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DROBNOUSTROJE PSYCHROFILNE I ICH BIOTECHNOLOGICZNY POTENCJAL

WSTEP

Drobnoustroje sa najbardziej wszedobyl-
skimi organizmami, rozwijajacymi si¢ nie
tylko w Srodowiskach umiarkowanych, ale
kolonizujacymi takze ekstremalne biotopy, w
ktore nasza planeta obfituje. Sa wsrod nich
srodowiska permanentnie zimne (Wieczna
zmarzlina, 16d morski i polarny) i gorace (gej-
zery z wrzaca woda, rdzenie skalne), silnie
kwasne (obszary bogate w siarke i piryty),
zasadowe (jeziora sodowe) lub zasolone (so-
lanki), podlegajace nieustannemu dzialaniu
wysokiego ciSnienia hydrostatycznego (gte-
biny oceandéw), ekstremalnie suche (gorace
i zimne pustynie), o wysokiej zawartoSci me-
tali ciezkich i innych toksycznych substancji,
skazone substancjami radioaktywnymi. Wiele
z nich jeszcze kilkadziesiat lat temu uwazano
za jalowe, bowiem wydawato si¢ (punkt wi-
dzenia typowo antropocentryczny), ze zadna
forma zycia nie jest w stanie w nich prze-
trwac. DziS wiemy, ze zycie rozwija si¢ w
nich bujniej niz sadziliSmy, i ze zasiedlajace
te Srodowiska mikroorganizmy ekstremofilne
sa czesto tak dalece zaadaptowane do egzy-
stencji w obecnosci ekstremalnego czynnika,
ze Srodowiska umiarkowane okazuja si¢ dla
nich zabodjcze, jak chocby w przypadku aci-
dofila Picrophilus torridus, rosnacego opty-
malnie w pH 0,7 (takim odczynem charakte-
ryzuje sie 1,2 M roztwoOr kwasu siarkowego),
ktory w srodowisku o pH 0 moze si¢ jeszcze
rozwija¢, natomiast w pH powyzej 4 ulega li-
zie (CIARAMELLA i wspotaut. 2005).

Przyjmujac jako kryterium czynnik fizyko-
chemiczny najlepiej charakteryzujacy ekstre-
mum danego biotopu, wsroéd drobnoustro-

jow ekstremofilnych wyr6znia si¢ obecnie
psychrofile, termofile (w tym hipertermofile),
halofile, acidofile i alkalofile, piezofile (barofi-
le), radiofile i metalofile, kserofile i w koncu
endolity oraz hipolity, ktore kolonizuja pe¢k-
niecia i denne czeSci skat (Tabela 1). Ta lista
prawdopodobnie nie jest jeszcze kompletna
i bedzie si¢ poszerza¢c w miar¢ eksploracji
kolejnych ekstremalnych Srodowisk. Nalezy
tez zaznaczyC, ze drobnoustroje zasiedlajace
takie Srodowiska sa czesto adaptowane do
kilku skrajnych czynnikéw Srodowiskowych,
co uwzglednia si¢ w ich klasyfikacji i nazew-
nictwie (piezopsychrofile, halopsychrofile,
acidotermofile, piezotermofile, itd.).
Mikroorganizmy  ekstremofilne  moga
przezyC i rozwijaC si¢ w czesto niezwykle
surowych warunkach, poniewaz w trakcie
ewolucji wyksztalcily liczne swoiste adapta-
cje. Naleza do nich specyficzne mechanizmy
akumulacji energii oraz utrzymania home-
ostazy Srodowiska wewnatrzkomorkowego
i metabolizmu, stabilno$¢ strukturalnych i
funkcjonalnych komponentéw komorki w
warunkach ekstremalnego biotopu, kinetyka
reakcji biochemicznych dostosowana do wa-
runkéw bytowania, odpowiedni sktad lipi-
dow blonowych, a takze innych komponen-
tOw bton, zapewniajacy plynnosSc¢ i stabilnos¢
membran oraz wlaSciwy transport jonow i
bioczasteczek niezbednych dla rozwoju ko-
morki, produkcja ochronnych substancji
— egzopolimeréw, biosurfaktantéw, ochron-
nych barwnikow, kompatybilnych solutow
(biozgodne, dobrze rozpuszczalne i wiazace
wode¢ niskoczasteczkowe substancje o funk-
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Tabela 1. Klasyfikacja i przyktady drobnoustrojow ekstremofilnych.

Parametr Sro- Grupa i warunki wzrostu Wystepowanie Mikroorganizm
dowiska
Temperatura  Hipertermofile >80°C Gorace zrodla, podwodne wylo- Pyrolobus fumarii
ty hydrotermalne, obszary wul- (T, =113°C)
kaniczne Thermus aquaticus
Psychrofile do 15°C Gleby polarne i wysokogorskie, Polaromonas vacu-
16d lodowcow, zimne wody olata ( T0m=4°C )
oceaniczne i ladowe
pH Acidofile pH<3 Haldy przy kopalniach wegla, Picrophilus torri-
gorgce Zrodla dus (pHopt=0,7)
Alkalofile pH > 10 Jeziora sodowe, gleby przesyco- Bacillus firmus
ne weglanami (pHopt=10,5)
Zasolenie Halofile stezenie soli Stone jeziora i stawy, przybrzez- Halobacteriaceae
[2-5 M] ne solanki (stezenie soli do
5,2M)
CiSnienie Piezofile ciSnienie Glebiny morskie Photobacterium sp.
[>40 MPa]
Radiacja Radiofile wysoki poziom Radioaktywne Scieki, skazona Deinococcus radio-
radiacji gleba, reaktory nuklearne durans
Aktywnos¢ Kserofile a_<0,8 Powierzchnie skal; Xeromyces bispo-
wody Zasolone organiczne ciecze, rus (a,<0,75)
np.oleje
Jony metali Metalofile wysokie stezenia ~ Miejsca skazone metalami i Rhodococcus sp.
ciezkich metali ciezkich, zwiazkami organicznymi
np. Cu, Hg, Pb
Skaty Endolity i hipolity Pekniecia i czeSci denne skat Methanobacterium
subterraneum

¢ji ochronnej) i wielu innych, cz¢sto uni-
katowych zwiazkow, interesujacych z uzyt-
kowego punktu widzenia (FUJIWARA, 2002;
JAVAUX, 2006; PAKCHUNG i wspoélaut., 2000).
Swojego rodzaju adaptacja jest tez zdolnosS¢
przejscia komorki w stan anabiozy, gdy wa-
runki Srodowiskowe staja si¢ tak skrajne, ze
niemozliwy jest nie tylko rozwoj, czy utrzy-
manie podstawowego metabolizmu, ale na-
wet reperacja makromolekul uszkodzonych
przez dzialanie ekstremalnego czynnika, ta
jednak wlasciwosc jest charakterystyczna dla
calego Swiata drobnoustrojow, nie tylko dla
ekstremofili.

