsze stgzenia w konsorcjach. Dlatego, z uwagi
na nietypowe zachowanie sinic, eksperyment ten powtorzono, uzyskujac podobne rezultaty — ponad
70% efektywnos$ci biosorpcji diklofenaku i ibuprofenu przy catkowitym usunigciu paracetamolu.
Dane na wykresie sa usrednione z obu eksperymentdéw. Taki efekt moze wynika¢ z dziatania dwoch
czynnikow, na ktore wcezesniej zwracano uwage. Pierwszym z nich jest zwigkszone stezenie komorek
bioragcych udziat w biosorpcji, a drugim — wyrazna stymulacja produkcji fikobiliprotein, co sugeruje,
ze mikroorganizmy mobilizujg si¢ w odpowiedzi na stres. W rezultacie, uzyskujemy znacznie lepsza

zdolnos¢ tych sinic do usuwania ksenofarmaceutykow.
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Rysunek 19 Efektywno$¢ usuwania poszczegdlnych ksenofarmaceutykow z ich mieszaniny przez pojedyncze gatunki sinic
oraz ich konsorcja (n=9; RSD < 10%)

4.3.3.2. Adsorpcja poszczegolnych lekéw na powierzchni komorek

W przypadku zastosowania mieszanin badanych substancji zauwazamy podobne tendencje jak
w przypadku pojedynczych zwigzkéw (Rys. 16), dotyczace biosorpcji na powierzchni komoérek
(Rys. 20). Paracetamol nie adsorbowat na powierzchniach komoérek zadnego z badanych gatunkow
cyjanobakterii. Natomiast diklofenak i ibuprofen byly adsorbowane na zewnetrznej czes$ci komorek,
przy czym byly to ilo$ci nieznaczne. W przypadku konsorcjow testowanych gatunkéw sinic ilo§é
oznaczonych substancji na powierzchni byta jeszcze nizsza w poréwnaniu do pojedynczych uktadow
eksperymentalnych. Otrzymane wyniki sugeruja, ze zastosowanie mieszanin badanych substancji
prowadzi do podobnych tendencji w biosorpcji jak w przypadku pojedynczych zwiazkow, co moze
wskazywaé na specyficzne wlasciwosci tych substancji oraz na mechanizmy interakcji z komorkami
sinic. Brak adsorpcji paracetamolu na powierzchniach komérek wszystkich badanych gatunkoéw moze
sugerowac, ze jest on szybko metabolizowany lub usuwany z systemu, co ogranicza jego obecnos¢

na powierzchni komorek. Z kolei to, ze diklofenak i ibuprofen byly adsorbowane na powierzchni
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komorek moze wynikaé z ich hydrofobowych wtasciwosci. Zwiazki o charakterze hydrofobowym maja

tendencj¢ do gromadzenia si¢ na powierzchniach komorek, co moze utatwia¢ ich adsorpcje.

W tych eksperymentach potwierdzono, ze to nie bezposrednia adsorpcja na powierzchni komoérek
jest kluczowym czynnikiem determinujacym sorpcj¢ badanych lekéw. Mimo ze diklofenak i ibuprofen
byly adsorbowane na zewngtrznej cze$ci komorek, to ich obecno$¢ byta niewielka, a przeciez leki
te skutecznie byly usuwane z medium hodowlanego. Sugeruje to, ze inne mechanizmy, takie jak
na przyklad metabolizm wewnatrz komoérek, moga mie¢ wigkszy wplyw na usuwanie

ksenofarmaceutykdéw niz sama adsorpcja.
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Rysunek 20 Adsorpcja na powierzchni komoérek poszczegdlnych —skladnikow mieszanin  ksenofarmacutykdw.
Wiyniki przedstawiono zaréno dla pojedynczych gatunkow, jak i ich konsorcjow (n=9; RSD < 10%).

4.3.3.3 Dyfuzja i transport aktywny badanych lekow do wnetrza komorek

Ze wzgledu na ubytek testowanych ksenofarmaceutykow z medium hodowlanego oraz ich
niskie stezanie na powierzchni komorek, postanowiono w kolejnym etapie niniejszego projektu zbadac,
czy i w jakiej iloSci testowane leki przedostaja si¢ do wnetrza komorek. Podobnie jak w innych
przypadkach uzyskane wyniki poréwnano do prob odniesienia (pozywka z badang substancja,
bez dodatku komorek) i przeliczono na procent (%) wyjsciowego stezenia zwigzkOw w pozywece.
Do badan wybrano gatunki stodkowodne inkubowane w mieszaninie testowanych lekow oraz
odpowiednie konsorcja sinic. Wyniki przedstawiono na ponizszym Rys. 21. Jak mozna zauwazy¢,
wszystkie trzy testowane ksenofarmaceutyki oznaczono we wnetrzu komoérek w minimalnej ilosci.
Podobnie jak w przypadku adsorpcji na powierzchni, wéréd identyfikowanych zwiazkéw wewnatrz
komorek obecne sg leki hydrofobowe, takie jak diklofenak i ibuprofen. W przypadku eksperymentow,
w ktorych uzywano konsorcjow cyjanobakterii ilo$ci oznaczonych zawartosci lekéw byly rowniez

bardzo male.

Biorgc pod uwage wyniki eksperymentow, ktore pokazuja, ze zardwno na powierzchni

komorek, jak i wewnatrz nich gromadzone sa niewielkie ilo$ci testowanych substancji, mozna
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stwierdzi¢, ze aktywna biosorpcja prowadzi do biotransformacji ksenofarmaceutykow przez
cyjanobakterie. Dodatkowo, istnieja dowody na to, ze niektére gatunki sinic mogg w warunkach
stresowych przejawia¢ heterotroficzny metabolizm, co moze sugerowac, ze ksenofarmaceutyki sg

wiaczane w ich szlaki metaboliczne.
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Rysunek 21 Stezenie poszczegdlnych lekow we wnetrzu komoérek w poréwnaniu do proby odniesienia (n=9; RSD < 10%).

4.3.4. Analizy powierzchni komorek testowanych cyjanobakterii w uktadach
dwugatunkowych z wykorzystaniem techniki SEM

Pomiar chlorofilu i innych barwnikéw fotosyntetycznych w konsorcjach odzwierciedlat ogélny
rozwdj hodowli cyjanobakterii, a nie poszczegdlnych gatunkow. To ograniczato mozliwo$¢ ustalenia,
czy poszczegoblne gatunki rozwijaly si¢ w rownym stopniu, czy ktéry$ z nich dominowat. Aby ocenic¢
zmiany w liczbie komorek réznych gatunkéw w konsorcjum oraz ich wzajemne oddziatywanie,
postanowiono przeprowadzi¢ analizy mikroskopowe. Probki do analizy oraz procedure oznaczania
zrealizowano zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 3.5. ,,Badania z wykorzystaniem
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)”. Obserwowane komoérki pochodzity z dnia

zakonczenia hodowli (21. dzien). Wyniki przedstawiono na ponizszym Rys. 22.

W przypadku konsorcjum z mniejsza liczba komorek (wyjsciowe stezenie chlorofilu = 1 mg/l)
w probie kontrolnej mozna zauwazyé, ze komorki gatunku Chroococcidiopsis thermalis sa
zgrupowane, a na ich powierzchni znajdujg si¢ komorki Anabaena sp.. W probach eksperymentalnych
sytuacja wyglada jednak inaczej. Zarowno przy stezeniu 100 uM, jak i 300 uM testowanych mieszanin,
komorki wykazuja tendencje do wigkszej agregacji. Komorki Anabaena sp. wcigz tworza zewnetrzng

warstwe, pod ktorg znajdujg sie zgrupowania komorek Ch. thermalis. Ponadto, w odréznieniu od
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proby kontrolnej, w probach eksperymentalnych zaobserwowano znaczng liczbe komorek

Anabaena sp., a charakterystyczne taficuchy tych komoérek byty krotsze niz w probie kontrolne;.

7/49/(.2) x1,2k 0 uM 100 pM 300 uM

Rysunek 22 Zdjecia SEM konsorcjow badanych cyjanobakterii po 21 dniach hodowli. Obrazy w powigkszeniu 1200 razy.

Zauwazono rowniez, ze niektore komorki Anabaena sp. wnikajg w struktury pomigdzy komorkami
Chroococcidiopsis thermalis. W probie kontrolnej z dwukrotnie wigkszym stezeniem chlorofilu (2
mg/l) rowniez widoczna jest dominacja Anabaena sp., ktorej komorki gromadzg si¢ na Ch. thermalis.
W eksperymentach nadal obserwujemy tendencje do dominacji Anabaena sp. w konsorcjum.
Co ciekawe, przy wyzszym stezeniu (300 uM) zachowaty si¢ dtugie struktury tancuchow komorek tego
gatunku oraz jego znaczaca dominacja.

Aby lepiej zinterpretowaé relacje miedzy poszczegdlnymi gatunkami, wykonano zdjecia
w powickszeniu 5000 razy. Uzyskane obrazy potwierdzaja wczesniejsze spostrzezenia o wigkszej
integracji komorek obu gatunkow w hodowlach eksperymentalnych (Rys. 23). W przypadku stezenia
mieszaniny 100 pM, przy nizszej wyjsciowej liczbie komodrek (1 mg/l), roznice sg szczegodlnie
widoczne. W poréownaniu do zdje¢ z hodowli kontrolnej, tancuchy Anabaena sp. oplataja okragle
komorki Chroococcidiopsis thermalis. Warto zwrdci¢ uwage na zmiany na powierzchni komorek tego
gatunku, ktore ujawniajg si¢ w wigkszym powigkszeniu. W probach kontrolnych wida¢ deformacje na
okragtych komorkach, ktore znacznie r6znig si¢ od zdrowych. Natomiast w eksperymentalnych probach
znieksztalcenia te obejmuja cate komorki, a w niektorych przypadkach oplatajg takze komorki
Anabaena sp.
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Rysunek 23 Zdjecia SEM konsorcjow badanych cyjanobakterii po uptywie 21 dni. obrazy w powigkszeniu 5000 razy.

Na podstawie charakterystyki Chroococcidiopsis thermalis, zwlaszcza jego zdolno$ci
do ograniczenia wegetacji w trudnych warunkach oraz tendencji do tworzenia mat przydennych, mozna
przypuszczaé, ze zauwazone struktury to substancje wytwarzane przez ten gatunek w celu ochrony
komorek i utrzymania ich w grupie. Na podstawie powyzszych zdje¢ mozna przypuszczac, ze komorki
Ch. thermalis nie tylko zmieniajg swoj metabolizm poprzez regulacje biosyntezowanych pigmentow

fotosyntetycznych, ale na przyktad wytwarzaja substancje zewnatrzkomorkowe.
4.3.5. Dynamika usuwania testowanych zwigzkow z ich mieszaniny

Ze wzgledu na interesujagce wyniki dotyczace biosorpcji poszczegélnych lekow w ukladach
z ich mieszaninami, zdecydowano si¢ na zbadanie dynamiki usuwania tych substancji, czyli ich ubytku
w trakcie hodowli. Probki pobierano kolejno w 4, 7, 10, 14, 18 i 21 dniu hodowli, podobnie jak w
przypadku oznaczania stgzenia chlorofilu. Oznaczanie stezenia poszczegdlnych pigmentdw oraz
przetwarzanie danych przeprowadzono w analogiczny sposob jak przy badaniu biosorpcji na koncu
eksperymentu. Wyniki dotyczace poszczegdlnych zwigzkéw w mieszaninie, w kontekscie inkubacji z
pojedynczymi gatunkami, przedstawiono na ponizszym Rys. 24. Otrzymane wyniki pokazuja, ze
paracetamol ma najwyzsza efektywno$¢ usuwania, co mozna zaobserwowaé juz od pierwszych dni
hodowli w obu badanych gatunkach. Jednak istnieja roznice w dynamice jego usuwania. Anabaena sp.
wykazuje liniowy wzrost biosorpcji paracetamolu do osiemnastego dnia, a nast¢pnie nastgpuje
intensyfikacja procesu usuwania leku w ostatnich trzech dniach hodowli. W przypadku diklofenaku
zauwazono podobny trend, ale z mniejsza efektywnoscig.

W tym miejscu, mozna stwierdzi¢, ze Anabaena sp. potrzebuje okoto 18 dni, aby dostosowacé swoj
metabolizm do nowych warunkéw, a po tym czasie skutecznie usuwa zaréwno diklofenak, jak i
paracetamol. Z kolei ibuprofen byt usuwany w minimalnym stopniu przez praktycznie caty czas trwania

hodowli.
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Rysunek 24 Efektywnos¢ biosorpcji testowanych zwigzkdéw z medium hodowlanego w czasie. Zielony kolor ilustruje przyrost
poszczegblnych gatunkow w ciagu 21 dni (n=9; RSD < 10%).

