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Summary

Microscopic fungi are widely used for synthesis and transformation of bio-
logically active compounds e.g. antibiotics, corticosteroids and androgens. The
fungal strains applied for steroid hormone production are also able to attack
pollutants, including deleterious xenabiotics e.g. polycyclic aromatic hydrocar-
bons (PAHs), chlorophenols or organotins to less toxic derivatives. Transforma-
tion, detoxification, and degradation of both types of hydrophobic substrates
(steroids and xenobiotics), as well as heavy metals recovery from industrial
wastes, are in the center of interest of Department of Industrial Microbiology
and Biotechnology. This paper is a short review on a possibility ofapplication of
industrial strains for environment protection and an introduction to our de-
tailed presentations (1-4) on this subject, during the 2"* National Biotechnology
Congress in £6dz.
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1. Wprowadzenie

Drobnoustroje wykazujg zdolno$¢ do przeksztatcania prak-
tycznie wszystkich zwigzkéw pochodzenia naturalnego, a takze
ksenobiotykdw. Przemiany te odgrywajg zasadniczg role w pro-
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cesach obiegu pierwiastkdéw, wykorzystywane sg w wielu procesach biotechnolo-
gicznych do wytwarzania wielu cennych produktéw, np. antybiotykdw, lekéw stero-
idowych, enzyméw. Mikroorganizmy moga by¢ takze przyczyng powaznych strat
gospodarczych, np. w wyniku psucia si¢ zywnosci, czy biologicznej korozji réznych
surowcow i produktow, jak i stuzyé do rozktadu ucigzliwych ksenobiotykow. Zaréw-
no procesy korzystne, jak i szkodliwe z punktu widzenia cztowieka, przeprowadza-
ne sg czesto przez te same gatunki, czy zespoty drobnoustrojow. Znajduje to swoje
odzwierciedlenie w badaniach naukowych, zwlaszcza o charakterze aplikacyjnym.
Z jednej strony ustala sie warunki sprzyjajace procesom degradacyjnym, a z drugiej
poszukuje sie coraz skuteczniejszych biocydéw, ograniczajacych rozwoj drobno-
ustrojow (+-4).

2. Biotransformacja steroidéw i degradacja ksenobiotykow

Zwigzki steroidowe sg substancjami cyklicznymi zawierajgcymi w swojej czas-
teczce uktad steranu (cyklopentanoperhydrofenantrenu) (rys). Powszechno$¢ wyste-
powania steroidow u Eucaryota powoduje, ze substancje te sg stosunkowo szybko
utylizowane w Srodowisku naturalnym i relatywnie duza liczba gatunkéw jest zdol-
na do ich przeksztatcania, a nawet catkowitej degradacji. Niekt6re z tych przemian,
np. degradacja tancucha bocznego steroli, ! ip- i 16a-hydroksylacja sga wykorzysty-
wane do mikrobiologicznej produkcji lekéw steroidowych (5,6).

W przeprowadzonych przez nas badaniach nad zdolno$cig grzybdéw transfor-
mujacych steroidy do biokonwersji cyklicznych zwigzkéw niesteroidowych wykaza-
lisSmy, ze szczepy aktywnie hydroksylujace korteksolon transformujg réwniez antra-
cen (7) (zestawienie). Najwieksza aktywnos$¢ wykazywat szczep Cunninghamella
elegans IM 1785 oraz jego mutanty IM 1785/21Gp oraz 1785 /IOGi. Szczepy te byly
réwniez najwydajniejsze w eliminacji fenantrenu z podioza. Szczep IM 1785/2 IGp
jest obiektem intensywnych badai nad powigzaniami miedzy mechanizmami regu-
lujgcymi 11-hydroksylacje kortykosteroidow i transformacije fenantrenu, z udziatem
cytochromu P-450 (8). Zagadnienia te byly przedmiotem osobnego doniesienia na
Kongresie (1).

C. elegans IM 1785/2 IGp bedacy modelem do$wiadczalnym w badaniach nad jed-
noczesnym przeksztatcaniem kortykosteroidéw i WWA jest réwniez zdolny do de-
gradacji niecyklicznych ksenobiotykéw. Grzyb ten degraduje tr6jbutylocyne (TBT),
z wytworzeniem dwubutylocyny (DBT) i monobutylocyny (MBT), przy stezeniu wyjs-
ciowym ksenobiotyku 10 mg/l, i wydajnosci 70%, po 7 dniach inkubacji (9). W proce-
sie tym podobnie jak w transformacji kortykosteroidow i WWA, uczestniczy cyto-
chrom P-450 (10, 2). Badania te zostaly szerzej przedstawione w (4).
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Zestawienie

Szczepy grzybdw mikroskopowych aktywnie hydroksylujacych kortykostroidy, zdolne do przeksztatcania an-
tracenu i fenantrenu (7,8)

Cylindrodadium simplex IM 2358
Cylindrocladium simplex IM2358/650
Monosporium olivaceum IM 484
Cunmlaria lunata 1IM2901*

Cunmlaria lunata 1M2901/366
Cunmlaria tuberculata IM4417
Cunninghamella elegans IM 1785
Cunninghamella elegans IM1785/21Gp**
Cunninghamella elegans IM 1785/1 0Gi

'Szczep wytwarzajacy takze biosurfaktant (14).
Szczep rozkladajacy réwniez aktywnie organiczne zwigzki cyny (10).

