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Characteristics of edible cyanobacteria of the genus Arthrospira
Summary

The genus Arthrospira includes filamentous cyanobacteria with multicellular
cylindrical trichomes arranged in an open helix. The biomass of Arthrospira is
composed of protein (50-70%), carbohydrates, lipids and minerals. It also con-
tains carotenoids, phycocyanin and vitamins. Arthrospira species are found in
tropical and semitropical regions. Arthrospira is industrially cultivated because
of its high nutritional values as well as of its therapeutic properties. Commercial
production of Arthrospira is carried out in open ponds and closed bioreactors.
The biomass is sold by the incorrect name “Spirulina” as a result of confusion in
nomenclature regarding the genus Arthrospira.
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1. Wstep

Cyjanobakterie, zwane potocznie sinicami, to prokariotyczne
organizmy zaliczane do bakterii. Posiadajg one chlorofil a i prze-
prowadzaja fotosynteze oksygenowa (z wytworzeniem tlenu). Sa
organizmami pionierskimi — charakteryzuja sie one wysoka to-
lerancja na czynniki srodowiskowe, co pozwala im na wystepo-
wanie w ekstremalnych warunkach, np. na Antarktydzie czy
w zrodlach termalnych. NajczeSciej spotyka sie je w Srodowisku
wodnym. Zainteresowanie tymi organizmami wynika giéwnie
z faktu, ze wiele gatunkéw cyjanobakterii zdolnych do syntezy
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toksyn pojawia sie masowo w zanieczyszczonych zbiornikach wodnych w postaci
tzw. zakwitow, dlatego tez organizmy te budzg raczej negatywne skojarzenia (1).

Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira stanowia przeciwienstwo gatunkow wytwa-
rzajacych toksyny niebezpieczne dla ludzi i zwierzat. Wtasciwos$ci odzywcze bioma-
sy Arthrospira zostaly odkryte niezaleznie przez dwie populacje: Aztekow w Amery-
ce Potudniowej i plemiona afrykanskie z rejonu jeziora Czad. W badaniach nad tym
organizmem przeprowadzonych w XX w. wykazano liczne wlasciwos$ci lecznicze
biomasy Arthrospira. Obecnie preparaty z Arthrospira sg warto$ciowym suplementem
diety. Ponadto Arthrospira stanowi jeden z kompartmentéw systemu MELISSA
(Micro-Ecological Life Support System Alternative), ktérego zadaniem w przysztosci
bedzie podtrzymywanie zycia kosmonautow w czasie diugotrwatych wypraw (2).
Biomasa Arthrospira jest stosowana réwniez do oczyszczania Sciekéw i produkgji
barwnikéw uzywanych w przemysle. W badania nad wiasciwo$ciami cyjanobakterii
z rodzaju Arthrospira angazuje sie coraz wieksza liczba naukowcow i lekarzy.

2. Morfologia trychomu i wplyw warunkéw zewnetrznych na strukture
helisy

Gatunki z rodzaju Arthrospira naleza do wielokomoérkowych, nitkowatych cyjano-
bakterii. Kilkumilimetrowe trychomy, uktadajgce sie w strukture otwartej helisy,
zbudowane sg z cylindrycznych komoérek, ktére dzielg sie symetrycznie (binarnie)
w plaszczyznie prostopadiej do gtéwnej osi. W mikroskopie swietlnym widoczne sg
przegrody, ktére wystepuja co 2-3 um. Trychomy wykazujg zdolno$¢ ruchu §lizgo-
wego wzdiuz osi dlugiej. Nie majg heterocytow. Elongacja zachodzi poprzez wielo-
krotny podzial komoérek interkalarnych wzdtuz catego trychomu. Komérki terminal-
ne niektérych szczepoéw moga posiadaé przypominajgce czapeczke zgrubienie zew-
netrznej $ciany (calyptra). Szeroko$¢ komorek waha sie od 3 do 12 um, wyjatkowo
dochodzi do 16 pm. Skok helisy mies$ci sie w granicach od 10 do 70 um, a jej $redni-
ca — od 20 do 100 um. Parametry charakteryzujace helise s3 odmienne dla po-
szczegolnych gatunkow Arthrospira; zaobserwowano nawet réznice w obrebie jed-
nego gatunku. Ponadto zaleza one od warunkéw $rodowiska. Pomimo to helikalny
ksztatt trychoméw jest uznawany za specyficzng ceche rodzaju Arthrospira (3,4).

Helikalny ksztalt trychomu utrzymywany jest jedynie w podtozu ptynnym, nato-
miast na pozywce stalej trychomy tworzg ptaska spirale. Przejscie helisy w ptaska
spirale zachodzi wolno i jest uzaleznione od zawartosci wody w pozywce, nato-
miast proces odwrotny nastepuje prawie natychmiast w momencie kontaktu spirali
z woda. Zjawisko to jest najprawdopodobniej spowodowane koniecznoscig zredu-
kowania powierzchni trychomu narazonej na dziatanie powietrza w przypadku
wzrostu na podtozu stalym. Zachodzi ono zapewne wskutek hydratacji i dehydrata-
¢ji oligopeptydéw w warstwie peptydoglikanu, wchodzgcego w sktad §ciany komoér-
kowej, w efekcie czego nastepuje zmiana sztywnos$ci komoérek (3).
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Odnotowuje sie rowniez formy o prostych trychomach. Jesli dany szczep przej-
dzie w taka forme, powro6t do helikalnego ksztattu zazwyczaj nie nastepuje. W jed-
nej z hipotez mowi sie o mozliwosci wystepowania mutacji, ktére ujawniajg sie
w pewnych warunkach i wplywajg na ksztatt trychomoéw niektérych szczepow. Cze-
ste wystepowanie form o prostych trychomach w hodowlach laboratoryjnych suge-
ruje, ze geny warunkujgce ceche helikalnosci mogg by¢ zlokalizowane na plazmi-
dach, lecz dotad nie zidentyfikowano tego typu genéw w zadnym ze szczepow
Arthrospira. W 1996 r. Fox zdolal przywrocic helikalny ksztatt prostym trychomom
poprzez zastosowanie $wiatta widzialnego o wysokim natezeniu. Przypuszczalnie
helikalny ksztalt chroni organizm przed fotolizg — zjawiskiem czesto wystepuja-
cym w naturalnych zbiornikach wodnych. Szczepy laboratoryjne, hodowane przy ni-
skich natezeniach $wiatfa lub w dobrze mieszanych, gestych kulturach na §wiezym
powietrzu, nie sg narazone na fotolize, stad czeste wystepowanie form o prostych
trychomach (4).

