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Chrom (Cr) to metal cigzki 0 duzym znaczeniu przemystowym. Wykorzystywany jest mi¢dzy
innymi w procesach galwanizacji, do produkcji stopow, przy spawaniu metali, do garbowania
skor i produkcji barwnikoéw. Z powodu szerokiego zastosowania w przemysle, metal ten
tatwo moze przedostawaé si¢ do $rodowiska naturalnego. Chrom wystepuje na roéznych
stopniach utlenienia, od —IV do +VI, lecz stabilne w $§rodowisku sg jedynie: forma metaliczna
(Cr®) oraz formy jonowe Cr(Ill) i Cr(VI), ktore réznia sic znacznie swymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi oraz aktywnos$cig chemiczng ibiochemiczng. Do  glownych
mechanizmoéw toksycznosci komorkowej chromu zalicza si¢ tworzenie adduktéw Cr(III)-
DNA, procesy oksydacji i agregacji biatek oraz tatwos¢ redukcji Cr(VI) do form posrednich
Cr(V) i Cr(IV), wywotujacych reakcje Fentona i generujacych wolne rodniki, ktore z kolei sg
przyczyna uszkodzen oksydacyjnych komdrek. Cr(VI) cechuje wysoka rozpuszczalnosé,
mobilnos¢ oraz silna toksycznos¢. Jako anion chromianowy, tatwo wnika do komorek
wykorzystujac systemy transportu waznych metabolicznie jondw, m.in. siarczanowych oraz
fosforanowych. Z kolei Cr(I1I) charakteryzuje si¢ relatywnie niskg toksycznoscig ze wzgledu
na niewielkg biodostepnos¢, chociaz po wniknigciu do komorek powoduje uszkodzenia DNA.
Forma ta w $rodowisku jest mniej mobilna, gdyz ulega szybkim i spontanicznym procesom
hydroksylacji, adsorpcji i kompleksowania. Warto podkresli¢ fakt, iz Cr(III) w postaci
kompleksow bioorganicznych jest mikrosktadnikiem wspomagajagcym metabolizm glukozy
i lipidow oraz stymulujacym funkcjonowanie insuliny.

Ze wzgledu na wysoka toksycznos$¢, chrom moze wywotywaé rowniez szereg
niekorzystnych efektow ekologicznych. Jako metal cigzki, w odrdznieniu do substancji
pochodzenia organicznego, nie ulega degradacji ijest akumulowany w wodzie, glebie,
osadach dennych is§ciekowych oraz organizmach zywych. Istnieja gatunki roslin
I mikroorganizméw zdolne do bytowania w $rodowiskach skazonych zwigzkami chromu.
Organizmy te wyksztatcity rozne mechanizmy opornosci, takie jak: biosorpcja, bioakumulacja
potaczona z biosekwestracjg, zmniejszona akumulacja na skutek uszczelnienia bton
komorkowych badz aktywacji uktadow wyrzutu poza komodrke, a W szczegoélnosci
bioredukcja Cr(VI) do Cr(Ill), zachodzaca na drodze enzymatycznej i nieenzymatycznej.
Niektore z tych strategii moga by¢ zwiazane z syntezg specyficznych biatek oraz stymulacja
szeregu innych aktywnych procesow ochronnych, wptywajacych na koncowy efekt w postaci
zwigkszonej tolerancji na obecnos¢ Cr(VI).

Przedmiotem niniejszej pracy byla charakterystyka wybranych enzymatycznych
I nieenzymatycznych ukladéw przemian chromianu, ze szczegdélnym uwzglednieniem
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systemow redukcyjnych. Skupiono si¢ takze na wyjasnieniu reakcji na stres wywolany
obecno$cig chromu(VI), obserwowanej na poziomie zmian W proteomie oraz wskazano
organizmy przejawiajace strategie bioremediacyjne najkorzystniejsze z punktu widzenia
aplikacji biotechnologicznych ukierunkowanych na unieszkodliwianie toksycznych skazen
srodowiskowych chromianem.