Badania ekstremofili maja jeszcze inny,
bardziej uniwersalny wymiar, zwiazany z
astrobiologia, ktora stawia sobie za podsta-
wowy cel znalezienie odpowiedzi na pytanie,
jakie sa graniczne parametry dla istnienia zy-
cia i czy w zwiazku z tym jest ono mozliwe

w warunkach pozaziemskich. Te graniczne
warunki w odniesieniu do temperatury, za-
solenia, kwasowosci, dostepnosci wody (wy-
suszenia), radiacji, ciSnienia i czasu mozna
rozpoznaC i zdefiniowaC przede wszystkim
na podstawie badan drobnoustrojow ekstre-
mofilnych oraz pieczotowitej charakterystyki
srodowisk, w ktorych bytuja. Dopiero taka
wiedza, wsparta wynikami badan nad przezy-
walnoscia drobnoustrojow ziemskich w prze-
strzeni kosmicznej, pozwoli formulowac hi-
potezy i przewidywania, dotyczace mozliwo-
Sci powstania i ewolucji zZycia poza Ziemia.
Przewazajaca cz¢SC ziemskiej biosfery, to
psychrosfera o temperaturach ponizej 5°C.
Obejmuje ona ponad 90% objetosci oceanow
i 70% powierzchni ladow (SWIECICKA i wspot-
aut. 1997, HAGGBLOM 2005). Okoto 20% po-
wierzchni Ziemi jest stale zamarzni¢ta krios-
fera. Sa to obszary wiecznej zmarzliny (per-
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mafrost, pokrywajacy 85% powierzchni Ala-
ski, 55% — Rosji i Kanady, 20% Chin i wigk-
sza czeS¢ Antarktyki)(GILICHINSKY i wspotaut.
2003), ladowe pokrywy lodowe (16d lodow-
cOw) i Sniezne oraz l6d moérz polarnych
(DEMING 2002). Srodowiska te zamieszkuja
przede wszystkim drobnoustroje psychrofil-
ne, mozna zatem uznaé, ze ta grupa domi-
nuje nie tylko wsréd ekstremofili, ale praw-
dopodobnie wsrod calej ziemskiej mikroflo-

ry. Badania tych drobnoustrojow maja duze
znaczenie nie tylko per se, ale i w kontekScie
faktu, ze Europa (ksiezyc Jowisza) i Mars,
najblizsze Ziemi ciala niebieskie, zawierajg-
ce prawdopodobnie ciekla wode i glownie
z tego powodu typowane na ewentualne
siedliska prymitywnego zycia pozaziemskie-
go, charakteryzuja si¢ niskimi temperaturami
(MARION i wspotaut. 2003, WICKRAMASINGHE
2004).

ROZPOWSZECHNIENIE I OGOLNA CHARAKTERYSTYKA DROBNOUSTROJOW
PSYCHROFILNYCH

Pierwszy zimnolubny mikroorganizm
— fluoryzujaca bakterie, wyizolowana z prze-
chowywanej w chlodzie ryby i dobrze rosna-
ca w 0°C, opisal Forster ponad 100 lat temu.
Kilka lat pozniej pojawil sie w literaturze
termin psychrofile (gr. psykhros — zimny),
zaproponowany przez Schmidta-Nielsena dla
okreslenia mikroorganizmow wykazujacych
zdolnos§¢ wzrostu w tej wlasnie temperatu-
rze. Definicje psychrofili uscislit w 1963 r.
Stokes, zaliczajac do nich mikroorganizmy,
ktore w 0°C w czasie do dwoch tygodni two-
rza na podlozach staltych makroskopowo wi-
doczne kolonie. Obecnie obowiazujaca kla-
syfikacja mikroorganizmow zimnolubnych,
zaproponowana przez MORITE (1975), wyroz-
nia wsrdd nich psychrofile obligatoryjne, kto-
rych optymalna temperatura wzrostu (T )
nie przekracza 15°C, a maksymalna 20°C oraz
psychrofile fakultatywne, czyli psychrotrofy,
ktorych (Topt) miesci sie w zakresie 20-25°C.
Ostatnio BAKERMANS i NEALSON (2004) oraz
CAVICCHIOLI (2006) zaproponowali zastapie-
nie terminu psychrofile (w odniesieniu do
psychrofili obligatoryjnych) — terminem ste-
nopsychrofile, a nazwy psychrotrofy — nazwa
eurypsychrofile (przedrostki ,steno-, i ,eury-”
zostaly zapozyczone z terminow uzywanych
w ekologii, w opisie wezszej lub szerszej tole-
rancji na okreSlona determinante Srodowisko-
wa), precyzyjniej definiujacych wymagania
i tolerancje drobnoustrojow zimnolubnych
wzgledem zakresu temperatur otoczenia, w
ktorych moga si¢ te organizmy rozwijaé. Cy-
towani autorzy zwrocili uwage, ze koncowka
,-trofy” w obecnie stosowanej nazwie psy-
chrofili fakultatywnych jest z definicji zwia-
zana ze statusem zywieniowym organizmu i
w zaden sposoOb nie taczy sie z tolerowanymi
przez taki ustréj temperaturami, czyli jest to
termin wewnetrznie niespojny. Niezaleznie
jednak od szczegoélowego kryterium przyje-

tego za podstawe klasyfikacji i nazewnictwa
drobnoustrojow zimnolubnych, wszystkie
one dobrze si¢ rozmnazaja w zakresie tempe-
ratur 0-10°C, a te, ktore zasiedlaja Snieg, 16d
i wieczna zmarzling, powszechnie wykazuja
aktywnoS¢ metaboliczna ponizej 0°C, nawet
w -20°C i prawdopodobnie nie jest to jesz-
cze dolna granica minimalnej temperatury
ich wzrostu (JUNGE i wspotaut. 2004, 20006).

Drobnoustroje psychrofilne wystepuja w
rozmaitych ekosystemach i to nie tylko w
tych, ktore sa zlokalizowane na obszarach
o ustalonym zimnym klimacie, ale i takich,
gdzie temperaura obniza si¢ tylko lokalnie
lub okresowo. Bytuja w zimnych wodach
stodkich i morskich, w osadach dennych
morz i oceanéw, ktorych grubos¢ moze do-
chodzi¢ do 1 km, w polarnych i wysokogor-
skich glebach, w lodzie lodowcow i w lodzie
morskim, w podziemnych jaskiniach. Wyste-
puja na dnie rowOw oceanicznych na gltebo-
kosci nawet 11 km, a takze w troposferze i
stratosferze, gdzie temperatury spadaja do
-40°C. Niedawne (2004 rok) eksperymenty
wykazaly w probach pobranych przez spe-
cjalnie zaprojektowana aparature, wyniesiona
balonem na wysokos¢ 41 km, obecnos¢ zdol-
nych do zycia, cho¢ tzw. niehodowalnych
(ang. viable but non-cultureable) mikroor-
ganizmow (WAINWRIGHT i wspoltaut. 2004).
Wypada tutaj podkresli¢, ze wi¢kszoS¢ drob-
noustrojow obecnych we wszystkich Srodo-
wiskach ziemskich, zaro6wno wodnych, jak i
ladowych, nalezy wtaSnie do tej drugiej gru-
py, glownie ze wzgledu na niemoznos$¢ od-
tworzenia w warunkach laboratoryjnych spe-
cyficznych parametréw, chemicznego skltadu
i skomplikowanych zaleznoSci troficznych,
jakie charakteryzuja ich naturalne Srodowi-
ska bytowania. Dotyczy to réwniez, a moze
nawet przede wszystkim, biotopoéw ekstre-
malnych.
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Ostatnio udowodniono, ze drobnoustroje
rozwijaja si¢ w chmurach (AMATO i wspok
aut. 2006). Na wysokosci ok. 1,5 km ich li-
czebnos¢ dochodzi do 10°> ml-!, a wieckszos¢
z nich jest zdolna do wzrostu w 5°C i w
nizszych temperaturach. Stwierdzono, ze sa
wsrod nich obecne bakterie Gram-dodatnie
(Bacillus, Streptomyces i Staphylococcus) i
Gram-ujemne (Sphingomonas i Pseudomo-
nas) oraz drozdze i grzyby strzepkowe (Cla-
dospora, Aspergillus, Cryptococcus). W tych
samych probach wody z chmur, z ktérej po-
chodzily te izolaty, byly tez obecne produkty
ich metabolizmu: mleczan, octan, mrowczan
i burtsztynian.