Zaobserwowano rowniez, ze hodowanie szczepow Arthrospira w warunkach stre-
sowych takich jak wysoka temperatura i wysoko alkaliczne podioze powoduje sil-
niejsze skrecenie trychomoéw (4).

3. Ultrastruktura komorek Arthrospira

Stosujac techniki mikroskopii elektronowej wykazano, ze $ciana komorkowa
Arthrospira platensis jest zbudowana z czterech warstw. Najbardziej zewnetrzna war-
stwa (L-1V), bedgca analogiem btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych, uktada
sie rownolegle do dtugiej osi trychomu. Warstwa L-1lI sktada sie najprawdopodob-
niej z bialkowych wtokien owijajacych sie spiralnie wokot trychomu, natomiast zbu-
dowana z peptydoglikanu warstwa L-1I zalamuje sie w kierunku srodka trychomu,
tworzac wraz z wewnetrzng fibrylarng warstwa L-I przegrode oddzielajacg komorki
od siebie. Przegroda jest widoczna jako cienki, czeSciowo pofatdowany dysk. Roz-
miar sfaldowanej powierzchni jest powigzany ze skokiem helisy — im wiekszy
skok, tym mniejszy zasieg pofaldowania. Rozcigganie trychomu powoduje zanik
sfaldowania. U cyjanobakterii nieposiadajgcych helikalnie zwinietych trychomoéw
nie wystepuje ono wcale (3). Sciana komérkowa jest pokryta §luzowa otoczka skta-
dajaca sie z wielocukréw (4).

Tylakoidy w komoérkach Arthrospira sa utozone w koncentryczne zwoje. Podczas
podziatu komorki tylakoidy pekaja, co umozliwia ich dystrybucje do komérek po-
tomnych (3). Fikobilisomy bedace agregatami fikobiliprotein przylegaja do tylako-
idoéw. Do fikobiliprotein nalezg allofikocyjanina (APC), fikocyjanina C (CPC), fikoery-
tryna (PE) i fikoerytrocyjanina (PEC). Funkcja tych barwnikow jest absorpcja energii
tych fal swietlnych, ktére nie sg pochtaniane przez inne barwniki fotosyntetyczne.
Energia jest przekazywana w kolejnosci PE/PEC — CPC — APC — centrum reakgji
fotochemicznej z wydajnoscig wyzszg niz 95%. Komoérki cyjanobakterii z rodzaju
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Arthrospira zawierajg tylko allofikocyjanine i fikocyjanine C (5). Fikobilisomy sg zbu-
dowane z trojcylindrycznego rdzenia, w ktorego sktad wchodzi APC (kazdy cylinder
zawiera cztery trimery tego fikobilisomu). Od rdzenia promieniowo rozchodza sie
preciki ztozone z CPC (5,6).

Komorki zawieraja réwniez wakuole gazowe zbudowane z walcowatych peche-
rzykéw gazowych o koncach w ksztatcie stozkéw. Ich dlugos$¢ wynosi 1 um, a $red-
nica 65 nm. Btona pecherzykéw zawiera zwoje biatek utozonych w odlegte od siebie
0 4-5 nm zebra (3).

Ziarna cyjanoficyny — zwiazku zawierajgcego tancuchy kwasu poli-L-asparagino-
wego z dotgczonymi do grup B-karboksylowych argininami — obecne sa w komor-
kach Arthrospira w zaleznos$ci od sktadu pozywki, wieku komérki i temperatury,
w jakiej prowadzona jest hodowla. Wykryto rowniez ciatka poliglukanu (giéwnie
w poblizu przegréd), ciatka cylindryczne, karboksysomy i mezosomy (3,4).

Van Eykelenburg badal wplyw temperatury, intensywnosci o$wietlenia oraz za-
warto$ci azotu w pozywce na wystepowanie organelli i inkluzji komérkowych.
W temperaturach ponizej 25°C, gdy zapotrzebowanie na aminokwasy jest mate
wskutek ograniczonego tempa wzrostu, oraz przy wysokiej zawarto$ci azotu
w pozywce (120 mM) ziarna cyjanoficyny zajmowaty 18% objetosci komérki. Wraz
ze wzrostem temperatury, ich zawarto$¢ malata. W przedziale od 25 do 30°C nie
wykryto obecnosci tych inkluzji. Najwyzszg zawartos¢ poliglukanu w komérkach
Arthrospira zanotowano w temperaturach od 15 do 17°C i przy niskim (3 mM) steze-
niu azotu. W temperaturach wyzszych zwiazku tego byto mniej. Karboksysomy —
inkluzje zawierajace karboksylaze rybulozo-1,5-bifosforanowa, enzym wlaczajacy
CO, do rybulozo-1,5-bifosforanu, w wyniku czego powstajg 2 czasteczki kwasu
3-fosfoglicerynowego — obecne byly jedynie, gdy komérki hodowano w intensyw-
nym $wietle i przy wysokim stezeniu azotu w pozywce (120 mM) (7).

Poli-B-hydroksymaslan (PHB) — zwiazek bedacy rezerwuarem wegla i energii
u wielu bakterii — jest gromadzony w czasie ekspotencjalnego wzrostu osiggajac
na poczatku fazy stacjonarnej zawarto$¢ 6% suchej masy (8). W badaniach przepro-
wadzonych przez Vincenzini i wsp. wykazano niskie stezenie tego polimeru pod-
czas fotoautotroficznego wzrostu, natomiast po dziesieciu dniach miksotroficznego
wzrostu w obecnosci octanu jego zawarto$¢ wynosita 3% suchej masy. Synteza PHB
jest regulowana giéwnie przez 3-ketotiolaze (9).