Do doswiadczen prowadzonych w ramach niniejszej pracy wybrano trzy modele
badawcze, wykorzystujace organizmy bakteryjne, drozdzowe oraz roslinne. W ramach
modelu I, obejmujacego analizy przeprowadzane na bakteriach, okreslono tolerancje na
Cr(VI) wybranych szczepow zrodzaju Pseudomonas i Bacillus poprzez oznaczenie ich
przezywalnosci i zdolnosci do wzrostu hodowli w obecnosci réznych stezen chromianu.
U szczepow wykazujacych aktywnosci redukcji Cr(VI)—Cr(I1l) dokonano charakterystyki
procesu poprzez okreSlenie lokalizacji czynnika redukujgcego (zewnatrz- i/lub
wewnatrzkomorkowej), jak rowniez wykazanie, czy ten kluczowy mechanizm detoksykacji
zachodzi na drodze enzymatycznej czy nieenzymatycznej. Nastepnie okreslono zdolno$¢ do
akumulacji Cr przez biomas¢ bakteryjng oraz wykonano rozdziaty elektroforetyczne biatek
w celu uwidocznienia zmian w proteomach badanych bakterii pod wptywem Cr(VI). Ponadto,
w zelach elektroforetycznych wykonano barwienie zymograficzne poszukujac aktywnosci
reduktazy chinonowej, jako waznego enzymu, mogacego petni¢ funkcje reduktazy
chromianowej — enzymu odgrywajacego rolg W detoksykacji Cr(VI). Waznym osiggnigciem
jest wykazanie mechanizmu enzymatycznej redukcji wewnatrzkomoérkowej U dwoch
z siedmiu badanych szczepow (Pseudomonas alcaligenes 31, Bacillus cereus ZB001) oraz
szczegllnie wydajnej akumulacji Cr(VI) u jednego ze szczepow (Burkholderia cepacia 33).
Stwierdzono zmiany ilosciowe 1 jakoSciowe W syntezie poszczegolnych biatek, a w analizach
zymograficznych réwniez enzymow 0 aktywnosci reduktazy chinonowe;.

W modelu badawczym Il okreslano przede wszystkim zdolno$¢ drozdzy
wytwarzajacych ryboflawing (RF), z gatunku Pichia guilliermondii, do biologicznej redukcji
Cr(VI). Do badan wykorzystano szczep L2, zblizony do fenotypu dzikiego oraz trzy mutanty
flawinogenne. Wraz z nadprodukcja RF, szczepy te wykazywaly podwyzszong opornos¢
w stosunku do Cr(VI). Mutanty przejawiaty silng aktywno$¢ redukcji chromianu, co
udowodniono za  pomoca techniki  spektrometrii  elektronowego  rezonansu
paramagnetycznego (EPR). Stwierdzono, ze mechanizm biotransformacji Cr(VI)—Cr(lI)
zachodzit zewnatrzkomodrkowo. Jednocze$nie wykazano, ze egzogennie podana ryboflawina
zwickszala wydajnos¢ reakcji bioredukcji zarowno przez mutanty, jak i szczep L2, przy czym
sama RF w roztworze nie wptywata na przemiang Cr(VI1)—Cr(lll). Postuluje si¢ zatem, ze
prawdopodobng role Ww procesie detoksykacji Cr(VI) pelni substancja posredniczaca
w redukcji, wydzielana przez komorki drozdzy do medium hodowlanego.

