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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva zmapovanim extrémofilnich mikroorganismi. Je popsano
extrémni prostfedi, ve kterém se tyto mikroorganismy vyskytuji, a rovnéz strukturni
a chemickd adaptace na toto prostiedi. Adaptace nejcastéji vyZaduje zmény ve sloZeni
membranovych lipidi, nukleovych kyselin a proteinti.

Enzymy vykazujici stabilitu v extrémnim prostiedi nachézeji uplatnéni zejména
v chemickém, potravinarském, farmaceutickém a textilnim primyslu. Zminéno je také
uplatnéni extrémofila pfi biodegradaci organickych materiali.

Tato prace je nejvice zaméfena na hypertermofilni mikroorganismy, které¢ byly doposud
nejlépe prozkoumany.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the extremophilic microorganisms. There is described
extreme environment in which these microorganisms occur, as well as several structural and
chemical adaptations to the environment. In most cases, adaptation to extreme environment
requires changes in the composition of membrane lipids, nucleic acids and proteins.

Enzymes with stability in extreme environment are used in chemical, food, pharmaceutical
and textile industry. There is also mentioned the application of extremophiles in the
biodegradation of organic materials.

This bachelor’s thesis is mainly focused on hyperthermophilic microorganisms, which have
been most researched.
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1 UvVOoD

Jako extrémofilni mikroorganismy oznacujeme takové mikroorganismy, které obyvaji
prostiedi, které se z lidského hlediska jevi byt extrémnim a pro jiné mikroorganismy by bylo
nepochybné neobyvatelné. Jak uz ale z ndzvu vyplyva, tyto mikroorganismy jsou na své
prostfedi dobie adaptované a vyhledavaji ho, Casto ani nejsou schopné v jiném prostiedi Zit.
Do jisté miry je to jejich konkuren¢ni vyhoda pted jinymi organismy.

VétSina znamych extrémofill pochazi z domény archea, nékteré zdomény bakteria.
Extrémofilni eukarya jsou zastoupena nékterymi houbami.

Extrémofilni mikroorganismy jsou zajimavé zejména proto, ze v dasledku adaptace
na extrémni prostfedi Casto obsahuji unikatni sekvence aminokyselin, bylo z nich izolovano
mnozstvi zajimavych enzymt a Casto tvoii i speciadlni metabolity. Tyto enzymy a specifické
metabolity jsou pramyslové vyuzivany a v biotechnologickych aplikacich maji velky
potencidl do budoucna. V soucasné dob& se vyuzivaji zejména ve farmaceutickém
a potravinarském primyslu, v oblasti molekularni biologie a pfi ¢isténi odpadnich vod.



2 EXTREMOFILNI MIKROORGANISMY

2.1 Extrémni podminky

Vétsina mikroorganismi potiebuje k udrzeni Zivota mirné Zivotni podminky jako neutralni
prostiedi, teplotu od 20 do 40 °C, tlak vzduchu 1 atm a adekvatni mnozstvi vody, zivin a soli.
Avsak existuji 1 mikroorganismy, které jsou schopné ptezit v oblasti kyselych a termalnich
pramend, v solnych jezerech, na pousti nebo na dné oceanu. Tyto mikroorganismy, znamé
jako extrémofily, vyZaduji pro svij rust a rozmnozovani extrémni podminky jako vysoké
¢inizké hodnoty teploty, pH, tlaku nebo koncentrace soli. Jsou schopné zit i pii nizké
koncentraci zivin, malé dostupnosti vody, plsobeni toxickych latek a v oblasti zvySené
radiace. [1]

Mikroorganismy, které se dokdzi ptizpiisobit vice extrémnim podminkach pak nazyvame
polyextrémofilni mikroorganismy. Jako ptiklad lze uvést Sulfolobus acidocaldarius, ktery
prospiva za nizkého pH a teplot okolo 80 °C. [2]