Do szczegOlnie surowych biotopow nale-
zy permafrost, ktory definiuje si¢ jako zamro-
zona przynajmniej w ciagu kilku lat warstwe
gleby lub skal pod powierzchnia Ziemi. Prze-
wazajaca czeS¢ permafrostu znajduje sie w
stanie zamrozenia nieporownywalnie dluzej
(setki badz tysiace lat), a najstarsze jego po-
ktady sa prawdopodobnie zamrozone nawet
od 2 do 3 milion6w lat, co doskonale ttuma-
czy nazwe ,wieczna zmarzlina’. Srodowisko
to charakteryzuje si¢ nie tylko niska tempera-
tura (-10 do -12°C w permafroScie poinoc-
nej Syberii, a -22°C w permafroScie antark-
tycznym), ale takze niska aktywnoScia wody
(a,=0,9), wynikajaca z faktu, ze 92-97% cal-
kowitej jej iloSci wystepuje w permafroscie
w postaci lodu, a jedynie 3-8% w stanie
ciektym, zaleznie od temperatury i tekstury
osadow (gleba, pokruszone skaly), stanowia-
cych matryce wiecznej zmarzliny. Aktywnosc
wody, dawniej nazywana aktywnoScia wodna,
jest definiowana jako stosunek ciSnienia pary
wodnej nad roztworem analizowanej sub-
stancji do ciSnienia pary wodnej nad czysta
woda w tej samej temperaturze. Aktywnos¢
czystej chemicznie wody jest rowna jednoSci
i spada ponizej tej wartoSci wraz ze Wzro-
stem stezenia zwiazkOwW w niej rozpuszczo-
nych. Innymi stowy, aktywnos¢ wody okresla
ilos¢ wody ,dostepnej” w danym Srodowisku
dla zywego ustroju.

W permafroScie bardzo niskie jest steze-
nie substancji odzywczych, natomiast wyso-
kie sa kumulujace si¢ dawki promieniowania
gamma (od 1 do 6 kGy), ktorego zrodlem sa
mineraly glebowe. Te wlaSciwoSci sprawi-
ly, ze Friedmann (za GILICHINSKY i wspotaut.
2003) okreslit wieczna zmarzline jako ,Sro-
dowisko ekstremalne w stopniu absolutnym”
(ang. absolute extreme environment). Bada-
nia mikroflory rdzeni i powierzchniowych
warstw tundry syberyjskiej, prowadzone od

potowy lat 80. wspolnie przez naukowcoOw
rosyjskich i amerykanskich wykazaly, ze na-
wet najstarsze jego poklady o wieku od kil-
kudziesieciu tysiecy do 2-3 milionéw lat,
zawieraja zdolne do zycia bakterie i grzyby,
charakteryzujace si¢ niezwykla odpornoscia
na dlugotrwale zamarzanie, natomiast w war-
stwach powierzchniowych, ktore okresowo
moga dosSwiadcza¢ duzych sezonowych wa-
han temperatur, z zakresu od -45 do +25°C,
wystepuja zywe drobnoustroje w dobrej
kondycji fizjologicznej, znacznie czeSciej na-
lezace do psychrotrofow niz do obligatoryj-
nych psychrofili (VISHNIVETSKAYA i wspotaut.
2000). Wykazano tez, ze drobnoustroje sybe-
ryjskiego permafrostu akumuluja znaczne ilo-
Sci metanu w ciagu zimy, gdy tundra jest cal-
kowicie zamarznieta, co dowodzi, ze nawet
w takich warunkach wykazuja aktywnos¢
metaboliczna, cho¢ zapewne ich zdolnos¢ do
proliferacji jest wowczas ograniczona. Wieck-
szoSC drobnoustrojow wiecznej zmarzliny
zyje w tzw. kriopegach (ang. cryopegs), czy-
li w wystepujacych w niej soczewkowatych
tworach, zawierajacych niezamarzajacy wod-
ny roztwor soli o stezeniu od 17 do 30%,
ktorego temperatura in situ wynosi okoto
-10°C (GILICHINSKY i wspotaut. 2005). Jeden
z drobnoustrojow wyizolowanych z kriope-
g0w syberyjskiego permafrostu, Psychrobac-
ter cryohalolentis, ktorego genom zostal w
caloSci zsekwencjonowany i ktory nalezy do
halopsychrofili, jeszcze w -10°C wykazuje
zdolnos¢ reprodukcji, chociaz czas generacji
jest wowczas bardzo dhugi i wynosi 1500 go-
dzin (BAKERMANS i wspotaut. 2006). Na mar-
ginesie trzeba podkresli¢, ze prawie przez
dwa stulecia mikrobiolodzy skupiali si¢ na
badaniach drobnoustrojow mezofilnych, kto-
re namnazaja si¢ bardzo szybko (czas genera-
¢ji w ich przypadku liczy sie zwykle w minu-
tach), natomiast mikroorganizmy zasiedlajace
szczegOlnie surowe biotopy rosna nieporow-
nywalnie wolniej i nie jest wykluczone, ze w
przypadku niektorych z nich czasy generacji
w warunkach #n situ moga by¢ rzedu nawet
dziesiatkow czy setek lat.

Bakteri¢ Psychromonas ingrahamii o
jeszcze nizszej od Psychrobacter cryohalolen-
tis minimalnej temperaturze wzrostu, wyno-
szacej -15°C, wyizolowano z lodu morskie-
go (BREEZEE i wspolaut. 2004). RoSnie ona
znacznie szybciej od szczepu syberyjskiego
— czas generacji w T . wynosi 240 godzin
(ToMASHOW 1 TEDJE 2005). W lodzie morskim
wystepuja rOwniez bakterie z rodzaju Colwel-
lia, ktorego przedstawiciele bytuja ponadto
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w osadach z glebin morskich, jak np. Col-
wellia psychroerythraea 34H, pochodzaca z
morskich osadow arktycznych i przejawiajaca
aktywnosS¢ metaboliczna w zakresie od +13°C
do -20°C, co wykazaly wyniki badan nad in-
korporacja znakowanej [*H]-leucyny do biatek
tego drobnoustroju (JUNGE i wspotaut. 2004,
2000). Psychrofile wystepuja rowniez w lo-
dzie lodowcow. Dowody ich istnienia w tym
srodowisku sa nie tylko bezposrednie (izola-
cja i hodowla szczepow), ale i poSrednie. I
tak na przyklad, w rdzeniach lodowych po-
branych na glebokosciach od 2238 do 3053
m z lodowca grenlandzkiego wystepuje me-
tan pochodzenia mikrobiologicznego, produ-
kowany prawdopodobnie przez metanogeny
nalezace do Archea (TUNG i wspotaut. 2005,
20006). Gaz ten zostal ostatnio stwierdzony w
atmosferze Marsa (10 ppm), co sklonito auto-
row cytowanych badan do rozwazan o jego
mozliwym biotycznym pochodzeniu.

Mato zbadana grupa drobnoustrojow zim-
nolubnych sa psychrokserofile, do ktorych
naleza drobnoustroje zimnych i jednoczesnie
bardzo suchych biotopow, takich jak pusty-
nie i wysuszone skaly, zyjace przy aktywnosci
wody (a ) nizszej od wartosci 0,8. Sa wsrod
nich przedstawiciele grzybow strzepkowych,
porostow, glondw oraz sinic, kolonizujacych
pekniecia oraz spodnie czeSci kamieni i skat,
i dzicki temu zaliczanych takze do hipo- i
endolitow. Kserofilne sinice zyjace na kamie-
niach i skalach polarnych pustyin w Arktyce
i Antarktyce maja niezwykle uzdolnienia, bo-
wiem wykazuja aktywnoS¢ fotosyntetyczna
przy niedostrzegalnym natezeniu padajacego
Swiatla i to nawet w temperaturze -30°C,
gdy zawartoS¢ cieklej wody w Srodowisku
jest minimalna (THOMAS 2005). Sa wsrod
nich i takie gatunki, ktore moga rosnac¢ na
dennych czeSciach skal o duzej zawartoSci
stosunkowo przezroczystego kwarcu dzieki
nadzwyczajnie wydajnym systemom fotosyn-
tetycznym, pozwalajacym na efektywne wy-
korzystanie Swiatla stonecznego, nawet wow-
czas, gdy dociera do nich w iloSci zaledwie
od 0,01 do 0,1% Swiatla padajacego na odsto-
nieta powierzchnie.