3. Detoksykacja ksenobiotykéw oraz szkodliwych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego

Zarbwno substraty steroidowe, jak i ksenobiotyki mogg mie¢ niekorzystny
wptyw na przeksztatcajace je drobnoustroje. Znajduje to swoje odbicie zaréwno
w morfologii drobnoustrojow, jak i przebiegu krzywych wzrostu, zwlaszcza jezeli
substratami sg ksenobiotyki o silnym dziataniu béjczym, np. TBT, czy pentachlorofe-
nol (PCP). Stezenie tych biocyddéw w podtozu wzrostowym rzedu 10 mg/l praktycz-
nie catkowicie hamuje kietkowanie zarodnikéw C. elegans i Mucor ramosissimus. Nie-
mniej jednak grzyby te sg zdolne do ograniczonego wzrostu i przeksztatcania tok-
sycznych substratow jezeli sa dodane do hodowli w drugiej potowie logarytmicznej
fazy wzrostu.

Obserwacje mikroskopowe szkodliwego wptywu substratéw na drobnoustroje
rosnace w formie strzepek jest utrudnione, ze wzgledu na naturalne zréznicowanie
morfologiczne strzepek, narastajace wraz z wiekiem grzybni, a zwlaszcza wakuoli-
zacjg starszej czesci strzepek. Dogodnym obiektem do analizy toksycznego wptywu
substratu na przeksztatcajace je drobnoustroje sg organizmy jednokomdrkowe,
a zwlaszcza drozdze rozszczepkowe Schizosaccharomyces pombe, nie wytwarzajgce
w trakcie swojego cyklu komorkowego paczkéw. Drozdze te wykazujg zdolno$¢ do
redukcji grup ketonowych do wodorotlenowych, przeksztatcajagc androstendion
(AD) i androstadiendion (ADD) odpowiednio do testosteronu (TS) i dehydrotestoste-
ronu (DTS). Substraty, w przeciwienstwie do produktow reakcji, hamuja podziat ko-
morek i stymuluja powstawanie nieregularnych form komoérkowych. Sciana komar-
kowa zmienionych drozdzy jest mniej podatna na dziatanie enzyméw litycznych
(11). Podobnie zmienione morfologiczne ksztatty komorek wystepujg u mutantéw
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S. pombe, u ktérych wystepuje zaburzenie tworzenia przegrody poprzecznej, w trak-
cie podziatu komérek. Przypuszcza sie, ze tworzenie znieksztatconych form komér-
kowych u drozdzy rozszczepkowych spowodowane jest niezréwnowazong synteza
potimeréw Sciany komdrkowej w miejscach, gdzie powstaje nowa przegroda (12,11).

Drobnoustroje przeksztatcajace hydrofobowe ksenobiotyki moga wytwarza¢ emul-
gatory, ktdre sprzyjajg utylizacji i/lub detoksykacji lipofilnych substratow (13). jako
przyktad moga postuzy¢ grzyby strzepkowe Curvularia lunata. Przemystowy szczep
C. lunata IM 2901, stosowany do produkcji hydrokortyzonu i transformujgcy antra-
cen oraz fenantren, wytwarza substancje emulgujace oleje roslinne i mineralne (14).
Sprzyja to wykorzystywaniu przez grzyb hydrofobowych substratow, jako zrodia
wegla i energii, a takze chroni przed toksycznym wptywem biocyddw, jak PCP czy
TBT.

Wyodrebniony przez nas z przepracowanych chtodziw szczep grzybéw nitkowa-
tych Mucor ramosissimus IM 6203 jest zdolny do atakowania pentachlorofenolu (PCP)
z wytworzeniem 2,3,5,6 tetrachlorochinonu (TeCH), jako produktu posredniego de-
gradacji ksenobiotyku. Wydajno$¢ utylizacji ulegata zwiekszeniu, gdy grzyb ten rost
na podtozu zawierajgcym przepracowany olej samochodowy (15). Po 7 dniach ho-
dowli odzyskiwano jedynie 8,3% PCP i 4,3% TeCH w stosunku do kontroli abiotycz-
nej (stezenie wyjsciowe biocydu 10 mg/f). Wzrost M. ramosissimus IM 62003 na
podiozu zawierajgcym przepracowany olej i biocyd byt powigzany z wytworzeniem
przez grzyb substancji emulgujacych olej, ktore sprzyjaty wzrostowi szczepu oraz
utylizacji ksenobiotyku (15).