4. Genetyka cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira

Wielko$¢ genomu cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira wynosi 5,4 Mpz, a sktad
zasad mol% G+C - 44 (3,10). Obecnie genom A. platensis, poddawany jest bada-
niom m.in. sekwencjonowaniu (10).

Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira sa odporne na powszechnie uzywane meto-
dy inzynierii genetycznej, co jest czeSciowo spowodowane wysoka aktywnoscig de-
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oksyrybonukleaz, ktére powoduja degradacje wprowadzonych konstruktéw DNA.
W genomie znajduje sie wiele sekwencji zmodyfikowanych przez metylacje, co sta-
nowi ochrone przed aktywnos$cig egzo- i endonukleaz. Uniemozliwia to trawienie
DNA enzymami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje, a co za tym idzie, klonowa-
nie genow tego organizmu (11-13). Kawata i wsp. opracowali metode tworzenia bi-
blioteki DNA Arthrospira. Kolejne etapy tej metody to sonifikacja genomowego DNA,
modyfikacja koncow fragmentoéw polimeraza Taq DNA i ligacja z wektorem typu TA.
Metoda ta sprawdzifa sie w przypadku klonowania genu syntazy fitoenu (crtB) (12).

W eksperymentach przeprowadzonych przez Toyomizu i wsp. wykazano, ze
elektroporacja jest skuteczng metoda transformacji A. platensis. Najwyzsza efektyw-
nos$¢ uzyskano przy zastosowaniu impulsu trwajgcego 5 ms i natezeniu pola elek-
trycznego 4 kV/cm. Jednak opornos$¢ na chloramfenikol, warunkowana obecnoscia
genu zlokalizowanego na wprowadzonym plazmidzie, nie utrzymata sie przy diuz-
szej hodowli, co wskazuje na niestabilnos¢ plazmidu wewnatrz komérki (14).

Proby transformacji A. platensis za pomocg elektroporacji z uzyciem naturalnego
transpozonu Tn5, transpozazy i kompleksu liposoméw kationowych przeprowadzo-
ne przez Kawata i wsp. zakonczyly sie powodzeniem. Aktywnos$¢ acetylotransferazy
chloramfenikolu, kodowanej przez gen reporterowy cat, utrzymywata sie w komor-
kach Arthrospira przez diuzej niz dwanascie miesiecy (15).

Dotychczas pojawily sie jedynie dwa doniesienia o obserwacji lub izolacji pla-
zmidu z komoérek Arthrospira (10,11), ale nie zostaly one potwierdzone przez inne
grupy badawcze. Dlatego przyjmuje sie, ze gatunki Arthrospira nie maja plazmidéw.
Nie wykryto fagéw infekujacych komorki tych cyjanobakterii (4).

Ling i wsp. stworzyli fosmidowa biblioteke genow Arthrospira maxima FACHB438
zawierajacg 4300 klonéw. Wielkos¢ wklonowanych fragmentéow wahata sie od
15,5 kz do 48,9 kz. Fragmenty wybrane (602 sekwencje) do analizy stanowity 5,7%
catego genomu A. maxima. 47,7% sekwencji bylo homologicznych do genéw o zna-
nych funkcjach. Wykryto duzg liczbe kopii genu kodujacego odwrotng transkrypta-
ze (ang. retron-type RT), co moze wskazywac na obecno$¢ msDNA (ang. mutlicopy sin-
gle-stranded DNA) (10).

5. Systematyka

Cyjanobakterie poczatkowo zaliczane byly do glonow, gdzie stanowity klase
Cyanophyceae. Wynikato to gtéownie z faktu, ze aparat fotosyntetyczny tych organi-
zméw mial wiele cech wspolnych z aparatem wystepujgcym w roslinie. Przykladem
jest obecnos¢ chlorofilu a (16). Do dzi$ okresla sie je jako mikroalgi, co odzwiercie-
dla ekologie tych organizméw. W 1962 r. zostal wprowadzony wyrazny podzial na
organizmy prokariotycze i eukariotyczne oparty na réznicach w budowie komérko-
wej. W 1969 r. Stanier i van Neil umiescili sinice w krolestwie Procaryota i zapropo-
nowali nazwe cyjanobakterie (17).
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Systematyka rodzaju Arthrospira (Domena: Bacteria, Gromada X: Cyanobacteria,
Klasa 1: Cyanobacteria, Podsekcja l1: Oscillatoriales) przez kilkadziesigt lat stanowita
problem dla specjalistow z tej dziedziny (18). Poszczegolne gatunki przyporzadko-
wywane byty przez kolejnych badaczy badz do ustanowionego w 1829 r. przez Tur-
pina rodzaju Spirulina, badZ do zaproponowanego w 1852 r. przez Stizenbergera ro-
dzaju Arthrospira. W 1989 r. Castenholz w Bergeys Manual of Systematic Bacteriology
odseparowat oba rodzaje i umiescit je w rzedzie Oscillatoriales. Jednocze$nie zapro-
ponowat trzy cechy majace je rozrézniaé: stopien nachylenia skoku helisy trychomu
do osi poprzecznej, obecno$¢ widocznych pod mikroskopem swietlnym przegrod
i rozmieszczenie poréow w Scianie komérkowej (4). W analizie sekwencji 16S rRNA
potwierdzono odrebnos¢ filogenetyczna obu rodzajéow (19).

Trudnos$ci w klasyfikacji cyjanobakterii z rodzajow Arthrospira i Spirulina wply-
nety na obecng sytuacje. Produkty wytwarzane z cyjanobakterii rodzaju Arthrospira
sg rozprowadzane pod nazwag handlowa Spirulina, ktéra weszta do powszechnego
uzycia, a jej stosowanie jest dopuszczalne nawet w pracach naukowych. Utrudnia to
wprowadzenie prawidiowej terminologii, a takze jest przyczyng niewlasciwego wy-
boru do hodowli cyjanobakterii z rodzaju Spirulina, ktére sg niejadalne (4).