Ostatnio postuluje si¢ w literaturze wyod-
rebnienie kolejnej grupy zimnolubnych eks-
tremofili, ktore proponuje si¢ nazwac eutek-
tofilami z tej racji, ze wymagaja do wzrostu
wody w fazie eutektycznej, czyli zyja na gra-
nicy przemiany fazowej woda-lod (DEMING
2002). Jak juz wspomniano, najzimniejsza
forma lodu na Ziemi jest 16d morski o tem-
peraturze -20°C. Ciekla woda zwilza w nim

nie tylko kazdy krysztal, ale wystepuje takze
w matrycy lodowej miedzy krysztalami razem
z substancjami odzywczymi, zamknietymi w
niej podczas wymrazania si¢ lodu. Wykazano,
ze ten 16d zawiera zyjace w fazie ciektej bak-
terie, chociaz jeszcze do niedawna uwazano,
7ze eutektyczna powierzchnia miedzyfazowa
stanowi martwg strefe. Lod ziemski to tzw.
16d I, lzejszy od wody, warto jednak zauwa-
zy¢, ze znanych jest 7 dalszych form lodu,
ktore istnieja w wysokich ciSnieniach i ktore
réznia sie wlasciwosSciami od lodu I. Léd 1T i
IIT maja wieksza gestos¢ od lodu I, a 16d VI o
temperaturze topnienia ok.. 80°C jest nawet
ciezszy od wody. W naturalnych warunkach
ziemskich ten ostatni rodzaj lodu nie wyste-
puje, mozna go jednak uzyska¢ w warunkach
laboratoryjnych. Okazalo sie, ze wprowadzo-
ne do takiego uktadu mikroorganizmy, np.
bakteria Escherichia coli, lokuja si¢ w prze-
strzeni miedzyfazowej i przejawiaja niska,
ale mierzalna aktywnoS¢ metaboliczna. Te
wyniki sa niezwykle cenne dla astrobiologii,
bowiem sugeruja, ze zycie mogloby sie utrzy-
mac¢ w lodzie wystepujacym na przyklad na
ksiezycu Jowisza, Europie, jak i w lodzie wy-
stepujacym prawdopodobnie w kometach i
meteorytach. Nalezy odnotowad, ze termin
eutektofile, proponowany dla drobnoustro-
jow wykorzystujacych jako Srodowisko zycia
powierzchnie miedzyfazowa woda-16d, przyj-
muje za kryterium klasyfikacji kombinacje,
nie do konca zreszta zdefiniowana, tempe-
ratury, ciSnienia i stezenia solutow, koniecz-
nych do powstania dwufazowego eutektycz-
nego Srodowiska wodnego, podczas gdy
w przypadku klasyfikacji wiekszoSci grup
ekstremofili (psychrofili, halofili, piezofili)
podstawa klasyfikacji jest jedna, co najwyzej
dwie (temperatura i ciSnienie, temperatura i
stezenie soli, itp.) okreSlone cechy fizykoche-
miczne danego Srodowiska.

Roznorodno$¢  drobnoustrojow  zimno-
lubnych, podobnie jak réznorodnos¢ ich sie-
dlisk, jest ogromna. Dotad opisane Gram-do-
datnie i Gram-ujemne psychrofilne bakterie
naleza do rodzajow: Alcaligenes, Antarcto-
bacter, Aquaspirillum, Arthrobacter, Bacil-
lus, Bacteroides, Brevibacterium, Colwellia,
Cryobacterium, Gelidibacter, Glacieola, Hy-
menobacter, Kocuria, Methylosphaera, Mi-
crobacterium, Micrococcus, Moraxella, Mo-
ritella (rodzaj obejmujacy prawdopodobnie
wylacznie gatunki psychrofilne), Octande-
cabacter, Oleispira, Phormidium, Photobac-
terium, Planococcus, Polaribacter, Polaro-
monas, Pseudoalteromonas, Pseudomonas,



312

MARIANNA TURKIEWICZ

Psychrobacter, Psychroflexus, Psychromonas,
Psychroserpens, Rhodoglobus, Sphingomo-
nas, Shewanellq i Vibrio (SATYANARYANA i
wspotaut. 2005).

Do gatunkow zimnolubnych naleza row-
niez liczne sinice. W morskich obszarach
Arktyki powszechnie wystepuja przedstawi-
ciele rodzajow Calothrix i Rivularia, nato-
miast w stodkich arktycznych wodach — No-
stoc (SATYANARYANA i wspoélaut. 2005). W
ladowej Antarktyce znaleziono dotad az 700
taksonow adaptowanych do zimna sinic.

Drobnoustroje psychrofilne nie ograni-
czaja sie do prokariontow, wystepuja takze
wsrod drozdzy, grzybow strzepkowych i jed-
nokomorkowych glonéw. W polarnym lodzie,
Sniegu i glebach najczeSciej bytuja psychrofil-
ne drozdze z rodzajow Torulopsis, Candida,
Mrakia i Leucosporidium. Do tego ostatnie-
go rodzaju nalezy m.in. endemiczny dla An-
tarktyki gatunek L. antarcticum. Psychrofilne
pleSnie wystepuja najczeSciej wsrod Penicil-
lium i Cladosporium, a takze wsrod patogen-

nych plesni Sniegowych (SWIECICKA i wspot-
aut. 1997, TURKIEWICZ I GROMEK 2000).

Psychrofilne archeony sa poznane znacz-
nie stabiej i skupiaja gtownie przedstawicieli
Methanogenium, Methanococcoides, Metha-
nosarcinia i Halorubrum; ten ostatni rodzaj
obejmuje psychrohalofile, np. Halorubrum
lacusprofundi, pochodzacy z wysoce zaso-
lonego (3,6-4,8 M) jeziora antarktycznego
Deep Lake. Pierwszym opisanym psychrofil-
nym archeonem byl Crenarchaeum symbio-
sum, symbiont gabki Axinella mexicana, wy-
kazujacy maksymalny wzrost w 10°C. Nieco
pOzniej opisano Methanococcoides burtonii,
wyizolowany z wiecznie zimnych dennych
warstw wody (tzw. hypolimnion) jeziora Ace
w Antarktyce, ktorego genom zostat w cato-
Sci zsekwencjonowany (CAVICCHIOLL 2000).
Obecnie szacuje sie, ze nawet 30% morskie-
go pikoplanktonu zimnych woéd szelfowych
stanowia archeony i ze wiekszo$¢ z nich na-
lezy do Crenarchaeota.

ADAPTACJE DROBNOUSTROJOW PSYCHROFILNYCH DO NISKICH TEMPERATUR

Temperatura jest jednym z nielicznych
czynnikéw Srodowiskowych, ktorych dziata-
nia drobnoustroje nie s3 w stanie skompen-
sowac, tak jak to czynia organizmy home-
otermiczne, dysponujace mechanizmami, po-
zwalajacymi na utrzymanie cieploty ustroju
rozniacej sie od temperatury otoczenia. Mi-
kroorganizmy ekstremofilne, chcac przezyc¢ i
rozwija¢ si¢ albo w bardzo wysokiej (nawet
grubo powyzej 100°C, jak to ma miejsce w
przypadku piezohipertermofili, zyjacych w
glebinach morskich u wylotow kanatéow hy-
drotermalnych), albo w bardzo niskiej (np.
w -20°C) temperaturze, musiaty wyksztalcic¢
specjalne adaptacje na kazdym poziomie or-
ganizacji komorki.