4. Usuwanie toksycznych metali i degradacja ksenobiotykéw

W zanieczyszczonym $rodowisku, szkodliwym zwigzkom organicznym towarzy-
szg czesto toksyczne metale ciezkie. Dotyczy to zaréwno metali ciezkich, ktére nie
uczestnicza w procesach zyciowych, jak rte¢, otéw, srebro, ztoto, antymon czy
kadm, a takze pierwiastkdw, ktére w matych ilosciach sg niezbedne dla prawidtowe-
go przebiegu procesow fizjologicznych, a w wiekszych zaburzajg przemiany komor-
kowe, jak cynk, nikiel czy miedz. Nalezy podkresli¢, ze wzgledna toksycznos¢ nie-
ktorych metali ciezkich moze byé zwigzana nie tylko z ich stezeniem w $rodowisku
ale rowniez zaleze¢ od szeregu czynnikéw abiotycznych, jak potencjat oksydore-
dukcyjny, pH, temperatura otoczenia, obecno$¢ kationdéw innych metali itp.

Drobnoustroje wystepujace w $rodowisku moga sprzyja¢ ich immobilizacji, jak
i stymulowac ich obieg w ekosystemach. Bakterie i grzyby wyodrebnione z r6znych
Srodowisk i wykorzystywane w procesach przemystowych moga by¢ réwniez wyko-
rzystywane do usuwania metali z odpadéw. Dotyczy to zwiaszcza biomasy stano-
wigcej klopotliwy odpad technologiczny, ktéra moze byé stosowana jako sorbent
wigzacy metale. W skiad oston komérkowych drobnoustrojow wchodzg liczne poli-
mery jak lipopolisacharydy, mureina, chityna, chitozan, glukany, mannany, zawie-
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rajace liczne podstawniki (grupy hydroksylowe, karboksylowe, sulfhydrylowe) tatwo
wigzace kationy. Niektore przeksztatcenia zwigzkéw hydrofobowych, w ktorych
uczestniczg uklady enzymatyczne zawierajgce cytochrom P-450, sprzyjajg zwieksze-
niu liczby grup sulfhydrylowych w strukturach powierzchniowych drobnoustrojéw
(16,17). Przyktadem moga by¢ tutaj grzyby stosowane do produkcji lekow steroido-
wych na drodze 11-hydroksylacji kortykosteroidéw, ktorych $ciana komérkowa
z powodzeniem wykorzystywana jest jako sorbent metali ciezkich (3,16).

Na szczegdlng uwage zastugujg drobnoustroje wyodrebnione ze Srodowisk sil-
nie skazonych metalami, zwilaszcza przez dtugi okres, co sprzyja adaptacji mikroor-
ganizméw do skazonego Srodowiska. Wyizolowany przez nas z odpadéw poflota-
cyjnych (gromadzonych przez ponad 150 lat na hatdach wokot huty metali niezelaz-
nych) szczep grzybow nitkowatych Verticillium marquandii IM 6003 charakteryzuje
sie bardzo wysoka odpornoscig na metale ciezkie. Ponadto jest on zdolny do selek-
tywnego wigzania (pobierania) cynku w obecnosci otowiu, 84 mg/g suchej masy
grzybni (18). Réwniez pochodzacy z tych odpadéw szczep bakteryjny Rhodococcus
equi IM 6KB3 moze by¢ wykorzystany zaréwno do eliminacji metali ciezkich, jak
i wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA). Unieruchomione ko-
morki tego szczepu na szklanym filtrze membranowym aktywnie wigzaty otéw oraz
antracen, co wskazuje na mozliwos¢ ich uzycia do szybkiego i skutecznego usuwa-
nia zanieczyszczen metaloorganicznych ze Sciekdéw przemystowych (19).

5. Podsumowanie

w przedstawionych danych wskazuje sie, ze drobnoustroje stosowane w proce-
sach przemystowych moga by¢ réwniez przydatne do eliminacji zanieczyszczen,
zwhaszcza jezeli dotyczy to przeksztatcen z udziatem cyt P-450 - hemoproteidu
wchodzacego w sklad enzymoéw odpowiedzialnych za transformacje steroidow
i rozktad toksycznych ksenobiotykéw.

W badaniach zaréwno o charakterze podstawowym, jak i aplikacyjnym nad bio-
degradacja i detoksykacja ksenobiotykéw zazwyczaj bierze sie pod uwage pojedyn-
cze procesy zachodzace z udziatem czystych kultur. W warunkach naturalnych drob-
noustroje stykajg sie z wieloma zanieczyszczeniami, zaréwno organicznymi jak
i metalami ciezkimi. W przypadku dtugotrwatego zanieczyszczenia Srodowiska, tak
jak ma to miejsce na Slasku, dochodzi do adaptacji drobnoustrojow do wyste-
pujacych warunkow. Wyodrebnione stamtad szczepy, czesto sg zdolne do rozktadu
toksycznych ksenobiotykéw w obecnosci wysokich stezen metali ciezkich i moga
stanowi¢ podstawe do opracowania preparatéw przydatnych szczegdlnie do usuwa-
nia ucigzliwych zanieczyszczen.
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