Problemy pojawiaja sie w rowniez w przypadku podziatu rodzaju Arthrospira na
gatunki. Oparty jest on na cechach morfologicznych, m.in. na rozmiarach i ksztat-
tach trychoméw, ktéore — jak juz wspomniano — zaleza w duzym stopniu od wa-
runkoéw zewnetrznych. Dlatego stosuje sie metody analizy genotypu w celu ustale-
nia pokrewienstwa poszczegélnych cyjanobakterii w obrebie rodzaju. Sekwencje
wykorzystywane w tych badaniach to 16S RNA, ITS (ang. internal transcribed spacer)
regionu 16S-23S, obszar miedzygenowy oddzielajacy geny cpcB i cpcA kodujgce c-fi-
kocyjanine (PC-IGS) czy geny istotne dla funkcjonowania komorki (ang. housekeeping)
takie jak gyrA, recA, rpoC1 (19-23).

Konieczna jest rowniez precyzyjna identyfikacja szczepow Arthrospira wyka-
zujacych zdolno$¢ do wytwarzania toksyn oraz potwierdzenie badZ wykluczenie ich
przynaleznos$ci do tego rodzaju. Obecnie identyfikacja i klasyfikacja bakterii opie-
raja sie przede wszystkim na metodzie hybrydyzacji DNA/DNA oraz na analizie se-
kwencji 16S rRNA. Hybrydyzacja DNA/DNA jest metodg praco- i czasochtonng wyma-
gajaca aksenicznych szczepow (wolnych od kontaminacji przez heterotroficzne bak-
terie), co w przypadku cyjanobakterii jest niezwykle trudne, a czasem wrecz niemoz-
liwe do uzyskania. Dlatego tez metoda ta jest bardzo rzadko wykorzystywana w ce-
lu okreslenia gatunku cyjanobakterii, a nowoczesna systematyka tej unikatowej gru-
py mikroorganizméw opiera sie na analizie sekwencji 16S rRNA i charakterystyce
cech morfologicznych, co jest przyczyng licznych kontrowersji. W przypadku rodza-
ju Arthrospira precyzyjng identyfikacje i klasyfikacje utrudnia dodatkowo brak szcze-
pu wzorcowego.

Jako rozwiazanie alternatywne proponowana jest analiza sekwencji wielu kon-
serwatywnych genow (technika MLST, ang. multilocus sequence typing) (24). Metoda ta
jest coraz powszechniej stosowana i wydaje sie, ze moze doprowadzi¢ do kompro-
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misu w kwestii sposobu opisywania nowych gatunkéw cyjanobakterii i ustalenia ich
systematyki, w tym rodzaju Arthrospira.

6. Wystepowanie

Gatunki Arthrospira sg izolowane z r6znorodnych srodowisk. Ich obecno$¢ zano-
towano w glebie, piaskach, bagnach, solniskach, wodach stodkich (od klimatu réw-
nikowego do podzwrotnikowego), goracych zrédtach, zbiornikach cieptej wody po-
chodzacej z elektrowni czy w stawach rybnych, a takze w wodach morskich. Jednak
gtownie wystepuja w alkalicznych, stonawych i stonych wodach w klimacie tropikal-
nym i subtropikalnym (3,4).

Najbardziej rozpowszechnione gatunki to A. platensis odnotowana gitéwnie
w Afryce, Azji i Ameryce Potudniowej oraz A. maxima, ktérej wystepowanie ograni-
cza sie do Ameryki Centralnej (4).

Geograficzne rozmieszczenie dotychczas zidentyfikowanych populacji gatun-
kéw z rodzaju Arthrospira przedstawione sa w tabeli 1.

Tabela 1
Wystepowanie dotychczas zidentyfikowanych gtéwnych populacji Arthrospira (4)
Kraj Miejsce wystepowania Gatunek
1 2 3
Afryka
Czad jeziora sodowe: Bodou, Mombolo, Rombou, Yoan;| A. platensis, A. platensis f. minor
kraina Kanem
Kenia jeziora sodowe: Bogoria, Crater, Elmnteita, Nakuru; | A. platensis
Wielka Dolina Ryftowa
Jezioro Bogoria A. platenis, A. platensis f. minor, A. fusiformis
Jezioro Simki A. platensis, A. fusiformis
Etiopia Jezioro Aranguadi, Jezioro Chiru A. platensis, A. fusiformis
Egipt Jezioro Matyut A. platensis
Sudan Jezioro Dariba; Dzebel Marra A. platensis
Algieria Staw Tamanrasset A. platensis
Azja
Indie stawy A. maxima
Jezioro Lonar A. indica
Pakistan stawy rybne; Lahore Arthrospira sp.
Sri Lanka Jezioro Beria Arthrospira sp.
Tajlandia zbiorniki ze $ciekami z fabryki tapioki; Bangkok | Arthrospira sp.
Rosja jezioro Tunatan; stepy syberyjskie A. fusiformis
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1 2 3
Chiny stawy rybne; Nanking A. platensis
Ameryka
Meksyk Jezioro Texcoco A. maxima
Kalifornia staw; Oakland A. maxima, A. platensis
przybrzezna laguna; Del Mar
Peru Jezioro Huachachina A. platensis, A. maxima
Urugwaj Montevideo A. platesis
Europa
Hiszpania Jezioro Santa Olalla Arthrospira sp.
Francja male jezioro; Camargue Arthrospira sp.
Wegry Adasztevel-Oroshaz Arthrospira sp.