Jedna z najistotniejszych, o ile nie najwaz-
niejsza adaptacja jest u psychrofili taka mo-
dyfikacja sktadu kwasoéw tluszczowych w li-
pidach btonowych, ktéra zapewnia ptynnosc
membran komorkowych dzieki obnizeniu
temperatury tranzycji (przejScia) dwuwar-
stwy fosfolipidowej z fazy cieklokrystalicz-
nej do fazy statlego zelu (NICHOLS i wspotaut.
1999, KALINOWSKA i wspotaut. 2005). Tylko
pierwszy stan umozliwia normalna metabo-
liczng aktywno$¢ komorki, zalezna od pra-
widlowego przebiegu biernego i czynnego
transportu, efektywnego pobierania skladni-
kow odzywczych i odbierania bodzcow z oto-

czenia oraz niezakloconego transportu elek-
tronow w procesach oddychania. Strategie sa
tu zroznicowane. NajczeSciej mikroorganizm
psychrofilny zwicksza udzial nienasyconych
(mono- i wielonienasyconych) reszt kwasow
thuszczowych w lipidach btonowych. Tak sie
dzieje w przypadku bakterii piezopsychrofil-
nych, bytujacych w glebinach morskich i na-
lezacych na przykltad do rodzajow Schewanel-
la i Colwellia, ale juz w lipidach btonowych
morskich i glebowych bakterii antarktycz-
nych, bytujacych réwniez w permanentnie
zimnym Srodowisku, znacznie bardziej od
liczby nienasyconych reszt acylowych wzra-
sta liczba reszt o rozgatezionym (gléwnie izo-
mery anteizo, w mniejszej liczbie izomery
izo-) i czesto tez o krotszym tancuchu weglo-
wym. Dzieki ich obecnosci dwuwarstwa lipi-
dowa jest w membranie luzniej upakowana
i bardziej gi¢tka, co w niskiej temperaturze
ulatwia procesy transportu. Duze znaczenie
w dostosowaniu skladu lipidow btonowych
do poziomu temperatury otoczenia ma od-
powiednia regulacja aktywnoSci enzymow,
uczestniczacych w biosyntezie nienasyconych
(desaturazy) i rozgatezionych kwasow tlusz-
czowych (syntetazy kwasow tluszczowych
specyficzne wzgledem ketokwasOw o rozga-
tezionym tancuchu weglowym, analogow izo-
leucyny, leucyny i waliny).
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Wiekszos¢ reakcji metabolicznych, decydu-
jacych o przezyciu i rozwoju kazdego ustroju
katalizuja enzymy, zatem u psychrofili biatka
te musza byc¢ kinetycznie (niska optymalna
temperatura i znaczna aktywnosS¢ w tempe-
raturach z zakresu doSwiadczanego w warun-
kach bytowania), termodynamicznie (nizsza
swobodna energia i entalpia aktywacji w po-
réwnaniu z homologicznymi enzymami drob-
noustrojow mezofilnych) i przede wszystkim
strukturalnie dostosowane do dzialania w
niskiej temperaturze (GEORLETTE i wspoOlaut.
2004). Badania ostatniej dekady wykazaly nie-
zbicie, ze u podloza tego dostosowania lezy
wicksza niz homologicznych enzyméw drob-
noustrojow mezofilnych gietkoS¢ ich mole-
kut (Turkiewicz 2003, HOYOUX i wspotaut.
2004), dzieki ktorej moga efektywnie dzia-
fa¢c w lepkim (lepkos¢ wody np. w 0°C jest
siedmiokrotnie wyzsza niz w 20°C) i ubogim
energetycznie Srodowisku, w ktorym ruchy
termiczne czasteczek sa ograniczone. Do tej
pory rozwiazano metodami krystalograficz-
nymi struktury zaledwie dwunastu enzymow
drobnoustrojow psychrofilnych (Tabela 2) i
kilku enzymow, pochodzacych z ryb zyjacych
w zimnych akwenach. Tak mata liczba ustalo-
nych struktur wynika przede wszystkim z du-
zych trudnosci, na jakie napotyka krystalizacja

tych gietkich bialek. Pewnym rozwiazaniem
jest przewidywanie konformacji z uzyciem
metod bioinformatycznych, o ile jest znana
sekwencja aminokwasow w danym biatku
(mozna ja okresli¢ na podstawie sekwencji
genu) i o ile znajdzie si¢ w bazach danych
(Protein Data Bank, PDB) homologiczny en-
zym O znanej strukturze przestrzennej. Tym
sposobem zmodelowano in silico struktury
wielu adaptowanych do niskich temperatur
enzymoéw. Z rezultatOw analiz rentgenogra-
ficznych oraz bioinformatycznych wynika,
ze u obydwu rodzajow (psychrofilnych i
mezofilnych) enzymow ogolna architektura
czasteczki jest bardzo podobna, zblizona jest
konformacja domen i struktur naddrugorze-
dowych, a takze kieszeni katalitycznej (takie
same reszty aminokwaséw wiazacych i kata-
litycznych), dzieki czemu molekularny me-
chanizm katalizy z udzialem homologicznych
enzymow nalezacych do kazdej z grup jest
generalnie identyczny, natomiast obserwuje
sie pewne zmiany w strukturze drugorzedo-
wej, np. w ilosci i dlugosci petli. U enzymow
psychrofilnych sa czesto obecne dodatkowe
lub dluzsze polarne petle powierzchniowe,
ktore dzieki oddziatywaniom z rozpuszczalni-
kiem zwiegkszaja elastyczno$S¢ molekuty. Pod-
wyzsza ja takze mniejsza liczba oddziatywan

Tabela 2. Enzymy drobnoustrojow psychrofilnych o znanych strukturach krystalicznych.

Enzym Drobnoustroj

Literatura

o-amylaza

syntaza cytrynianowa
izomeraza triozofosforanowa
dehydrogenaza jablczanowa

metaloproteinaza

wapniowo-cynkowa
subtylizyno-podobna proteinaza

proteinaza serynowa

z rodziny proteinazy K
fosfataza tyrozynowa
dehydrogenaza alkoholowa
celulaza

ksylanaza

kinaza fosfoglicerynianowa

Alteromonas haloplanktis
Arthrobacter ps. DS2-3R
Vibrio marinus

Aquaspirillum arcticum

Pseudomonas aeruginosa

Vibrio sp.

Serratia sp.

Schewanella sp.

Moraxella ssp. TAE123
Pseudomonas haloplanktis
Pseudomonas haloplanktis

Pseudomonas sp. TACII18

AGHAJARI i wspotaut. 1998
PONDER i wspotaut. 1998
ALVAREZ i wspoétaut. 1998

KM i wspétaut.1999

VILLERET i wspotaut.1997

ARNORSDOTTIR i wspoétaut. 2005

HELLAND i wspotaut. 2006
TSURUTA I wspotaut. 2005
PAPANIKOLAN i wspotaut. 2005
VIOLOT i wsotaut. 2005

VAN PETEGEM i wspotaut. 2003

MANDELMAN i wspotaut. 2001
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wewnatrz czasteczkowych (wodorowych,
jonowych, hydrofobowych, van der Wilsa),
stabilizujacych zwiniecie tancucha polipepty-
dowego. Ceng za zwickszong gictkos¢ struk-
turalna (zwlaszcza w obszarze aktywnego
centrum) jest obnizona stabilnoS¢ termiczna
enzymoOw adaptowanych do zimna, natomiast
dzieki elastycznosci ich wydajnos¢ katalitycz-
na jest w warunkach bytowania dostatecznie
wysoka dla harmonijnego przebiegu prze-
mian metabolicznych.

Niektore najlepiej zaadaptowane do zim-
na psychrofile wytwarzaja unikatowe bialka,
nieobecne u innych grup mikroorganizmow,
tzw. bialka nukleacyjne lodu (ang. ice nuc-
leating proteins, INP) (KAWAHARA 2002). Sa
to male biatka zlokalizowane w zewnetrznej
membranie zimnolubnych bakterii, ktore
przy spadku temperatury dzialaja jako za-
rodki krysztalow lodu, wiazac na swej po-
wierzchni czasteczki wody. Powstajace w
ten sposob krysztaly, obudowujace rdzenio-
we czasteczki INP, sa zbyt duze, aby mogly
wnikna¢ do wnetrza komorki i spowodowac
jej destrukcje.

