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Sazetak

Diplomskog rada studentice Lucije Sklepi¢, naslova

ZNACAJ I PRIMJENA CIJANOBAKTERIJA U MIKROBNOJ BIOTEHNOLOGIJI

Stalan rast populacije uzrokuje zabrinutost vezanu uz energetsku krizu, proizvodnju hrane,
bolesti, globalno zagrijavanje i ekoloska pitanja koja zahtijevaju odrziva rjesenja iz prirode.
Cijanobakterije se nalaze u gotovo svim staniStima na Zemlji i mogu se naci u okruzenjima
podloznim stresnim uvjetima, kao $to su pustinjska tla, ledenjaci i topli izvori. Zbog svoje
velike prilagodljivosti, svestranosti, karakteristi¢noj strukturi stanica i proizvodnji brojnih
metabolita, danas su glavni predmet istraZivanja u svrhu njihove primjene u biotehnologiji. S
druge strane, cijanobakterije mogu ispustati niz cijanotoksina razli€itih struktura i u¢inaka na
zdravlje ljudi i zivotinja. Stoga ovaj rad predstavlja pregled literatura koje opisuju upotrebu i
njihov potencijal u poljoprivrednoj proizvodnji, zastiti okoli$a, prehrambenoj, farmaceutskoj
industriji te u biorafineriji. U ovom radu su opisani i najvazniji rodovi za svaku pojedinu
granu biotehnologije.

Kljuéne rijeci: cijanobakterije, biotehnologija, metaboliti, biomasa



Summary

Of the master’s thesis — student Lucija Sklepié¢, entitled

SIGNIFICANCE AND APPLICATION OF CYANOBACTERIA IN MICROBIAL
BIOTECHNOLOGY

The constant growth of the population causes concerns related to the energy crisis, food
production, diseases, global warming and environmental issues that require sustainable
solutions from nature. Cyanobacteria are located in almost all Earth’s habitats and can be
found in stress-prone environments such as desert soils, glaciers and hot springs. Due to their
high adaptability, ubiquity, the characteristic structure of cells and the production of
numerous metabolites, they are now the main subject of research for their application to
biotechnologies. On the other hand, cyanobacteria may release a range of cyanotoxins of
different structures and effects on human and animal health. Therefore, this thesis presents an
overview of literature that describes the use and their potential in agricultural production,
environmental protection, food production, pharmaceutical industry and biorefinery. This
thesis also describes the most important genera for each branch of biotechnology.

Keywords: cyanobacteria, biotechnology, metabolites, biomass



1. UVOD

Biotehnologija je znanost koja povezuje bioloSke i tehnoloske znanosti kako bi pomoc¢u

organizama, stanica i njihovih derivata dobila proizvode za dobrobit ¢ovjeCanstva. Prema
Konvenciji o bioloskoj raznolikosti biotehnologija se definira kao ,,svaka tehnoloska primjena
koja koristi bioloske sustave, zive organizme ili njihove derivate za proizvodnju ili
modificiranje proizvoda ili procesa za specifi¢nu uporabu®. Kroz povijest ljudi su Kkoristili
mikroorganizme za produljenje vijeka trajanja namirnica. Biotehnologija je znanost stara
koliko i tradicija izrade kruha, vina, piva i fermentiranih proizvoda koja datiraju iz vremena
starih civilizacija s podrucja nekadasnje Mezopotamije, Egipta i Kine (Bolf 2020). U novije
doba biotehnologija sve viSe povezuje znanja iz podrucja biologije, fiziologije, biokemije,
molekularne biologije, genetike, biokemijskog inzenjerstva, imunologije, bioinformatike i
srodnih znanosti. Prema navedenome biotehnologija se moze podijeliti na klasi¢nu ,,staru’ i
modernu ,,novu‘ biotehnologiju.
Najznacajniji biotehnoloski proizvodi do Cetrdesetih godina 20. stoljeca su pekarski kvasac,
organske kiseline, razna otapala i aminokiseline. Do osamdesetih godina 20. stolje¢a poceli su
se proizvoditi antibiotici, enzimi, probiotici, proteini, biopolimeri biotenzidi, te nakon
osamdesetin dolazi do razvijanja rekombiniranih cjepiva, biogoriva, biofarmaceutika,
rekombinantnih proteina, monoklonskih tijela, bioloski aktivnih tvari iz biljaka i dr.. Obzirom
na Sirok spektar djelovanja biotehnologije, moze Se podijeliti i prema podruéju primjene.
Osnovna podjela, prema podru¢ju primjene biotehnologije je zelena (poljoprivredna
industrija), crvena (medicinska industrija), plava (akvakultura i marikultura) i bijela
(industrija proizvodnje kemikalija i biofarmaceutika) biotehnologija, a razvijaju se i druge kao
§to su ljubiCasta (zaStita intelektualnog vlasniStva), zuta (proizvodnja hrane), zlatna
(bioinformatika), smeda (proizvodnja hrane u su$nim podrucjima) i siva (zastita okolisa)
(Bolf, 2020).

Cijanobakterije su najstariji, prokariotski, fotoautotrofni, gram-negativni mikroorganizmi,
koji se nalaze u gotovo svim staniStima na Zemlji. Morfoloski gledano, mogu postojati kao
jednostani¢ni ili nitasti (kolonijalni) oblici. Razmnozavaju se isklju¢ivo nespolno
(vegetativno) binarnom diobom, stani¢na stijenka im je viSeslojna (sastavljena od mureinskog
peptidoglikanskog sloja), sadrze pigmente kao §to su klorofil a, karotenoide i fikobiline
(fikobilisome). Od rezervnih supstanci mogu sadrzavati a glikogen a granule, S granule
(lipide), polifosfatne granule (skladiStenje fosfata), cijanoficin (alternativni izvor duSika),
poli-g-hidroksibutirat (alternativni izvor ugljika) te karboksisome.

Prema fosilnim zapisima, smatra se kako su nastali prije dvije milijarde godina (Abed i sur.,
2009). NajceS¢e cijanobakterijske strukture u fosilnim zapisima ukljucuju stromatolite i
onkolite (Rastogi i sur., 2009). Stromatoliti fosilnih cijanobakterija koje proizvode Kisik,
datiraju prije 2,8 milijardi godina (Rastogi i sur., 2009). Cijanobakterije su tako mogle
prezivjeti u gotovo svim stanistima, od oceana do slatkih voda, tla do golih stijena, pustinja do
ledenjaka, vrucih izvora do arktickih i antarktickih jezera te u obliku endosimbionata u
biljkama, liSajeva i nekoliko protista (Rastogi i sur., 2009).

Sve cijanobakterije provode oksigenu fotosintezu, ali neke vrste mogu prije¢i i na tipi¢nu
bakterijsku anoksigenu fotosintezu (koriste sulfid kao donor elektrona umjesto vode).
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Pojedine cijanobakterije tvore heterociste koje imaju sposobnost fiksiranja atmosferskog
dusika (posjeduju enzim nitrogenazu). Metaboliti cijanobakterija uklju¢uju antibakterijske,
antifungalne, antivirusne, antikancerogene, antiplazmodijalne, algicide i imunosupresivne
tvari ¢ijom se daljnjom preradom dobivaju razli¢iti korisni proizvodi. Filogenetske analize
cijanobakterija na temelju 16S rRNA ukazuju na raznolikost ove skupine mikroorganizama te
su istrazivanja u proSlim desetlje¢ima viSe temeljena na njihovoj morfologiji, ekologiji,
fiziologiji i filogeniji nego na njihovoj potencijalnoj primjeni u biotehnologiji. Dana$nja
istrazivanja su vise usmjerena prema iskoriStavanju cijanobakterija i njihovih sekundarnih
metabolita u biotehnoloske svrhe. Stoga je glavna ideja ovog preglednog rada prikazati
njihovu primjenu i znacaj u biotehnologiji.



2. OSNOVNE KARAKTERISTIKE CIJANOBAKTERIJA
2.1. Sistematika

Cijanobakterije su morfoloSki najraznovrsnija skupina medu prokariotima. Evolucijski

odnosi i opisivanje raznolikosti ove domene veoma je izazovno i zahtjevno s obzirom na
njihovu veliku bioraznolikost i rasprostranjenost u razli¢itim uvjetima okolisa. lako su
cijanobakterije evolucijska i ekoloski vazna skupina organizama, postoje znacajne praznine u
pogledu njihove taksonomije i sistematike. Jedan od problema su otezani uvjeti i simulacija
uzgoja prirodnog okruzenja ekstremnih uvjeta odnosno njihova nemogucénost Kultivacije
nekultiviranih vrsti.
Tijekom veceg dijela 19. i 20. stolje¢a taksonomija cijanobakterija zasnivala se gotovo u
potpunosti na morfologiji. Njihova se klasifikacija u pocéetku zasnivala ha Medunarodnom
kodeksu botanicke nomenklature (ICBN-International Code of Botanical Nomenclature)
(Dvorak i sur. 2018). Kasnije, uvidanjem prokariotske prirode, klasifikacija se prebacuje na
Medunarodni kodeks nomenklature prokariota (ICNP- International Code of Nomenclature
of Prokaryotes) (Hentschke i Watson 2022.). Na temelju njihove morfologije dijelile su se u
tri glavne skupine: kokoidni tipovi s jednostani¢nim ili kolonijalnim oblicima, heterocitni
filamenti (fiksiraju dusik u heterocitima) i neheterocitni filamenti koji su predstavljali ne
specijalizirane stanice. Krajem 70-tih godina, od kako je opceprihvacen opis prema
Medunarodnom kodeksu nomenklature prokariota, ovi organizmi su se poceli intenzivnije
proucavati polifaznom taksonomijom koja ih karakterizira prema ekoloSkim, morfoloskim 1
biokemijskim znacCajkama, ali uglavnom koristenjem molekularnih metoda (Hentschke i
Watson 2022.). Pojavom moderne tehnologije tijekom posljednja dva desetljeca,
sekvenciranje gena 16S rRNA osiguralo je obilne koli¢ine podataka medu kojima se pokazalo
da pojedine morfoloske znacajke ne moraju nuzno odgovarati filogenetskim konstrukcijama
molekularnin  metoda. Tako su kokoidni oblici blisko povezani s heterocitnim i
neheterocitnim filamentima, primjerice heterocitni monofilament reda Nostocales blisko je
povezan s kokoidnim rodom Chroococcidiopsis (Hentschke i Watson 2022.). Kombinacija
ovih suvremenih metoda s proucavanjem tradicionalne morfoloSke i ekoloske raznolikosti
cijanobakterija, te redefiniranje tipi¢nih svojstava i markera cijanobakterijskih entiteta u
razli¢itim biotopima neizbjezni su taksonomski kriteriji za primarnu klasifikaciju. Medutim,
molekularni podaci ¢esto ukazuju na taksonomski sustav cijanobakterija koji nije u skladu s
njihovom morfologijom, iako su oba vazna obiljeZja za kona¢nu procjenu. Ovakav priljev
podataka takoder je pridonio velikoj taksonomskoj zbrci kod prepoznavanja i odredivanja
vrsta mnogih rodova. Trenutno je polifazni pristup, ukljucujuci i fenotipske i genetske analize,
najprihvacéenija metoda za klasifikaciju cijanobakterija.

Iako je broj istrazivanja bioraznolikosti cijanobakterija u porastu, ukupan broj vrsti u
razli¢itim taksonomskim skupinama ostaje nepredvidljiv. Procjene ukupnog broja vrsta
cijanobakterija krecu se od 2000 do 8000 vrsta od kojih polovica tek treba biti opisana
(Nabout i sur. 2013.).

Prema Hentschke i Watson (2022.) trenuta¢no cijanobakterije broje 1468 opisanih vrsta, 374
roda, 56 porodica te osam redova koji su potvrdeni molekularnim metodama, filogenetske
analize polozaja 16S rDNA. Nostocales je najraznovrsniji red s 84 roda, a slijede ga
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Synechococcales i Oscillatoriales (Slika 1). Molekularna istrazivanja odgovorna su za veliki
porast broja taksona opisanih od 2010. godine, tako su opisana gotovo 154 novih rodova §to
predstavlja 46% ukupne poznate bioraznolikosti cijanobakterija (Hentschke i Watson 2022.).

140
120
100

Broj rodova
[~
o

» Molekularne analize Morfoloske analize
Slika 1. Odnos izmedu broja postoje¢ih morfogenera i rodova potvrden od strane filogenije 16S rDNA u
redovima cijanobakterija. Prilagodeno iz Hentschke i Watson (2022.).

2.2. MorfoloSka grada

Cijanobakterije su prokariotski, gram-negativni te fotoautotrofni mikroorganizmi koji
su prilagodljivi razli¢itim specijaliziranim ekosustavima. Morfoloski obitavaju jednostani¢no,
nitastog, kolonijalnog pravilnog i kolonijalnog nepravilnog oblika.

Vecina cijanobakterija posjeduje stani¢ni omota¢ kojeg ¢ini higroskopna Zelatinozna
ovojnica. Ovojnica se sastoji u pravilu od tri sloja mikrofibrila koji su gradeni od pektinske
kiseline 1 mukopolisaharida (Sahoo 2022.). Omotaci su mrezasto rasporedeni unutar matrice
¢ija je funkcija upijanje i zadrZavanje vode te daju homogeni izgled. Shematski prikaz grade
cijanobakterije prikazan je na slici 2.

Stanica cijanobakterije okruZena je mureinskom stani¢nom stijenkom koju c¢ini
higroskopna cetveroslojna, Zelatinozna ovojnica. Gradena je od peptidoglikanskih N-
acetilglukozamin lanaca i N-acetil-muraminske kiseline. Prvi i drugi slojevi su elektronski
gusti te su debljine 3-10nm, dok su treéi i Cetvrti slojevi porozni za elektrone debljina 10-
1000nm te 3-10nm (Sahoo 2022.). Treéi sloj ovojnice sastoji se od muraminske Kiseline,
glutaminske kiseline, alanina, glukozamina i a-di-amino-pamelinske Kkiseline. lako se
cijanobakterije aktivno ne pokrecu, kod onih koje se ,,0scilatoricki gibaju® postoje jos dva
sloja, S-sloj i vlaknasti sloj koji sadrze pore. Pojedine cijanobakterije sadrze na povrSini
stanice i proteinske nastavke — pile. Mnoge sadrzavaju glikopolisaharidni sloj — galertu (slika
3).
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Slika 2. Grada cijanobakterijske stanice. Izvor: Pandey 2020.

Slika 3. Chroococcus turgidus obavijen galertom. lzvor: prezentacija Izv.prof.dr.sc. Marija Gligora Udovi¢,
Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matemaBcki fakultet, Bioloski odsjek.