W odniesieniu do Chroococcidiopsis thermalis, paracetamol byl biosorbowany w sposob
analogiczny do wzrostu komorek. Gatunek ten wykazywal wysokg efektywno$¢ w usuwaniu
paracetamolu. Do dziesigtego dnia hodowli usunigte zostalo okoto 60% leku, nastepnie przez
5 kolejnych dni ubytek pozostawat na statym poziomie. Dopiero okoto dnia szesnastego nastgpit wzrost
efektywnosci biosorpcji, co doprowadzito do prawie catkowitego usunigcia paracetamolu w 21 dniu
hodowli. Jesli chodzi o diklofenak i ibuprofen, dynamika biosorpcji byta na podobnym poziomie
dla obu zwigzkow. Oba leki zaczgty by¢ usuwane intensywniej dopiero od osiemnastego dnia, co
sugeruje, ze Chroococcidiopsis thermalis potrzebowat czasu na przystosowanie si¢ do obecnosci tych
substancji w medium hodowlanym (Rys. 24).

W przypadku zastosowania konsorcjow badanych gatunkow cyjanobakterii zaobserwowano inng
tendencj¢ w biosorpcji testowanych ksenofarmaceutykéw (Rys. 25). Konsorcja z nizsza poczatkowsg
liczba komorek (stezenie chlorofilu wynoszace 1 mg/l) efektywniejsze byly w usuwaniu paracetamolu
przez pierwsze 14 dni, po czym dalszy wzrost efektywnosci usuwania byt minimalny. W odniesieniu
do diklofenaku i ibuprofenu efektywnos¢ biosorpcji byta znacznie wyzsza w przypadku konsorcjow niz
pojedynczych gatunkéw. Ponadto, dynamika biosorpcji tych zwigzkow w trakcie hodowli sugeruje,
ze byly one usuwane w sposob liniowy od samego poczatku. To znaczaca réznica w poroOwnaniu
do pojedynczych gatunkow, gdzie diklofenak i ibuprofen zaczety by¢ nieznacznie usuwane z medium
hodowlanego dopiero po 14 dniach. Jakkolwiek, w przypadku konsorcjum 7/49/(.2) nie mozna byto
jednoznacznie okresli¢, ktory z testowanych zwigzkoéw byt bardziej preferowany do usuwania przez

badane sinice.
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Rysunek 25 Efektywno$¢ biosorpcji w czasie z medium hodowlanego testowanych zwiazkéw. Kolorem zielonym zobrazowano
przyrost konsorcjow w czasie 21 dni, (n=9; RSD < 10%).

Co interesujace, konsorcjum cyjanobakterii o poczatkowym stezeniu chlorofilu wynoszacym 2 mg/l
wykazato zdolno$¢ do biosorpcji paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu z efektywnoscia
przekraczajaca 80% przy wyjsciowym stezeniu 300 uM. Ten wynik znaczaco przewyzsza rezultaty
uzyskane w innych eksperymentach, zwlaszcza dla dwoch hydrofobowych zwigzkéw: diklofenaku
i ibuprofenu. Analiza dynamiki usuwania pozwala zidentyfikowa¢ momenty, w ktorych pojawiaja si¢
roéznice w efektywnosci biosorpcji poszczegolnych lekoéw, ale sg one nieznaczne. Juz od czwartego dnia
hodowli obserwujemy biosorpcje wszystkich testowanych substancji. Podobnie jak w poprzednich
badaniach, paracetamol jest preferowany w etapie usuwania go z medium hodowlanego. Ciekawym
zjawiskiem jest tez to, ze cyjanobakterie, mimo nieco mniejszej efektywnosci biosorpcji obserwowanej

dla diklofenaku i ibuprofenu, utrzymuja podobny przebieg tego procesu jak w przypadku paracetamolu.

Podsumowujac, w przypadku konsorcjow z wigkszg liczbg komoérek (2 mg/l) nie zauwazono
rdéznic czasowych w dynamice biosorpcji paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu, a jedynie nieznaczne
réznice w jego efektywnos$ci. Badanie dynamiki usuwania przez cyjanobakterie lekow z medium
hodowlanego ujawnito, ze te organizmy wykazujg rézng efektywnos¢ biosorpcji w réznych etapach
rozwoju komorek (Rys. 24 i 25). W przypadku pojedynczych gatunkéw preferowany jest bardziej
hydrofilowy paracetamol, ktory, zgodnie z literatura, moze by¢ wiaczany do szlakow metabolicznych
i wykorzystywany jako zrodto niezbednych pierwiastkow chemicznych. Kiedy metabolizm
cyjanobakterii przystosowuje si¢ do zmienionych warunkow oraz stresujacych czynnikow, poczatkowo
usuwaja one mniej toksyczne substancje, takie jak paracetamol. Po tym etapie komorki zaczynaja
powoli metabolizowa¢ pozostate stresory. Jest to ciekawe, poniewaz zarowno Anabaena sp., ktora
wykazywata wigksza aktywno$¢ w przeciwdzialaniu stresom poprzez zwickszona produkcje
fikobiliprotein, jak i Chroococcidiopsis thermalis, ktéra w trudnych warunkach spowalnia swoj
metabolizm, réznie radza sobie z tymi substancjami. Ponadto, zastosowanie konsorcjow, jak wykazano
wcezesniej, jest lepszym podejsciem do wykorzystania cyjanobakterii jako biosorbentdéw niz uzycie

pojedynczych gatunkéw. Zbadanie dynamiki usuwania ksenofarmaceutykow z mieszaniny przez
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te mikroorganizmy dostarczyto nowych danych dla konsorcjow o wyzszym poczatkowym st¢zeniu
chlorofilu (2 mg/l). Uzyskane wyniki pokazuja, ze biosorpcja trzech testowanych substancji postepuje
w przyblizonym tempie od pierwszych dni hodowli, a nie tak jak w przypadku innych badanych
uktadéw, gdzie usunigcie mniej szkodliwego czynnika (paracetamolu) miato miejsce wczeSnie;j.
Moze to sugerowal pewng wspolprace migdzy cyjanobakteriami, majaca na celu przeciwdziatanie
i niwelowanie czynnikow stresogennych. W przeprowadzonych badaniach stwierdzono rowniez
znikoma ilo$¢ testowanych zwigzkow na powierzchni oraz we wngtrzu komoérek. Na tej podstawie
mozna wnioskowaé, ze odmienne strategie radzenia sobie z czynnikami stresowymi przez konsorcja
cyjanobakterii moga korzystnie wplywaé¢ na ich zdolno$¢ do neutralizacji substancji toksycznych

oraz ich wykorzystanie w procesach metabolicznych.

4.3.6. Hodowla cyjanobakterii w pozywkach pozbawionych wegla jako zrodta pozywienia

Aby lepiej zrozumie¢ czy testowane zwiazki lub czy zawarte w nich pierwiastki sa wilaczane
do szlakéw metabolicznych zdecydowano si¢ na przeprowadzenie dla wybranych uktadow, hodowli
w pozywce w ktorym jedynym zrodlem wegla byly testowane zwiazki. Jako probe odniesienia w tych
uktadach uzyto komodrki hodowane w pozywce bez dodatku badanych substancji oraz bez dodatku soli
zawierajacych wegiel. Aby sprawdzi¢ czy sam dodatek wegla do pozywki ma istotny wptyw na rozwoj

cyjanobakterii prowadzono rowniez réwnolegle hodowle w pelnej pozywece.

4.3.6.1. Rozw¢j testowanych gatunkow sinic w obecnos$ci badanych zwigzkow

w pozywce pozbawionej wegla.

Na poczatku zbadano jednak, jak brak zwigzkow wegla w pozywce wpltywa na rozwdj badanych
gatunkow sinic, poréwnujac probki kontrolne zawierajace substancje weglowe z probami, w ktorych
tych substancji nie byto. W przypadku Anabaena sp. stwierdzono ponad dwukrotny wzrost. Tzw. growth
rate (GR) wyniost az 225,60% w poroéwnaniu do kontroli w pelnej pozywce), podczas gdy
Chroococcidiopsis thermalis wykazywat spowolnienie rozwoju o okoto 25% (GR = 74,99%) (Rys. 26).
Z tego powodu podjeto decyzje, aby wszystkie uzyskane wyniki, w ktorych wyeliminowano obecnos¢
sktadnika weglowego pochodzacego bezposrednio z pozywki, porownywaé tylko z kontrola
inkubowang w pozywce bez dodatku zwiazkow wegla. Takie podej$cie umozliwiato obiektywna ocene
wplywu testowanych lekéw na rozwoj sinic. Eksperymenty przeprowadzono dla poszczegélnych

gatunkow mikroorganizmow oraz ksenofarmaceutykow w stezeniu 300 uM.
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Rysunek 26 Wspotczynnik wzrostu testowanych gatunkoéw sinic w obecnosci badanych zwiazkow w pozywcee pozbawionej
wegla. Czerwona linia wskazuje poziom wzrostu w probie kontrolnej bez dodatku wegla (n=3; RSD < 10%).

Eksperymenty, w ktorych testowane leki byly jedynym zrédlem wegla w pozywce, miaty znaczacy
wplyw na rozwo6j badanych cyjanobakterii. Tylko gatunek Anabaena sp. wykazat nieznaczne korzysci
w obecnosci paracetamolu, podczas gdy w pozostatych uktadach obserwowano zahamowanie wzrostu.
Najwigksza toksycznos¢ wykazat ibuprofen, ktory prowadzit do catkowitego zatrzymania hodowli.
Po dwoch tygodniach w tych uktadach oba gatunki sinic ulegly catkowitemu obumarciu. Poréwnujac
te wyniki z danymi uzyskanymi w pozywce petnej (Rys. 11), mozna zauwazy¢ destrukcyjny wptyw
braku wegla na Anabaena sp.. Dwa pierwsze zwigzki znacznie hamowaty rozwoj w poréwnaniu do
hodowli w petnej pozywce, a ibuprofen prowadzit do catkowitego zahamowania wzrostu. W przypadku
Chroococcidiopsis thermalis paracetamol i diklofenak nie wywarty silnego wptywu na rozwdj, zarbwno
w porownaniu do proby kontrolnej, jak i hodowli w pelnej pozywce. Jednakze zauwazalne bylo pewne
zahamowanie wzrostu w probach z paracetamolem i diklofenakiem w peinej pozywce (Rys. 11).
W nastgpnym etapie badano, jak ta nagta zmiana warunkéw wptywa na metabolizm cyjanobakterii.

Zmiany metaboliczne w komorkach Anabaena sp. sg wyraznie zwigzane z ich wzrostem (Rys. 27).
W przypadku paracetamolu zaobserwowano znaczacy wzrost biosyntezy fikobiliprotein i karotenoidow,
cho¢ nie osiggnat on poziomu z hodowli w pelnej pozywce. W obecnosci diklofenaku nie stwierdzono
istotnych zmian w stezeniu pigmentéw fotosyntetycznych, co sugeruje, ze komorki te utrzymuja
rownowage metaboliczng kosztem wzrostu. Nie przedstawiono wynikow dla ibuprofenu, poniewaz w
czternastym dniu hodowli obie linie komorkowe catkowicie obumarty. W przypadku Chroococcidiopsis
thermalis zauwazono znaczace zahamowanie produkcji karotenoidéow przy obu badanych zwigzkach,
a paracetamol wptywat takze na biosynteze fikobiliprotein. W tej sytuacji uzyskane wyniki dowodza,
ze Ch. thermalis moze zmienia¢ swoj metabolizm, aby skupi¢ si¢ na produkcji chlorofilu, co prowadzi
do zmniejszenia ilosci fikobiliprotein w porownaniu do hodowli w pelnej pozywce. W warunkach
pozywki pozbawionej wegla nie zauwazono znaczacego wzrostu chlorofilu ani spadku fikobiliprotein,

co sugeruje, ze gatunek ten utrzymuje produkcje tych pigmentow na stabilnym poziomie.
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Rysunek 27 Proporcje barwnikow fotosyntetycznych w komoérkach cyjanobakterii inkubowanych w pozywce pozbawionej

zwiazkow wegla. Gwiazdki wskazuja na istotne statystycznie zmiany w stezeniu pigmentéw 0,05 < p; * 0,0021 < p < 0,05; **
p <0,0021 (n=3; RSD < 10%).