7. Warunki wzrostu i metody hodowli cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira

Gatunki z rodzaju Arthrospira sa miksotrofami, co oznacza, ze mogg sie one
odzywia¢ zaréwno autotroficznie, jak i heterotroficznie (25). Dodatek do pozywki
0,1% glukozy przyspiesza tempo i wydajnos¢ wzrostu komoérek. Hodowla w stabym
Swietle w warunkach umozliwiajgcych wzrost miksotroficzny pozwala na uzyskanie
od dwoch do trzech razy wiecej komorek niz w przypadku wzrostu autotroficznego.
Zastosowanie izotopu #C pozwolito na okreslenie zuzycia glukozy przez A. platensis.
W ciaggu 4 dni hodowli dodana do pozywki glukoza (0,1%) zostata usunieta z pozyw-
ki i prawie 50% znacznika znalazto sie w komorkach. Reszta #C zostata wydalona
z komérki jako CO; (34%) lub jako organiczny produkt uboczny wydalony do pozyw-
ki (3).

Cyjanobakterie przeprowadzaja fotosynteze oksygenowa (z wydzieleniem tle-
nu). Podobnie jak u innych cyjanobakterii wiekszo$¢ czasteczek chlorofilu a w ko-
morkach r6znych gatunkow Arthrospira jest zwigzana z fotosystemem PSI (A. platensis
— 95%), a stosunek PSI/PSIl wynosi 5,5 (26).

7.1. Rozmnaianie

W obrebie dojrzatego trychomu powstajag wyspecjalizowanie komérki (zamie-
rajace) — nekridia, ktére ulegajg lizie i tworza dwuwkleste dyski rozdzielajgce.
W tym miejscu nastepuje rozerwanie trychomu w wyniku, ktérego powstaja $liz-
gajgce sie fancuchy dwéch do czterech komoérek (hormogonia). Zdolno$¢ ruchu po-
zwala im wypetzna¢ z rodzicielskiego trychomu i da¢ poczatek nowemu organizmo-
wi. W kolejnym etapie komorki hormogonium tracg fragmenty komérek zamie-
rajacych, zaokraglaja sie na dystalnych koncach. W czasie tego procesu w cytopla-
zmie znajduje sie niewiele inkluzji, a komorki sg bladoniebieskozielone. Liczba ko-
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morek wzrasta wskutek podziatéw komorkowych. Trychomy ulegajg wydiuzeniu
i przybieraja ksztalt helisy. W cytoplazmie wzrasta liczba inkluzji, a niebieskozielo-
ny kolor komoérek staje sie intensywniejszy (3).

7.2. Reakcja na czynniki Srodowiska

7.2.1. Swiatto

Optymalny wzrost Arthrospira platensis wystepuje przy natezeniu o$wietlenia rze-
du 120-200 pmoli fotonéw m2 s co stanowi od 10 do 15% catkowitego natezenia
promieniowania stonecznego o zakresie dtugosci fal od 400 do 700 nm.

W hodowlach laboratoryjnych Arthrospira podczas zastosowania oswietlenia
o wysokim natezeniu w warunkach niedoboru CO; zaobserwowano zjawisko fotoin-
hibicji. Zmniejszenie aktywno$ci fotosyntetycznej spowodowane bylo zapewne aku-
mulacja H,0,. Odpowiedz na stres wywotany nadmiernym oswietleniem jest rézna
w zaleznosci od szczepu Arthrospira, co moze by¢ spowodowane zaré6wno cechami
genotypowymi, jak i warunkami wzrostu. Udowodniono, ze w jednym ze szczepow
ta odmienno$¢ wynika z innego niz u pozostatych tempa obrotu metabolicznego
biatka D1, bedacego czescig PSIl. Zaobserwowano réwniez, ze kultury hodowane
w warunkach wysokiego natezenia oSwietlenia wykazuja wysoka odporno$¢ na foto-
inhibicje (4).

7.2.2. Temperatura

Optymalna temperatura dla hodowli laboratoryjnej szczepow Arthrospira wynosi
30-38°C, ale dla niektorych szczepow warto$¢ ta moze odbiega¢ od podanego za-
kresu, np. dla szczepu SA2 wynosi 24-28°C, a dla szczepu EY — 40-42°C. Na wartos$¢
optymalnej temperatury wzrostu ma wplyw réwniez sktad biochemiczny komorek.
Podczas hodowania szczepu M2 A. platensis w 42°C (temperatura maksymalnego
wzrostu) zaobserwowano znaczne obnizenie ilo$ci barwikéw fotosyntetycznych
i biatek oraz wzrost zawarto$ci weglowodanow, co jest zwigzane ze zmiang stopnia
nasycenia kwasow ttuszczowych (np. ograniczenie syntezy kwasu y-linolenowego na
rzecz akumulacji kwasu linolowego) (4).

7.2.3. Zasolenie

Nie zaobserwowano powszechnego wystepowania gatunkéw Arthrospira w $ro-
dowisku morskim, co najprawdopodobniej wynika nie tyle z wysokiej zawartosci
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soli, co raczej z niskiego stezenia jonéw dwuweglanowych (4). Wystepujg one nato-
miast w jeziorach sodowych, charakteryzujgcych sie duzg zawartoscig siarczanu lub
weglanu sodu. Jony Nat w odpowiednim stezeniu (150-250 mM) sg konieczne do
prawidlowego wzrostu tych cyjanobakterii w wysokim pH i przeprowadzania proce-
sow fotosyntezy. Zbyt niskie stezenie jonow Na* (< 50 mM) powoduje zahamowa-
nie aktywnosci fotosystemu PSII i zmniejszenie zawartosSci fikocyjaniny (27).

Dodanie do hodowli Arthrospira NaCl (0,5 oraz 1,0 M) spowodowato natychmia-
stowe zatrzymanie procesu fotosyntezy, ktory zostal przywrécony dopiero po pew-
nym czasie. Czas zahamowania wzrostu zalezy od stopnia stresu, jakiemu zostat
poddany organizm i jest zwigzany ze zmniejszaniem sie ilosci chlorofilu oraz za-
geszczenia biomasy w hodowli (4).

Adaptacja do wysokiego stezenia soli polega na obnizeniu potencjatu osmotycz-
nego komorki. U cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira zjawisko to zachodzi na dro-
dze akumulacji weglowodanéw o matej masie czgsteczkowej, m.in. dziewieciowe-
glowego glukozoglicerolu i trehalozy. Zanotowano réwniez podwyzszong zawar-
to$¢ lipidéw oraz wzrost nasycenia kwasow ttuszczowych. W szczepie M2 ilo$¢ kwa-
su oleinowego podwoita sie podczas wzrostu w obecnosci 0,5 M NaCl (4).