Ispod stani¢ne stijenke nalazi se tanka citoplazmatska membrana. Ima debljinu 7nm,
selektivno je propusna i odrzava fizioloski integritet stanice.

Citoplazma je diferencirana u dva podrucja, vanjsko periferno podrucje
(kromoplazma) i sredi$nje tijelo (centroplazma) (Sahoo 2022.).
Kromoplazma sadrzi spljoStene vezikularne strukture, tilakoidi ili lamele. Lamele su
rasporedeni u viSe paralelnih hrpa ili su nepravilno razbacane te je svaka lamela okruzena
jedinstvenom membranom debljine 75 A. Lamele su odvojene razmakom kojeg upotpunjava
citosol koji sadrzi ribosome, karboksisome, granule glikogena, granule cijanoficina, lipidna
tjelesca, polifosfatna tjelesca, pigmente fikobilisome; fikocijanin, fikoeritrin, alofikocijanin i
fikoeritrocijanin. Fikobilisomi su strukture koje sakupljaju svjetlost, povezane s fotosustavom
I1 (PSII), apsorbiraju vidljivu svjetlost u rasponu od 450-660 nm (Sciuto i Moor 2015.).



Centroplazma ili sredi$nje tijelo, nepravilnog je oblika, bez membrane te u srediStu stanice
sadrzava prstenastu dvolancanu molekulu DNA-nukleotid. Nukleotid je tipicne gole DNA
strukture kao u prokariota s ribosomima veli¢ine 70's.

Citoplazmatske inkluzije rasporedene su po cijeloj protoplazmi te su manji nego kod
eukariota. Tu spadaju vakuole, ribosomi, karboksisomi, cianoficin (alternativni izvor dusika),
a glikogen a granule, ¢ granule-lipidi, poli-e-hidroksibutirat granule (alternativni izvor
ugljika), polifosfatne granule (skladiste fosfata) i druga skladi$na tjeleSca.

RazmnoZavanje cijanobakterija odvija se isklju¢ivo vegetativno. Kod jednostani¢nih
oblika odvija se binarnom diobom nakon replikacije DNA, dok se kod nitastih oblika
razmnozavaju akinetama i hormogonijima (hormociste).

Akinete (slika 4) su trajne spore nastale iz vegetativne stanice. Pretpostavlja se da su akinete
evolucijski prethodnici heterocista (Meeks i Elhai 2002.). Gradom je krupnija od mati¢ne
stanice, sadrzi zadebljanu stani¢nu stijenku bez pora koja je bogata hranjivim tvarima
(cijanoficinskim zrncima), raspored tilakoida je kao i u vegetativnim stanicama a DNA je 20-
30 puta veca $to joj omogucuje prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima kroz duze vremensko
razdoblje.

Hormogonij (hormociste) (slika 5) su kratki pokretni filamenti koji se oslobadaju iz
roditeljskih filamenata cijanobakterija. Pokretljivost im omogucuje protein oscilin medutim
mehanizam kojim se pokrece jo$ nije poznat. Kod nekih vrsta stanice sadrze i plinske vakuole
koje kontroliraju plovnost. Hormogonije igraju glavnu ulogu u Sirenju filamentoznih
cijanobakterija na kratke udaljenosti te mnogi sojevi pokazuju pozitivnu fototaksiju. Ne
fiksiraju dusik niti rastu (Meeks i Elhai 2002.).

Heterociste (slika 6) ovise o susjednim vegetativnim stanicama za svoju prehranu. Nastaju
diobom susjednih vegetativnih stanica u podru¢ju citoplazmatskih konektiva. Sadrze debelu
stijenku koje su propusne za dusik, ali nepropusne za kisik. Sadrze enzim nitrogenazu pomocu
kojeg reduciraju atmosferski duSik u amonijak odnosno provode fiksaciju duSika. Od
vegetativnih stanica razlikuju se veliCinom (krupnije su), bojom (ne sadrze fikobiline) te
sadrzajem (ne sadrze rezervne tvari). Utvrdeno je oko 120 vrsta koje vezu atmosferski dusik
(uglavnom slatkovodni oblici).

5.00um.|
Slika 4. Akineta - trajna spora nastala iz vegetativne stanice. lzvor: prezentacija lzv.prof.dr.sc. Marija Gligora
Udovi¢, Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno- matematicki fakultet, Bioloski odsjek.
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Slika 5. Hormogonij - pokretni filamenti stanica koje tvore cijanobakterije redova Nostocales i Stigonematales.
Izvor: 1zv.prof.dr.sc. Marija Gligora Udovi¢, Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno- matematicki fakultet,
Bioloski odsjek.

Slika 6. Heterocista - specijalizirana stanica u kojoj se odvija fiksacija dusika. Izvor: Izv.prof.dr.sc. Marija
Gligora Udovi¢, Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski odsjek.

2.3. Stani¢ni metabolizam

Cijanobakterije su jedni od najstarijih primarnih proizvodaca na Zemlji, koji imaju
sposobnost fotosinteze odnosno, preci su transformacije Zemljine atmosfere u atmosferu
prikladnu za aerobni metabolizam i slozen zivot. Tijekom vremena, cijanobakterije su razvile
raznolike skupine organizama koji su kolonizirali ve¢inu vodenih i zemljiSnih ekosustava i
¢ine veliki udio biomase koji odrzava biosferu. Vecina cijanobakterija su fotoautotrofi,
dobivaju energiju iz ugljikovog dioksida, vode, anorganske tvari i svjetlosti. Cijanobakterije
koje obitavaju u prostorima bogatim sulfidima imaju mogucnost prebacivanja izmedu
oksigene i anoksigene fotosinteze koja se oslanja samo na PSI (Veaudor i sur. 2020.). U
mraku je uobiCajeni na¢in metabolizma aerobno disanje, dok vrste koje su Cesto izloZene



anaerobnim uvjetima imaju sposobnost fermentacije spojeva za unutraSnje skladiStenje
ugljika, glikogena i sl. (Veaudor i sur. 2020.).

Fotosinteza se odvija u tilakoidima (Slika 7), a stani¢no disanje u citoplazmatskoj i
tilakoidnoj membrani izuzev ¢lanova roda Gloeobacter, koji posjeduju samo citoplazmatsku
membranu (Veaudor i sur. 2020.). Suncevu svjetlost primaju preko klorofila i fikobiliproteina
koji predstavljaju ,,antenski kompleks“. Sunéeva energija koja se uhvatila za ,antenski
kompleks“ dalje se prenosi na fotosustav 11 (PSIl) gdje se H20O: reducira na Op. Cetiri
elektrona visoke energije, zajedno s Cetiri protona, koriste se za redukciju plastokinona koji je
ujedno i krajnji akceptor elektrona PSII u plastokinol. Plastokinol dalje prosljeduje svoje
redukcijske ekvivalente u fotosustav | (PSI) gdje dobivaju dodatni redukcijski potencijal iz
druge svjetlosne reakcije za generiranje ATP-a i NADPH-a. Ova kemijska energija potice
asimilaciju anorganskih hranjivih tvari; CO2, N2, NOs, NH4, SOs, i dr. metale i minerale (Cu,
Ca, Mg, Fe, K, P, itd.).

Stroma kloroplasta
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Slika 7. Transport protona i elektrona na tilakoidnoj membrani. Izvor: Hanzer 2016.

Fiksacija ugljika nedvojbeno je jedan od najvaznijih metaboli¢kih procesa na Zemlji.
Veliki dio bioloske fiksacije CO2 provodi se Calvin-Benson-Basshamov ciklusom (Calvinov
ciklus) koji koristi ATP 1 reducirani NADPH za transport elektrona pri ¢emu je klju¢an enzim
ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RubisCO) (Veaudor i sur. 2020.). RubisCO
katalizira karboksilaciju molekule Se¢era s 5 ugljika (1,5-ribuloza bisfosfat (RuBP))
dodavanjem jedne molekule CO. kako bi se stvorile dvije molekule 3-fosfoglicerat s tri
ugljika (3PGA). 3PGA prolazi kroz niz pretvorbi kako bi se formirao Secer sa Sest ugljikovih
atoma (fruktoza-1,6 bisfosfat (FBP)) te regenerirao ribuloza-1,5-bisfosfat (RuBP) ¢ime se
Calvinov ciklus zatvara. Neto Calvinova ciklusa dana je sljedecom jednadzbom:

3CO2 + 5H20 + 6NADPH + 9ATP — 3PGA + 6NADP + 9ADP + 8 Pi.

Obzirom na njegovu klju¢nu ulogu, RubisCO je iznenadujuée neucinkovit kao enzim
(Veaudor i sur. 2020.). U biljkama je njegova Kkataliticka brzina veoma spora.

Cijanobakterijski RubisCO je neSto drugaciji i ucinkovitiji. Enzim RubisCO ne moze
razlikovati O, od CO.. Njegova aktivnost fotorespiracije pokrece oksigenaciju RuBP-a koja
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stvara po jednu molekulu 3PGA i 2-fosfoglikolata (2PG). Budu¢i da je 2PG toksican,
cijanobakterije su razvile strategije za recikliranje dvije molekule 2PG u jednu molekulu
3PGA, uz oslobadanje CO2. Stoga se 75% organskog ugljika spasava i koristi za sintezu
RuBP-a i ponovno pokretanje Calvinovog ciklusa (Veaudor i sur. 2020.). Nekoliko se
strategija koristi za povecanje aktivnosti cijanobakterijskog RubisCO u biotehnoloske svrhe,
kao Sto je, na primjer stvaranje mutanata pra¢eno procesom selekcije, kako bi se identificirali
mutirani proteini sa zeljenim svojstvima.

Da bi se favorizirala aktivnost RubisCO karboksilaze u odnosu na njegovu aktivnost
oksigenaze, cijanobakterije su razvile mehanizam koncentriranja ugljika - karboksisomima.
Membrana karboksisoma pogoduje selektivnom ulasku nabijenih molekula RuBP-a i
bikarbonata (HCOs"), u odnosu na nenabijene molekule O, i CO.. Difuzija CO, kroz
karboksisom znatno je sporija nego CO: koji prolazi stanicnu membranu. Nakon toga,
karbonska anhidraza (CA) katalizira hidrataciju CO2 i dehidraciju HCO3™ unutar lumena
karboksisoma kako bi se CO2 akumulirao u blizini RubisCO, koji fiksira CO, da bi se stvorio
3-fosfoglicerat (3PGA) koji zatim napusta karboksisom te se pretvara u Secere citosolnim
enzimima Calvinovog ciklusa. Veaudor i sur. (2020.) navode postojanje dvije vrste
karboksisoma, a-karboksisomi prisutni u a-cijanobakterijama (marinske cijanobakterije) i -
karboksisomi prisutni u B-cijanobakterijama (slatkovodne cijanobakterije). Osnovni geni za a-
karboksisome i B-karboksisome kodirani su cso i ccm operonima (Veaudor i sur. 2020.).
Shematski prikaz mehanizma koncentracije ugljika moze se vidjeti na slici 8. Jo$ jedan vazan
igrac u fiksaciji CO; je fosfoenol-piruvat-karboksilaza.

Za Pojavu visestrukih glikolitickih puteva odgovorna je prilagodba cijanobakterija na
razlicite okoliSne i stresne uvjete. Posjeduju sve poznate glikoliticke varijante puteva; EMP
(Embden—Meyerhof—Parnas), OPP (Oxidative Pentose Phosphate), PK (Phosphoketolase) i
ED (Entner-Doudoroff) put (Veaudor i sur. 2020.). Svi oni dijele reakcije i metabolite s
Calvinovim ciklusom i osiguravaju ATP, NAD(P)H i prekursore ugljika za sintezu
aminokiselina, nukleotida 1 masnih kiselina. Shematski prikaz glikolitickih puteva moze se
vidjeti na slici 9.
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Slika 8. Shematski prikaz mehanizma koncentriranja ugljika u Synechocystis PCC6803. Izvor: Veaudor i sur.
2020.



Glucose o GDH ¥r TCA cycle

Gly;ogen oLk ,I, N Acetate (Fig. 4)
5 PHB
ADPG 3G1P{— G6P Gluconate PK pathway !’
Fal = G|K o XuSP g AcP e AcCor
6PGL Yr PDH
= ED pathway
athwa GAP
OPGA  IEil> KDPG «— Fda 2= Pyr «—

6PGD *
".oé RuBP ’COE 0 PK
RusP = [PRK ™ RuBi
RuBisCO» | PEP == PEPC

%; E@ (F.ig- l)\ '

QANA & AP

A RSP  XuSP » 3PGA <% 2PGA
FGP - * .

° ® P CBB cycle e

i S7P  GAP ¢ | ECK

\ P <

FBP  SBP FéP E4P Xu5P % BPGA

| ET( GAP2 / Lower
G

F6P AP GAP1 glycolysis
DHAP (_fT W
A
Slika 9. Shematski prikaz glikolitickih puteva: EMP, PK, ED i OPP u Synechocystis PCC6803. Izvor: Veaudor i
sur. 2020.