Tworzeniu sie wewngatrzkomoérkowego
lodu zapobiega takze kolejna klasa bialek,
syntetyzowana w niskich temperaturach,
zwana biatkami termicznej histerezy (ang.
thermal hysteresis proteins, THP) lub bial-
kami przeciwzamarzeniowymi (ang. anti fre-
eze proteins, AFP) (TURKIEWICZ 1999). Sa to
biatka obnizajace punkt krzepni¢cia wody,
ale nie jej punkt topnienia, czyli powodujace
termiczna histereze. Dzieki szczegdlnym wia-
sciwoSciom molekularnym (amfipatycznos¢
czasteczek — jedna strona powierzchni mole-
kuly ma charakter hydrofobowy, druga — hy-
drofilowy) biatka te adsorbuja si¢ na zarod-
kach krysztaltow lodu, albo powstajacych w
komorce przy spadku temperatury, albo tez
przenikajacych do jej wnetrza ze Srodowiska,
nie dopuszczajac do dalszego ich wzrostu, co
chroni komorke przed uszkodzeniami. AFP
wystepuja powszechnie u ryb zimnych akwe-
now i u bezkregowcoéw, natomiast znacznie
rzadziej u drobnoustrojow. Zalicza si¢ je do
substancji krioprotekcyjnych, podobnie jak
kompatybilne soluty, zwane inaczej ekstre-

molitami. Do tych ostatnich naleza m.in.
monosacharydy (trehaloza), pochodne ami-
nokwasow (ektoina, cholina, trimetylowe po-
chodne glicyny i proliny, czyli betainy tych
aminokwasoéw), aminy (karnityna). Ekstremo-
lity chronia makroczasteczki i komorki nie
tylko przed zamarznieciem, ale i przed inny-
mi stresami (Wysuszenie, szok osmotyczny,
denaturacja termiczna, promieniowanie UV).

Kolejna grupa biatek, ktére u mikroorga-
nizmow psychrofilnych, zwlaszcza bytujacych
w Srodowiskach o ustalonej niskiej tempera-
turze, sa obecne w sposob ciagly, a u innych,
w tym takze u mezofilli, sa wytwarzane w
odpowiedzi na stres zimna, sa bialka szoku
zimna Csp (ang. cold shock proteins). Csp sa
niezbedne do uruchomienia i prawidlowego
przebiegu transkrypgji i translacji w warun-
kach niskiej temperatury (KAUFMAN i TURKIE-
wicZ 2004). Przede wszystkim umozliwiaja
tworzenie sie funkcjonalnych rybosomow,
czyli takich, w ktorych moze zachodzi¢ bio-
synteza lancucha polipeptydowego, ponadto
likwiduja nietypowe drugorzedowe struktury
w mRNA, powstajace podczas szoku zimna.
Regulacja biosyntezy Csp to zlozony i wie-
loczynnikowy proces, kontrolowany na po-
ziomie zarowno transkrypcji, jak i translacji.
Gléwna réznica pomiedzy synteza Csp u psy-
chrofili i mezofili polega na tym, ze u tych
ostatnich w poczatkowym etapie po szoku
zimna, odwrotnie niz u psychrofili, ekspre-
sja genOw Csp jest opdzniona w czasie na
skutek inhibicyjnego efektu, wywieranego
przez niska temperature, natomiast u drob-
noustrojow zimnolubnych biatka te powsta-
ja bardzo szybko, a ich liczba po szoku jest
zwykle wyzsza niz u mezofili i proporcjonal-
na do natezenia zimna. W mikroorganizmach
bytujacych w Srodowiskach o ustalonej ni-
skiej temperaturze, synteza Csp zachodzi w
sposob ciagly. Podobna do Csp grupa biatlek,
umozliwiajacych drobnoustrojom psychrofil-
nym niezaklécony rozwoj, sa biatka aklimaty-
zacji do zimna — Cap (ang. cold-acclimation
proteins).

DROBNOUSTROJE PSYCHROFILNE A BIOTECHNOLOGIA

Sita napedowa szybko sie rozwijajacych
badan drobnoustrojow zimnolubnych, po-
dobnie jak i innych grup ekstremofili, sa nie
tylko wyzwania, jakie stawia astrobiologia, ale

przede wszystkim swiadomos¢, ze mikroorga-
nizmy te dysponuja znacznym, cho¢ trudnym
jeszcze do pelnego oszacowania potencjalem
biotechnologicznym, ktorego wykorzystanie
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moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju wielu dzie-
dzin gospodarki, medycyny i ochrony srodo-
wiska. Warto tu wspomnie¢, ze przed nie-
spelna dwoma laty Unia Europejska uznala
za jedna z priorytetowych dziedzin biotech-
nologi¢ przemystowa, ktora stawia sobie za
nadrzedny cel wprowadzenie do przemystu
bioproceséw na miejsce tradycyjnych tech-
nologii chemicznych, generujacych toksyczne
dla Srodowiska odpady.

Psychrofile, podobnie jak inne grupy
drobnoustrojow ekstremofilnych, wykazu-
ja liczne unikatowe wlasciwosci i moga by¢
eksploatowane przez czlowieka na dwa spo-
soby: jako indywidualne kultury lub kon-
sorcja mikrobiologiczne, przydatne w wielu
procesach, na przyktad w uzdatnianiu skazo-
nych Srodowisk lub w likwidacji toksycznych
odpadéw w zimnym i umiarkowanym klima-
cie, albo tez jako producenci réznorodnych
uzytecznych biomolekul (METHE i wspotaut.
2004) (Tabela 3).

Do najcenniejszych produktow mikro-
biologicznych naleza niewatpliwie enzymy,

ktore mozna traktowac jako swoiste mole-
kularne narzedzia, stuzace do wytwarzania
szerokiego asortymentu rozmaitych cennych
substancji. Najogolniej ujmujac, psychrofilne
enzymy dzieki wrodzonej gietkoSci struktu-
ralnej nadaja si¢ szczegolnie do stereoselek-
tywnych biotransformacji (SELLEK i CHAU-
DHURI 1999) zachodzacych w Srodowisku
rozpuszczalnikOw organicznych, w ktorym
mniej elastyczne czasteczki katalitycznych
biatek, pochodzacych np. z mezofilnych czy
termofilnych szczepow, moga ulec tak znacz-
nemu usztywnieniu, ze staja si¢ niezdolne
do zwiazania substratu i do jego przemiany
w produkt. Z tego wzgledu poszukuje sie
producentow stereoselektywnych enzymow
(lipaz, esteraz, liaz, metylaz, oksydoreduktaz,
racemaz, aminotransferaz) przede wszystkim
wsrod drobnoustrojow bytujacych w  per-
manentnie zimnych, a jednoczes$nie suchych
srodowiskach, np. w glebie antarktycznej. Sa
one adaptowane nie tylko do zimna, ale tak-
ze do dzialania w warunkach niskiej aktyw-
noSci wody, czyli sa potencjalnie przydatne

Tabela 3. Mozliwosci wykorzystania drobnoustrojow psychrofilnych, ich enzymow i innych sub-

stancji.