7.3. Hodowla laboratoryjna

Do prawidlowego wzrostu cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira konieczne jest
Swiatto stoneczne, CO,, azot nieorganiczny i sktadniki mineralne. Optymalna tempe-
ratura wzrostu to 35-37°C, ale warto$¢ ta moze by¢ inna dla poszczeg6lnych szcze-
pow. Minimalna temperatura, w ktérej jeszcze nastepuje wzrost to 18°C. Optymalne
pH wynosi 9,2-9,5, ale organizm ten z powodzeniem ro$nie w pH w granicach 8-10.
Taka wysoka wartos¢ pH hamuje do pewnego stopnia wzrost innych organizmoéw ta-
kich jak bakterie czy pierwotniaki (25,28-30). Ze wzgledu na wystepowanie zjawiska
fotoinhibicji, zaleca sie, aby hodowla byta poczatkowo prowadzona w $wietle o ni-
skim natezeniu (20 umol fotonéw m? s1). Natezenie $wiatta nalezy stopniowo zwiek-
sza¢ do osiggniecia warto$ci optymalnej (120-200 umoli fotonéw m2s1) (31).

Do hodowli laboratoryjnych cyjanobakterii Arthrospira stosuje sie state lub ptyn-
ne podioze o nazwie Zarrouk medium (tab. 2) (32).

Uzyskanie aksenicznych kultur cyjanobakterii jest trudne i czasochtonne, szczegol-
nie w przypadku gatunkéw nitkowatych. Choi i wsp. opracowali metode, ktéra pozwa-
la na uzyskiwanie aksenicznych kultur A. platensis po 3 dniach hodowli. Pierwszym eta-
pem jest oddzielenie komérek Arthrospira od komorek innych bakterii poprzez wiro-
wanie — cyjanobakterie ze wzgledu na obecnos$¢ wakuol gazowych unoszg sie na po-
wierzchni. Etap ten jest powtarzany kilkakrotnie. Nastepnie cyjanobakterie sg hodo-
wane bez dostepu $wiatta w obecno$ci antybiotykéw: imipenemu (100 pg/ml), neomy-
cyny (100 pg/ml) i cykloheksimidu (20 pg/ml). Metoda ta pozwolita na efektywna elimi-
nacje bakterii wyizolowanych z laboratoryjnych hodowli 5 szczepow A. platensis (33).
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Tabela 2
Skiad poiywki dla Arthrospira (31,32)

Zarrouk medium (g/1) Roztwér A5 (g/1)
NaNO; 25¢ ZnS0; X 7H,0 0222 g
K804 10g CuS04 X 5H,0 0,079 g
NaCl 1,0 g MoO; 0,015 g
MgS0,; X 7H,0 02g H3BO; 2,86 g
CaCl, X 2H,0 0,04 g MnCl, X 4H,0 181¢g
FeSO4 X 7H,0 0,01 g Roztwor B6 (g/1)
EDTA 0,08 g NH,VO; 0,023 g
NaHCO; 108 g KCr(804), X 12H,0 0,096 g
Na,CO5 76 ¢ NiSO; X 7H,0 0,048 g
K,HPO, 05g Co(NO5), X G6H,0 0,049 g
roztwor A5 1 ml Na,W0; X 4H,0 0,018 g
roztwor B6 1 ml Ti(S04) + Ti0SO4 0,048 g
pH 95 — 10,5

W badaniach nad optymalnym inokulum dla hodowli A. platensis prowadzonych
w 200 ml kolbach i 5 I zbiornikach wykazano, ze najlepszy wzrost cyjanobakterii
uzyskuje sie w przypadku zastosowania 6-dniowego inokulum zawierajace 50 mg/l
komoérek. Hodowle prowadzono w temperaturze 30°C (34).

7.4. Hodowla na skale¢ przemysfowa

Hodowle Arthrospira na skale przemystowa prowadzi sie gtéwnie w otwartych
i ptytkich (12-15 cm gtebokosci) zbiornikach wyposazonych w mieszadia topatkowe
(25,35). Gtownymi zaletami tej metody sg niskie naktady inwestycyjne i mozliwos$¢
wykorzystania energii stonecznej. Produkcja biomasy jest jednak duzo mniejsza od
teoretycznego maksimum i wynosi od 0,1 do 0,5 g suchej masy na litr (36).

W hodowli Arthrospira na duza skale do pozywki dodaje sie NaHCO3 (16,8 g/l)
w celu podniesienia pH i zapewnienia obecnosci zZrédta wegla. Mikroelementy doda-
wane sg w zaleznos$ci od jakosci wody uzywanej do hodowli (25,28). Do wzrostu
tych cyjanobakterii wymagane sg temperatury rzedu 30-38°C, dlatego caloroczna
hodowla w otwartych zbiornikach mozliwa jest jedynie w regionach tropikalnych
i subtropikalnych (37).

Czynnikami wptywajgcymi na tempo wzrostu sa: intensywno$¢ o$wietlenia, tem-
peratura, pH, stezenie soli i substancji odzywczych oraz poczatkowe zageszczenie
biomasy. Udowodniono, ze warunki wzrostu majg wptyw zaré6wno na morfologie
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komorek, jak i na sktad chemiczny tych cyjanobakterii. Przyktadem zwiekszenia sie
zawartosci kwasow ttuszczowych w komoérkach w przypadku ograniczenia zrédta
azotu. Zaobserwowano réwniez, ze zastosowanie mocznika jako zrodfa azotu i wy-
dtuzenie czasu zaciemnienia pozwala na uzyskanie wiekszej ilosci kwasu y-linoleno-
wego (29,38).