Dusik je drugi najzastupljeniji element u zivim stanicama 1 prisutan je u
aminokiselinama, nukleotidima i stani¢noj stijenci (peptidoglikan). Kod cijanobakterija, dusik
se akumulira u pigmentima koji prikupljaju svjetlost (klorofil, fikocijanin, fikoeritrin) te se
pohranjuje u obliku cijanoficina. Cijanobakterije kao izvor dusika mogu koristiti amonijak,
nitrate ili nitrite, a neke vrste mogu asimilirati ureu, aminokiseline ili vezati atmosferski dusik
N2. Kako je N2 vrlo stabilan, fiksacija jedne molekule N2 katalizirana enzimom nitrogenazom
energetski je skupa:

N. +16ATP + 8H" +8e” — 2NH3 +H> +16ADP + 16Pi.

Buduc¢i da je enzim nitrogenaza nepovratno inhibiran kisikom, cijanobakterije koje fiksiraju
N2 (diazotrofne) razvile su nekoliko strategija za zastitu svoje nitrogenaze od O2. Mnoge
diazotrofne filamentozne cijanobakterije, kao $to je Nostoc sp., reagiraju na smanjenje duSika
diferenciranjem (nepovratno) nekih svojih vegetativnih stanica u heterociste (Veaudor i sur.
2020.). Nadalje, heterociste zadrzavaju fotosustav I za prikupljanje svjetlosti i proizvodnju
kemijske energije (ATP), ali nemaju fotosustav Il koji proizvodi O2. Stoga ne mogu generirati
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elektrone iz vode i ovise o reduciranom (organskom) ugljiku o svojim susjednim vegetativnim
stanicama. Druge, morske neheterocitne cijanobakterije koje pripadaju rodu Trichodesmium
sp. takoder mogu fiksirati N2 u potpuno aerobnim uvjetima dok istovremeno fotosintetski
razvijaju O, pomocu jedinstvenih stanica za fiksiranje dusika - diazocita (Sciuto i Moor
2015.). Posljedicno, cijanobakterije su razvile sofisticirani regulatorni sustav za odrzavanje
omjera ugljika i duSika od oko pet prema jedan, Sto implicira da za pet molekula CO2 mora
biti asimilirana jedna molekula amonijaka (Veaudor i sur. 2020.). Cijanobakterije suocene s
neravnotezom ugljika-dusika mogu proizvesti egzopolisaharide i biorazgradivu plastiku koja
je od velikog biotehnoloskog interesa.
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3. CIJANOBAKTERIJE U POLJOPRIVREDNOJ
PROIZVODNJI

Cijanobakterije su organizmi koji se potencijalno koriste kao hrana, prvenstveno sto¢na
hrana i gorivo. Jedinstvena svojstva cijanobakterija ukljucuju kratka generacijska vremena,
njihovu sveprisutnost i ucinkovit potencijal vezanja atmosferskog dusika. Ovi jedinstveni
organizmi provode fotosintezu, bioremedijaciju otpadnih voda, proizvode visoke koli¢ine
biomase i1 biogoriva. Biomase cijanobakterija koriste se kao biognojiva za poboljSanje
hranjivog ili mineralnog statusa i sposobnosti zadrzavanja vode u tlu. Mogu izravno ili
neizravno povecati stopu rasta biljaka: izravno, kroz proizvodnju bioloski aktivnih tvari za
poticanje rasta kao $to su fitohormoni (auksini, giberelini i citokinini) i neizravno kada
cijanobakterije sprjeCavaju propadanje biljaka uzrokovano jednim ili viSe patogenih
mikroorganizama (Munera-Porras 1 sur. 2020.). Stara primjena cijanobakterija u
agroekosustavima kao biognojiva (Anabaena sp, Nostoc sp.) i u industrijskim sektorima kao
prehrambeni proizvodi (Spirulina) motivirali su znanstvenike da dodu do mnogo specifi¢nijih
primjena cijanobakterija u poljoprivrednim i industrijskim sektorima. U 1950-ima zapoceta je
primjena osusSene cijanobakterijske biomase na tlo i nazvana 'algalizacija' (Garlapati i sur.
2019.). Ovaj proces pomogao je u donosenju promjena koje se odnose na plodnost tla i
poboljsanju produktivnosti usjeva za 15-20% u poljskim eksperimentima. Stovise, metoda je
vrlo prirodna i naj¢e$¢e ne zahtijeva velike ekonomske inpute. Uloga i korist pojedinih vrsti
cijanobakterija u poljoprivrednoj proizvodnji prikazana je u tablici 1.

Tablica 1.Uloga pojedinih cijanobakterija u poljoprivrednom sektoru. Izvor: Munera-Porras i sur. 2020.

ORGANIZAM TIP USJEV

Anabaena sp. Biognojivo Oryza sativa L.

Anabaena laxa N dodatak Cicer arietinum L.

Anabaena sp. Promotor rasta ~ Zea mays L.

Anabaena azollae N dodatak Oryza sativa L.
Zeamays L.
Saccharum officinarum

Anabaena sp. N dodatak Zea mays L. hibridi

Oscillatoria sp. Obnova tla Gnojidba tla

Oscillatoria curviceps
Oscillatoria nigra
Oscillatoria princeps

Promotor rasta

Hordeum vulgare
Triticum aestivum
Zea mays L.

Phormidium kutzing Obogacuje tlo Bioloska komponenta tla
Nostoc sp. Obnova tla Bioloska komponenta tla
Nostoc commune Obnova tla Bioloska komponenta tla
Nostoc commune Tubt 05 Biognojivo Oryza sativa L.

Sadasnje prakse upravljanja tlom (anorganska gnojiva 1 kemikalije za zaStitu bilja) poboljSale
su koli¢inu proizvodnje hrane. Medutim, produljena uporaba ovih sintetskih metoda izaziva
zabrinutost oko produktivnosti tla 1 kvalitete okoliSa 1 njihovih suradnika. Kako bi se rijesio
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problem antropogenog utjecaja, razvoj biotehnologije okreée se bioloskim rjeSenjima koji
nisu samo ekoloski prihvatljiva, ve¢ su i isplativa. Te metode trebale bi obecéati dugoro¢nu
produktivnost i sigurnost hrane. Ciljevi odrzive poljoprivrede trebaju biti proizvodnja zdrave
hrane, ocuvanje ekosustava i postizanje dugotrajne ekonomske odrzivosti (Garlapati i sur.
2019.). Cijanobakterije su jedan od visoko cijenjenih korisnih mikroorganizama koji imaju
nekoliko namjena u poljoprivrednom sektoru. Sli¢no drugim prokariotskim bakterijama,
cijanobakterije se sve viSe primjenjuju kao bioinokulanti za poboljSanje plodnosti tla i
kvalitete okoliSa. Ovi su organizmi nasiroko prisutni u razli¢itim vrstama tla (od pustinjskih
do mocvarnih tla) i odgovorni su za postizanje pozitivnih rezultata u razli¢itim ekoloSkim
situacijama. Koristenjem cijanobakterija nude se sljedece koristi za agroekosustav:

+ Stimulacija rasta biljaka,

* Poboljsanje fizikalno-kemijskih uvjeta tala,

» Zastita biljaka od patogenih insekata i bolesti kao sredstva za biokontrolu,

* Poboljsana solubilizacija 1 pokretljivost hranjivih tvari ogranic¢ene opskrbe,

* Mineralizacija organskih molekula kao $to su aminokiseline za izravni unos,

» Stvaranje kompleksa teskih metala 1 ksenobiotika kako bi se ogranicila njihova mobilnost 1
transport u biljkama (Singh i sur. 2016.).

Cijanobakterije imaju potencijalnu ulogu u obnavljanju zaslanjenih tla, susnih ili subaridnih
tala. Kemijske metode koriStenja gipsa, sumpora ili prekomjernog navodnjavanja nisu toliko
isplativa niti ekoloski prihvatljiva za melioraciju zemljiSta zahvacenog solju. Nadalje,
cijanobakterije se mogu i genetski modificirati kako bi se potencijalno poveéao njihov rast i
fotosintetska ucinkovitost, prinos biomase, produktivnost lipida i ugljikohidrata, poboljsala
temperaturna tolerancija i smanjila fotoinhibicija i fotooksidacija(Singh i sur. 2016.).

S obzirom na siroku djelotvornost i u¢inkovitost cijanobakterija, ova cjelina navodi istaknute
rodove i njihove kvalitete te potencijalnu primjenu u poljoprivrednoj industriji za dobrobit
ljudi 1 okoliSa.

3.1. Rod Nostoc sp.

Nostoc sp. karakterizira kolonizirane lance koji su grupirani u Zelatinastu masu (Slika
10). RazmnoZava se vegetativno stvaranjem spora, fragmentacijom. Takoder se deklariraju
kao PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) bakterije, odnosno proizvode hranjive
tvari i hormone, u podrucju rizosfere, koji neizravno utje¢u na rast biljaka. Poznati su po
sposobnosti tvorbe hormocita (hormospora) koje joj omogucavaju prezivljavanje suSnih i
drugih nepovoljnih uvjeta. Plastide nema, dok je prisutno nekoliko malih granula, u nekim se
vrstama pronalazi i pseudovakuola. Od pigmenata sadrzava plavi fikocijanin, crveni
fikoeritrin i klorofil te ima sposobnost fiksiranja atmosferskog dusika, koji se odvija u
heterocistama. StanisSte im je raznoliko te su rasirene diljem svijeta; u slatkoj vodi, tlima i na
izuzetno hladnim 1 suSnim staniStima. Imaju sposobnost simbiotske interakcije s gljivama
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(lisajevi), mahovinama 1 papratima, a vrlo rijetko mogu se na¢i i na kori drveca. Uobicajene
vrste su Nostoc rivulare, N. carneum, N. entophytum, N. commune.

Slika 10.( A, B, C) Nostoc sp. u formaciji lisaja, (D, E) prikaz mikroskopskih oblika. Preuzeto iz
https://www.researchgate.net/figure/Free-living-and-lichen-symbiotic-Nostoc-strains-A-Free-living-Nostoc-
colonies-and_fig2 236316484 Pristupljeno: 13.05.2022.

Uloga N-fiksiraju¢ih cijanobakterija (slobodnozivuéih diazotrofa) u poboljsanju
plodnosti rizinih polja ope je poznata. U simbioznim odnosima doprinose znaéajno
povecanje razini dusika i organskih tvari ¢ime poboljsavaju fizikalno-kemijska svojstva tla,
isklju¢ivo na racun energije proizvedene iz fotosinteze (Sinha i sur. 1999.). Medutim, na
odrzivost i potencijal fiksiranja duSika utje¢u ¢imbenici abioti¢kog stresa tj. uporaba herbicida
I dusi¢nih gnojiva koji uniStavaju biotop te potiskuju aktivnost nitrogenaze cijanobakterija.
Primjerice, vrsta Nostoc sphaeroides prirodno se nalazi u poljima rize, no Ma i sur. (2015.)
navode kako je zbog uporabe dusi¢nih gnojiva i uree, njihov broj znatno smanjen na terenu.
Kako bi se izbjeglo narusavanje prirodne mikrofaune, u svome istrazivanju navode preporuku
0 uporabi organskih gnojiva, na bazi Nostoc sp. u biognojivu. Osim u sustavu uzgoja rize,
cijanobakterije povecavaju koli¢inu dusika i ugljika, ali i produktivnost i plodnost tla kod
uzgoja pSenice (Prasanna i sur. 2012.).

Ispitivanje Mu’nera-Porras i sur. (2020.) upucuje i na solubilizaciju fosfata u tlu, dvaju
izoliranih soja Nostoc sp.. Kada se fosfat asimilira u stanicama tijekom rasta i zatim otpusti,
izlazi u obliku topivog organskog fosfata uzrokujuéi povecanje dostupnih fosfata i organskih
kiselina u tlu.

Istrazivanje Silva i sur. (1998.) usporedili su prikladnost cijanobakterijskog ekstrakta (Nostoc
sp.) i kvasnog ekstrakta u svrhu izrade hranjive podloge za uzgoj pojedinih rizobija.
Istrazivanje se vrSilo na brzorastu¢oj vrsti Rhizobium etli koja je davala pozitivne rezultate
rasta, dok kod spororastu¢eg Bradyrhizobium japonicum nije podrZzavala rast. Takoder
ukazuju na nutritivni status kojeg pruza cijanobakterijski ekstrakt te koji potencijalno jamci
genetsku stabilnost rizobijalnih stanica za indukciju djelotvornih nodula. Uz navedeno, Silva i
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sur. (1998.) isticu da su cijanobakterijski ekstrakti posebno prikladni za stvaranje drugih
vrijednih kemijskih proizvoda poput vitamina, enzima, masnih kiselina i polipeptida.
Zaslanjivanje tla predstavlja vaznu prijetnju kopnenim ekosustavima te se ocekuje njeno
poveéanje kao posljedica klimatskih promjena i antropogenih c¢imbenika. Kao noviji
biotehnoloski alat za poboljSanje uvjeta zaslanjenih tala pojavila se uporaba cijanobakterija.
Cijanobakterije se distribuiraju u Sirokom rasponu koncentracija soli 1 nekoliko vrsta moze se
prilagoditi promjenjivim uvjetima slanosti. Njihova primjena u remedijaciji zaslanjenih tala u
poljoprivredi dokazana je uglavnhom u laboratorijskim istrazivanjima. Rocha i sur. (2020.)
navode pojedine cijanobakterijske vrste (vrste roda Nostoc i Anabaena) koje posjeduju
jedinstvene sustave za sanaciju tla pogodena solju. Oslobodene polimerne tvari vezu natrijeve
ione i formiraju biofilmove, stite¢i tako biljku od stresa soli (Rocha i sur. 2020.). Ova se
sposobnost proteze na cijanobakterijske trihome Kkoji uklanjaju topljivi natrij iz tla putem
biosorpcije. Osim navedenog, polimerne tvari poticu stvaranje i stabilnost agregata u tlu.
Mehanizam desalinizacije prikazan je na fotografiji 11.

Cijanobakterije su poznate i po proizvodnji toksi¢nih spojeva (mikrocistina), koji su sve veci
ekoloski problem kao posljedica njihove masovne pojave u vodenim staniStima. Mikrocistini
su grupa cikli¢kih heptapeptida koji izazivaju trovanje domacih i divljih Zivotinja te djeluju
toksi¢no na jetru ¢ovjeka (hepatoksi¢ni spojevi). Pojedini sojevi iz roda Nostoc proizvode
mikrocistine, a izolirani su iz asocijacije liSaja koji proizvodi Sest razli¢itih mikrocistina
(Oksanen i sur. 2004.). Nadalje, Nowruzi i sur. (2012.) utvrdili su uzrok trovanja domacih
zivotinja u okolici rizinog polja Irana upravo vodenim cijanobakterijama roda Nostoc.
Rezultati polifaznog pristupa kroz morfoloske i molekularne analize pokazali su da je najblizi
srodnik (prema bazi podataka sekvenci gena 16S rRNA) bio Nostoc calcicola. Medutim, ovaj
rod proizvodi i velik broj sekundarnih metabolita koji imaju antikancerogena, antibiotska,
antifungalna 1 antivirusna svojstva §to je detaljnije opisano u cjelini 6.
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Slika 11. Mehanizam desalinizacije tla cijanobakterijama. Izvor: Rocha i sur. 2020.
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3.2.  Rod Anabaena sp.

Anabaena sp. pripada porodici Nostocaceae, te su blisko srodne prethodno opisanom
rodu Nostoc sp.. Karakterizira ju nitasti (filamentozni) oblik rasta (slika 12) te je sastavni dio
planktona plitkih voda i vlaZznog tla. Uglavnom su slatkovodne vrste te toleriraju razli¢it pH
tla, dok morske vrste mogu zivjeti u razli¢itim uvjetima slanosti. Poznate su po tvorbi
specijaliziranih stanica za fiksaciju atmosferskog dusika (N2) — heterocista (slika 12, lijevo),
po tvorbi neurotoksina (toksi¢ni sojevi) te zive endofitski s odredenim papratima — Azolla.
Najpoznatije vrste su Anabaena aequalis, A. azollae, A. catenula, A. cylindrica, A.
oscillarioides, A. torulosa i dr.