4.3.6.2. Biosorpcja testowanych zwigzkow w pozywce pozbawionej wegla.

Kluczowym aspektem analizy wplywu zubozenia pozywki na biosorpcje testowanych zwigzkow,
szczegdlnie tych bogatych w organiczne formy wegla, bylo zaobserwowanie zmian w procesach
biosorpcji (Rys. 28). W przypadku gatunku Anabaena sp. wykazano interesujaca zalezno$¢ w zubozone;j
pozywce. Paracetamol byt biosorbowany w znacznie mniejszym stopniu niz w petnej pozywce —roznica
wynosita okoto 35 punktéw procentowych. Natomiast najbardziej zaskakujacym wynikiem byt wyrazny
wzrost usuwania diklofenaku, ktorego biosorpcja po 21 dniach osiagneta az 85%. To o tyle interesujace,
ze w petnej pozywce przy stezeniu 300 uM diklofenak nie byt w ogdle biosorbowany. Dodatkowo,
ciekawym zjawiskiem bylo poréwnanie efektywnosci biosorpcji diklofenaku z tempem wzrostu
komorek. W pelnej pozywce rozwoj Anabaena sp. byt znacznie szybszy, mimo ze nie zachodzita
biosorpcja diklofenaku. W zubozonej pozywce natomiast rozwoj komoérek byt delikatnie zahamowany,
ale diklofenak byt efektywnie usuwany z medium. Te obserwacje sugeruja, ze diklofenak mogt petni¢
role kluczowego zrédla wegla dla komorek. Wskazuje to takze na wysoka selektywno$¢ gatunku

Anabaena sp. w pozyskiwaniu odpowiednich substancji chemicznych niezbgdnych do wzrostu.
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Rysunek 28 Efektywno$¢ biosorpcji badanych substancji w zubozonym medium hodowlanym zawierajacym zwiazki wegla
(n=9; RSD < 10%).

Kiedy w pozywce znajdowat si¢ tatwo dostepny wegiel, komorki traktowaty diklofenak jako czynnik
stresowy, ktory zwigkszat ich aktywnos¢, co prowadzilo do intensywniejszego rozwoju i produkcji
fikobiliprotein (Rys.13). Jednak diklofenak nie byt wykorzystywany jako zrédlo wegla. W sytuacji
braku zwiazkow wegla komorki zwalniaty rozwdj, jednoczesnie eliminujac diklofenak, co sugeruje, ze
mogly wlaczy¢ go do procesow metabolicznych. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze Anabaena sp.
potrafi wykorzystywaé zardwno wegiel organiczny, jak i nieorganiczny,
w zalezno$ci od dostgpnych zasobow, chociaz korzystanie z wegla organicznego wymaga wigkszego

naktadu energii.

Literatura potwierdza, ze sinice moga zmienia¢ sposob odzywiania, przechodzac z mechanizmu
fotoautotroficznego na heterotroficzny, gdy jest to konieczne [Meireles dos Santos, 2017; Stebegg,
2023]. Dodatkowo, cyjanobakterie maja zdolno§¢ magazynowania niezbednych pierwiastkow, takich
jak wegiel, wodor, tlen czy fosfor, w postaci wewnatrzkomorkowych zwigzkow. Gdy brakuje ich
w $rodowisku, te substancje sa rozktadane i wykorzystywane w metabolizmie. Fikobiliproteiny petnig
funkcje magazynu dla wegla, wodoru i tlenu. Co wigcej, cyjanobakterie wypracowaly interesujacy
sposéb gromadzenia fosforu, ktory jest kluczowy dla wielu proceséw biologicznych, takich jak
tworzenie materialu genetycznego, transport energii i synteza biatek. Fosfor krazy w biosferze
w zamknigtym obiegu, co sprawia, ze jego dostgpno$¢ jest niezwykle wazna dla organizmow.
Cyjanobakterie magazynujg bowiem cze$¢ fosforu, tworzgc naturalne fosfoniany (C-P). W przypadku
obumarcia komoérki, uwolniony fosfor staje si¢ dostepny tylko dla niewielu organizméw, w tym sinic,
ktore sa zdolne do rozktadania wigzan fosfonowych. Sugeruje to, ze niektore gatunki sinic wyksztalcity
specjalne szlaki metaboliczne pozwalajace na rozktad ztozonych zwigzkow organicznych do prostszych

form organicznych lub nieorganicznych [Nilsson, 2002; Rezayian, 2016; Vincent, 2009].
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Analizujac otrzymane wyniki, zauwazono, ze drugi testowany gatunek sinic rowniez wykazat
obnizong zdolnosc¢ do biosorpcji paracetamolu przy najwyzszym stezeniu (300 uM) — okoto 30 punktow
procentowych w porownaniu do hodowli w petlnej pozywce. Ciekawe wyniki pojawily si¢ takze
w przypadku diklofenaku. Biosorpcja tego zwigzku przez Ch. thermalis byta mniej efektywna niz
u Anabaena sp., wynoszac zaledwie okoto 25%. Niemniej jednak, w poréwnaniu do petnej pozywki,
gdzie biosorpcja diklofenaku w dawce poczatkowej 300 uM nie zachodzita, ten wynik wskazuje
na wyzszg efektywnos$¢ w zubozonym medium. To sugeruje, ze Ch. thermalis najprawdopodobniej
réwniez potrafi, cho¢ w mniejszym stopniu niz Anabaena sp., wykorzystywa¢ diklofenak jako Zrodto

wegla.

W nastepnym kroku zbadano stopien adsorpcji badanych ksenofarmaceutykow na komorkach.
Na powierzchni komoérek wykryto jedynie nieznaczne ilosci testowanych substancji (<5%) i dotyczyto
to jedynie paracetamolu i diklofenaku. Dlatego, ze wzglgdu na niewielkie roznice i ogdlnie te samg

tendencje, czyli brak adsorpcji, wyniki te nie zostaty przedstawione na wykresie.
4.3.7.  Usuwanie badanych ksenofarmaceutykéw przez gatunek Arthrospira platensis

W literaturze podawane sa informacj¢ o wytwarzaniu toksyn przez dwa testowane gatunki
stodkowodnych cyjanobakterii, Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis. Jest to cecha
charakterystyczna dla wielu gatunkow sinic, ktore wytwarzaja rézne toksyny celem obrony oraz
eliminowania potencjalnych konkurentow w s$rodowisku. W literaturze jest wiele przyktadéw
na zatrucia toksynami sinicowymi zaréwno zwierzat domowych, hodowlanych oraz wystepujacych
w $rodowiskach wodnych [Van Apeldoorn, 2007; Thawabteh, 2023]. Réwniez powszechne stalo sig,
takze w Polsce, wydawanie ostrzezen o zakwitach sinicowych zar6wno w zamknietych zbiornikach
wodnych oraz w morzach, powodowane intensywnym rozwojem cyjanobakterii szczeg6lnie w okresach
letnich [Jozwiak, 2008; Konik, 2023; Sliwinska-Wilczewska, 2019]. Drugim rozwazanym aspektem
byla toksycznos¢ potencjalnych metabolitow testowanych lekow. W poprzednich podrozdziatach pracy
udowodniono, ze zwigzki te sg biosorbowane z medium hodowlanego jednak nie wykryto ich znaczacej
ilo§ci na powierzchniami oraz we wnetrzu komorki. mozna zatem wnioskowaé, ze muszg one by¢
biotransformowane do form mniej aktywnych lub tez rozktadane i wykorzystywane jako dodatkowe
zrodlo pierwiastkow chemicznych. W literaturze wskazuje sie, ze paracetamol moze by¢ rozktadany
przez niektore mikroorganizmy, nawet do zwigzkow najprostszych takich jak woda i dwutlenek wegla.

Inne prace wskazuja, iz diklofenak jest czgsto utleniany [Domaradzka, 2015; Guzik, 2019].

W publikacjach naukowych wskazuje si¢, ze niektére gatunki cyjanobakterii, w tym testowane
Anabaena sp. i Ch. thermalis, moga produkowac réznego rodzaju toksyny. W prowadzonych badaniach
pomimo zastosowaniu techniki LC-MS, nie udato si¢ zidentyfikowaé najczgsciej produkowanych przez

sinice toksyn w medium pohodowlanym. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze sa one wytwarzane przez
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komorki w bardzo matych ilo$ciach, a tym samym jednoznacznie stwierdzi¢ ich obecno$ci w badanych
probkach. Zwazywszy na te niepewno$ci postanowiono przetestowac, dla wybranych ukladow
eksperymentalnych, trzeci gatunku cyjanobakterii, ktory nie wytwarza toksyn. Do przedstawionych
ponizej badan wytypowano halofilng sinicg Arthrospira platensis. Gatunek ten, nazywany powszechnie
Spiruling, tworzy nitkowate struktury. Cyjanobakteria ta w dzisiejszych czasach jest szeroko stosowana

jako suplement diety, zarowno dla Iudzi jak i dla zwierzat. Jest tez bardzo dobrym zrodtem

fikobiliprotein.

4.3.7.1. Wplyw testowanych ksenofarmaceutykow na rozwo6j i metabolizm A. platensis

Badania literaturowe pokazuja, ze gatunki halofilne wykazuja wigksza odpornos¢ na czynniki stresowe
niz gatunki stodkowodne [Drzyga, 2018; Forlani, 2008; Niemczyk 2020]. Dlatego do eksperymentow
wybrano nastepujace uktady:

= hodowla w pelnej pozywce z dodatkiem pojedynczych lekoéw o stezeniu 300 pM

= hodowla w pelnej pozywce z dodatkiem mieszaniny lekow o st¢zeniu 300 uM i 1000 uM

=>» hodowla w pozywce pozbawionej zwigzkow wegla w obecnosci pojedynczych lekow (stezenie 300
uM).

Wyniki przedstawiono na ponizszym rysunku (Rys. 29).

140

120

]‘I|| i |

Paracetamol ~ Diklofenak Ibuprofen Mieszaniny Paracetamol ~ Diklofenak Ibuprofen
300 uM 1000 uM
Pelna pozywka MSp Pozywka MSp bez nieorganicznych soli wegla (-C)

—
13
<

g

‘Wspétezynnik wzrostu [%]
E

S
S

Rysunek 29 Wspotczynnik wzrostu Arthrospira platensis po 21 dniach inkubacji w medium z dodatkiem pojedynczych

testowanych ksenofarmaceutykéw i ich mieszanin, oraz w wukladzie z pozywka pozbawiong obecnosci wegla
(n=3; RSD < 10%).

Jak mozna zauwazy¢ obecno$¢ ksenofarmaceutykow w pelnej pozywcee, nie wptywa w sposob
znaczgcy na rozwoj testowanego gatunku. W tym przypadku A. platensis wykazuje stabilny wzrost przy
minimalnym wptywie paracetamolu i diklofenaku, i tylko ibuprofen nieznacznie hamuje rozwoj tego
mikroorganizmu. Co ciekawe, w przypadku obecno$ci w pozywce wszystkich lekéw, mieszanina

badanych zwigzkéw nawet lekko stymuluje wzrost, co oznacza, ze A. platensis radzi sobie dobrze,
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gdy dostepny jest wegiel, niezaleznie od obecnosci ksenofarmaceutykow. Sytuacja jednak zmienia si¢
znaczgco, kiedy w pozywce brakuje wegla, podstawowego pierwiastka, ktory jest niezbedny
mikroorganizmom do budowy biomasy i przeprowadzania proceséw metabolicznych. Na wykresie
widac, ze przy braku wegla paracetamol ogranicza wzrost ponizej 20%, a diklofenak jest ekstremalnie
toksyczny, powodujac catkowita $§mier¢ komoérek. Co ciekawe, ibuprofen w pozywce bez wegla dziata
stymulujaco na rozwoj, powodujac wzrost o okoto 40%. To sugeruje, ze w warunkach braku wegla
A. platensis moze wykorzysta¢ ibuprofen jako alternatywne zrodto energii lub wegla, co jest nietypowe

i interesujace, 1 stanowi obszar do dalszych badan.