Do modelu I1l, wramach ktérego badano oddziatywania roslin z Cr(VI1), wybrano
cztery gatunki makrofitow: Callitriche cophocarpa Sendtn., Spirodela polyrhiza (L.) Schleid.,
Elodea canadensis Michx. i Lemna trisulca L. W toku prowadzonych badan wyznaczono
subletalne stezenia Cr(VI) dla poszczegolnych gatunkow. Nastgpnie okreslano wptyw
obecnosci chromianu na odpowiedz W postaci stresu oksydacyjnego, jak rowniez analizowano
zmiany w proteomach roslinnych za pomoca elektroforezy dwuwymiarowej. W przypadku
dwoch wybranych roslin, Callitriche cophocarpa oraz Spirodela polyrhiza, z zastosowaniem
metody spektrometrii masowej (MS), przeprowadzono identyfikacje¢ biatek rdznicujacych
proteom roslin traktowanych Cr(VI), w odniesieniu do proteomu roslin inkubowanych
w warunkach kontrolnych. Wykazano indukcj¢ lub zwigkszenie syntezy licznych bialek,
sposrod ktorych zidentyfikowana u hiperakumulujagcego makrofitu Callitriche cophocarpa
reduktaza chinonowa (FQR1) jest najwazniejszym odkryciem badawczym. Enzym ten moze
bowiem wspomagac zdolnos¢ C. cophocarpa do prowadzenia procesu fitoremediacji poprzez
uczestniczenie w reakcjach bioredukcji Cr(VI), co w efekcie przypuszczalnie obniza poziom



stresu oksydacyjnego w tkankach. Dodatkowo, badane aktywnosci innych wybranych
enzyméw antyoksydacyjnych wskazaly na istotng role tych ukladéow w systemowej
odpowiedzi roslin wodnych na stres wywotany obecnoscig Cr(VI).

Z uwagi na trudno$ci W usuwaniu zanieczyszczen chromem za pomocg tradycyjnych
metod fizycznych ichemicznych, bioremediacja znajduje ostatnio uznanie jako dogodna
alternatywa, umozliwiajgca prowadzenie procesu W sposob wydajny, bezpieczny dla
srodowiska oraz efektywny pod wzgledem ekonomicznym. Wyjasnienie mechanizméw
wystepujacych W organizmach wykazujacych oporno$¢ na chrom moze by¢ zatem punktem
wyj$ciowym do wykorzystania ich korzystnych cech do unieczynniania skazen na szeroka
skalg. Wyselekcjonowanie organizméw 0 wysokim potencjale bioremediacji moze
poskutkowac¢ opracowaniem nowych i wprowadzeniem skutecznych, biotechnologicznych
metod oczyszczania srodowiska z metali cigzkich.



Summary

Chromium (Cr) is a heavy metal of great industrial importance. Due to its wide application in
industry, this metal contaminates the natural environment. Chromium is present at various
oxidation states, from —IV to +VI, although only three forms occurring in the environment are
stable: the metallic form Cr(0) and the ionic forms Cr (1ll) and Cr (VI). lonic forms differ
significantly in their physicochemical properties as well as chemical and biochemical
activities. Cr(VI) is highly soluble, mobile and strongly toxic. As a chromate anion, it easily
penetrates into cells using membraneous systems of transport of metabolically important ions.
Cr(111) is relatively low toxic due to its low bioavailability, although upon entry into cells it
causes DNA damage.

High chromium toxicity causes a number of adverse ecological effects. As a heavy
metal, it does not undergo biodegradation and gets accumulated in water, soil and in living
organisms. There are numerous species of plants and microorganisms able to live in
environments contaminated with chromium compounds. These organisms have developed
different mechanisms of resistance, such as: biosorption, bioaccumulation, reduced
accumulation, chromate efflux as well as enzymatic and non-enzymatic bioreduction of
Cr(VI) to Cr(ll1). Some of these strategies may be associated with the synthesis of specific
proteins and stimulation of a number of other active protective processes, which all contribute
to the increased tolerance towards the presence of Cr-derived compounds.

The subject of this work was to characterize and critically dicuss selected enzymatic
and non-enzymatic systems of chromate transformations, with particular emphasis on
reduction systems. An effort was made to explain the response to stress caused by the
presence of chromium (VI), observed at the level of proteome changes. This study was also
focused on selection of organisms possessing efficient Cr(\V1) bioremediation strategies. Such
organisms are expected to be useful in biotechnological applications aimed at eliminating
environmental contamination with chromate.