Slika 12. Anabaena azollae i Anabaena catenula (heterocista-oznacena crvenom strelicom). Prilagodeno iz:
http://algae.ihb.ac.cn/english/algaeDetail.aspx?id=134
Pristup: 22.08.2022.

Simbioza vodene brzorastué¢e paprati Azolla i filamentozne cijanobakterije Anabena

imaju ogroman potencijal u fotosintetskoj proizvodnji dusi¢nih gnojiva. Danas samo nekoliko
zemalja koristi ovaj alternativni izvor gnojiva (Indija, Kina) ¢ija se proizvodnja odvija u
specijaliziranim ribnjacima, kanalima, potocima i spremnicima (Pereira i sur. 2018.). Ipak, u
modernoj poljoprivredi u kojoj je potreban visok prinos usjeva uporaba biomase Azolla-
Anabena gnojiva nije dovoljna medutim, buduc¢i da je potrebno Kkoristiti manje koli¢ine
sintetskih gnojiva, troSkovi proizvodnje postaju niZi.
Pojedine vrste roda Anabaena takoder pripadaju PGPR rizobakterijama. Ukljucene u
biofimove korijena biljke olak$avaju kruzenje hranjivih tvari te pomaze u biokontroli stetnika
i bolesti ¢ime poboljsavaju produktivnost usjeva. Osim mikrobnih biofilmova, koristi se i
relativno noviji koncept kombinacije gljivicnih biofilmova. Jedna od najéeScée istrazivanih
vrsta gljiva u smislu biofilma je Trichoderma. Primjer istrazivanja je Prasanna i sur. (2013.)
¢ije su analize bile usmjerene na procjenu agronomskog potencijala pripravka kombinacije
cijanobakterija A. torulosa, A. laxa i gljivice Trichoderma viride na rizobijalni biofilm.
Pokusi su se pratili u kontroliranim uvjetima, na usjevima rize i pSenice. U¢inak formulacije
bio je procijenjen u smislu mikrobioloskih, raspolozivih hranjivih tvari i biometrijskih
parametara biljaka, a rezultati su pokazali da je Bradyrhizobium biofilm bio puno veéi,
odnosno da je ukupna biljna masa u odnosu na druge mikrobne tretmane bila veéa za 20-45%
(Prasanna i sur. 2013.). Ovakvih istrazivanja je malo, veéina paznje trenutno je usmjerena ka
molekularnim metodama i laboratorijskim ispitivanjima dok su poljska ispitivanja,
formulacije i koncepti cijanobakterijskih pripravaka u manjoj pozornosti.
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Nadalje, ispitivanje Wang i sur. (2022.) izvrsili su jednogodi$nji pokus na glogu (Crataegi
fructus) tretiranjem pripravka Anabaena azotica i Chlorella pyrenoidosa u okrugu Wenxi i
okrugu Jiangxian, smjeSteni u dominantnom proizvodnom podrucju gloga u Kini. Osnova
odabira Anabaena azotica bila je u; provodenju jake bioloske fiksacije duSika, sposobnosti
sintetiziranja aminokiselina i proteina, sposobnosti otapanja fiksiranog fosfora u tlu
(Caz(POa)2), aktivaciji elemenata u tragovima u tlu te poticanje apsorpcije i tvari koje
stimuliraju rast (Wang i sur. 2022.). Osnova odabira Chlorella pyrenoidosa bila je u;
provodenju fotosinteze pri slabom izvoru svjetlosti, u¢inak fotosinteze je 10 puta veci od
biljaka, osigurava i poboljsava hranjive tvari, poboljsava iskoriStavanje vode od strane biljaka,
takoder moze brzo adsorbirati ione teSkih metala i pospjesiti izlu€ivanje Stetnih tvari iz
biljaka, nadalje, aktivira fagocite i interferone, poti¢e otpornost biljaka, razgraduje ostatke
pesticida i gnojiva i pretvara ih u upotrebljivo stanje koje je korisno za biljke (Wang i sur.
2022.). Rezultati su pokazali znacajno poboljsanje izgleda i1 kvalitetu plodova te smanjenje
ostataka pesticida na vocu u odnosu na one s upotrebom kemijskih gnojiva, povecali su
sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina 1 poboljSali sadrzaj hranjivih tvari u plodovima te
povecanje sadrzaja organskih tvari u tlu. Wang i sur. (2022.) daljnja ispitivanja o koristi i
znacaju ovih dviju vrsti usmjeravaju i na druge vocke kao $to su tres$nje, jabuke i jagode.
Istrazivanje koje su proveli Swarnalakshmi i sur. (2013.), analizirali su ucinak Anabena
inokulanata na sjeme pSenice. Procjenom mikrobioloskih parametara, uocili su povecanje
dusicne aktivnosti i koli¢ine Klorofila u tlu uslijed stvaranja cijanobakterijskih biofilmova pri
¢emu je tretirani uzorak zabiljezio povecanje dostupnog dusSika od 57,42% u usporedbi s
kontrolama (Swarnalakshmi i sur. 2013.).

Treba istaknuti kako je zabiljeZen velik broj slucajeva trovanja stoke, divljih sisavaca, pasa,
ptica i Covjeka neurotoksinima toksi¢nih sojeva ovoga roda. Anatoksin je snazan
neurotoksinski alkaloid koji rezultira paralizom i brzom smréu, proizvode ga i druge
cijanobakterije (Aphanizomenon , Microcystis , Planktothrix i Oscillatoria). Jedan od primjera
je toksi¢ni soj Anabaena flos-aquae. Zbog plazmidne DNA netoksi¢ni sojevi mogu postati
toksi¢éni tj. nosioci alkaloid neurotoksin - anatoksina i cikli¢ki heptapeptidnog toksina —
mikrocistina. Do transfera gena koji je odgovoran za toksi¢nost, izmedu cijanobakterijskih
sojeva, dolazi prilikom konjugacije horizontalnog prijenosa samo-prijenosnih plazmida.
Takoder je moguca insercija jednog ili viSe gena iz plazmida u bakterijski kromosom i
obratno.

3.3.  Rod Tolypothrix sp.

Tolypothrix sp. se nalazi u kolonijalnim, nitastim oblicima, heteropolarnih niti ¢ija
debljina i boja (Zuta, smeda, zelena ili zeleno-plava) varira ovisno o vrsti. Stanice su
cilindricnog oblika, obi¢no plavo-zelene do maslinasto-zelene boje. Filamenti mogu biti
pri¢vrséeni za podlogu ili plutaju (ako se bentoske kolonije odvoje od podloge) na povrSini
vode. Karakterizira ih tzv. lazno grananje pri ¢emu grane zapocinju S rastom na interkalarnim
heterocistama, odudaraju po obliku i duZini od glavne niti te se nakon odredenog vremena
odvajaju (Slika 13) (Singh i sur., 2016).
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Slika 13. T. tenuis CCALA 197, (a i b) karakteristi¢no granjanje, (c) terminalna stanica. Prilagodeno iz
https://www.researchgate.net/figure/Tolypothrix-True-Tolypothrix-a-c-Ttenuis-CCAL A-197-characteristic-
branching-for_figs_266564002 Pristupljeno: 19.05.2022.

Istrazivanje Storni de Cano i sur. (2003.) utvrdili su povecani rast biljnog tkiva i
regeneracije rize (Oryza sativa L.) u prisutnosti Tolypothrix tenuis. Izvanstani¢ne bioaktivne
tvari T. tenuis, koje su poticale regeneraciju rize bile su; giberelin, auksin, citokinin, poliamini
i dr. T. tenuis utjecala je i na povec¢anu produkciju proteina. Osim regeneracije stanica, pratio
se 1 sadrzaj klorofila a 1 b te karotenoida pri ¢emu je ukupna koli¢ina klorofila bila
udvostrucena, a kod sadrzaja karotenoida nije bilo uoceno znacajnih promjena. Unosom
T.tenuis 1 T. camptylonemoides u tlo u obliku biognojiva, kako navode Storni de Cano i sur.
(2003.), mogu rezultirati doprinosom od oko 40kg N2/ha/godisnje, a osim doprinosa dusika,
dokazuju i pozitivan, indirektan utjecaj ostalih metabolic¢kih produkata unutar rizosfere biljke.
Tolypothrix sp. uzgaja se kao biomasa na otvorenim, zatvorenim (bioreaktori) ili hibridnim
sustavima s niskim troskovima uzgoja i Zetve u svrhu dobivanja biognojiva, hrane za
akvakulture 1 visokovrijednih bioproizvoda ukljucujuéi pigmente (fikocijanin i fikoeritrin),
omega-3 i omega-6 masne kiseline. Nadalje, sojevi odredenih cijanobakterija koje fiksiraju
dusik (T. tenuis) poznati su po svojoj sposobnosti samoflokulacije koja bi potencijalno mogla
smanjiti troSkove odvodnjavanja u suspenzijskoj kulturi.

3.4. Rod Oscillatoria sp.

Stanice vrsta reda Oscillatoriales povezane su u niti ili trihome (gr. rije¢ trihos-dlaka).
Kroz sitne pore prolaze plazmatske spojnice (plazmodezmije). Trihomi su Cesto obavijeni
galertom. Sastoji se od jednog reda stanica koje tvore trihome ili nerazgranate filamente (slika
14). Stanice su Sire nego duze te cilindri¢ne (slika 15). Sve su filamentne stanice sli¢éne osim
vr$ne stanice koja je na vrhu konveksna. Ako se svjeZi materijal promatra pod mikroskopom,
opaza se specifi¢no osciliraju¢e kretanje po kojem je i dobila naziv. Sve stanice imaju dobro
razvijenu stani¢nu stijenku. Stani¢na stijenka sastoji se od unutarnjeg tankog stani¢nog sloja,
srednjeg pektinskog sloja 1 vanjske sluzi. Protoplazma se sastoji od periferne i sredi$nje
citoplazme. Pigmenti se nalaze na periferiji pa je poznata kao kromoplazma. Prisutno je i
nekoliko malih granula. U nekim slucajevima dodatno se nalazi pseudo-vakuola. Nekoliko
kapi ulja takoder se mogu naci pohranjene kao rezervna hrana. RazmnoZavaju se pomocu

18


https://www.researchgate.net/figure/Tolypothrix-True-Tolypothrix-a-c-Ttenuis-CCALA-197-characteristic-branching-for_fig5_266564002
https://www.researchgate.net/figure/Tolypothrix-True-Tolypothrix-a-c-Ttenuis-CCALA-197-characteristic-branching-for_fig5_266564002

hormogona (vegetativno), trihomi koji se raspadnu na komade stvaraju fragmente koji se
diobom stanica razvijaju u nove te se heterociste i spore u mirovanju ne proizvode.
Oscillatoria nastanjuje Sirok raspon okolia od slatkovodnih do morskih, jezerima, barama, i
rijekama sporog toka, rastu medu algama ili na muljevitim i pjeskovitim podlogama. U visoko
organskim staniStima kao S$to su slane mocvare Cesto se mogu pronaéi bezbojne vrste.
Pojedine vrste tvore mikrocistine (neurotoksine) od kojih su najopasniji anatoksin i
homoanatoksin (Mazmouz i sur. 2010.). Najuobicajenije vrste su: Oscillatoria splendida, O.
formosa, O. curviceps, O. lomosa, O. peinceps, O. nigra i dr.

50 um -

Slika 14. Oscillatoria peinceps. lzvor: 1zv.prof.dr.sc. Marija Gligora Udovi¢, Sveuciliste u Zagrebu,
Prirodoslovno- matematicki fakultet, Bioloski odsjek.
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Slika 15. A-prikaz karakteristi¢ne nitaste strukture, B-pojedina¢na povecana nit, C- jedna stanica. Izvor:
https://botnam.com/oscillatoria/ Pristup: 23.08.2022.

ot

U danasnje vrijeme, cijanobakterije su jedan od vaznih bioloskih kontrolnih alata za
suzbijanje biljno-parazitskih nematoda. ZabiljeZeno je da cijanobakterije proizvode mnoge
metabolite, koji su identificirani kao toksini, antibiotici i inhibitori proteaze. Primjerice,
ekstrakt Oscillatoria redekei posjeduje nematocidno djelovanje na nematode Meloidogyne
incognita, Haemonchus contortus i Caenorhabditis elegans kod uzgoja soje (Ghareeb i sur.
2022.). U navedenim pokusima uocena su i poboljSana bioloska i fizioloska svojstva tretiranih
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biljaka soje. Stoga posljedi¢no, tretirane biljke mogu pokazivati brzi rast te visok sadrzaj
klorofila.

U istrazivanju Uddin i sur. (2019.) proucavalo se poticanje rasta i ucinak Oscillatoria i
Spirulina kao bio-gnojiva na proizvodnju bamije ¢iji se eksperiment proveo na farmi
poljoprivrednog sveuciliSta Sher-e-Bangla u BangladeSu. Istrazivanje navodi da je
pojedinacna primjena ucinkovita te da je povecala produktivnost rasta biljke, medutim
kombinacija primjene Oscillatoria i Spirulina dala je veci prinos od pojedinac¢ne primjene.
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4. CIJANOBAKTERIJE U ZASTITI OKOLISA

Kao $to je ve¢ spomenuto, cijanobakterije imaju vaznu ulogu i veliki potencijal u
uklanjanju Stetnih tvari iz okoli$a te u smanjenju oneciS¢enja tla, vode i zraka. Tlo zagadeno
teSkim metalima, pesticidima, soli itd., moze se tretirati cijanobakterijskom razgradnjom
(Malyan i sur. 2020.). Brza stopa razmnozavanja i visoka povrSinska asimilacija
cijanobakterija ima znacajnu ulogu u prociS¢avanju otpadnih industrijskih voda. Kod
uklanjanja Stetnih tvari i smanjenja onecis¢enja iz atmosfere, cijanobakterije imaju dvostruku
ulogu, sekvestraciju CO2 i smanjenje emisije CH4 kod uzgoja rize. Bioloska sekvestracija
atmosferskog CO> putem cijanobakterija ekoloski je prihvatljiv pristup i razmjerno je visi od
zelenih algi (Sanchez Fernandez i sur. 2012.). Visoka stopa rasta posljedica je brze fotosinteze
kod cijanobakterija pa stoga cijanobakterije imaju brz potencijal bioloske fiksacije CO-.
Cijanobakterije mogu igrati istaknutu ulogu u dekontaminaciji uljnih tvari iz otpadnih voda i
pomoéi u razgradnji slozenih ugljikovodika (Zahra i sur. 2020.). Primjeri Kkorisnih
cijanobakterija vidljivi su u tablici 2.