2.2 Puvod extrémofila

Lze fici, ze studium extrémofilnich mikroorganismti pomohlo ptetvofit evolu¢ni strom Zivota.
Rozdily pfi sekvencovani 16S rRNA ukdazaly, Ze organismy mohou byt rozdéleny do tfi
domén. Pivodni dvé domény eukarya a bakteria byly obohaceny o archaea. Tato posledni
zminéna doména obsahuje jak geny, které se vyskytuji u ptivodnich dvou domén, tak i geny
zcela jedinecné. [3,4] VétSina extrémofilnich mikroorganismu, které byly doposud rozeznany
pochazeji z domény archaea a bakteria, které zahrnujeme mezi prokaryota. Prokaryota jsou
jednobunééné mikroorganismy, které netvoii funkéné a morfologicky diferencované tkang.
Vsudyptitomnost prokaryot na Zemi je déna schopnosti ptizpisobit se ptevladajicim
energetickym a vyzivovym zdrojim. Tato jejich metabolickd rtznorodost je uvedena
na obr. 1. [5]

2.2.1 Archaea — odliSnosti od bakterii

Archaea zahrnuji tfi skupiny prokaryot, které jsou schopny prosperovat v extrémnim
prostiedi: halofily, termoacidofily a methanogenni bakterie. Jejich unikatni schopnosti jsou
dany jejich odlisnym slozenim:
% Cytoplazmatickd membrana obsahuje lipidy a proteiny. VétSina z téchto lipidi vSak
nejsou fosfolipidy, ale lipidy obsahujici etherové vazby. Jak eukaryotickd, tak
1 bakterialni membrana obsahuje esterové vazby.
% Pokud je pfitomna buné¢na sténa, neobsahuje peptidoglykany.
% Ribozomy archaea jsou citlivé na inhibitory, které¢ ovliviiuji velkou jednotku 80S
ribozomu eukaryot a naopak jsou rezistentni ke mnoha inhibitordm, které ovliviiuji
bakteridlni ribozomy. [6]
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Obr. 1: Klasifikace mikroorganismii (Bc = Bakteria, Ar = Archaea) dle pozadavkii na energii (kiivka)
a uhlik (horizontalni cary) s priklady zdstupcii jednotlivych extremofili (acid = acidofilni,
baro = barofilni, halo = halofilni, hypthm = hypertermofilni, meso = mesofilni, therm = termofilni,
psychro = psychrofilni). Nékteré mikroorganismy nemaji unikatni rozdéleni (napr. Aquifex sp. je
schopen vyuzivat H, S8° nebo S>05> jako zdroj energie. [5]

2.3 Adaptace na extrémni podminky

Pro mikroorganismus, ktery se vyskytuje v extrémnich podminkéch, je rozhodujici udrzet si
své funkce. Nejsnadnéjsi piistup k dosaZeni tohoto cile je udrzet vnéjSiho prostiedi mimo
bunku. Ptikladem tohoto muze byt Dunaliella acidophila, ktera se vyskytuje za pH 0,5.
Ackoliv je jeji cytoplasma neutrdlni, extracelularni enzymy jsou ke kyselému prostiedi
tolerantni. Pokud vSak neni mozné udrzet vnéjsi prostfedi mimo, evoluéni odpovédi jsou
ochranné mechanismy, zména fyziologie a posileni opravnych schopnosti. Vyzkum je
zaméten na tii hlavni tfidy biomolekul: nukleové kyseliny, membranové lipidy a proteiny.

V nukleovych kyselinach je neoddéliteln¢ spojena funkce a struktura. DNA je napadnutelnd
vysokou teplotou, radiaci, oxidaci a také nema obranné mechanismy vuci vysychani.
Mimotadné urovni radiace je schopny odolavat Deinococcus radiodurans, ktery obsahuje
unikatni obranné mechanismy, které zahrnuji sestavovani rozttisténych DNA. [2] Pro udrzeni
zivotaschopnosti mikroorganismli v extrémnich podminkach byla nutna rovnéz adaptace
proteinti. Jednou ze zékladnich strategii k udrzeni zivota je exprese ,,heat-shock® proteinii