W kolejnym kroku ocenie badano jak te same warunki hodowli wptywaja na poziom barwnikow
fotosyntetycznych, a uzyskane wyniki przedstawiono na Rys. 30. Jak mozna zauwazy¢, w pelnej
pozywce (MSp) kontrolna grupa komorek wykazuje zrownowazony udziat chlorofilu, karotenoidow
oraz fikobiliprotein, co wskazuje na stabilny wzrost i prawidlowa produkcje barwnikow. W przypadku
paracetamolu (300 uM) zaobserwowano jednak znaczacy spadek poziomu dwoch pomocniczych
pigmentow jakim sg karotenoidy i fikobiliproteiny. Co ciekawe jego obecno$¢ nie wplywa znaczaco
na biosynteze chlorofilu w komorkach. Zmiany zawarto$ci poszczegdlnych barwnikow widaé rowniez
w przypadku pozostatych hodowli. Przyktadowo, obecnos¢ IBF w pelnej pozywce zmniejsza zarowno
ilo§¢ obecnych w komorce fikobiloprotein jak i chlorofilu. Co ciekawe, w przypadku mieszanin
ksenofarmaceutykow (300 pM i 1000 pM) zaobserwowano mniejszy wptyw toksyczny, a poziom
fikobiliprotein utrzymuje si¢ na wyzszym poziomie niz przy dzialaniu pojedynczych zwiazkow.
Jest to zgodne z oczekiwaniami, zarowno na podstawie wczesniejszych wynikéw przedstawionych
w tej pracy. W literaturze wskazano, ze Arthrospira platensis, podobnie jak Anabaena sp., w odpowiedzi

na stresowe czynniki czgsto reaguje zwigkszong biosynteza fikobiliprotein.
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Rysunek 30 Metaboliczne zmiany w komorkach Arthrospira platensis w 21. dniu hodowli z dodatkiem testowanych
ksenofarmaceutykow. Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: * 0,0021 < p < 0,05; ** p < 0,0021,
(n=3; RSD < 10%).
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W warunkach pozywki zubozonej o zwigzki wegla (-C) wplyw testowanych substancji jest bardziej
wyrazny. Brak wegla znaczaco obnizyt poziom chlorofilu i fikobiliprotein nawet w kontroli,
co wskazuje na kluczowa role wegla w procesach fotosyntetycznych. Paracetamol (300 uM) dodatkowo
pogtebit spadek produkcji barwnikow, natomiast diklofenak (300 pM) okazat si¢ wyjatkowo toksyczny,
powodujac $mier¢ komodrek w tych warunkach. W warunkach zubozonej pozywki z dodatkiem
diklofenaku, nie udato si¢ oznaczy¢ pomocniczych barwnikow fotosyntetycznych w ostatnim dniu
inkubacji ze wzgledu na $mieré komorek. Zaskakujacy jest jednak efekt ibuprofenu (300 pM), ktory
w pozywce bez wegla stymulowat produkcje fikobiliprotein, zaobserwowany przyrost byt znaczacy.
Fikobiliproteiny mogty petni¢ rolg ochronng, co wyjasniatoby ich zwigkszona produkcje, ale niezwykte
jest jednak to, ze tak intensywna synteza tych barwnikow miata miejsce w pozywce pozbawiongj
zwigzkow wegla. Badania sugeruja, ze fikobiliproteiny petnig nie tylko funkcje pomocnicza w procesie
fotosyntezy i dziataja jako przeciwutleniacze, ale moga takze stuzy¢ jako magazyn pierwiastkow,
ktoére sg kluczowe dla przetrwania sinic. Mozliwe, ze w tym przypadku zaobserwowano, jak komorki
wykorzystuja fikobiliproteiny do gromadzenia wegla, co mogto by¢ odpowiedzig na stres wywotany

obecnoscia ibuprofenu lub proba zminimalizowania jego toksycznego dziatania.

4.3.7.2. Efektywno$¢ biosorpcji testowanych ksenofarmaceutykéw z medium

hodowlanego przez A. platensis

Najciekawsze wyniki uzyskano podczas badan nad zdolnoscig Arthrospira platensis do usuwania
testowanych lekow z medium hodowlanego (Rys. 31). W kazdej z prob efektywnos¢ biosorpcji byta
bardzo wysoka, co potwierdza skuteczno$¢ tego mikroorganizmu w tego rodzaju zastosowaniach.
W odroznieniu jednak od gatunkéw stodkowodnych, nie mozna dostrzec wyraznej zalezno$ci pomiedzy
rozwojem komorek i zmianami metabolicznymi a wydajno$cig usuwania lekéw. Co ciekawe, usunigcie
zwigzkow wegla z pozywki nie miato znaczacego wptywu na efektywnos$¢ biosorpcji, a przeciez
znaczgco hamowato rozwoéj sinicy w uktadach z paracetamolem i diklofenakiem. Hodowla
z diklofenakiem przeciez obumierata po 21 dniach, a mimo to w tym czasie DCF ubywato z pozywki w
znacznym stopniu. Moze to oznaczaé, ze diklofenak nie dziatat bezposrednio toksycznie na komorki A.
platensis, lecz proces jego usuwania lub powstale metabolity okazaty sie dla komorek zabodjcze.
Niemniej jednak, zanim hodowla catkowicie obumarta, komorki zdazyly usunaé znacznag czgsé

diklofenaku.
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Rysunek 31 Efektywno$¢ biosorpcji testowanych lekow przez gatunek Arthrospira platensis w 21 dniu hodowli
(n=9; RSD < 10%).)

Rowniez duzy potencjat sorpcyjny wykazuje Arthrospira platensis, kiedy do pelnej pozywki
wprowadzono mieszaniny testowanych lekow. Na przyktad, dla stezenia 300 puM efektywnosé
biosorpcji paracetamolu i diklofenaku utrzymuje si¢ na wysokim poziomie, zblizonym do 100%.
Nieco stabiej gatunek ten radzi sobie z IBF, ale mimo to wyniki skuteczno$ci usuwania z medium
hodowlanego tego ksenofarmaceutyku sa nadal satysfakcjonujace (ok. 80%).

Interesujagcym wynikiem w przypadku mieszanin badanych zwigzkow bylta rownie wysoka skutecznosé
radzenia sobie z obecnymi w hodowli lekami, ktorych stezenie na poczatku wynosito az 1000 pM.
W przypadku Arthrospira platensis mozna stosowa¢ wyzsze stezenia lekow w warunkach
laboratoryjnych, poniewaz jest to gatunek halofilny, czyli przystosowany do zycia w $rodowiskach
stonowodnych. Gatunki halofilne, takie jak A. platensis, charakteryzuja si¢ wigksza odpornoscia
na stresory $rodowiskowe, w tym na zmiany zasolenia, dostgpno$¢ sktadnikéw odzywczych, a takze
na dzialanie toksycznych substancji, takich jak ksenofarmaceutyki. W pordéwnaniu do gatunkow
stodkowodnych, ktore zyja w bardziej stabilnych s$rodowiskach, gatunki halofilne wyksztalcity
mechanizmy obronne, ktore pozwalaja im lepiej radzi¢ sobie z trudniejszymi warunkami. Mechanizmy
te mogag obejmowac bardziej efektywne systemy detoksykacji, zwigkszona odporno$¢ blon
komérkowych na uszkodzenia oraz zdolno$¢ do szybszej regeneracji. Wiasnie te cechy sprawiaja,
ze A. platensis jest w stanie przetrwaé i efektywnie dziata¢ w obecnosci wyzszych stezen lekow niz
gatunki stodkowodne. Tym bardziej uzyskany wynik jednoznacznie potwierdza, ze A. platensis duzo
lepiej radzi sobie z usuwaniem tych farmaceutykow ze srodowiska, w ktorym bytuje. Dla poréwnania
badane wczesniej gatunki stodkowodne w miare skutecznie radzity sobie z usuwaniem paracetamolu,
natomiast w przypadku DFC i IBF skuteczno$¢ biosorpcji nie przekraczata 20-30%. Paracetamol,
diklofenak i ibuprofen, podobnie jak miato to miejsce w przypadku gatunkow stodkowodnych, byty

adsorbowane na powierzchni komoérek A. platensis w niewielkim stopniu (<4%). Wskazuje to,
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ze niezaleznie od rodzaju cyjanobakterii, halofilne Iub stodkowodne, badane ksenofarmaceutyki nie
wigza si¢ trwale z §cianami komdérkowymi cyjanobakterii. Wskazuje to rowniez, podobnie jak miato to
miejsce w przypadku gatunkow stodkowodnych, na zdolno$¢ gatunku A. platensis do biotransformacji
badanych substancji. Z tego wzgledu nie zaprezentowano danych dotyczacych adsorpcji badanych

ksenofarmaceutykow na powierzchni komorek testowanej halofilnej cyjanobakterii.

Podsumowujac, wyniki te pokazuja, ze A. platensis wykazuje wysoka efektywnos¢ w usuwaniu
wszystkich testowanych lekow, niezaleznie od warunkow hodowli i st¢zenia lekow. Nieco gorzej
gatunek ten radzi sobie z IBF. Wida¢ istotne réznice migdzy gatunkami stodkowodnymi,
a stonowodnymi, takimi jak Arthrospira platensis. Gatunki halofilne wykazujg wigksza odporno$¢ na
stresory $rodowiskowe i1 wyzsze stgzenia testowanych lekow, co przeklada si¢ na ich wyzsza
efektywnos¢ biosorpcji. W przeciwienstwie do gatunkow stodkowodnych, A. platensis moze efektywnie
usuwac leki, nawet w trudniejszych warunkach, kiedy stezenie ksenobiotykow jest zdecydowanie

wyzsze, co podkresla réznice w mechanizmach przystosowawczych obu typow organizmow.

4.3.8. Podsumowanie zdolnosci biosorpcji testowanych lekéw przez cyjanobakterie

Aby podsumowac rozdzialy 4.2 i 4.3. dotyczace zdolnosci cyjanobakterii do biosorpcji testowanych
lekéw oraz ich wptywu na rozwdj badanych sinic, przygotowano zestawienie wynikow w formie map
ciepta (ang. heatmap). Jest to graficzna metoda prezentacji danych, ktora pozwala na wizualizacj¢ duzej
liczby zmiennych lub wynikow w formie kolorowych blokéw, gdzie kolor reprezentuje warto$¢ danej
zmiennej. Im intensywniejszy kolor, tym wyzsza lub nizsza jest warto$¢, w zaleznosci od przyjetej skali
kolorystycznej. Ponadto, dzieki kolorystycznemu odwzorowaniu danych mapa ciepta pozwala na
szybkie wykrycie trendow, roznic lub anomalii. Na pierwszym wykresie uwzgledniono zestawienie
warto$ci wspOlczynnika wzrostu, wyrazonego w procentach wzgledem kontroli (100%), dla
testowanych gatunkoéw cyjanobakterii W roznych uktadow eksperymentalnych (Rys. 32). Mapa ciepta
ukazuje wyniki w procentach wzgledem kontroli, gdzie 100% oznacza brak wplywu na wzrost (warto$¢
kontrolna), wartosci powyzej 100% wskazuja na wzrost stymulowany, a ponizej 100% — na hamowanie
wzrostu. Zestawienie obejmuje hodowle z pojedynczymi zwiazkami i ich mieszaninami, hodowle w
ktorych jedynym zrédlem wegla byt testowany farmaceutyk, oraz uktady zawierajace konsorcja
cyjanobakterii stodkowodnych. Na podstawie przedstawionej mapy ciepta (heatmap) mozna
zinterpretowa¢ wplyw trzech testowanych lekow: paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu na wzrost
trzech réznych gatunkow cyjanobakterii, takich jak Anabaena sp., Chroococcidiopsis thermalis i

Arthrospira platensis.
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Rysunek 32 Porownanie warto§ci wspotczynnika wzrostu testowanych gatunkow cyjanobakterii, przedstawionego
w procentach wzgledem kontroli (100%), w kontekscie wszystkich badanych uktadéw eksperymentalnych.
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W warunkach pelnej pozywki, wigkszo$¢ gatunkow sinic wykazywatla stabilny wzrost, z wyjatkowo
dobrg efektywnoscig. W przypadku gatunku Anabaena sp, wzrost stezenia DCF i PAR w pozywce
stymulowat t¢ cyjanobakterie do rozwoju i namnazania komorek. Natomiast IBF wywotywal doktadnie
odwrotny efekt. Co cickawe, mniej wrazliwy na obecno$¢ ksenofarmaceutykow w medium
hodowlanym byt drugi gatunek sinic stodkowodnych Chroococcidiopsis thermalis. Tylko PAR i IBF
nieznacznie hamowaty wzrost komorek wraz ze wzrostem stezenia poszczegolnych lekow. Ale kiedy
w pozywce znajdowaty si¢ wszystko trzy leki, Chroococcidiopsis thermalis gorzej si¢ rozwijat, podczas
gdy Anabaena sp. wrecz przeciwnie radzit sobie zdecydowanie lepiej. Ta sama sytuacji dotyczyla
Arthrospira platensis. Ten stonowodny gatunek wydawat si¢ by¢ niewrazliwy na dziatanie obecnych w
pozywce ksenofarmaceutykow. Taka reakcja sugeruje wyjatkowe adaptacje tego gatunku w obecnos$ci
stresorow §rodowiskowych. Co ciekawe, tzw. uktady dwugatunkowe (konsorcja) rowniez radzity sobie
duzo lepiej z obecnoscia testowanych ksenofarmaceutykéw w medium hodowlanym. Uzyskane wyniki
potwierdzity jednoznacznie, ze wraz ze wzrostem stezenia lekow obserwowano wzrost intensywnosci
rozwoju badanych mikroorganizmow, kiedy znajdowaty si¢ one w tym samym uktadzie hodowlanym.
Rowniez w warunkach z ograniczonym dostgpem wegla, okazato si¢, ze zarowno PAR i DCF
umozliwiaja do$¢ skuteczny rozwdj gatunkow stodkowodnych. Jedynie IBF skutkowat tym, ze rozwoj
sinic Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis byt zahamowany catkowicie, a komorki obumieraty.
Ku zaskoczeniu odmienng sytuacj¢ obserwowano dla uktadow, w ktorych wykorzystywano gatunek
stonowodny. Dla Arthrospira platensis zarowno PAR jak i DCF dziatat toksycznie, za$ IBF okazat si¢
by¢ doskonatym stymulatorem wzrostu. Za pomocg map ciepta poréwnano rowniez dane dotyczace
stezenia karotenoidow i fikobiliprotein w komorkach. Dane zamieszczono w suplemencie (Rysunek S1
i S2).