Tablica 2. Popis cijanobakterijskih vrsta s potencijalom za bioremedijaciju brojnih kontaminanata. l1zvor: Zahra i

sur. 2020..
Potencijalni bioremedijator Zagadivad
Cijanobakterija Otpadne vode, uljani sastavi, organski kompleksi,
herbicidi..
Anabaena sp., Nostoc sp., Lyngya sp., Pomazu u uklanjanju oneciS¢enja herbicida glifosata
Spirulina sp., Microcystis sp. s poljoprivrednih povrSina

Arthrospira (Arthrospira maxima
CS-328, Arthrospira sp. PCC8005, A.
platensis NIES-39, A. platensis Paraca

Tolerancija na razli¢ite uvjete okoline
kao §to su visoka temperatura, alkalnost,
i zaslanjenost

PO)

Oscillatoria boryana BDU 92181 Uklanjanje melanoidina iz otpadnih voda
Cijanobakterijski konzorecij S

kemotrofnim bakterijama

Synechococcus elongatus, Anacystics Uklanjanja zagadivace insekticida, tj.
nidulans i Microcystis aeruginosa klora i fosfora

Microcoleus chthonoplastes s Fiksacija dusika i razgradnja alifatskih
organotrofnim bakterijama heterocikli¢kih sumpornih spojeva i ugljikovodika,

tj. alkiliranih monocikli¢kih i policiklickih
aromatskih spojeva

Anabaena oryzae s

Chlorella kessleri Biorazgradnja sirove nafte

Aphanocapsa sp. BDU 16, Oscillatoria Pro¢i§¢avanje otpadnih voda, smanjuje
sp. sadrzaj kalcija i klorida u vodenim sustavima za
BDU 30501 s Halobacterium US 101 prezivljavanje riba

Pojedine vrste mogu se koristiti i u razgradnji boje za tekstil koje mogu biti teski
kontaminant te ih je tesko razgraditi bioloskim putem. Zahra i sur. 2020. isticu niz
cijanobakterijskih vrsti (Anabaena flosaquae UTCC64, Phormidium autumnale UTEX1580,
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Gloeocapsa pleurocapsoides, Phormidium ceylanicum i Synechococcus sp.) cije su
sposobnosti procijenjene za sposobnost proc¢iséavanja otpadne vode iz tekstilnih industrija.
Nedavne studije pokazale su da su mjesta zagadena naftom bogata konzorcijima
cijanobakterija sposobnih razgraditi komponente nafte. Cijanobakterije unutar ovih konzorcija
olaksale su procese razgradnje opskrbljujuéi povezane bakterije koje razgraduju ulje
potrebnim kisikom, organskim tvarima i vezanim dusikom. Mnoga istrazivanja su izvijestila o
sposobnosti cijanobakterija da oksidiraju komponente ulja i druge sloZzene organske spojeve
kao $to su surfaktanti i herbicidi (Abed i sur. 2009). Prisutnost cijanobakterija uz aerobne
organotrofe olaksala je proces razgradnje te su obje skupine Cinile idealne konzorcije za
razgradnju nafte i drugih slozenih organskih spojeva. Dok aerobne bakterije izravno
razgraduju te komponente, cijanobakterije igraju jednako vaznu neizravnu ulogu u
biorazgradnji tako §to im (1) osiguravaju kisik (nusprodukt fotosinteze) koji je potreban za
razgradnju aromatskih prstenova, (2) osiguravaju im jednostavne organske tvari ( proizvedene
fotosintezom i fermentacijom) i (3) opskrbljavaju fiksiranim dusikom (putem sojeva koji
fiksiraju dusik), koji je Cesto ograni¢en u razli¢itim okruzenjima (Abed i sur. 2009).

Takoder je utvrdeno da pojedine cijanobakterije akumuliraju (unutarstani¢no)
polihidroksialkanoate (PHA), koji su po svojstvima zamjenjivi s polietilenom i
polipropilenom koji su Stetni za okoli§, odnosno, biorazgradiva plastika bi mogla u skoroj
buducnosti gotovo upotpunosti zamijeniti termoplastiku dobivenu iz petrokemije (Abed i sur.
(2009). U uvjetima viska esencijalnih hranjivih sastojaka, mnogi mikroorganizmi obi¢no
asimiliraju 1 pohranjuju hranjive sastojke za buducu potrosnju. U cijanobakterijama su
identificirane razliCite tvorevine za skladiStenje tvari kao §to su glikopen, sumpor, poliamino
kiseline, polifosfat, lipidi i PHA (Tablica 3). PHA predstavlja lipoidni materijal koji je
alternativni izvor ugljika te se nakuplja u obliku kristalnih (netopivih u vodi) granula u
stani¢noj citoplazmi (slika 16). PHA je u srediStu istrazivanja zadnja Cetiri desetljeca jer se
moze u potpunosti mineralizirati na vodu i CO2 od strane mikroorganizama te predstavlja
alternativnu zamjenu za nebiorazgradivu plastiku na bazi petrokemije (Abed i sur. (2009). Uz
navedeno, proizvodnja je lako dostupna i koristi besplatan izvor ugljika i energije iz sunceve
svjetlosti.

Tablica 3. Cijanobakterije koje proizvode odredene vrste PHA s odabranim izvorima ugljika. Prilagodeno iz
Abed i sur. (2009).

VRSTE VRSTE TESTIRANI

CIJANOBAKTERIJA PHA IZVORI UGLJIKA REFERENCE
Nostoc muscorum P(3HB) Acetat / glukoza Sharma i sur. (2007.)
Chlorogloea fritschii P(3HB) CO.f acetat Jensen and Sicko (1971.)
Oscillatoria limosa P(3HV) COx/ acetat Stal (1992.)
Synechococcus MA19 P(3HB) CO2 Miyake et al. (1997.)
Gloeothece sp. P(3HB) CO,f acetat Stal (1992.)
i)g\gggggystls P P(3HB) Fruktoza / acetat Panda i Mallick (2007.)
Spirulina maxima P(3HB) CO2 De Philippis i sur. (1992.)
Arthrospira platensis P(3HB) CO; Campbell i sur. (1982.)
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Slika 16. (1) Prijenosna elektronska mikrografija (TEM), granula PHA u cijanobakterijskoj stanici, (2) PHA
zrnca nakupljena u Arthrospira platensis, (3) Transmisijska elektronska mikrografija koja prikazuje PHA
granule nakupljene u citoplazmi A. platensis. Prilagodeno iz Abed i sur. (2009).

Visoke razine CO: 1 antropogenizacija koje su povezane s klimatskom nestabilnoséu,
nedostatkom slatke vode i smanjenom obradivom povrSinom zemljiSta negativno utjecu i na
cijanobakterijski genom kao adaptacija na nepovoljne i stresne uvjete okoline. Kao rezultat
adaptacije dolazi do produkcije toksina koji predstavljaju prijetnju u odrzavanju sigurne, pitke
vode i proizvodnji sigurne hrane. Uvjeti okoliSa poput visokog pH, svjetla, temperature i
hranjivih tvari pogoduju rastu cijanobakterija te rezultira cvjetanjem algi (eutrofikacija)
vodenih ekosustava $to predstavlja opasnost po ljudsko zdravlje i okoli§ (Zahra i sur. 2020.).
Cvjetanje cijanobakterija moze biti otrovno ili neotrovno. Nacini na koje ljudi mogu biti
izlozeni cijanobakterijskim cijanotoksinima je konzumiranje kontaminirane hrane i vode.
Cijanotoksine mogu proizvoditi razli€iti rodovi cijanobakterija. Na primjer, mikrocistin je
najpoznatiji cijanotoksin koji moze proizvesti vise rodova kao §to su Anabaena, Microcystis,
Nostoc i Planktothrix (Zahra i sur. 2020.). Vecina zdravstvenih problema koji su prijavljeni
bili su uglavnom u zemljama u razvoju gdje se voda skuplja i skladisti u spremnicima.
Nazalost, proizvodnja cijanotosina iz odredenih vrsta cijanobakterija samo je jedan primjer
ogranicenja, stoga pristup upravljanju ovim organizmima ipak treba biti oprezan, pomno
pracen i uskladen svim standardima.

4.1. Rod Oscillatoria sp.

Oscillatoria sp. prethodno je opisana u cjelini 3.4. stoga ovo poglavlje navodi
primjenu ovih cijanobakterijskih vrsta vezanu za tematiku zaStite okolisa i smanjenju
kontaminacije istim.

Mikrobna desalinizacija je zelena tehnologija koja bi mogla omoguciti novi pristup
uklanjanja minerala iz vode zajedno s proizvodnjom elektricne energije 1 prociS¢avanjem
otpadnih voda (Bejjanki i sur. 2020.). Morska voda ili slana podzemna voda potencijalni su
izvori Kkoje treba transformirati u slatke vode procesima desalinizacije. Nekoliko metoda
ukljucujuéi: reverznu osmozu, nanofiltraciju, viSestruku destilaciju i elektrodijalizu itd.,
koriste se za transformaciju slane u slatku vodu. Medutim troskovi ovih tehnologija su
prili¢no skupi (velika potro$nja energije, skupocjene membrane) ili imaju Stetan utjecaj na
okoli§ (ispustanje koncentriranije slane vode iz postrojenja, ispustanje Stetnih plinova). Kao
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alternativa ovim tehnikama pojavljuje se bioelektrokemijski sustav koji  Koristi
egzoelektrogene bakterije (npr. E. coli, Pseudomonas sp., Bacillus subtilis itd.) za razgradnju
organske tvari za proizvodnju elektri¢ne energije i drugih proizvoda s dodatnom vrijednoséu
iz otpadnih voda (Bejjanki i sur. 2020.). Mikrobna desalinizacija dio je bioelektrokemijskog
sustava koja se sastoji od tri komore, anode, katode i komore za desalinizaciju. U anodnoj
komori mikroorganizam iskoriStava organsku tvar u anaerobnim uvjetima i otpusta elektrone,
protone i ugljikov dioksid. Elektroni se prenose kroz vanjski krug na stranu katode. U srednjoj
komori slana se voda desalinizira kroz anionske i kationske membrane zbog razlike u naponu,
koncentracije iona i migracije izmedu anodnih i katodnih komora tijekom proizvodnje
elektricne energije. Istrazivanje Bejjanki 1 sur. (2020.) upucuju na moguénost koriStenja
Oscillatoria sp. kao biokatalizatora u katodnoj komori u tu svrhu.

Nadalje, Azarpira i sur. (2014.) utvrdili su u¢inkovitost Oscillatoria limosa i Nostoc commune
u uklanjanju Stetnih tvari kako bi se sprijecilo daljnje pogorSanje kvalitete vode. Rezultati su
pokazali u¢inkovito smanjenje NO3?, PO4?, S04 i Cl- od 98 i 84%.

Prisutnost teskih metala u okoliSu predstavlja veliki problem zbog njihove toksi¢nosti za floru
1 faunu. Teski metali nisu biorazgradivi 1 imaju tendenciju nakupljanja u Zivim organizmima.
Obzirom na cijanobakterijski potencijal, ideja primjene mikroalgi i cijanobakterija u
bioakumulaciji prvi put predlozena je 1957. godine, dok je svoju pozornost pocela privladiti
tek nedavno. Priyadarshani i sur. (2012.) istaknuli su povelik broj cijanobakterijskih vrsti koje
se koriste za bioremedijaciju teSkih metala. Medu njima su istaknute Oscillatoria sp. u
bioremedijaciji nikla (Ni), kroma (Cr), zatim Oscillatoria quadripunctata u bioremedijaciji
bakra(Cu), kobalta (Co), olova (Pb) i cinka (Zn), te Oscillatoria jasorvensis u bioremedijaciji
kadmija (Cd), olova (Pb) i zive (Hg) (Priyadarshani i sur. 2012.).

4.2. Rod Phormidium sp.

Rod Phormidium sp. pripada porodici Oscillatoriaceae. Filogenetski je ne koherentna
stoga je ovaj rod prosao kroz znatnu reorganizaciju, ukljucujuéi reklasifikacije nekih vrsta u
razne druge rodove, a postoje i taksonomska pitanja na koja tek treba odgovoriti (Loza i sur.
2013.). Trihomi su cilindri¢ni, ponekad vrlo blizu krajeva suzeni. Stanice izrazito krace nego
Siroke dok su krajnje stanice zaobljene do zaSiljene. Trihomu nedostaju heterociste, ima
omota¢ koji se proteZze preko kraja trihoma. Filamenti formiraju kolonije na razli¢itim
vodenim podlogama (uglavnom slatkovodnim, rijetko u morskom priobalju), i na vlaznom tlu
Neke vrste su ekstremofili u toplim izvorima ili pustinjskom pijesku i tlu. Stvaraju anatoksin-
a.
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Slika 17. Phormidium sp. Izvor: Izv.prof.dr.sc. Marija Gligora Udovi¢, Sveu¢ilite u Zagrebu, Prirodoslovno-
matematicki fakultet, Bioloski odsjek.

Istrazivanje Nagasathya i Thajuddina (2008.) sugerira na sposobnost smanjena zagadivaca
hiperslane cijanobakterije Phormidium tenue u otpadnim vodama tvornica papira. Rezultati
ispitivanja su bili vidljivi nakon 20 dana pri ¢emu je primijeena smanjena razina klorida,
saliniteta, alkaliteta, kalcija, magnezija, nitrita, nitrata, anorganskog fosfata, KPK, BPK,
sulfata te rastu¢e razine pH i otopljenog kisika (Nagasathya i Thajuddina, 2008.). Osim
navedenog zabiljezeno je znac¢ajno smanjenje kemijskih boja u omjerima 60 - 90 %.

O potencijalu desalinizacije pri razli¢itim razinama saliniteta vrste Phormidium
keutzingianum proudavano je u istrazivanju Zafar i sur. (2022.). Siroki raspon saliniteta od
bocate do hiperslane vode istrazen je u ovom radu kako bi se osigurala prilagodljivost P.
keutzingianum u uvjetima ekstremnog stresa. Procjena rasta biomase pokazala je proizvodnju
biomase, biosorpciju, bioakumulaciju i biomineralizaciju u svim salinitetima S§to potvrduje
njen potencijal desalinizacije (Zafar i sur. 2022.).