The experimental part of the thesis was based on three research models focusing on
different groups of organisms: bacteria, yeast and aquatic plants. In the studies of bacteria, the
Cr(VI) tolerance of selected strains of the genera Pseudomonas and Bacillus was determined
by assessing cell survival and growth ability in the presence of various concentrations of
chromate. In the strains revealing Cr(VI1)—Cr(lll) reduction activities, the process was
characterized by determining the location of the reducing agent (extra- or intracellular). It was
also analyzed whether the Cr(VI) bioreduction process was based on enzymatic or non-
enzymatic mechanism. Then, the ability to accumulate Cr by bacterial biomass was
determined and electrophoretic separation of proteins was performed in order to visualize
proteome changes in bacteria treated with chromate. In addition, zymographic staining of the
quinone reductase activity was carried out. This enzyme possibly plays an important role in
Cr(VI1) detoxication by producing chromate reductase activity. Among the most significant
achievements of the work is the demonstration of an enzymatic mechanism involved in
Cr(V1) intracellular reduction performed by Pseudomonas alcaligenes 31 and Bacillus cereus
ZB001. Also, an efficient accumulation of Cr(VI) in the strain Burkholderia cepacia 33 was
evidenced.

In the yeast research model selected non-conventional yeasts were tested, that is the
riboflavin (RF) over-producers of the species Pichia guilliermondii. The ability to reduce
Cr(VI) of the wild-type strain L2 as well as of its mutants (rib and hit series) was determined.
The mutants exhibited moderate- to strong chromate reduction activities, as evidenced by the
technique of low-frequency electron paramagnetic resonance spectroscopy (L-band EPR). It
was found that the mechanism of Cr(VI1)—Cr(111) bioreduction occurred extracellularly. It was
also shown that exogenously administered riboflavin increased the efficiency of Cr(VI)



reduction reactions by both the mutant rib81 and the L2 strains, while RF supplemented alone
to the solution did not affect the conversion of Cr(VI)—Cr(lll). Therefore, it has been
postulated that the possible role in the process of Cr(VI) detoxification is played by some
substance mediating reduction, secreted by yeast cells into the culture medium.

Upon studying the plant model, four species of macrophytes were selected: Callitriche
cophocarpa Sendtn., Spirodela polyrhiza (L.) Schleid., Elodea canadensis Michx. and Lemna
trisulca L. Sublethal concentrations of Cr(VI) were determined for individual species. The
influence of chromate on the oxidative stress response was determined as well as changes in
plant proteomes were analyzed by two-dimensional electrophoresis. In the case of two
selected plants, C. cophocarpa and S. polyrhiza, the identification of differentially expressed
proteins of plants treated with Cr(V1) was carried out using mass spectrometry (MS). Among
the up-regulated proteins, quinone reductase, as observed in the proteome of
hyperaccumulating macrophyte C. cophocarpa, is the novel and the most important research
discovery since this enzyme probably supports the ability of C. cophocarpa to carry out
Cr(VI) phytoremediation. In addition, the detected activities of several antioxidant enzymes
(catalase, peroxidases, superoxide dismutase) indicated the important role of these enzymatic
systems in the systemic response of aquatic plants to the stress caused by the presence of
Cr(VI).

Due to the difficulties in removing chromium pollutants with traditional physical and
chemical methods, bioremediation appears as a convenient alternative, enabling the process to
be carried out in a time-efficient, environmentally safe and economically reasonable manner.
The explanation of mechanisms occurring in organisms resistant to chromium may therefore
be the starting point for future applications in remediation of Cr pollution. Selection of
organisms with high bioremediation potential may result in the development and introduction
of effective biotechnology-based methods aimed at removal of heavy metal contamination
from the natural environment.