Aby utatwi¢ porownanie skuteczno$ci biosorpcji testowanych lekow przez uzywane do badan
cyjanobakterie ponizej rowniez postuzono si¢ zestawieniem w formie map ciepta (Rys. 33). Z analizy
wynikoéw przedstawionych na mapie ciepta mozna wyciagnaé istotne wnioski dotyczace zdolnosci
cyjanobakterii do sorpcji trzech testowanych lekow: paracetamolu, diklofenaku i ibuprofenu.
Kazdy z tych zwigzkéw wykazuje rozne poziomy sorpcji w zaleznoséci od gatunku cyjanobakterii,
stezenia leku i warunkéw pozywki. Paracetamol, bedacy jednym z najcze$ciej stosowanych lekow
przeciwbolowych, jest eliminowany z medium hodowlanego przez wszystkie testowane gatunki
cyjanobakterii z bardzo wysoka skutecznoscia. W kazdym ukladzie, niezaleznie od stezenia, zarowno
Anabaena sp., Chroococcidiopsis thermalis, jak i Arthrospira platensis wykazuja czgsto niemal 100%
skutecznosci sorpcji tego leku. Oznacza to, ze paracetamol jest fatwo usuwany z medium hodowlanego
przez cyjanobakterie, nawet w trudnych warunkach, takich jak brak wegla w pozywce. Jego wysoka
rozpuszczalno$¢ w wodzie i polarny charakter moga ttumaczy¢ te wyniki. Natomiast popularne
niesteroidowe leki przeciwzapalne juz tak chetnie nie sa usuwane z pozywki przez cyjanobakterie

stodkowodne.
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Przy duzych stezeniach ksenofarmaceutykow zarowno Chroococcidiopsis thermalis jak i Anabaena
Sp., stabiej radzily sobie z biosorpcja tych dwoch lekéw. Przy czym najwicksze wyzwanie stanowit
ibuprofen. Dla odmiany gatunek stonowodny Arthrospira platensis radzit sobie ze wszystkimi
farmaceutykami praktycznie doskonale. Zarowno paracetamol, diklofenak, jak i ibuprofen byty
skutecznie usuwane z medium hodowlanego, osiggajac niemal 100% efektywno$ci sorpcji we
wszystkich stgzeniach. Nawet w trudnych warunkach pozywki z ograniczonym dostepem wegla,
A. platensis utrzymywat wysoka skutecznos¢, co $wiadczy o jego wyjatkowej adaptacji i zdolnosci do
przetrwania oraz funkcjonowania w obecnos$ci roznych ksenofarmaceutykow. Szczegdlnie wyrdznia si¢

jego zdolno$¢ do sorpcji ibuprofenu, ktory byt najmniej efektywnie usuwany przez inne gatunki.
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Rysunek 33 Zestawienie warto$ci efektywnosci biosorpcji poszczegdlnych ksenofarmaceutykow, wyrazonego w procentach w
poréwnaniu do proby odniesienia — pozywka z testowanym zwigzkiem bez obecno$ci komorek sinic. Po lewej stronie wykresu
zamieszczono stezania poszczegodlnych zwigzkow lub koncowe stezenia poszczegdlnych mieszanin.
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4.4, Badanie toksycznosci

W tym rozdziale przedstawiono wyniki badan dotyczacych toksycznosci ptynéw pohodowlanych
pochodzacych z hodowli Arthrospira platensis z dodatkiem wybranych farmaceutykow. Do testow
wykorzystano jeden gatunek zwierzat — bezkrggowca Daphnia magna oraz dwa gatunki mikroalg —
Chlorella vulgaris i Haematococcus pluvialis. Hodowle z tymi organizmami zostaly przygotowane
zgodnie z opisem zawartym czesci eksperymentalnej (rozdziat 3.6.) Celem badan byto sprawdzenie czy
interakcja lekow z sinicami w procesie biosorpcji prowadzi do powstawania szkodliwych metabolitow,
ktoére moglyby wplywaé negatywnie na inne organizmy wodne. Aby wyeliminowa¢ wplyw innych
czynnikoéw mogacych zaktocac oceng toksycznosci, testowano organizmy na ptynach pohodowlanych
A. platensis — gatunku cyjanobakterii, ktory nie wytwarza toksyn. Wyniki badan odnosity si¢ wylacznie
do préby kontrolnej, czyli ptynéw pohodowlanych bez dodatku testowanych substancji. W dalszej
czesci tekstu uzywane okreslenia: Paracetamol, Diklofenak, Ibuprofen oraz Mieszanina, odnoszg si¢
do ptynéw pohodowlanych zawierajacych te zwiazki. W przypadku mieszaniny, poczatkowe stezenie

wszystkich testowanych substancji wynosito 300 pM.
4.4.1. Rozwielitka — Daphnia Magna

Jako przedstawiciela krolestwa zwierzat wybrano bezkregowca rozwielitke Daphnia magna, matego
skorupiaka, osiggajacego od 1 mm do 6 mm dtugosci. Nalezy ona do rodziny Daphniidae i wystepuje
w wodach stodkich niemal we wszystkich strefach klimatycznych. Czasami potrafi takze tolerowac
wody o nieco wyzszym zasoleniu. Rozwielitki zywig sig, filtrujac wode z drobnych czastek
organicznych oraz mikroorganizméw. Ich cialo pokrywa przezroczysty pancerz chitynowy,
co umozliwia tatwe obserwowanie, pod mikroskopem, réznych proceséw fizjologicznych, takich jak
bicie serca czy rozwoj jaj w worku legowym [De Coen, 2001; Heckmann, 2018; Tkaczyk, 2021].
Dzieki swojej duzej wrazliwo$ci na zmiany w $rodowisku, Daphnia magna jest czegsto uzywana

w badaniach toksycznosci i ocenie czystosci wod.

Naukowcy moga ocenia¢ toksyczno$¢ poprzez monitorowanie roznych wskaznikow, takich jak zmiany
w pulsie, ruchliwosci, liczbie nowo narodzonych osobnikow, czy poprzez poréwnanie liczby zywych
i martwych organizméw. Ze wzgledu na szerokie wystgpowanie tego gatunku i jego nieskomplikowang
budowe, rozwielitki sg doskonalym organizmem modelowym do badan nad toksyczno$cia w

srodowiskach wodnych. Ponadto, badania z udziatem rozwielitek nie wymagaja specjalnych pozwolen.

W pierwszym etapie badania przeanalizowano morfologi¢ rozwielitek, ktore inkubowano w ptynach
pohodowlanych (Rys. 34). Z kazdego ukladu eksperymentalnego wybrano trzy zywe osobniki
i obserwowano je pod mikroskopem optycznym. Zdjecia rozwielitek dla poszczegdlnych uktadow
przedstawiono ponizej. W przypadku ptynéw pohodowlanych zawierajacych paracetamol, z powodu

braku zywych osobnikow, sfotografowano jedng z martwych rozwielitek.
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Rysunek 34 Mikroskopowe zdjecia rozwicelitek (Daphnia magna) wykonane przy 100-krotnym powigkszeniu. Litery nad
zdj¢ciami odpowiadaja osobnikom inkubowanym w réznych ptynach pohodowlanych: A — kontrola, B — paracetamol, C —
diklofenak, D — ibuprofen, E — mieszanina.

Na zdjeciach wida¢ (Rys. 38), ze inkubacja rozwielitek w ptynach pohodowlanych nie spowodowata
znaczacych zmian morfologicznych u wigkszo$ci osobnikow. Wyjatek stanowily rozwielitki
inkubowane w ptynach po biosorpcji paracetamolu, gdzie wszystkie osobniki zginety. Na zdjgciu widaé
martwg rozwielitk¢ z czgséciowo zdegradowanymi organami wewnetrznymi oraz zachowanym
chitynowym pancerzem. W pozostatych probach nie zaobserwowano istotnych zmian w fizjologii

rozwielitek.

Ponizej na wykresie stupkowym zobrazowano $rednie tetno badanych osobnikow, natomiast wykres

punktowy pokazuje $rednig liczbg przezywajacych rozwielitek (rys. 35).
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Rysunek 35 Wptyw ptynow pohodowlanych pochodzacych z hodowli Arthrospira platensis z dodatkiem wybranych
farmaceutykow na liczebno$¢ zywych osobnikéw Daphnia magna oraz t¢tno bicia ich serca (n=3., RSD <10%).

Wyniki przedstawione na powyzszym wykresie wskazuja, ze tylko ptyn pohodowlany z dodatkiem
paracetamolu powodowat catkowitg $mier¢ testowanych organizméow. Warto podkresli¢, ze paracetamol

byl najlepiej biosorbowanym zwigzkiem sposrod wszystkich badanych lekéw. Jednym z mozliwych
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powoddw tego efektu moze by¢ jeden z metabolitdéw paracetamolu - N-Acetylo-p-benzochinonoimina
(NAPQI) [Thijssen, 2004; Ghaffar, 2014]. Zwigzek ten jest pochodng paracetamolu, ktéra powstaje
w reakcji tego leku z enzymami grupy cytochromoéow P450 (E.C. 1.14.) [Robert, 2010]. Przedstawiciele
tych katalitycznych biatek sg obecni niemal w wigkszosci organizmow, w tym réwniez U sinic. Dziatanie
toksyczne NAPQI polega na inhibicji enzymoéw szlaku metalicznego witaminy K oraz topoizomeraz
DNA (E.C. 5.6.2.1), ktore katalizuja zmiany w topografii DNA [Bender, 2004]. W wyniku biosorpcji
i biotransformacji paracetamolu przez cyjanobakterie, moze dochodzi¢ do przeksztatcania paracetamolu
w toksyczne metabolity, ktore majg szkodliwy wplyw na inne organizmy wodne. W pozostalych
przypadkach ptyny pohodowlane uzyskane z eksperymentéw wykazywaly nieco wyzsza toksycznosé
w poroéwnaniu do proby kontrolnej. Przejawiato si¢ to wigksza liczbg martwych rozwielitek oraz
podwyzszonym tetnem u tych, ktore przezyly. Co ciekawe, plyny z mieszaning testowanych zwigzkow
okazaly si¢ najmniej toksyczne. Zaskakujacy jest fakt, ze pojedyncze zwiazki byty bardziej toksyczne
niz ich kombinacja. Szczegdlnie wazne jest to w konteks$cie ptynéw pohodowlanych, w ktorych
stosowano na poczatku paracetamol, ktore wykazaly najwyzsza toksyczno$é. Moze to wynikaé
z r6znych procesdéw metabolicznych zachodzacych w A. platensis pod wpltywem mieszaniny zwigzkow,
co zreszta potwierdzajg rdznice widoczne w proporcjach pigmentéw oznaczonych w komorkach,

bezposrednio po zakonczeniu hodowli (Rys. 30).

4.4.2. Mikroalgi — Chlorella vulgaris i Haematococcus pluvialis

Do testow toksycznosci ptynéw pohodowlanych wobec organizméw roslinnych wybrano
dwoch przedstawicieli mikoalg, ktore zamieszkuja srodowiska wodne i wodno-lagdowe. Cho¢ mikroalgi
moga na pierwszy rzut oka przypominac sinice (i czasami sg z nimi mylone), jako rosliny ro6znig si¢
od nich znacznie. Ich reakcje na stresory bywaja zupekie inne niz u sinic, co zostalo udowodnione
w badaniach [Churro, 2010; de Farias Silva, 2019; Le, 2023; Kupriyanova, 2023]. Dlatego, w tej czgsci
pracy przedstawiono wptyw ptynow pohodowlanych, ktére powstaty po procesie biosorpcji lekow przez
cyjanobakterie Arthrospira platensis, na ros$linne organizmy testowe Chlorella vulgaris

i Haematococcus pluvialis.