Nadalje, fluorid je globalni zagadiva¢ vode geogene prirode koji utjeCe na ljudsko zdravlje.
Primarni kriterij za primjenjivost bilo kojeg prikladnog (bio) adsorbensa za uklanjanje
fluorida ukljucuje (bio)sorpcijski kapacitet, operativna jednostavnost, moguénost ponovne
upotrebe i izvedivost regeneracije (Mittal i sur. 2020.). Inkapsulacija Phormidium sp. kao
bioapsorbenta u istrazivanju Mittal i sur. (2020.) pokazao se u¢inkovit za uklanjanje fluorida u
teoriji, no upucuju na daljnja istrazivanja utvrdivanja njegove stvarne ucinkovitosti.

4.3. Rod Synechococcus sp.

Synechococcus sp. pripada porodici Synechococcaceae, jednostani¢na cijanobakterija
kokoidnog do stapicastog oblika. Medu najzastupljenijim autotrofnim prokariotima su Koji
Zive u oceanima i jezerima i zauzimaju vaznu poziciju u tim ekosustavima. Zajedno s
Prochlorococcus sp. odgovoran je za otprilike 25% oceanske neto primarne proizvodnje
(Slika 18).
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Slika 18. Raspodjela fitoplanktona (Synechococcus plavo) u svjetskim oceanima. Prilagodeno iz
https://svs.gsfc.nasa.gov/30669 Pristupljeno 21.05.2021.

Synechococcus sp. su oksigeni fotoautotrofi koji koriste H2O ili H2S kao donore elektrona.
Sferi¢nog su ili elipsoidnog oblika, za rast preferiraju blago alkalni pH, te su pokretni (Slika
19). Stanica se kre¢e na nain da povrSina stanice radi oscilirajue potiske koji joj
omogucavaju kretanje. Stani¢ne stijenke gram-negativnog tipa, opremljene su debelim slojem
peptidoglikana (Callieri 2017.). Synechococcus moze formirati vanjski S-sloj glikoproteina
vaznih za stani¢nu adheziju i zastitu, koji djeluje kao molekularno sito. Glavni fotosintetski
pigment u Synechococcus sp. je klorofil a, dok su njegovi glavni pomoc¢ni pigmenti
fikobiliproteini. Cetiri opéepriznata fikobilina su fikocijanin, alofikocijanin, alofikocijanin B i
fikoeritrin. Evolucija njegovih fikobilisoma klju¢ je Zivota na razli¢itim dubinama u oceanima
1 jezerima, takoder zahvaljujuéi snaznoj prilagodljivosti razliitim toplinskim uvjetima
(Callieri 2017.). Uz fleksibilnost koju dopustaju ove fizioloSke prilagodbe, uspjeh populacija
Synechococcus sp. poboljsan je njihovom sposobnos$c¢u da formiraju mikrokolonije (5 do 50
stanica), ¢ime izbjegavaju stresne uvjete izlozenosti UV zragenju i pritisku predatora (Callieri
2017.).
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Slika 19. Synechococcus elongatus. Izvor:
https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=F31a3b2018e49343b .Pristup: 27.08.2022.
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Obzirom da cijanobakterije, posebno morski sojevi koji se mogu uzgajati u morskoj

vodi koja nije pogodna za poljoprivrednu uporabu ili izravnu prehranu ljudi, mogu pruziti
potpuno odrzivo rjesenje. Sposobni su pretvoriti CO2 i anorganske izvore dusika, fosfora i
mikroelemenata u biomasu. Od Synechococcus vrsti koje su osnova danasnjih istrazivanja u
svrhu proizvodnje bioplastike i biogoriva su morski soj Synechococcus sp. PCC 7002 i
Synechococcus sp. PCC 11901 te od slatkovodnih sojeva Synechococcus elongatus PCC 7942
i Synechococcus elongatus UTEX 2973 (Wtodarczyk i sur., 2020). Istrazivanje Witodarczyk i
sur. (2020) utvrdili su brzi rast, veliko nakupljanje biomase i otpornost na razlicite abiotske
stresove soja Synechococcus sp. PCC 11901. Takoder je utvrdeno da enzimi ove
cijanobakterijske biomase sadrze visoke razine skladiSnih ugljikohidrata poput glikogena, koji
se mogu koristiti kao sirovina za fermentaciju kvasca i proizvodnju bioetanola (detaljnije u
poglavlju 6.2.).
Proizvodnja poli(3-hidroksibutirata) (PHB) od strane divljeg tipa soja Synechococcus
elongatus UAM-C/S03 procijenjena je u istrazivanju Gonzalez-Resendiz i sur. (2021.). U
ovom radu pracena je proizvodnja PHB-a pri razli¢itim uvjetima pH, akumulacije CO> i
hranjiva dusikom. Najveca produktivnost biomase bila je u okruzenju bez dusika, istovremeno
stvaraju¢i visok sadrzaj ugljikohidrata (shematski prikaz slika 20.). Ovaj obecavajuci
organizam moze biti kljucan u pretvaranju CO2 u biopolimere i/ili da se koristi kao sirovina za
biogorivo. Osim toga, Gonzalez-Resendiz i sur. (2021.) utvrdili su uéinkovitu akumulaciju
CO: te toleranciju ovog soja na $irok raspon pH.
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Slika 20. Shematski prikaz stani¢nih produkata Synechococcus elongatus (soj UAM—C/S03) pri razli¢itim
uvjetima. Prilagodeno iz: Gonzalez-Resendiz i sur. (2021.).

Nadalje, ispitivanje Alsamhary (2020.) utvrduje halotolerantnost Synechococcus elongatus
(soj PCC 7942) koji posjeduje ucinkovit mehanizam osmotske ravnoteze. Zanimljivo za
izdvojiti je to Sto je rast S. elongatus (soj PCC 7942) bio znacajno stimuliran pri 400mg/L
NaCl-a, te da je bio tolerantan pri letalnoj koncentraciji od 800mg/L NaCl-a.
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5. CIJANOBAKTERIJE U PROIZVODNJI HRANE

Cijanobakterije su dio ljudske prehrane tisuéama godina zbog njihove bogate nutritivne
vrijednosti. Ljudi su stolje¢ima konzumirali odredene vrste kao $to su: Arthrospira platensis,
Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria funiformis, Limnospira maxima i Nostoc sphaeroides
(Mutoti i sur. 2022.). Cijanobakterije se sve viSe koriste za proizvodnju hrane i prehrane u
vaznim industrijskim okruzenjima. Suoceni s rastom ljudske populacije i popratnim pritiskom
na koristenje prirodnih resursa, cijanobakterije su obec¢avajué¢i kandidati za tu primjenu zbog
svoje sposobnosti rasta bez koriStenja obradivih povrSina i bez stvaranja industrijskih
otpadnih proizvoda (Liu i sur. 2021.). Danas se komercijalni sojevi cijanobakterija koriste za
povecanje nutritivnih vrijednosti ljudske hrane. Na trziStu su cijanobakterije dostupne u
obliku kapsula, tekucih napitaka i tableta (slika 21). Cijanobakterije su bogat izvor vitamina te
ih veéina sadrzi oko 30%-50% proteina u suhoj biomasi (Malyan i sur. 2020). Na primjer,
Arthrospira doseze 50-70% proteina, proizvodi masne nezasic¢ene kiseline (1,5-2%), lipide (5-
6%), kao 1 razne vitamine (viSe u poglavlju 5.1.).

" SPIRULINA

| UPRAHU

Slika 21. Spirulina u prahu.
Izvor: https://www.biobio.hr/spirulina-u-prahu-proizvod-23208/ Pristupljeno: 19.05.2022.

Mnoge karakteristike ¢ine cijanobakteriju privlaénom alternativom za odrZivu proizvodnju
hrane: visok sadrzaj hranjivih tvari, potreba za manjim koli¢inama zemljista (neplodna ili
neprikladna zemlja), potrebna samo mala koli¢ina vode za rast (moze biti i slana voda),
stabilna proizvodnja unutar Sirokog raspona temperature i pH, lako probavljiva te svjetski
distributivna (Panjiar i sur. 2017.). Iako su obecavajuéi izvor koji nudi raznoliku ponudu
funkcionalne hrane, jo$ su nedovoljno istrazeni kao prirodni resurs. Komercijalno
iskoristavanje cijanobakterija joS uvijek je otezano nedostatkom poznavanja tehnika kulture,
isplativih proizvodnih metoda te biokemijskih putova koji vode do stvaranja razlicitih
metabolita i toksina (Panjiar i sur. 2017.). Naposljetku, posebnu pozornost treba posvetiti
kontroli kvalitete sirovina i proizvoda koji se stavljaju na trzite, budu¢i da nekoliko
¢imbenika moze duboko utjecati na njihovu kvalitetu, a time 1 njihovu primjerenu upotrebu.
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Medutim, poboljSanje sojeva putem genetskih modifikacija mogli bi se, u skoroj buduénosti,
koristiti kao zdravstveno sigurna, funkcionalna hrana.

5.1. Rod Arthrospira sp.

Arthrospira je sveprisutni organizam. Moze se prilagoditi razliCitim staniStima i
kolonizirati odredena okruzenja gdje Cesto postaju dominantne vrste. Fotoautotrofna je,
viSestani¢na i nitasta cijanobakterija koja pripada porodici Oscillatoriaceae. Rod karakterizira
spiralni trihom, a morfoloske znacajke poput stupnja spiralizacije i rasporeda spirala su glavni
taksonomski Kriteriji za raspoznavanje vrsta.

Arthrospira (poznata pod nazivom i Spirulina) sadrZi bioaktivne polisaharide, f-karoten i y-
linolensku kiselinu. Sadrzi veliku koli¢inu proteina (sadrzi sve esencijalne aminokiseline),
vitamina (B kompleks) i minerala (magnezij, zeljezo, kalij, antioksidansi i dr.) te fizioloski
pozitivno utjece na ¢ovjeka stoga se smatra idealnom hranom i dodatkom prehrani 21. stoljeca
od strane Ujedinjenih naroda (UN) i Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) (Wang i Zhao,
2005). Spirulina ima dugu povijest kao dodatak prehrani, te su prepoznati antivirusni,
antibakterijski, antioksidativni, antikancerogeni, protuupalni i antidijabeticki uc¢inci. Osim
navedenog, tijekom rasta 1 razvoja u alkalnoj ili slanoj vodi, pretvaraju ugljicni dioksid u
organske tvari i proizvode kisik ne troSeci pritom svjezu vodu.

Dvije vrste Arthrospira (nekada rod Spirulina), A. platensis i A. maxima predstavljaju
najcesce koriStene cijanobakterije u gospodarstvu koje se koriste za masovnu proizvodnju.
Ove i druge vrste Arthrospira koje tvore spiralne trihome nekad su bile svrstane u jedan rod
Spirulina stoga je nazivlje ,,Spirulina“ ostala uobicajena i danas iako se ova dva roda razlikuju
u slijedu gena 16S ribosomske RNA i unutarnjeg transkribiranog odstojnika (ITS) (Jung i
sur., 2019). Obje su koriStene kao hrana, dodatak prehrani i dodatak hrani.

Arthrospira platensis je visestani¢na plavozelena cijanobakterija (duljine: 50-500 um, Sirine:
3-4 um). Karakterizira ju cilindri¢ni, viSestani¢ni trihomi u otvorenoj lijevoj zavojnici (Slika
22). Bogata je esencijalnim aminokiselinama, vitaminima B1 (tiamin), B2 (ribovinin), B3
(nikotinamid), B6 (piridoksin), B9 (folna kiselina), B12 (cijanokobalamin), C, D i vitaminom
E. Od minerala sadrzi kalij, kalcij, krom, bakar, magnezij, zZeljezo, mangan, natrij, cink, selen
i fosfor. Sadrzi i brojne pigmente koji ukljucuju; klorofil a, B-karoten, ksantofil, ehinenon,
kantaksantin, diatoksantin, miksoksantofil, zeaksantin, 3-hidroksiehininon, oscilaksantin, [3-
kriptoksantin, te fikobiliproteine; alofikocijanin i c-fikocijanin (Jung i sur., 2019). Prirodno
stani$te Arthrospira platensis je Tihi ocean u blizini Japana i Havaja, slatkovodna jezera u
Africi, jezero Klamath u Sjevernoj Americi, jezero Texcoco u Mexiku i jezero Titikaka u
Juznoj Americi (Jung i sur., 2019). U mnogim africkim zemljama sakuplja se iz prirodne
vode, susi i jede kao glavni izvor bjelancevina, u mnogim zemljama Azije Koristi se kao
dodatak bjelancevina i1 kao zdrava hrana, koristi se kao prihrana za ribe, Skampa 1 peradi, a sve
vise 1 kao dodatak bjelancevina 1 vitamina u akvakulturi.
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Slika 22. A. platensis sa cilindri¢nim filamentima zvani trihomi. lzvor:
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Arthrospira_platensis Pristup: 21.05.2021.

Danas se spirulina (Arthrospira platensis) proizvodi u najmanje 22 zemlje: Brazil, Faso, Cad,
Cile, Kina, Kostarika, Sjedinjene Americ¢ke Drzave, Kuba, Francuska, Ekvador, Indija,
Meksiko, Madagaskar, Mjanmar, Izrael, gpanjolska, Peru, Taiwan, Tajland, Vijetnam 1 dr.
Jedan od problema u proizvodnji spiruline je trajna mutacija, degeneracija germplazme
(linearizacija) koja rezultira proizvodnjom toksina i abnormalnim morfoloskim oblicima koje
kao takve prestaju biti uporabljive zbog visoke nasljedne stabilnosti (Wang i Zhao, 2005). U
svrhu sprecavanja mutacija, nastanka otrovnih komponenti ili teSkih metala, proizvodnja treba
biti u kontroliranim uvjetima. Op¢i sastav spiruline varira ovisno o mjestu i vrsti proizvodnje,
ali je priblizno ovakav prikazan u tablici 4. Mnoga istrazivanja na spirulini i njenom u¢inku
na zdravlje ljudi upucuju na antivirusno, antibakterijsko, antioksidativno, antikancerogeno,
antidijabeticko i detoksikacijsko djelovanje. Takoder se koristi kao prihrana u proizvodnji
peradi, svinja, goveda i u akvakulturi (Jung i sur., 2019).

Tablica 4. Prosje¢ni udio vitamina i minerala u 10g spiruline. Prilagodeno iz Jung i sur. (2019).

UDIO U 10G UDIO U 10G
VITAMINI SPIRULINE MINERALI SPIRULINE
Vitamin A 23000 IU Kalcij 70 mg
B-Karoten 14 mg Zeljezo 15 mg
Vitamin C 0,8 mg Fosfor 60 mg
Vitamin D 1200 1U Jod 55 ug
Vitamin E 1,0mg Magnezij 40 mg
Vitamin K 200 pg Cink 0,3 mg
Biotin 0,5 ug Selen 10 ug
Inositol 6,4 mg Bakar 120 ug
Vitamin B1 0,35 mg Mangan 0,5 mg
Vitamin B2 0,40 mg Krom 25 ug
Vitamin B3 1,4mg Molidben -
Vitamin B6 60 ug Natrij 90 mg
Folna kiselina 1,0 ug Kalij 140 mg
Vitamin B12 20,0 ug Germanij 60 ug
Pantontenska kiselina 10,0 ug Bor -
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5.2.  Rod Spirulina sp.