Drobnoustroj/enzym/ inna substancja

Wykorzystanie

Psychrofilne kultury:
Metanogeny

Drobnoustroje utylizujace weglowodory alifa-
tyczne i aromatyczne

Produkcja metanu

Likwidacja skazen ropa naftowa w wodach morskich

Metalofile

Psychrofile zyjace w lodzie

Usuwanie skazefi metalami ciezkimi

Zrédto krioprotektantow

Enzymy adaptowane do zimna:
Alkaliczna fosfataza

Proteinazy, lipazy, celulazy, amylazy
Lipazy i proteinazy

Proteinazy

Proteinazy

B-galaktozydaza

Rézne enzymy

Oksydoreduktazy

Biologia molekularna

Detergenty

Produkcja serow

Sktadniki ptynéw do higieny soczewek kontaktowych
Zmickczanie miesa wolowego

Usuwanie laktozy z przetworéw mlecznych i z serwatki,
synteza prebiotycznych oligosacharydow

Poprawa smaku zywnoSci

Biotransformacje, wspomaganie bioremediacji, biosenso-
ry zanieczyszczenn Srodowiska

Inne substancje:
Wielonienasycone kwasy tluszczowe o-3

Biatka nukleacyjne lodu

Nutraceutyki, suplementy diety

Sztuczny Snieg, produkcja lodow i mrozonej Zywnosci
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do biokatalizy niewodnej. Tego rodzaju Kka-
taliza umozliwia jednoetapowa synteze wie-
Iu cennych z uzytkowego punktu widzenia
substancji, na przyktad tzw. blokow budulco-
wych, uzywanych w syntezie lekow, ktorych
otrzymywanie metodami chemicznymi jest
wielostopniowe i o wiele bardziej skompli-
kowane. I tak na przyklad, lipaze psychrofil-
nego szczepu Pseudomonas sp. P38 z powo-
dzeniem wykorzystano do syntezy kaprylanu
butylu (zwiazek zapachowy) w n-heptanie,
a psychrofilna lipaza drozdzy Candida an-
tarctia, ktorej produkcja zostala juz skomer-
cjalizowana, stuzy jako niezwykle efektywny
i stereoselektywny katalizator réznorodnych
syntez w Srodowisku rozpuszczalnikow or-
ganicznych. Prowadzi si¢ takze badania nad
mozliwoscia zastosowania adaptowanych do
zimna proteinaz w syntezie peptydow, ktora
podobnie jak synteza lotnych zwiazkoéw zapa-
chowych i modyfikacje antybiotykow, zacho-
dzi z wyzsza wydajnoScia w niskich tempera-
turach.

Wykorzystanie enzymoéw adaptowanych
do zimna niesie tez wiele innych korzySci.
Przede wszystkim maleja koszty procesu
dzieki obnizeniu zuzycia energii (typowym
przykltadem moze by¢ odwlaszanie skor zwie-
rzecych w garbarstwie przy uzyciu psychro-
filnej proteinazy w temperaturze wody wo-
dociagowej, zamiast w 37°C), znacznie si¢
moze poprawic jakoS¢ koncowego produktu,
o ile w podwyzszonej temperaturze ulega on
niekorzystnym modyfikacjom, ponadto ter-
molabilny enzym mozna tatwo i selektywnie
zinaktywowad, co jest istotne w przypadku
stosowania w danym procesie enzymow o
roznych profilach temperaturowych. Warto
tez odnotowac, ze aplikacja zimnych enzy-
mow w przetworstwie zywnoSci w duzym
stopniu eliminuje ryzyko zakazen mezofilna
mikroflora.

Odbiorca psychrofilnych enzymow jest
obecnie przede wszystkim przemyst deter-
gentOw, przeznaczonych do prania w 30°C i
w nizszych temperaturach (GERDAY i wspot-
aut. 2000). Jak wazne znaczenie ma dostep-
nos¢ tego rodzaju produktéw uSwiadamiaja
wyniki szacunkowych wyliczen oszczednoSci
w zuzyciu energii, ktore mozna by osiagnac,
gdyby we wszystkich gospodarstwach domo-
wych Europy obnizy¢ temperature prania
do 30°C. OszczednoSci te bylyby tak duze,
ze spowodowalyby spadek emisji dwutlenku
wegla do atmosfery o 12 mln ton rocznie. W
Europie producentem specjalnego prepara-
tu enzymatycznego, przeznaczonego do pra-

nia w obnizonych temperaturach jest firma
NovoNordisk. Tego rodzaju enzymy, przede
wszystkim proteinazy (plamy biatkowe, np.
z krwi, najtrudniej usunac¢ z zabrudzonej
odziezy) sa réwniez wytwarzane w Stanach
Zjednoczonych i w Japonii, ktoéra produkuje
nawet detergenty, przeznaczone do prania w
temperaturze wody wodociagowej (8-10°C).
W USA produkuje si¢ adaptowana do niskich
temperatur alkaliczna proteinaze antarktycz-
nego szczepu Bacillus sp. TA41, ktora do-
datkowo zostala ulepszona na drodze tzw.
molekularnej ewolucji in vitro, dzieki czemu
zwickszyla sie stabilnoS¢ termiczna tego bial-
ka. Prace te finansowala znana amerykanska
firma Procter&Gamble, najwickszy Swiatowy
potentat w produkcji detergentow piora-
cych.

Psychrozymy sa réwniez przydatne dla
przemystu spozywczego (GOMES i STEINER
2004). Dla przemystu mleczarskiego cenne
bylyby np. psychrofilne p-galaktozydazy, na-
dajace sie do usuwania laktozy z mleka w
warunkach chlodniczego przechowywania.
Mleko bezlaktozowe jest przeznaczone dla
0sob z nietolerancja tego disacharydu (jedna
trzecia Swiatowej populacji osob dorostych),
ktora powoduje u nich uciazliwe dolegliwo-
Sci gastryczno-jelitowe (biegunki, wzdecia).
U kilku gatunkow bakterii antarktycznych z
rodzaju Pseudoalteromonas znaleziono juz
odpowiednie do tego rodzaju zastosowania
B-galaktozydazy. Poszukuje si¢ ponadto psy-
chrofilnych pektynaz, przeznaczonych dla
przetworstwa owocow (redukcja lepkosci
miazgi owocowej przed filtracja, klarowa-
nie sokow w niskich temperaturach), a tak-
ze proteainz, ktore mozna by zastosowaé w
tenderyzacji (zmi¢kczaniu) i poprawie sma-
ku mrozonego mig¢sa. Przemyst paszowy jest
zainteresowany psychrofilnymi celulazami,
fitazami oraz proteinazami, ktoérych zasto-
sowanie poprawiloby walory zywieniowe i
przyswajalnos¢ pasz. Zaawansowane sa prace
nad wykorzystaniem adaptowanych do zimna
oksydoreduktaz w biosensorach przeznaczo-
nych do monitorowania skazefi Srodowiska
w chtodnym i umiarkowanym klimacie.

Do tej pory w przemySle sa stosowane
przede wszystkim enzymy drobnoustrojow
mezofilnych, produkowane na drodze biosyn-
tezy, czyli hodowli tych mikroorganizmow,
technicznie latwej do przeprowadzenia z ra-
¢ji ich przystosowania do wzrostu w lagod-
nych warunkach. Takze wickszos¢ dotad sko-
mercjalizowanych enzymow ekstremofili jest
wytwarzana przez transformowane ich gena-
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mi drobnoustroje mezofilne, jednak nie w
kazdym przypadku udaje si¢ uzyska¢ wydajna
ekspresje takich genow, badZ tez otrzymac
aktywne bialko w nowym, mezofilnym go-
spodarzu. Wynika¢ to moze albo z niezbed-
noSci ekstremalnego czynnika (podwyzszo-
nego ciSnienia, obnizonej temperatury, itp.)
dla prawidlowej i wydajnej ekspresji genu
ekstremofilnego biatka, albo tez z niemozno-
Sci prawidlowego sfaldowania juz zsyntetyzo-
wanego laficucha polipetydowego w mezo-
filnym gospodarzu, ktory moze nie zawierac
specjalnych, najczeSciej niezidentyfikowa-
nych substancji, wspomagajacych ten proces
w naturalnym producencie danego enzymu.
Z tego wzgledu bardzo intensywnie pracuje
sic nad nowymi systemami heterologicznej
ekspresji genow, opartymi na drobnoustro-
jach psychrofilnych. Pierwszy taki system,
wykorzystujacy bakterie Pseudoalteromonas
haloplanktis TAC125 (pierwszy drobnoustroj
psychrofilny, ktérego genom zostal w cato-
Sci zsekwencjonowany), juz opracowano, nie
jest on jednak jeszcze dostepny jako komer-
cyjny zestaw (prawdopodobnie trwa proce-
dura patentowania).