Na ponizszym wykresie (Rys. 36) przedstawiono rozwo6j dwoch testowanych gatunkow
mikroalg w ptynach pohodowlanych uzyskanych po procesie biosorpcji lekow przez cyjanobakterie
A. platensis (Rys. 31). Wzrost mikroalg zostal przedstawiony jako stg¢zenie chlorofilu w komoérkach,
mierzone w trakcie 14-dniowej inkubacji. Kolory w legendzie odpowiadaja rdéznym pltynom
pohodowlanym, w ktorych testowano biosorpcje lekow w stezeniu 300 uM: paracetamol (niebieski),
diklofenak (pomaranczowy), ibuprofen (szary) oraz mieszanina trzech lekow o tacznym stezeniu 300
uM (oznaczona kolorem zielony). Wyniki poréwnano z proba kontrolng (oznaczong kolorem

czerwony), czyli ptynem pohodowlanym, w ktéorym na zadnymetapie nie znajdowatly si¢ testowane
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Rysunek 36 Rozwo¢j dwoch gatunkéw mikroalg w ptynach pohodowlanych A. platensis — stezenie chlorofilu w czasie 14-
dniowej inkubacji (n=3., RSD <10%)

Testy wykazaly okoto 20% spowolnienie wzrostu komoérek Ch. vulgaris w drugim tygodniu
inkubacji w ptynach pohodowlanych z pojedynczymi zwigzkami. Inaczej sytuacja wygladata
w przypadku ptynéw pohodowlanych w ktorych stosowano mieszaning lekow. W tym przypadku
komorki znacznie przyspieszyly rozwoj, co byto szczegodlnie widoczne w drugim tygodniu hodowli.
Z kolei dla drugiego testowanego gatunku, Haematococcus pluvialis, zaobserwowano inny efekt.
Zaréwno w probie kontrolnej, jak i w ptynach pohodowlanych z diklofenakiem oraz mieszaning lekéw,
rozwéj komorek byt stabilny od 4. dnia inkubacji, cho¢ zauwazono jego toksyczne dzialanie.
Szczegolnie ptyn po biosorpcji ibuprofenu okazat si¢ wyjatkowo toksyczny dla H. pluvialis, prowadzac
do catkowitej $mierci hodowli juz w 10. dniu inkubacji. Co ciekawe, w przeciwienstwie do Daphnia
magna i Chlorella vulgaris, ptyn po biosorpcji paracetamolu nie tylko nie wykazywat toksycznego
dziatania na H. pluvialis, ale wrecz stymulowat wzrost tego gatunku w pdzniejszym okresie inkubacji
(7-14 dzien). Warto poréwnac te wyniki z hodowlami sinic z dodatkiem paracetamolu, gdzie podobnie
nie odnotowano toksycznego wplywu w ostatnich dniach hodowli, co sugeruje, ze potencjalne
metabolity tego zwiazku nie wplywaja toksycznie rowniez na cyjanobakterie. Oznacza to,
ze toksyczno$¢ ptyndéw po biosorpcji jest specyficzna dla gatunku i zalezy od budowy komorki oraz
systemu metabolicznego. Warto takze zwrdci¢ uwage na roznice w krzywych wzrostu i intensywnosci
rozwoju dwoch gatunkéw mikroalg. Chlorella vulgaris to kulista mikroalga (o $rednicy 2—10 pm),
ktorej budowa przypomina klasyczna komorke roslinng. Jej $ciana komorkowa zbudowana jest glownie
z chitozanu, a jej struktura i sktad moga si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od warunkéw Srodowiskowych.
Chlorella rozwija si¢ szybko i jest bardzo odporna na zmienne warunki oraz konkurencj¢ z innymi
mikroorganizmami. Osigga to m.in. poprzez zmiany w zawartosci lipidow i skrobi oraz ograniczanie
wzrostu komorek. Istnieja rowniez doniesienia, ze Chlorella moze produkowaé¢ biomase bez udziatu
swiatla, korzystajac jedynie z wegla organicznego, co $wiadczy o jej zdolnosci do heterotroficznego
odzywiania si¢. Prowadzi to do szybszego wzrostu komorek, jednocze$nie zmniejszajagc akumulacje

wewnetrznych sktadnikow, takich jak lipidy [Safi, 2014]. Dane literaturowe, Zze ta mikroalga moze
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odzywiaé sie zarowno autotroficznie, jaki i heterotroficznie [Ru, 2019; Ahmad, 2020]. Z kolei
Haematococcus pluvialis wyréznia si¢ innymi cechami. Ma wolne tempo wzrostu i mniejszg liczbg
komorek w hodowlach w porownaniu do wickszo$ci mikroalg. Jest rowniez bardzo wrazliwa na zmiany
srodowiskowe, w tym na zanieczyszczenia. Charakterystyczng cecha tego gatunku jest obecnos¢
sporopoleiny — spolimeryzowanego karotenoidu — w $cianie komoérkowej, co nadaje jej sztywnosé
i zwigksza wytrzymatos¢ [Borowiak, 2021; Hagen, 2002; Montsant, 2001]. Mimo niskiej odporno$ci na
zmienne warunki, jak pokazano wczesniej, H. pluvialis najlepiej radzita sobie w ptynach

pohodowlanych po biosorpcji paracetamolu.

4.5.1dentyfikacja metabolitow badanych ksenofarmaceutykoéw biosyntezowanych przez

cyjanobakterie

Identyfikacja metabolitow powstatych w wyniku dziatania ksenofarmaceutykow stanowi istotny
element analizy procesow biosorpcyjnych. Zrozumienie mechanizmow przeksztatcania chemicznych
zanieczyszczen jest kluczowe w ocenie skutecznoséci biotransformacji i wplywu tych procesow
na $rodowisko. W trakcie biotransformacji ksenofarmaceutykow, cyjanobakterie mogg adsorbowac
te zwiazki na swojej powierzchni oraz uczestniczy¢ w ich przeksztatceniach chemicznych. Metabolity
powstajace w procesach biotransformacji moga by¢ produktami hydrolizy, oksydacji, redukcji czy
koniugacji z innymi zwigzkami, co moze prowadzi¢ do powstawania nowych produktow, ktore sa mniej
toksyczne lub tatwiejsze do wydalenia ze $rodowiska. Poza tym cyjanobakterie jako aktywne
biosorbenty, moga wydziela¢ substancje wspomagajace rozktad ksenobiotykéw i ich ewentualng
detoksyfikacj¢ [Pannard, 2016; Sarmah, 2020]. W przypadku wigkszosci ksenofarmaceutykow,
metabolity moga by¢ wynikiem rozktadu struktur pierwotnych lekéw na bardziej hydrofilowe zwigzkKi,
ktére maja mniejsza aktywno$¢ biologiczng. Proces ten moze obejmowacé hydrolize wigzan
chemicznych, oksydacje grup funkcyjnych lub powstawanie zwigzkéw o zmniejszonej masie

czasteczkowej. W okreslonych warunkach moze réwniez dochodzi¢ do tworzenie dimerow.

Poniewaz ksenofarmaceutyki, takie jak miedzy innymi niesteroidowe leki przeciwzapalne,
wykazuja duza trwatos¢ w srodowisku oraz czesto dzialtajg toksycznie nawet w niewielkich stezeniach,
ich biotransformacja staje si¢ istotnym elementem ochrony $rodowiska. Dlatego, w ramach niniejszej
pracy cyjanobakterie badano pod katem ich zdolnosci nie tylko do adsorpcji farmaceutykow
na powierzchni komoérek, ale przede wszystkim skutecznego usuwania z medium hodowlanego
badanych lekow oraz ich ewentualnej biotransformacji w metabolity. Zidentyfikowanie powstajacych
metabolitow jest kluczowe dla oceny czy procesy biotransformacji prowadza do zmniejszenia
toksycznosci zanieczyszczen oraz czy produkty uboczne nie stanowig dodatkowego zagrozenia dla
ekosystemow. To zadanie okazato si¢ jednak by¢ najtrudniejsze do realizacji w ramach niniejszej pracy
doktorskiej. Ze wzgledu na ztozono$¢ badanych proceséw biochemicznych identyfikacja potencjalnych

metabolitow okazata si¢ szczegolnie wymagajaca. Do badan nad identyfikacja metabolitow testowanych
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lekow zastosowano technike chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS), ktéra

umozliwita precyzyjne wykrywanie zwigzkéw chemicznych.

W pierwszym etapie badan skoncentrowano si¢ na analizie probek z hodowli, w ktorych
cyjanobakteriec byly poddane dziataniu pojedynczych farmaceutykow. Zalozono, ze szczegdtowa
obserwacja proceséw biotransformacji kazdego z badanych zwigzkéw z osobna umozliwi doktadniejsze
Sledzenie zmian chemicznych zachodzacych podczas biosorpcji i biotransformacji. W trakcie
eksperymentéw stwierdzono obecno$é, w pitynie pohodowlanym Anabaena sp. inkubowanym
z diklofenakiem, dodatkowego piku przy t; = 7 min o wartosci m/z 587,01, ktérego nie wykryto w probie
kontrolnej (referencyjnej) (Rys. 37). Ta obserwacja bezposrednio sugerowato obecnos¢ potencjalnego
metabolitu diklofenaku. Co ciekawe jon [M-H] o warto$ci m/z 587,01 to dimer DCF (C2sH20CI4N204),
ktérego widmo MS 1 widmo fragmentacyjne (MS/MS) =z rozkladem monoizotopowym
charakterystycznym dla zwiazkow zawierajacych w swojej strukturze atomy chloru, przedstawiono na
Rys. 38. Z doniesien literaturowych wiadomo, ze dimery DCF powstaja w wyniku proceséw
oksydacyjnych, podczas ktorych dwie czasteczki diklofenaku tacza sie, tworzac bardziej zlozony
zwigzek chemiczny [Lucas, 2014; Nackiewicz, 2021; Nackiewicz, 2023]. Proces ten moze zachodzi¢
zar6wno w warunkach biologicznych (wewnatrz organizméw), jak i w warunkach laboratoryjnych,
zwlaszcza w obecnos$ci katalizatorow 1 utleniaczy. W organizmie zwierzat diklofenak jest
metabolizowany przez enzymy, glownie z grupy cytochromow P450 [Li, 2017]. A przeciez,
cyjanobakterie sg zdolne do przeprowadzania r6znych reakcji biochemicznych, w tym procesow redoks
(utleniania 1 redukcji), co moze sugerowaé, ze mogg bra¢ udzial w przemianach zwigzkoéw
organicznych, takich jak diklofenak. Najprawdopodobniej obecnos¢ w komorkach sinic porfiryn oraz
enzymow zawierajacych jony metali sprzyja procesom redoks, w tym przeksztalcaniu migdzy innymi
diklofenaku w jego dimer. Co istotne, biotransformacja diklofenaku do dimeru z udzialem

cyjanobakterii nie byla wczesniej opisana w literaturze.

W tym miejscu nalezy podkre$li¢, ze zdolnos¢ do biotransformacji diklofenaku do formy dimeru
zaobserwowano jedynie u gatunku Anabaena sp., podczas gdy w przypadku Ch. thermalis obecnosci
D-DCF w medium pohodowlanym nie stwierdzono (Rys. 39). Te rdznice mogg wynikaé z wigkszej
wrazliwosci Anabaena sp. na obecno$¢ diklofenaku w podtozu, co potwierdzaja wczesniejsze wyniki
badan zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej, a ktore dotyczyly wptywu diklofenaku na
rozwoj badanych sinic. Ponadto dimer CasH20ClsN204 zostal potwierdzony wytacznie w hodowlach
z Anabaena sp. w sytuacjach, gdy diklofenak byt obecny w roztworze jako czynnik stresowy.
W pozostatych hodowlach, zarowno w uktadach z mieszaninami lekoéw jak i w ptynach pohodowlanych
Arthrospira platensis, dimeru nie wykryto w ogole, albo wystepowat on w zdecydowanie mniejszych

ilosciach (dotyczy eksperymentow z konsorcjami). Obecnos¢ tego zwigzku wydaje sie wigc specyficzna
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dla interakcji Anabaena sp. z diklofenakiem, co sugeruje, ze inne warunki lub organizmy nie prowadzg

do jego powstawania.
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Rysunek 37 Chromatogramy LC-MS, w trybie SIM (m/z 587,02), probki kontrolnej, probki z hodowli eksperymentalnej z
Anabaena sp. oraz Ch. thermalis inkubowanych z diklofenakiem (100 uM) (n=3, RSD<10%).

Mimo, ze badania nad toksycznos$cia dimeréw diklofenaku dla réznych organizméw
sa ograniczone, dostgpne wyniki wskazuja, ze moga by¢ one mniej toksyczne niz sam diklofenak.
W jednym z badan testowano dziatanie dimeru DCF na bakterie E. coli i stwierdzono, ze wyrazny efekt
toksyczny pojawiat si¢ dopiero przy stezeniach powyzej 6 pM [Nackiewicz, 2023]. Co interesujace,
opisane dotad wyniki badan sugerujg, ze ze wzgledu na wigkszy rozmiar czasteczki (ok. 600 Daltonow),
dimery maja mniejsza zdolno$¢ przenikania przez btony komoérkowe i ograniczong interakcje
z wewnatrzkomorkowymi strukturami, co zmniejsza ich potencjalne dziatanie toksyczne [Keen, 2013].
Dodatkowo, cyjanobakterie moga przeksztalca¢ diklofenak w te mniej toksyczne formy,
prawdopodobnie jako mechanizm ochronny przed jego szkodliwym dziataniem. Takie biotransformacje
moga zmniejsza¢ 0golng toksyczno$¢ diklofenaku w §rodowisku wodnym, cho¢ konieczne sg dalsze
badania, aby w pelni oceni¢ wptyw tych metabolitéw na organizmy wodne oraz ich bezpieczenstwo

srodowiskowe.