Spirulina sp. pripada porodici Oscillatoriaceae, red Nostocales. Nitasti je viSestanicni
autotrof prepoznatljiv po rasporedu visestani¢nih cilindriénih trihoma u otvorenu lijevu
spiralu po cijeloj duzini. Neheterocistozni filamenti su plavo-zelene boje, sastavljeni od
vegetativnih stanica, pokazuju lako vidljive popre¢ne stijenke (slika 23). Glavni fotosintetski
pigment je fikocijanin, koji je plave boje. Takoder sadrzi klorofil a i karotenoide. Neki sadrze
pigment fikoitrin, koji daje crvenu ili ruzi¢astu boju (Vo i sur. 2015.). Posjeduju plinske
vakuole u stanicama, zajedno sa spiralnim oblikom filamenata, ¢ime daje izgled plutajucih
navlaka (Vo i sur. 2015.). Trihomi imaju duljinu od 50-500 mm i $irinu od 3-4 mm. Trihomi
Su obavijeni tankim omota¢em. Spiralni oblik trihoma smatra se stabilnim i konstantnim
svojstvom medutim, moZe postojati znacajna varijacija u stupnju heliciteta izmedu razlicitih
sojeva iste vrste i unutar istog soja (Vo i sur. 2015.). Nastanjuje jezera, mocvare, slatke,
bocate vode, morsku vodu i termalne izvore. Alkalna, slana voda s visokim pH (8,5-11,0)
pogoduje dobroj proizvodnji spiruline, posebno tamo gdje je visoka razina sunéevog zracenja
na nadmorskoj visini i u tropima. Glavni asimilacijski produkt fotosinteze Spirulina sp. je
glikogen.

S

Slika 23. Prikaz Spirulima maxima.lzvor: https://algae-lab.com/shop/living-algae/culture-starter/spirulina-

maxima-live-algae-2/ .Pristup: 23.08.2022.

Spirulina je jedna od perspektivnijih cijanobakterija, bogata proteinima, esencijalnim
aminokiselinama, vitaminima, mineralima i mnogim fitonutrijentima. Spirulina ima visoku
koncentraciju proteina sa 60-70% njegove suhe tezine, ovisno o izvorima. Sadrzi sve
esencijalne aminokiseline kiseline, ukljuujuéi leucin, izoleucin i valin, iako sa smanjenim
koli¢inama metionina, cistin i lizin u usporedbi sa standardnim proteinima poput onih iz mesa,
jaja, odnosno mlijeka (Vo i sur. 2015.). Od masnih kiselina moze sadrzavati linolensku,
linolnu, stearidonsku, eikosapentaensku, dokozaheksaensku i arahidonsku kiselinu. Stovige,
sadrzavaju relativno visoke koncentracije vitamina Bl (tiamina), B2 (riboflavin), B3
(nikotinamid), B6 (piridoksin), B9 (folna kiselina), B12 (cijanokobalamin), vitamin C,
vitamin D i vitamin E (Vo i sur. 2015.). Spirulina se stoga koristi kao dodatak ljudskoj
prehrani i u sto¢noj hrani. Komercijalna Spirulina sp. obi¢no se proizvodi u velikim
koli¢inama u bioreaktorima u kontroliranim uvjetima.
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Spirulina se Siroko koristi za kuhanje piva u mnogim mikropivovarama diljem svijeta. U
Sjedinjenim Drzavama neke mikropivovare proizvode sezonsko pivo, koje se naziva "zeleno
pivo" (slika 24) za Dan sv. Patrika. U pravilu se kuha pseni¢no pivo sa spirulinom u prahu
koja je poluslatka. Udio alkohola u ovom pivu je 5%, a ekstrakt Spirulina sp samo 0,5% (Park
i sur. 2018.). lako su zabiljezene brojne zdravstvene dobrobiti Spirulina sp., kombinacijom uz
pivo nisu testirane, stoga su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se utvrdilo daje li Spirulina
sp. viSe zdravstvenih prednosti alkoholnim pi¢ima.

Slika 24. Skotsko zeleno pivo dobiveno ekstraktom fikocijanina iz Spirulina sp. Izvor:
https://scotbio.com/news/green-beer-from-blue-algae .Pristup: 24.08.2022.

Zbog sve vece pojave cijanotoksina (mikrocistina), uslijed pojava toksi¢nog cvjetanja voda,
postoji moguénost kontaminacije kulture na otvorenom drugim cijanobakterijama. lako se
prema vecini literaturnih navoda upucuje na sigurnost Spirulina sp. kao dodatak hrane, ipak
treba voditi strogu i pouzdanu kontrolu ovih toksina kako bi se sprijecili ozbiljni
javnozdravstveni problemi (vise u sljede¢em poglavlju).

5.3.  Toksini cijanobakterija u hrani i vodi

Cijanotoksini su sekundarni metaboliti koje proizvode odredene toksi¢ne vrste
cijanobakterija. Ove bakterije koje proizvode cijanotoksin negativno utjeu na ekosustave jer
koloniziraju Sirok raspon nisa u vodenom i kopnenom okolisu. Problem proizvodnje
cijanotoksina se povecava zbog progresivne eutrofikacije uslijed antropogenog utjecaja.
Mnoga ispitivanja upucuju na toksi¢an efekt cijanotoksina i na njegovu bioakumulaciju u
hrani $to ugrozava ljudsko zdravlje i Zivotnu okolinu.

Cijanotoksini su vrlo raznoliki u svojim fizicko-kemijskim svojstvima i toksi¢nosti. Postoji
nekoliko pristupa za Klasifikaciju ili kategorizaciju cijanotoksina ovisno o njihovoj kemijskoj
strukturi (ciklicki peptidi, alkaloidi i lipopolisaharidi) ili bakterijskim vrstama koje proizvode
(Dolichospermum, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc,
Oscillatoria itd.) (Abdallah i sur. 2021.). Drugi nacini grupiranja mogu biti prema djelovanju
organa u tijelu ili njegovom mehanizmu toksi¢nosti. Opc¢enito se klasificiraju u hepatotoksine
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(npr. mikrocistini, cilindrospermopsini 1 nodularini), neurotoksine (npr. anatoksin-a,
anatoksin-a(s), saksitoksine) i dermatotoksine ili iritantne toksine (npr. lipopolisaharidi,
lyngbyatoxin, aplisiatoksini) (Abdallah i sur. 2021.).

Mikrocistini su najviSe istrazena skupina cijanobakterijskih toksina zbog njihove

rasprostranjenosti u slatkovodnim jezerima, ribnjacima, rijekama, estuarijima i obalnim
vodama diljem svijeta. Proizvode ga razne toksi¢ne vrste najceS$¢e rodova; Microcystis,
Planktothrix, Limnothrix, Dolichospermum, Nostoc, Phormidium i dr. Optimalni uvijeti
okolisa za formiranje cvjetanja i/ili proizvodnju mikrocistina razlikuju se medu vrstama
cijanobakterija. Mikrocistini su po strukturi ciklicki heptapeptidi koji djeluju na stani¢ne
proteine jetre uzrokujuéi hepatoksi¢nost, oStecenje jetre, krvarenje i smrt. Akutna trovanja
mikrocistinom uglavnom su zabiljezena konzumiranjem kontaminirane vode. Prema Abdallah
I sur. (2021.) do sada je opisano vise od 279 varijanti mikrocostina (rezultat visestrukih
kombinacija razli¢itih aminokiselina na funkcionalnim skupinama). Mikrocistin se uglavhom
nakuplja u jetri ribe i drugim vodenim organizmima $to ne predstavlja stvarnu ugrozu za ljude
budu¢i da su ti dijelovi obi¢no nejestivi, no problem predstavlja moguénost akumulacije u
drugim organima. Za biljke, navodnjavanje vodom kontaminiranom mikrocistinima uzrokuje
inhibiciju rasta brojnih biljnih vrsta s moguénoséu translokacije i nakupljanja u njihovim
jestivim dijelovima. Nodularini su skupina ciklickih pentapeptida cijanotoksina koji uzrokuju
trovanje zivotinja. Trenutno se smatra bezopasnim za ¢ovjeka. Po strukturi je vrlo sli¢an
mikrocistinu (kra¢i je). Nodularine obi¢no proizvode cijanobakterije Nodularia spumigena i
bentoska vrsta Nodularia sphaerocarpa (Abdallah i sur. 2021.).
Anatoksini prema svojoj strukturi spadaju u alkaloide, najistaknutiji u ovoj skupini je
anatoksin-a kojeg uglavnom proizvode Dolichospermum sp. (D. flos-aquae, D. planctonica,
D. circinalis, D. spiroide), Aphanizomenon sp., Oscillatoria sp. i Cylindrospermum sp.
(Abdallah i sur. 2021.). Anatoksin-a je cijanotoksin s neurotoksi¢nim ucincima (paraliza
respiratornih misic¢a). Cilindrospermopsin je drugi alkaloid kojeg proizvode Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Lyngbya, Planktothrix, Rhadiopsis, i Umezakia
(Abdallah 1 sur. 2021.). Njegove bioakumulacije zabijezene su u raznim vodenim Zivotinjama
i biljkama uglavnom u zemljama u razvoju. Nadalje, alkaloid Saksitoksin sintetiziraju
cijanobakterije iz rodova Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolichospermum,
Fischerella, Geitlerinema, Lyngbya, Planktothrix, Raphidiopsis i Scytonema (Abdallah i sur.
2021.). Ova skupina alkaloidnih cijanotoksina izaziva neurotoksi¢ne aktivnosti i mogu dovesti
do smrti unutar nekoliko sati. Proizvode ih uglavnhom morske vrste gdje se potencijalno
nakupljaju u skoljkasima. Posljednja skupina koju je bitno spomenuti jesu lipopolisaharidni
cijanotoksini. Njihova proizvodnja zabiljezena je u vrstama Microcystis aeruginosa, Anacystis
nidulans, Oscillatoria sp. i Dolichospermum sp. (Abdallah i sur. 2021.). Ljudski kontakt s
ovim cijanotoksinima izaziva blaze smetnje kao Sto su upalne reakcije koZe i
gastrointestinalne nelagode.

Trovanje cijanotoksinima uglavnom su zabiljezena u slabo razvijenim dijelovima Afrike,
Azije 1 Latinske Amerike kao Sto su Alzir, Etiopija, Uganda, Kenija, Egipat, Indija, Vijetnam,
Iran, Argentina, Gvatemala, Meksiko i dr.. Unato¢ velikom i Siroko primjenjivom potencijalu
cijanobakterija, ipak se treba u buduc¢nosti provesti vise istrazivanja o cijanotoksinima kako bi
se popunile praznine o znanju istih.
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6. CIJANOBAKTERIJE U OSTALIM INDUSTRIJAMA
6.1. Cijanobakterije u farmaceutskoj industriji i medicini

Glavni fokus u posljednjim desetlje¢ima vezan za farmaceutska otkri¢a, bio je na
otkrivanju bioloski aktivnih tvari iz mikrobnih izvora (bakterijskim 1 gljivicnim) koji su
potaknuti otkricem penicilina iz plijesni Penicillium notatum u prvoj polovici dvadesetog
stolje¢a (Singh 1 sur. 2011.). Trenuta¢no dostupni lijekovi ucinkoviti su protiv samo jedne
trecine bolesti kao rezultat povecane otpornosti patogena na antibiotike. Stoga je za razvoj
novih lijekova potrebna identifikacija novih bioloski aktivnih spojeva iz drugih mikrobnih
izvora, kao $to su proteobakterije, bakterioidi i cijanobakterije. Cijanobakterije se pojavljuju
kao vazan izvor novih bioaktivnih sekundarnih metabolita. Zajedno s proizvodnjom snaznih
toksina, cijanobakterije proizvode mnoge tvari koje imaju antifungalna, antibiotska,
antimikrobna, antikancerogena, antibakterijska, antikoagulantna, protuupalna, antimalarijska,
antituberkulozna, antivirusna i antitumorska svojstva (Vijayakumar i Menakha 2015.).
Cijanobakterije proizvode Siroku paletu biomedicinski zanimljivih bioaktivnih spojeva, ¢iji su
primjeri opisani u tablici 5.

Tablica 5. Bioaktivni spojevi iz cijanobakterija. Prilagodeno iz Abed i sur. (2009).

VRSTE BIOAKTIVNI BIOLOSKA
CIJANOBAKTERIJA SPOJEVI AKTIVNOST REFERENCE
. Ciklicki polipeptid, Aktivnost protiv HIV-  Rajeev i Xu (2004.)
Lyngbya Majuscula Malingolid a, Antibakterijski Burja i sur. (2001.)
Oscillatoria Raoi 'I?giedt;hram sulfogliko- Protuvirusno Reshef i sur. (1997)
Protuvirusno
- . Spirulan, L Hayashi i sur. (1991.)
lina PI L Antiok:
Spirulina Platensis Vitamin B i E ntioksidanti i Plaviié i sur. (2004.)
koenzimi
Phormidium spp. Termostabilni enzimi  Kataliza reakcija Plecéggloall)sur.

Nostoc sp.
Nostoc Spongiaeforme

Scytonema Hofmanni
Tolypothrix Tenuis

Microcystis Aeruginosa
Thermosynechococcus
Elongatus BP - 1

Nostociklamid
Nostocin A
Cijanobaktericin
Toiokamicin

Kawaguchipeptin B
Termostabilna
polifosfat kinaza

Protugljivi¢no
Antialgal

Antialgal
Protugljivi¢no i
antitumorno
Antibakterijski

Proizvodnja dipeptida

Moore i sur. (1988.)
Hirata i sur. (1996.)

Abarzua i sur. (1999.)

Bankar i Carmeli
(1998)
Dahms i sur. (2006.)

Sato i sur. (2007.)

Bioaktivni spojevi cijanobakterija su prirodni izvor izvanrednih bioaktivnih spojeva

(fizioloski aktivnih tvari). Ovi terapeutski u€inkoviti spojevi mogu se ekstrahirati iz biomase
ili uzgojenog medija kao izvanstani¢ni otpusSteni metaboliti. Kemijski pripadaju razli¢itim
strukturama, kao §to su polisaharidi, lipidi, proteini, enzimi, steroli, vitamini i drugi spojevi S
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prehrambenim 1 farmaceutskim znacajem koji se mogu koristiti u komercijalnim razmjerima
(Saad i sur. 2020.).