Przez dtugi czas hodowle Arthrospira prowadzone byly w warunkach umozli-
wiajacych wzrost fotoautotroficzny. Odkryto, ze organizm ten jest zdolny do wyko-
rzystywania organicznego zrodta wegla, np. glukozy oraz wzrostu heterotroficzne-
go i miksotroficznego (fotoheterotroficznego). W badaniach wykazano, ze wzrost
na pozywce wzbogaconej o glukoze byt lepszy niz ten oparty wytacznie na procesie
fotosyntezy (39).

Zamiast azotanow (gtownie KNOs3) jako Zrédta azotu mozna zastosowac tanszy
amoniak lub mocznik. Stezenie amoniaku powinno by¢ nizsze niz 3 mg/l, gdyz po-
wyzej tej wartosci zwigzek jest toksyczny dla komérek Arthrospira (25). Przetesto-
wano przydatno$¢ nastepujacych zrédet azotu: KNO3, NaNO3, mocznik, NH4NO3,
(NH4)3PO4, (NH4),S04 i wykazano, ze zastosowanie mocznika pozwolito na otrzyma-
nie wysokiego poziomu produkgji kwasu y-linolenowego, natomiast ilo$¢ uzyskanej
biomasy i zawartos¢ chlorofilu byty wyzsze niz przy uzyciu KNO3 (40,41). Mocznik
jest hydrolizowany do fatwo przyswajanego przez komérki amoniaku w alkalicznym
pH pozywki. Pozwala to na oszczednosc¢ energii, gdyz zastosowanie KNO5 jest zwig-
zane z redukcjag w komoérkach cyjanobakterii azotanéw do azotynéw, a nastepnie do
amoniaku. Proces ten wymaga nakladu energii. Problem toksycznos$ci amoniaku
moze by¢ rozwigzany poprzez okresowe zasilanie hodowli mocznikiem, co pozwala
na utrzymanie stezenia amoniaku ponizej szkodliwej warto$ci oraz na biezgce uzu-
petnianie iloSci tego zwigzku (42).

Hodowla Arthrospira na duzg skale wymaga zastosowania specjalnych technik
i statej kontroli w celu wyeliminowania trudnosci i zagrozen zwigzanych z hodowla
na powietrzu. Gtéwnymi problemami sa: zachowanie czysto$ci gatunkowej i odpo-
wiedniej gesto$ci populacji oraz optymalnej temperatury. Konieczne jest monito-
rowanie zawartos$ci rozpuszczonego tlenu, gdyz jego zbyt wysokie stezenie hamuje
wzrost cyjanobakterii. Poziom azotanow i fosforanéw powinien by¢ regularnie uzu-
petniany (25,28).

Pierwsza proba produkgji Arthrospira na duza skale zostala podjeta w latach sie-
demdziesiatych ubieglego wieku przez Sosa Texcoco Co. na jeziorze Texcoco w Mek-
syku. Naturalne zakwity pojawialy sie w zbiornikach przeznaczonych do ekstrakgji we-
glanu sodu z jeziora. Zaczeto zatem odzyskiwac i sprzedawac uzyskang biomase. Cyja-
nobakterie hodowane byly w otwartych zbiornikach w ksztatcie spirali o $rednicy 3 km
i catkowitej powierzchni 900 ha. Dziennie placéwka ta produkowata 2 tony suchej
masy Arthrospira (3,28). Z powodu rosngcego zanieczyszczenia jeziora wskutek urbani-
zacyjnego i przemyslowego rozwoju miasta Meksyk, zaprzestano hodowli Arthrospira.
W 1977 r. firmy Dai Nippon Ink i Chemicals Inc. rozpoczety produkcje tej cyjanobakte-
rii w Tajlandii, a do roku 1980 w Azji dziatato 46 placowek tego typu wytwarzajgcych
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w sumie ponad 1000 kg biomasy w ciggu miesiaca (36). Obecnie w wielu krajach hodu-
je sie cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira, a ogélnoswiatowa produkcja biomasy tej
cyjanobakterii jest oceniania na 3000 ton rocznie (28).

Prowadzone sa badania nad hodowla Arthrospira na $ciekach pochodzacych z fa-
bryki maczki sago (43) oraz gnojowicy z farm $win (44). Takie zastosowanie Arthrospira
pozwoli nie tylko na uzyskanie biomasy, ktéra p6zniej moze by¢ wykorzystana jako
karma dla zwierzat, ale rowniez na oczyszczenie Sciekow z substancji biogennych.

7.5. Hodowla w bioreaktorach

Pomimo powszechnego zastosowania otwartych zbiornikéw wodnych do ho-
dowli cyjanobakterii na duzg skale, uwaza sie, ze w przysziosci do tego celu wyko-
rzystywane beda gtéwnie bioreaktory (36). Pozwalaja one na efektywniejsze oswie-
tlanie ze wzgledu na korzystny stosunek powierzchni do objetosci, osiggniecie wy-
sokiej gestosci biomasy, lepsza kontrole warunkéw hodowli, unikniecie zanieczysz-
czenia hodowli innymi mikroorganizmami i metalami ciezkimi oraz uzyskanie wyso-
kiej wydajnosci absorpcji CO,. Wadg stosowania bioreaktoréw jest wysoki koszt
spowodowany gtéwnie konieczno$cia chiodzenia tatwo ulegajacego przegrzaniu
bioreaktora (36,45). Hodowle Arthrospira prowadzi sie w bioreaktorach rurowych
i ptytowych, w ktorych wykorzystywane jest Swiatto sfoneczne oraz bioreaktorach
os$wietlanych lampami r6znego typu. Zastosowanie sztucznego zrédia Swiatta po-
zwala na kontrole natezenia $wiatta w czasie hodowli (46). Najczes$ciej stosuje sie
bioreaktory typu air-lift, gdyz ten system mieszania nie powoduje uszkodzenia ko-
morek (37).