Ciekawym spostrzezenie byt fakt, ze w ptynach pohodowlanych obu bakterii stodkowodnych
poddanych dziataniu DCF wykryto obecno$¢ jonu [M-H]" m/z = 250,01 (t. = 5,9 min) (Rys. 39).
Wynik ten uzyskano dzieki zastosowaniu programu Bruker Daltonics Metabolite Tools 2.0 SR4, a
identyfikacja widm masowych dowiodta, ze jon molekularny o wartosci m/z 250,01 (Rys. 40) to
najprawdopodobniej produkt dekarboksylacji diklofenaku. Chociaz podstawowa dekarboksylacja

dotyczy gldwnie wewnetrznych proceséw metabolicznych, wydaje si¢ bardzo prawdopodobnym, Ze
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cyjanobakteric mogg takze uczestniczy¢ w biotransformacji ksenobiotykow (w tym farmaceutykow)
poprzez mechanizmy obejmujace dekarboksylacje. W literaturze ten aspekt nie jest zbyt szeroko
opisany, ale enzymatyczny potencjat cyjanobakterii wskazuje, ze taka mozliwo$¢ istnieje, zwlaszcza
jesli odpowiednie enzymy (dekarboksylazy) sg obecne i aktywne w danym gatunku [Lei, 2018;
Li, 2023].
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Rysunek 38 Widma MS i MS/MS zwigzku nr 2 zidentyfikowanego jako dimer DCF, ktorego obecnos¢ potwierdzono w
pozywce pohodowlanej Anabaena sp. zawierajacej diklofenak jako badany ksenofarmaceutyk. Widmo MS sygnatu o warto$ci
m/z 587,02 (A) i odpowiadajacemu widma MS/MS (B i C).
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Rysunek 39 Przyktadowy chromatogram analizy LC-MS probki (C) uzyskany po odjeciu chromatogramu proby kontrolnej (A)
od chromatogramu hodowli eksperymentalnej (B) dla hodowli Ch. thermalis. inkubowanej z diklofenakiem (100 pM) (n=3,
RSD<10%).
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Rysunek 40 Widma MS i MS/MS zwiazku nr 1, ktérego obecnos¢ potwierdzono w pozywce pohodowlanej Anabaena sp.
zawierajacej diklofenak jako badany ksenofarmaceutyk. Widmo MS sygnatu o wartosci m/z 250.01 i odpowiadajace mu widmo

MS/MS.

W ptynach pohodowlanych gatunku Chroococcidiopsis thermalis oraz w hodowlach z mieszaninami

i uktadach testowanych konsorcjow wykryto obecnos¢ jonu [M-H] = 258,03 (tr = 6,9 min), ktory

najprawdopodobniej jest zwigzkiem C14H10CINO,, ktorego widma MS i MS/MS oraz zaproponowang

struktur¢ chemiczng przedstawiono na ponizszym Rys. 41.
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Rysunek 41 Widma MS i MS/MS zwiazku nr 3, ktérego obecno$é potwierdzono w pozywce pohodowlanej Chroococcidiopsis
thermalis zawierajacej diklofenak lub mieszaning badanych zwigzkow. Widmo MS sygnatu o warto$ci m/z 258.03 i
odpowiadajace mu widmo MS/MS.
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Niestety, poszukiwanie potencjalnych metabolitow paracetamolu i ibuprofenu nie przyniosto
pozadanych rezultatow. Analiza ptynéw pohodowlanych nie wykazata obecnosci zadnych metabolitow
znanych z literatury. Analizujac dane LC-MS, w Tab. 6 przedstawiono zestawy jonéw, ktére moga
reprezentowa¢  potencjalne metabolity powstale w  wyniku Dbiotransformacji  badanych
ksenofarmaceutykow. Niestety jednoznaczne okreslenie ich struktury chemicznej okazato si¢ by¢

niemozliwe.

Tabela 6 Zestaw potencjalnych metabolitow

Gatunek / konsorcjum Jon molekularny | Jony fragmentacyjny
Ch. thermalis 225,15 207,14/167,11
Anabaena sp., Ch. thermalls 293,18 221,15
oraz konsorcja
konsorcja Anabae_na sp. i 343.22 215,17/183,02
Ch. thermalis
Arthrospira platensis 390,89 260,88/186,93
Anabaena sp i konsorcja
Anabaena sp. i Ch. 611,01 250,02

thermalis

Najprawdopodobniej przeprowadzenie eksperymentow na wicksza skalg (np. w bioreaktorach) da
mozliwo$¢ wykrycia takich produktow biotransformacji, co planuje si¢ wdrozy¢ w przysztosci. Poza
tym w literaturze wskazuje sig, ze paracetamol moze by¢ rozktadany przez niektére mikroorganizmy,

nawet do zwigzkow najprostszych takich jak woda i dwutlenek wegla [Guzik, 2019].
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5. Podsumowanie

Rezultaty przeprowadzonych badan potwierdzaja mozliwo$¢ zastosowania cyjanobakterii jako
aktywnych biosorbentow do usuwania lekéw przeciwbolowych i przeciwzapalnych dostgpnych bez
recepty. Wykazano, ze skuteczno$¢ usuwania badanych farmaceutykoéw zalezata od jego stezenia oraz
gatunku cyjanobakterii. Stodkowodne gatunki sinic najefektywniej usuwaly paracetamol, ktory
charakteryzuje si¢ najwigkszym powinowactwem do wody. Pozostate dwa zwigzki, diklofenak i
ibuprofen, byly usuwane przez gatunki Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis ze znacznie
mniejszg efektywnoscig, zarowno w hodowlach z pojedynczymi substancjami, jak i w mieszaninach
lekow. Intersujacym wynikiem byto znaczgce zwigkszenie biosorpcji w przypadku mieszaniny lekow o
stezeniu 300 uM przez jedno z konsorcjow zatasowanych cyjanobakterii (7/49/(.2)). W tym przypadku
wszystkie trzy badane zwiazki byly usuwane z ponad 80% efektywnoscig. Gatunek A. platensis
wykazywal najwyzsza skuteczno$¢ biosorpcji przeciwbolowych ksenobiotykow sposrod wszystkich
testowanych gatunkow, zaréwno z pozywki zawierajacej pojedyncze zwiazki, jak i z ich mieszanin.
Ustalono rowniez, ze adsorpcja badanych lekéw na powierzchni komorek oraz biosorpcja do wngtrza

komorek byta bardzo niska i w wigkszosci przypadkow nie przekraczata 5%.

Dodatkowo, zbadano wplyw ksenofarmaceutykow na rozwoj oraz metabolizm testowanych
gatunkow cyjanobakterii, analizujagc zmiany w ilo$ci i proporcjach barwnikow fotosyntetycznych.
Gatunek Anabaena sp. wykazywatl najwyzszg wrazliwo$¢ na obecnos¢ testowanych lekow w pozywece.
W wigkszosci przeprowadzonych eksperymentéw obecno$¢ badanych substancji przyspieszata rozwoj
tego gatunku oraz zwickszata biosynteze pomocniczych barwnikéw fotosyntetycznych. Znaczace
zahamowania wzrostu Anabaena sp. zaobserwowano jedynie w przypadku, inkubacji komérek w
zubozatej pozywce z dodatkiem 300 uM ibuprofenu. Pozostale dwa gatunki wykazywaty znacznie
stabsza odpowiedz na obecnos¢ ksenofarmaceutykow, z maksymalnym wplywem wynoszacym 20% w
porownaniu do warunkow kontrolnych. Podobne zaleznoéci odnotowano w przypadku zmian w ilosci
barwnikow fotosyntetycznych. Najwigksze roznice, zarowno zwigkszenie, jak i zmniejszenie st¢zenia
w komorkach, zaobserwowano dla fikobiliprotein, a charakter tych zmian byl zréznicowany w
zaleznosci od gatunku. W przypadku Chroococcidiopsis thermalis tendencja ta wskazywata na
spowolnienie syntezy fikobiliprotein, natomiast u pozostatych gatunkéw oraz w konsorcjach obecnos¢
lekéw prowadzita do zwickszenia produkcji tych pigmentow. Zmiany w rozwoju konsorcjow
Anabaena sp. i Chroococcidiopsis thermalis byty porownywalne do obserwowanych w hodowli samej
Anabaena sp., co sugeruje dominacj¢ tego gatunku w konsorcjum. Wniosek ten potwierdzono na

podstawie obserwacji mikroskopowych.
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Whyniki uzyskane w pozywkach pozbawionych zwigzkoéw wegla przedstawiajg sie odmiennie.
Rozwo6] komorek byt wyraznie spowolniony, a w uktadach eksperymentalnych zawierajacych
stodkowodne gatunki cyjanobakterii z ibuprofenem oraz Arthrospira platensis i diklofenakiem,
zaobserwowano catkowite zahamowanie wzrostu. W wigkszosci przypadkéw hodowle prowadzone
w warunkach braku wegla, ktérego zréodlem byta pozywka, cechowaly si¢ roéwniez obnizong
efektywnoscig biosorpcji badanych lekéw. Interesujacym wyjatkiem byt uktad Anabaena sp.
z diklofenakiem, w ktorym poziom biosorpcji byl wyzszy niz w analogicznym eksperymencie z petng

pozywka oraz w odniesieniu do uktadu z paracetamolem.

Dla ptynoéw pohodowlanych z hodowli A. platensis, zawierajacych 300 uM paracetamolu,
diklofenaku, ibuprofen oraz ich mieszaning, przeprowadzono testy toksyczno$ci na Daphnia magna
oraz dwoch gatunkow mikroalg: Chlorella vulgaris i Haematococcus pluvialis. Wyniki tych badan
potwierdzity, ze jedynie ptyny po biosorpcji paracetamolu wykazywaty duza toksycznos$¢, prowadzac
do $mierci Daphnia magna. W przypadku mikroalg jedynie ptyny pohodowlane z pozywki zawierajacej
ibuprofen powodowaty catkowite zahamowanie wzrostu Haematococcus pluvialis.

Zastosowanie techniki LC-MS/MS umozliwito przede wszystkim monitorowanie skuteczno$ci
usuwania (biosorpcji) testowanych lekow z pozywek, zachodzacych w obecnosci badanych gatunkéw
cyjanobakterii oraz identyfikacje niektorych metabolitow, powstajacych w wyniku biotransformacji
przeprowadzanej przez badane cyjanobakterie. W medium pohodowlanym wykryto bezposrednio
obecnos¢ trzech metabolitow DCF i okre§lono rowniez ich struktur¢ chemiczng. Jakkolwiek proby
zidentyfikowania metabolitow okazaly si¢ wyjatkowo trudne. Po pierwsze, wiele zidentyfikowanych
sygnatow na widmie MS nie odpowiadato zadnym wzorcowym metabolitom w dostepnych bazach
danych, co uniemozliwito ich dopasowanie na podstawie istniejacych informacji. Dodatkowym
utrudnieniem byta obecnos$¢ licznych izomerow i produktow ubocznych powstajacych podczas
biotransformacji, ktére mogg dawaé¢ bardzo podobne sygnaly masowe, ale roznig si¢ strukturg
chemiczng. W konsekwencji, nawet zaawansowana technika spektrometrii mas nie byta wystarczajace
do pelnego zidentyfikowania wszystkich metabolitow. Dodatkowym czynnikiem, ktéry mogt wptynac
na trudnosci w identyfikacji metabolitow, bylo potencjalnie zbyt niskie stezenie niektoérych zwigzkow
w probkach. Niewielkie ilo$ci metabolitow moga powodowac stabe sygnaly w widmach MS i MS/MS,
co utrudnia precyzyjne okreslenie struktury i przypisanie poszczegdlnych fragmentow. Zbyt mata
intensywnos$¢ sygnalu moze takze prowadzi¢ do pominigcia istotnych jonéw lub generowania
niepelnych widm fragmentacyjnych, co ogranicza zdolnos$¢ do przeprowadzenia jednoznacznej analizy
chemicznej. Poza tym, pochodne diklofenaku byly tatwiejsze do zidentyfikowania ze wzgledu
na charakterystyczny uktad monoizotopowy wynikajacy z obecnosci atomow chloru w ich strukturze.
Dzigki temu pochodne diklofenaku generujg specyficzne "blizniacze" piki w widmach masowych,
co znaczaco utatwia ich identyfikacje w porownaniu z innymi zwigzkami, ktore nie maja tak wyraznego

wzorca izotopowego. To charakterystyczne rozszczepienie sygnalow pozwala na szybkie
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wyselekcjonowanie zwigzkow chlorowych sposrod innych metabolitow, nawet w bardziej ztozonych

mieszaninach.