Mnoge kroni¢ne bolesti kardiovaskularnog sustava, rak, ateroskleroza i starenje proizasle su
iz oksidativnog osteCenja uzrokovanog reaktivnim kisikom nukleinskih kiselina, lipida i
proteina. Cijanobakterije su od postanka bile izlozene dodatnim dozama Sunéevom UV
zraCenju te su napredovale u teskim uvjetima i ekstremnim okruZenjima, stoga su posljedi¢no
razvile sloZen antioksidativni obrambeni sustav za najizloZzenije makromolekule. Spojevi s
antioksidativnim djelovanjem kojeg proizvode cijanobakterije su b-karoten, BHT, fenolni
spojevi, lutein, vitamini C i E, astaksantin i kantaksantin (karotenoidi) (Saad i sur. 2020.).
Primjer visestrukih bioaktivnih spojeva (slozeni peptidi, masne kiseline, poliketidi, alkaloidi,
amidi, terpeni, ugljikohidrati i dr.) izvedeni su iz razli¢itih sojeva Nostoc sp. koji pokazuju
antikancerogena svojstva. Primjerice, boroficin (eng. borophycin) dobiva se iz Nostoc linckia
i Nostoc spongiaeforme var. tenue. Njezini metaboliti sadrze bor koji ima ucinkovitu
citotoksi¢nost prema stanicama tumora (Vijayakumar i Menakha 2015.). Nadalje, Swain i sur.
(2015.) upucuju na potencijalni razvoj lijekova protiv raka pomocu antikancerogenih spojeva
koje proizvodi i Lyngbya sp.. Osim antikancerogenog djelovanja, Lyngbya sp. posjeduje
bioaktivne spojeve (malingolid, debromoaplysiatoxin, kuracin A, kalcitonin ..) koji mogu
djelovati antibakterijski, protupalno i antivirusno na HIV (Abed i sur. 2009.).

Fikocijanin  pokazuje razli¢ite farmakoloske wucinke ukljucuju¢i antikancerogene,
antioksidativne i protuupalne ucinke. Ovisno 0 farmakoloskim djelovanjima i jedinstvenim
svojstvima, fikocijanin se moze razviti kao novi protuupalni agens ili terapeutski lijek protiv
neurodegenerativnih bolesti kao $§to su Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest,
Huntingtonov poremecaj i dr. (Saad i sur. 2020.).

Cijanobakterije su obecavaju¢i izvor i prirodnih antimikrobnih spojeva sa snaznim
antibakterijskim djelovanjem i Sirokospektralnim djelovanjem protiv bakterija. ZabiljeZeno je
da su mnogi spojevi s antimikrobnim djelovanjem ekstrahirani iz ovih mikroorganizama, kao
Sto su akrilne kiseline, masne kiseline, terpenoidi, steroli, halogenirani alifatski spojevi,
heterociklicki spojevi koji sadrze sumpor, ugljikohidrati, acetogenini i fenoli (Saad i sur.
2020.). Nadalje, cijanobakterije mogu proizvesti slozene nezasicene masne kiseline koje
pokazuju antimikrobno djelovanje protiv ljudskih patogena, kao $§to su Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus.
Primjerice, noscomin, koji je izveden iz medija kulture N. commune, pokazuje antibakterijsko
djelovanje protiv Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis i Escherichia coli (Nowruz i
sur. 2017.). Istrazivanje Nowruz i sur. (2017.) takoder navode vaznost spoja nostoflana, kiseli
polisaharid iz Nostoc flagelliforme koji pokazuje antivirusno djelovanje protiv herpes simplex
virusa. Nadalje, antifungalna aktivnost cijanobakterija pripisuje se njihovoj sposobnosti da
proizvode metabolite koji pripadaju razli¢itim klasama kao S§to su ciklicki depsipeptidi.
Izolirani su iz vrsta Lyngbya i Moorea (Saad i sur. 2020.). ZabiljeZzeno im je antifungalno
djelovanje protiv Candida albicans bez antibakterijskog djelovanja.

Osim navedenoga, cijanobakterije proizvode Sirok spektar spojeva koji inhibiraju rast algi,
koji se mogu koristiti za kontrolu cvjetanja istih. Cijanobakterije koriste ove spojeve kako bi
ogranicile rast ostalih mikroorganizama. Inhibitorni spojevi na taj nacin inhibiraju njihov rast,
fotosintezu, disanje, unos ugljika, enzimatsku aktivnost i induciraju oksidativni stres (Abed i
sur. 2009.).
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Posljednjih godina cijanobakterije se smatraju alternativnim izvorom prirodnih
spojeva s primjenom i u kozmetickoj industriji. Cijanobakterije su sposobne proizvoditi
razliCite metabolite, kao S$to su flavonoidi, pigmenti (npr. B-karoten, c-fikoeritrin,
fikobiliproteini), fenoli, saponini, steroidi, tanini, terpeni i vitamini koji su vazne komponente
u kozmetickim pripravcima (Morone i sur. 2019.). Mehanizmi cijanobakterija za zastitu od
zraCenja i oksidativnog stresa, kroz proizvodnju navedenih spojeva, ¢ini ovu skupinu
organizama obecavajuc¢im izvorima bioaktivnih tvari u kozmeti¢koj industriji. Uz potencijale
potrebne za kozmeti¢ke formulacije koje bi bile ekonomski prihvatljivije, cijanobakterije
posjeduju moguénost brzeg stvaranja biomase $to moZe uciniti proizvodnju isplativijom
(Morone i1 sur. 2019.). Mnoga istrazivanja upucuju na terapijski potencijal cijanobakterija, i
njihovu sposobnost stvaranja bioloski aktivnih tvari sa Sirokim rasponom djelovanja kao
antimikrobnih, antitumorskih 1 antivirusnih sredstava. Njihova sposobnost rasta u
jednostavnim anorganskim medijima s nizim troSkovima uzgoja i Sirokom raznolikoS¢u
njihovih sekundarnih bioaktivnih metabolita upucuju na potencijal u otkrivanju novih lijekova
i farmaceutskih proizvoda.

6.2. Cijanobakterije u naftnoj industriji i biorafineriji

Iskoristavanje prirodnih resursa u industrijskim procesima, posebno u industrijskom i
poljoprivrednom sektoru, ima brojne prednosti ukljucuju¢i one koje se odnose na ustedu
resursa, recikliranje i ponovnu upotrebu otpada. Opéenito, potrebne su pojacane i poboljsane
globalne strategije za energetsku sigurnost i smanjenje emisija CO> iz procesa proizvodnje
energije, posebno one usmjerene na maksimiziranje energetske ucinkovitosti koristenja Ciste
energije. To znaci koriStenje goriva koja promicu ciklus ugljika bez promjene atmosferske
ravnoteze (obnovljiva goriva) i razvoj energetskih izvora u CO2 neutralnim sustavima (De
Farias i sur. 2019.). Konkretno, biogoriva imaju vaznu ulogu u smanjenju globalnih
klimatskih promjena, sto je jedan od glavnih ciljeva biorafinerijskog pristupa.

Biorafinerija se definira kao odrziva prerada biomase u Siroki spektar trzisno prihvatljivih
proizvoda (hrana, sto¢na hrana, materijali, kemikalije) i energiju (goriva, struja, toplina) iz
biomase. Biorafinerije prosiruju i $iri koncept biogoriva, energije i kemikalija iz obnovljivih
izvora te promicu koncept ciklusa ugljika, s ciljem odrzivosti, dok pomazu u smanjenju
troSkova proizvodnje (De Farias i sur. 2019.). Etanol je glavno biogorivo koje se proizvodi u
cijelom svijetu. Bioetanol Cetvrte generacije jo§ uvijek je tehnologija u nastajanju i odnosi se
na proces u kojem se etanol proizvodi bez potrebe za razgradnjom biomase, odnosno
koriStenjem genetski modificiranih cijanobakterija koje mogu uhvatiti suncevu svjetlost, vodu
i hranjive tvari i pretvoriti ih izravno u etanol "fotofermentacijom™. Zbog svoje visoke stope
rasta i biokemijskog sastava, cijanobakterije su priznate kao vrlo obeéavajuca sirovina za
proizvodnju bioetanola, te su fokus istrazivanja obnovljivih izvora energije. Cijanobakterije s
velikim potencijalom u biorafineriji pripadaju uglavnom rodovima Arthrospira sp.,
Chlorococcus sp., Gloeocapsa sp., Synechocystis sp. i Synechococcus sp. (De Farias i sur.
2019.). Cijanobakterije moraju osigurati visoku stopu proizvodnje ugljikohidrata ako se zeli
dobiti bioetanol iz fermentacije. Naime, prehrambene tehnike (izgladnjivanje hranjivim
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tvarima i izvor ugljika), slani stres, intenzitet svjetlosti i temperatura mogu se primijeniti u tu
svrhu. Pod odgovaraju¢im uvjetima, vrste mikroalgi/cijanobakterija mogu akumulirati
ugljikohidrate s udjelom mase suhe stanice do 60% (De Farias i sur. 2019.). Cijanobakterije
su sposobne proizvoditi razliCite vrste biogoriva poput etanola, acetona, masnih Kiselina,
izobutanol, 2,3-butandiol, 1-butanol, itd. pomocu genetickog inZenjerstva (Saini i sur., 2018).
Cijanobakterijama se takoder moze lakSe genetski manipulirati. Veli¢ina genoma
cijanobakterija je relativno mala i do danas su sekvencionirani genomi nekoliko rodova stoga
cijanobakterije pruzaju iznimnu priliku za provodenje studija genetskog i metabolickog
inZenjeringa za poboljSanu proizvodnju biomase, §to je relativno teSko uciniti s eukariotskim
algama.

Istrazivanje Jiang i sur. (2019.) navode sposobnosti slatkovodne Spirulina subsalsa kao
potencijalnu sirovinu u proizvodnji biogoriva. Spirulina subsalsa u navedenom istrazivanju
postizala je veliku akumulaciju lipida, proteina, karotenoida i fitola uslijed prilagodavanja na
slanu okolinu (medij-morska voda) uz dodatak mononatrijevog glutamata (jeftini izvor
hranjivih tvari). Takoder, proizvodnja biogoriva iz cijanobakterija koriStenjem genetskog
inzenjeringa testirana je i na Synechocystis sp. PCC 6803 i S. elongatus PCC 7942, ¢iji su
genomi potpuno sekvencionirani, a molekularne tehnike dobro uhodane ( Pathak i sur. 2018.).
Medutim, faza recikliranja vode i1 hranjivih tvari te ponovna uporaba lipida u procesu
saharifikacije biomase, ekstrakcije Secera/lipida energetsko-ekonomski jo$ uvijek nije
isplativa. Stoga je uzgoj cijanobakterija za biogoriva jo$ uvijek skup.

Nadalje, cijanobakterijski vodik smatra se vrlo obeéavajuéim izvorom alternativne
bioenergije, bioplinom. Tako je na primjer S. elongatus PCC 7942 bila prva genetski
modificirana cijanobakterija koja je ucinkovito proizvodila bioetanol (Saini 1 sur., 2018).
Novije istrazivanje Kossalbayev i sur. (2022.) isti¢u potencijal sojeva iz Anabaena variabilis i
Synechocystis sp. kao najaktivnije proizvodace Hz na svijetu.

Cijanobakterijska sposobnost ispituje se i u dobivanju elektri¢ne struje. Dobivanje elektri¢ne
energije iz Trichodesmium erythraeuma opisano je u istrazivanju Shlosberg i sur. (2022.).
Izvor elektrona dolazi iz respiratornih ili fotosintetskih putova, preko redoks para NADP™*
/NADPH koji posreduje u ciklickom transportu elektrona izmedu fotosustava I (PSI) unutar
stanica i anode. Takoder, Shlosberg i sur. (2022.). navode moguénost pojacanja ,,fotostruje*
dodavanjem medijatora elektrona kao $to su NAD*, NADP*, citokrom C, vitamin B1 ili
kalijev fericijanid. Mogué¢nost dobivanja struje ovim putem imaju sojevi Synechococcus
elongatus PCC7942, Acaryochloris marina MBIC 11017, Synechocystis sp. PCC6803
(Shlosberg i sur. 2022.).
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7. ZAKLJUCAK

Pregledom bibliografije, utvrdena je svestranost cijanobakterija u biotehnoloskim

primjenama. Izvor su brojnih bioaktivnih spojeva koji se koriste u implikaciji okolisa, odrzive
poljoprivredne prakse, farmaceutskih lijekova, biogoriva i drugih vrijednih popratnih
proizvoda. Njihova duga postojanost i prilagodljivost u razli¢itim uvjetima okolisa (slanosti,
temperature, pH, UV zracenja i intenziteta svjetlosti) omogucila im je postojanost razli¢itih
sojeva, brojnih bioaktivnih spojeva, zanimljivih morfologija i sloZenih stani¢nih
metabolizama.
U poljoprivrednoj proizvodnji cijanobakterije nalaze primjenu kao biognojivo, sto¢na hrana i
biogorivo. Dokazano poboljsavaju organski i mineralni status poljoprivrednog tla, fizikalno
kemijski status tla, djeluju izravno na rast i razvoj usjeva proizvodnjom fitohormona i
neizravno unistavanjem patogenih mikroorganizama. Cijanobakterije imaju vaznu ulogu i
potencijal u bioremedijaciji oneciS¢enih tla, otpadnih voda i smanjenju oneciS¢enja zraka.
Njihova korist u ovom segmentu jos$ je u razvoju te se poboljSava genetickim manipulacijama.
Koristenje cijanobakterija (Arthrospira platensis, A. maxima i A. fusiformis) kao hrana i
dodatak hrani opée je prihvacena i zakonski regulirana, medutim postoje praznine koje je
potrebno dodatno utvrditi kako bi se mogao proizvoditi zdravstveno siguran i ispravan
prehrambeni proizvod. Nadalje, proizvodnja bioloski aktivnih metabolita cijanobakterija te
njihovo dokazano antimikrobno, antivirusno, antikancerogeno i antifungalno djelovanje
osigurava izvor stvaranja novih kemijskih i farmaceutski zanimljivih spojeva. Zaklju¢no,
sposobnost proizvodnje velike biomase i akumulacije rezervnih tvari, cijanobakterije
predstavljaju potencijal masovne proizvodnje biogoriva, bioplina i bioenergije za §to je
potrebno izvesti dodatna istrazivanja kako bi se postigla ekoloska, ali i ekonomska odrzivost.
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