Globalny rynek enzymow, ktorego war-
toS¢ ocenia sie obecnie na ok. 5 mld $ (war-

toS¢ rynku chemikaliow jest ok. 35-krotnie
wyzsza, w 2004 r. wynosita 174 mld $), nale-
zy do najlepiej rozwijajacych sie i rokrocznie
wzrasta o ok. 10%. Wydaje si¢, ze duza czes¢
tego rynku powinna w niedalekiej przyszio-
Sci przypas¢ enzymom adaptowanym do ni-
skich temperatur.

Psychrofile sa nie tylko producentami
przydatnych dla gospodarki enzymow, ale,
podobnie jak inne ekstremofile, takze in-
nych biopolimeréw, przede wszystkim egzo-
polisacharydéw (SCHIRALDI i DE ROSA 2002).
Substancje te chronia komorki przed wysu-
szeniem, fagocytoza, gwaltownymi zmianami
temperatur i innymi niekorzystnymi czynni-
kami fizycznymi oraz chemicznymi, maja tez
wlasciwosci glebotworcze i uczestnicza w
tworzeniu biofilmow. Charakteryzuja si¢ wy-
soka lepkoscia, czesto pseudoplastycznoscia i
zwykle sa lepszymi emulsyfikatorami niz sur-
faktanty o niskiej masie. Jak dotad polisacha-
rydy psychrofili sa stabo zbadane, cho¢ ostat-
nio wzrasta liczba prac poSwieconych tym
substancjom, ktore odgrywaja prawdopodob-
nie istotna role w przezyciu zwlaszcza tych
psychrofili, ktére bytuja w skrajnie nieprzy-
jaznych Ssrodowiskach, takich jak permafrost
czy 16d morski.

UWAGI KONCOWE

Zintensyfikowanie badan ekstremofili, w
tym takze drobnoustrojow zamieszkujacych
najzimniejsze biotopy, sprawilto, ze coraz le-
piej rozumiemy skomplikowane mechani-
zmy, dzicki ktorym te drobnoustroje potrafia
przezy¢ w surowym Srodowisku. Co wigcej,
poznawanie molekularnych podstaw kolej-
nych adaptacji jest zwiazane z identyfikacja
unikatowych niejednokrotnie bioczasteczek,
interesujacych z uzytkowego punktu widze-
nia, ktorych wykorzystanie w gospodarce,
medycynie i w ochronie Srodowiska moze
podniesc jakoS¢ naszego zycia. JednoczeSnie
rozwoj technik molekularnych i bioinforma-
tycznych rokuje, ze badania biordznorodno-
Sci i adaptacji drobnoustrojow ekstremofil-
nych wejda w nowa, przyspieszona faze.

Pewien przedsmak rezultatow, jakie mo-
zemy osiagnacé, daja wyniki analizy genomu
i zidentyfikowanego na jego podstawie po-
tencjalnego proteomu (proteom to zestaw
biatek wystepujacych w organizmie, tkance,
komorce lub przedziale komoérkowym, przed-
miot badan proteomiki. W przeciwienstwie
do genomdéw proteomy nieustannie zmie-

niaja sic¢ w odpowiedzi na rézne czynniki)
wspomnianej juz piezopsychrofilnej bakterii
Colwellia psychroerythraea 34H, ktorej DNA
zostal catkowicie zsekwencjonowany, opubli-
kowane przed rokiem w prestizowym czaso-
piSmie amerykanskim Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences (PNAS) (METHE
i wspotaut. 2005) Analiza ta umozliwila nie
tylko identyfikacje najistotniejszych dla prze-
zycia genow i bialek enzymatycznych, ale do-
starczyla takze cennych informacji o specy-
ficznych substancjach, produkowanych przez
C. psychroerythraea i ich roli w adaptacji tej
bakterii do niskich temperatur, wysokiego ci-
$nienia i niskiego st¢zenia substancji odzyw-
czych w Srodowisku. Naleza do nich miedzy
innymi:

— polihydroksyalkanoaty typu poliestrow,
gromadzone wewnatrzkomorkowo jako re-
zerwa wegla i energii na czas gtodu;

— egzopolisacharydy, ulatwiajace pobieranie
przez komorke produktow degradacji sub-
stancji pokarmowych, zachodzacej z udzia-
lem pozakomorkowych enzymoOw tej bakterii
i jednoczesSnie utrzymujace je w bezposred-
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nim otoczeniu komorki, przez co zmniejszaja
sic wydatki energetyczne na ich produkcje;
egzopolisacharydom jest tez przypisywana
rola krioprotekcyjna;

— poliamidy — bialkopodobne polimery,
przypominajace cyjanoficyne, gromadzone
wewnatrzkomorkowo jako rezerwa azotu;

— kompatybilne soluty, takie jak betaina, kar-
nityna i cholina, chroniace komoérke przed
utrata wody w zimnym, a nawet zamarzaja-
cym Srodowisku (bakterie rodzaju Colwellia
bytuja tez polarnym lodzie)

— unikatowe, nie opisane dotad bialtka szoku
zimna, Csp, ktorych szczegoélowa funkcja nie
jest jeszcze znana.

Przynajmniej dwie ze zidentyfikowa-
nych substancji sa interesujace dla przemy-
stu — polihydroksyestry charakteryzujace si¢
zwykle wlaSciwoSciami termoplastycznymi
i elastomerycznymi, a takze poliamidy, jako

ewentualne biodegradowalne substytuty po-
liakrylanow.

Mozna przypuszczaé, ze w niedalekiej
przysztoSci, w miare poznawania komplet-
nych genoméw coraz to nowych drobno-
ustrojow ekstremofilnych i wzrostu zasobow
bankow sekwencji i struktur biatkowych, a
takze rozwoju metabolomiki (celem meta-
bolomiki jest identyfikacja funkcji genu na
podstawie metabolomu, przez ktory rozumie
si¢ 0ogot reakcji i szlakow metabolicznych da-
nego ustroju; jesli taka funkcja jest ustalona,
obecnos¢ danego genu w DNA oznacza, ze
dany ustrdj moze zawiera¢ produkt jego eks-
presji), tego rodzaju analizy stana si¢ norma,
a nasza wiedza o granicach, w ktoérych moze
rozwijac si¢ zycie stanie si¢ bardziej komplet-
na i bardziej przydatna dla poszukiwan jego
sladow w Kosmosie.

PSYCHROPHILIC MICROORGANISMS AND THEIR BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

Summary

Research concerning extremophilic microor-
ganisms have appreciably extended our knowledge
about the life limits. Psychrophiles, which are cold-
adapted microorganisms (some thrive even at -20°C)
rank the first in abundance to the other groups of
extremophiles. They populate the harshest environ-
ments on Earth, like permafrost, marine and glaciers
ice, the highest parts of mountains, clouds and strat-
osphere. Psychrophiles have developed numerous
molecular adaptations, without which they would
not be able to persist in cold biotops. They produce
protective exopolymers and low molecular weight
cryoprotectants, polyunsaturated and branched fatty
acids, which provide the appropriate fluidity of cell

membranes — essential for the communication with
the environment, and different sorts of proteins, like
ice nucleating proteins, cold shock and cold accli-
mation proteins and enzymes, characterized by mo-
lecular and kinetic adaptations to catalysis of meta-
bolic reactions at low temperatures. All these bio-
molecules are extremely interesting for biotechnolo-
gists because they can either widen the assortment
of products applicable to industry and medicine or
be valuable molecular tools to be used in biotech-
nology for the manufacture of these products. The
properties of psychrophilic microorganisms imply
that development of life is possible also in some
extraterrestrial environments.
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