Podsumowujgc, w ramach przeprowadzonych badan, wykazano, ze zaréwno stodkowodne,
jak i halofilne gatunki cyjanobakterie sa zdolne do skutecznej biosorpcji paracetamolu, diklofenaku
i ibuprofenu. Efektywnos$¢ usuwania poszczegolnych ksenofarmaceutykoéw zalezy jednak od gatunku
sinic oraz st¢zenia poszczegolnych zwiazkow. Zastosowanie zywych komorek cyjanobakterii
nie koncentruje si¢ na adsorpcji zanieczyszczen na powierzchni mikroorganizmow, ale obejmuje przede
wszystkim proces biotransformacji, podczas ktorego ksenofarmaceutyki przeksztatcane sg raczej
w mniej toksyczne metabolity, co jest cechg charakterystyczng aktywnych biosorbentow. Technika
LC-MS/MS umozliwita oznaczanie iloSciowe oraz stanowi pomocne narzgdzie w identyfikacji
potencjalnych metabolitow badanych ksenobiotykow w plynach pohodowlanych. Dodatkowo,
testowane substancje nie wykazywaly silnego dzialania toksycznego wobec cyjanobakterii,
a w niektorych przypadkach nawet stymulowaly ich wzrost, co eliminuje potrzebe regeneracji komorek
przy ich zastosowaniu jako biosorbentu. Ptyny pohodowlane pochodzace z hodowli z Arthrospira
platensis, w wigkszosci przypadkow nie wykazywaly rowniez toksycznosci wobec badanych
modelowych gatunkow zwierzat i ro§lin. Tym samym potencjalne wykorzystanie cyjanobakterii jako
aktywnych biosorbentéw ogranicza konieczno$¢ dalszego przetwarzania i oczyszczania pltyndow

pohodowlanych, co znaczaco zwigksza efektywnos¢ i optacalno$c¢ takiego rozwigzania.

89



6. Whnioski

¢ Zoptymalizowana metoda rozdzielenia chromatograficznego badanych lekow z uzyciem
detekcji UV-VIS i MS, pozwolita na ich ilo$ciowe oznaczenie nawet w ztozonych
matrycach takich jak ptyny pohodowlane cyjanobakterii. Stosujac opracowang metodg
mozliwa byta rowniez identyfikacja metabolitow testowanych lekow wytwarzanych przez

badane gatunki cyjanobakterii

¢ Testowane stodkowodne sinice wykazaty bardzo doba zdolno$¢ do biosorpcji paracetamolu

z medium hodowlanego nawet w wysokich st¢zeniach (300 uM).

¢ Gatunek Arthrospira platensis oraz jedno z konsorcjow stodkowodnych cyjanobakterii
(7/149/(2)) wykazaly wysoka skuteczno$¢ w usuwaniu paracetamolu, diklofenaku i

ibuprofenu ze §rodowiska wodnego.

¢ W przewazajacej wigkszosci przypadkow testowane ksenofarmaceutyki nie powodowaty

istotnego zahamowania wzrostu trzech badanych gatunkow cyjanobakiterii.

¢ Badania toksyczno$ci przeprowadzone na skorupiaku Daphnia magna oraz dwoéch
gatunkach eukariotycznych mikroalg wykazaly, ze ptyny pohodowlane pochodzace z

hodowli Arthrospira platensis nie wykazuja zadnych oznak toksycznosci.

¢ Badane gatunki cyjanobakterii przeksztatcaly diklofenak w procesach metabolicznych,
m.in. do formy dimeru oraz innych mniej toksycznych pochodnych, co potwierdza ich

wysoki potencjal jako aktywnych biosorbentow.
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7. Summary

The dissertation focuses on utilizing cyanobacteria as active biosorbents for the removal of selected
xenopharmaceuticals, such as paracetamol, diclofenac, and ibuprofen, from various aqueous
matrices, including cultivation media. Xenopharmaceuticals, as a subgroup of environmental
pollutants, pose significant risks to aquatic and terrestrial ecosystems due to their widespread usage,
bioaccumulation potential, and the challenge of removing them from water through conventional
treatment methods. This study aims to address these challenges by exploring the biosorptive
capabilities of different cyanobacterial species and consortia. Cyanobacteria, due to their unique
metabolic properties and cell structures, present a promising solution as biosorbents for such
pollutants. They are capable of accumulating and transforming these substances through biosorption
and biotransformation, reducing their toxicity. The study investigates both freshwater and halophilic
species to evaluate their biosorption efficiency and metabolic changes under exposure to the selected

pharmaceuticals.

The primary aim of the research was to evaluate the effectiveness of different cyanobacterial
species in removing paracetamol, diclofenac, and ibuprofen from cultivation media using the
optimized analytical method (LC-MS/MS) for the qualitative and quantitative detection of these
pharmaceuticals in complex matrices. Furthermore, the impact of xenopharmaceuticals on the growth
and metabolism of cyanobacteria, determining the ecological safety and sustainability of using these
organisms as biosorbents was studied. The research employed a combination of chromatographic
and spectrometric techniques (LC-MS/MS) to analyze the concentration of pharmaceuticals in
various media. Different cyanobacterial species, including Chroococcidiopsis thermalis, Arthrospira
platensis and Anabaena sp., were cultivated in both standard and carbon-deprived media to evaluate
their biosorption capacities under different environmental conditions. The experimental setup
included testing individual compounds and mixtures to mimic real environmental scenarios. The
study also involved monitoring the growth rate and pigment composition of cyanobacteria under
stress conditions induced by the presence of xenopharmaceuticals, analysing the surface of
cyanobacteria cells using scanning electron microscopy (SEM) to understand the adsorption
mechanisms and assessing the toxicity of post-biosorption media using Daphnia magna and two

microalgae species (Chlorella vulgaris and Haematococcus pluvialis).
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The results demonstrated that Arthrospira platensis and specific cyanobacterial consortia
(7/49/(.2)) showed high efficiency in removing paracetamol, diclofenac, and ibuprofen, even at high
concentrations (up to 300 uM). The removal efficiency varied significantly depending on the species
and the concentration of the pollutants. Furthermore, most xenopharmaceuticals did not inhibit the
growth of the tested cyanobacteria significantly. In some cases, they even stimulated growth,
indicating a potential adaptive response to these environmental stressors. Using LC-MS/MS, three
potential metabolites of DCF were identified, suggesting that cyanobacteria are capable to metabolize
them into less toxic forms. This highlights the potential of these organisms for active biosorption and
biotransformation. The toxicity tests showed that the culture media after cultivation with Arthrospira
platensis did not exhibit harmful effects on Daphnia magna and the tested microalgae. It can confirm

that the biosorbent and xenopharmaceuticals metabolites were less toxic.

The study confirmed that cyanobacteria, particularly Arthrospira platensis and certain consortia, can
serve as effective and sustainable biosorbents for the removal of environmental
xenopharmaceuticals. Their ability to biotransform these compounds into less toxic metabolites
positions them as promising candidates for the development of eco-friendly water treatment

technologies.
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11. Suplement

Tabela S 1 Sktad medium hodowlanego BG11

Roztwor Sktadnik Stezenie [g/ L] Objetos¢ HoO [mL]
NaNOs 1,5
MgSO4 0,036
| CaCl; 0,028
Kwas cytrynowy 0,0065 900
Na2C03 0,02
EDTA 0,001
Cytrynian Fe-NHs 0,006
I K>2HPO, 0,03 100
H3BO; 2,86
MnC|2 X 4H20 1,81
Mikroelementy ZnS04 X TH,0 0,22 1
A5+Co CuSO4 x 5H,0 0,079
Na;Mo0O4 x 2H,0 0,39
Co(NO3), x 2H,0 0,05
Tabela S 2 Sktad medium hodowlanego MSp (ATCC 1676).
Roztwor Sktadnik Stezenie [g/ L] Objetos¢ HoO [mL]
NaHCO; 13,61
! Na;COs 4,03 700
I K>2HPO, 0,5 100
NaNO3 2,5
K>SO, 1
NaCl 1
i MgSO4 0,098 200
CaCl, 0,0303
FeSO4 x H,O 0,01
EDTA 0,08
H3BO; 2,86
MnC|2 X 4H,0 1,81
Mikroelementy ZnS04 X TH,0 0,22 1
A5+Co CuSO; x 5H,0 0,079
Na,Mo0O, x 2H,0 0,39
Co(NO3)2 x 2H.0 0,05
NHiNO3 0,23
KCr(S0s). x 12H,0 0,096
Mikroelementy B6+Co NiSO4 x 7TH.0 0,048 1
NaWO4 x 2H,0 0,018
TiO; 0,017
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Tabela S 3 Sktad medium hodowlanego BG11 pozbawionego zwiazkéw zawierajacych wegiel.

Roztwor Sktadnik Stezenie [g/ L] Objetos¢ HoO [mL]
NaNOs 15
I MgSO, 0,036
CaCl, 0,028 900
FeSO, x H,0 0,006
I K2HPO4 0,03 100
H3BOs 2,86
MnCl, x 4H,0 1,81
Mikroelementy ZnS0O4 X 7TH.O 0,22 1
A5+Co CuSQO4 x 5H,0 0,079
Na;MoO,4 x 2H.0 0,39
Co(NO3)2 x 2H,0 0,05

Tabela S 4 Skfad medium hodowlanego MSp (ATCC 1676) pozbawionego zwigzkow zawierajacych wegiel.

Roztwor Sktadnik Stezenie [g/ L] Objetos¢ HoO [mL]
I NaNOs 4,03 700
I K>2HPO, 0,5 100
NaNOs 2,5
K2SO4 1
NaCl 1
a MgSO, 0,098 200
CaCl, 0,0303
FeSO4 x H,.0 0,01
H:BO3 2,86
MnCl; x 4H,0 1,81
Mikroelementy ZnSO4 X 7H.O 0,22 1
A5+Co CuSQO4 x 5H,0 0,079
Na:MoO, x 2H,0 0,39
Co(NOs3), x 2H,0 0,05
NH4NO3 0,23
KCr(SQq), x 12H,0 0,096
Mikroelementy B6+Co NiSO4 x 7TH.0 0,048 1
NaWO, x 2H,0 0,018
TiO, 0,017
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F 1200

- 1150

- 1100

Paracetamol Diklofenak Ibuprofen
30 pMH 113.59 180.10 98.52
Anabaena sp. 100 pM 1 120.69 178.39 83.05
30 pM 74.47 85.79 106.70
Chroococcidiopsis |, 7725 93.77 98.72
thermalis
300 pM 67.46 98.52 91.04
100 pM 4 103.93
Anabaena sp.
300 pM 4 124.79
100 pM 1 116.13
2 Ch. thermalis
g 300 pM 70.97
)
2 100 pM 106.81
p= 7/49/(.1)
300 pM- 130.17
100 pM 1 108.44
7/49/(.2)
300 pM - 115.99
Arthrospira platensis 300 pM+ 21.25 105.23 98.72
. . 300 pMH 124.04 124.04 124.04
A. platensis mieszaniny
1000 pM - 138.65 138.65 138.65
Paracetamol Diklofenak Ibuprofen
Anabaena sp. 300 pM (-C)1 109.96 110.79 0
Ch. thermalis 300 pM (-C) 71.44 87.17 0
40.47 0 129.07

A. platensis 300 pM (-0

200
150
100
50

Rysunek S 1 Mapa ciepta obrazujaca zawartos¢ karotenoidow w komorkach testowanych cyjanobakterii lub ich konsorcjow
we wszystkich uktadach eksperymentalnych w 21 dniu hodowli. Warto$ci podano w procentach w odniesieniu do odpowiedniej

kontroli (100%).
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Paracetamol Diklofenak Tbuprofen

300
Anabaena sp. 100 puM
300 uM
Chroococcidiopsis
thermalis
300 pM
200
100 pM
Anabaena sp.
300 uM
= Ch. thermalis
g 300 pM
8 1
S 7m901)
300 uM 100
7/49/(.2)
300 uM
Arthrospira platensis 300 pM
300 pM
A. platensis mieszaniny
1000 pM
—0
Paracetamol Diklofenak Ibuprofen
300
Anabaena sp. 300 pM (-C)
200
Ch. thermalis 300 pM (-C) 57.19
100
A. platensis 300 pM (-C)1 49.18
0

Rysunek S 2Mapa ciepta obrazujaca zawartos¢ fikobiliprotein w komorkach testowanych cyjanobakterii lub ich konsorcjow
we wszystkich uktadach eksperymentalnych w 21 dniu hodowli. Wartosci podano w procentach w odniesieniu do odpowiedniej
kontroli (100%).
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