7.6. 0dzysk biomasy Arthrospira

Oszacowano, ze koszt odzysku biomasy stanowi 20-30% catkowitego kosztu ho-
dowli mikroorganizméw. W procesie odzysku biomasy stosuje sie nastepujgce meto-
dy: dodawanie flokulantéow, sedymentacja, wirowanie i filtracja. Flokulanty to gtow-
nie sole metali — ich wysokie stezenie moze mie¢ negatywny wpltyw na produkt
koncowy. Ostatnie trzy metody wymagajg natomiast zastosowania ciezkiego sprze-
tu, przez co czesto doprowadzaja do mechanicznego uszkodzenia komérek. Bioma-
sa Arthrospira jest odzyskiwana poprzez trojetapowsq filtracje, ktéra jest ufatwiona ze
wzgledu na nitkowatg budowe tych cyjanobakterii. W pierwszym etapie odfiltrowa-
niu ulegajg odpadki znajdujgce sie w zbiorniku, w drugim — komorki glonéw i in-
nych cyjanobakterii, a na koncu odzyskiwana jest czysta biomasa Arthrospira.

Naturalnie wystepujaca pltywalno$¢ cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira wynika
z posiadania przez te organizmy pecherzykéw gazowych, ktorych $ciany sktadaja
sie gtownie z hydrofobowych biatek. Zanurzenie jest kontrolowane poprzez tworze-
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nie nowych lub rozpad juz istniejacych pecherzykéw oraz przez zmiane zawartos$ci
weglowodanéw w komoérce. Poddanie komoérek dziataniu wysokiego cisnienia po-
woduje zanik pecherzykow gazowych. Wykazano, ze komérki majg zdolnos¢ do
unoszenia sie w wodzie w konkretnym momencie fazy logarytmicznego wzrostu,
kiedy synteza bialek pecherzykow gazowych znacznie przewyzsza akumulacje we-
glowodanéw. W fazie stacjonarnej wzrostu ptywalnos¢ zanika. Monitorowanie za-
wartosci biatek i weglowodanéw w czasie wzrostu hodowli pozwala na okreslenie
najlepszego czasu na zbidér biomasy Arthrospira. Wzmocnienie zjawiska flotacji moz-
na uzyska¢ dodajac do zbiornika jony Na* i Mg2+, ktore neutralizujg tadunki ujem-
ne na powierzchni komérek zapobiegajac ich agregacji. Wykorzystanie ptywalnosci
cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira w odzyskiwaniu biomasy jest metodg, ktéra nie
powoduje znaczacego uszkodzenia komérek, a co za tym idzie nie obniza wartosci
otrzymanej biomasy (47).

Uzyskana ze zbiornika masa jest nastepnie trzykrotnie ptukana i poddawana
przesgczaniu préozniowemu. Kolejnym etapem jest suszenie. Najcze$ciej stosowane
jest suszenie rozpytlowe, przeprowadzane w specjalnych komorach wypetnionych
ogrzanym powietrzem, z ktérym biomasa ma kontakt jedynie przez kilka sekund.
Jest to istotne w przypadku termowrazliwych sktadnikéw takich jak fikocyjanina czy
enzymy (48). Stosuje sie rowniez suszenie konwekcyjne i suszenie przy uzyciu spe-
cjalnych bebnoéw (3,49). Firma Cyanotech opatentowata zamkniety system suszenia
nazwany Ocean Chill Drying. Stezenie tlenu jest utrzymywane ponizej 1% poprzez
wpompowywanie do komory suszgcej azotu i dwutlenku wegla. Zapobiega to utle-
nianiu karotenéw i kwaséw ttuszczowych. Otrzymany proszek jest rowniez chronio-
ny przed oksydacja poprzez zastosowanie adsorbentéw O,. Sg one umieszczane
w pojemnikach, w ktérych przechowuje sie sproszkowana biomase (50). Proszek
jest nastepnie wykorzystany do produkcji preparatow.

8. Podsumowanie

Badania nad cyjanobakteriami z rodzaju Arthrospira sa prowadzone od przeszio
40 lat. Rozwoj nauk biologicznych, w szczegolnosci biologii molekularnej pozwala
na ich coraz lepsze scharakteryzowanie.

Zastosowanie nowych technologii umozliwito zoptymalizowanie warunkéw ho-
dowli i odzysku biomasy Arthrospira. Jednak jako$¢ biomasy uzyskiwanej z otwar-
tych zbiornikéw musi by¢ bardzo dokfadnie kontrolowana, gdyz hodowle tego typu
mogag ulega¢ kontaminacji, m.in. toksycznymi gatunkami cyjanobakterii. Moze to
prowadzi¢ do utraty duzych partii uzyskiwanej biomasy. Dlatego badania nad pod-
niesieniem bezpieczenstwa hodowli w otwartych stawach sg niezwykle istotne. Ho-
dowle w bioreaktorach, w przypadku ktorych ryzyko kontaminagji jest niskie, wigza
sie z kolei z wysokimi kosztami. Prace prowadzone w celu obnizenia tych kosztow
powinny przyczyni¢ sie do stopniowego zastepowania hodowli w zbiornikach
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otwartych hodowlami w bioreaktorach, a co za tym idzie poprawieniem jako$ci
otrzymywanej biomasy.

Ze wzgledu na trudnosci zwigzane z zastosowaniem metod inzynierii genetycz-
nej u Arthrospira, istnieje niewiele danych dotyczacych analizy poszczeg6lnych ge-
now tej cyjanobakterii. Poznanie sekwencji genomu powinno ufatwi¢ prowadzenie
badan i przyczynic sie do ich rozwoju, czego nastepstwem moze by¢ znalezienie no-
wych zastosowan cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira, np. do produkcji wodoru czy
jako szczepionki jadalne dla ludzi i zwierzat. Inne obszary innowacyjnych badan nad
cyjanobakteriami z rodzaju Arthrospira dotycza mozliwosci wykorzystania biomasy
Arthrospira do oczyszczania $ciekéw zaréwno z metali ciezkich, jak i substancji or-
ganicznych.

Petne oméwienie licznych zastosowan biotechnologicznych tych cyjanobakterii
zostalto przedstawione w publikacji Biotechnologiczny potencjat cyjanobakterii z rodza-
Jju Arthrospira.

Autorzy dziekujg Pani prof. dr hab. E. tojkowskiej za pomoc w redagowaniu tekstu.
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