o malé molekulové hmotnosti, které se chovaji jako chaperony a snizuji denaturaci proteinil
ataké jejich agregaci. [5] Proteiny, nezavisle na tom, zda pochazi ztermofilnich nebo
mesofilnich druhd, jsou sloZeny ze 20 zakladnich aminokyselin. Pokud jsou vystaveny
extrémnimu tlaku, teplot¢ nebo pH, dochdzi ke kovalentnim modifikacim (deaminace,
B-eliminace, vyména disulfidickych mustkd, oxidace, Maillardovy reakce, hydrolyza atd.).
Aminokyseliny musi kompenzovat tuto degradaci bud’ pouzitim kompatibilni ochrany nebo
zdokonalenim mechanismu syntéz a reparaci. Kazdy protein se snazi nahromadit elementy,
které by mu pomohly ke stabilizaci. Vyskyt nabitych skupin, sit vodikovych vazeb
a hydrofobni interakce, kazda z téchto pfispiva ke stabilizaci svym zptsobem. [7] K udrzeni
optimalni membranové fluidity je nutné ptizpsobit mnozstvi a typ lipidii v membrang. [2]

2.4 Rozdéleni extrémofilu

Podle toho, ve kterych extrémnich podminkach jsou tyto organismy schopné piezivat, je pak
rozdélujeme do skupin, které jsou uvedeny v tab. 1. [2]

Tab. 1: Klasifikace a priklady extrémofilnich mikroorganismii. [2]

Extremni veli¢ina | Typ Definice Priklady

teplota Hypertermofily | Rust > 80 °C Pyrolobus fumarii,113 °C
Termofily Rust 60-80 °C Synechococcus lividis
Mesofily 15-60 °C Homo sapiens
Psychrofily <15°C Psychrobacter

radiace Deinococcus radiodurans

tlak Barofily Vysoky tlak

vysychani Xerofily Tolerantni vaci Arternia salina

nedostatku vody

salinita Halofily E;;issollal I(\)I‘Zscall)l soli | Dunaliella salina

pH Alkalofily pH>9 Bacillus firmus
Acidofily Nizké pH Cyanidium caldarium

2.5 Biotechnologické aplikace

Aplikace termofilnich, psychrofilnich, acidofilnich, alkalofilnich a halofilnich
mikroorganismi v primyslovych procesech otevira novou éru v oblasti biotechnologie.
Kazda skupina téchto mikroorganismii ma jedinecné vlastnosti, které mohou byt vyuzity
v biotechnologickém primyslu. Hlavnim divodem pro vybér enzymt pravé z extrémofila je
jejich vysoké stabilita a snizené riziko kontaminace. Od té€chto enzymi s vyjimecnymi
vlastnostmi se ocekava, Ze zaplni mezeru mezi biologickymi a chemickymi procesy.
Obchodni vyznam enzymi doklada Siroké uplatnéni DNA polymeras z Thermus aquaticus
a Pyrococcus furiosus v tetézové polymerazové reakei (PCR). Tato reakce spoc¢iva v rychlém
a ucinném namnozeni specifickych sekvenci DNA a je celosvétové vyuZivana
v kriminalistice, analyze potravin nebo v klinické medicing. [8] Dal$im vyznamnym
ptikladem je aplikace celulasy 103, izolované z halofilni bakterie, ktera se pouziva
pro rozruSeni jemnych mikroskopickych vlaken celuldzy, na kterych se zachytavaji necistoty.
Cely tento proces je vyznamny tim, Ze probih4 bez poskozeni ptirodni tkaniny. Enzymy jako
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amylasy, polulanasy, xylanasy, proteasy a celulasy, které degraduji polymery, hraji dilezitou
roli v potravinarském, chemickém, farmaceutickém, papirenském primyslu a pii zpracovani
odpadi. Priimysl jevi zdjem rovnéz o nizkomolekularni metabolity jako cyklodextriny nebo
malo bézné lipidy. [9]

11



3 HYPERTERMOFILNI MIKROORGANISMY

Organismy s optimalni teplotou rlstu piesahujici 45 °C se oznacuji jako termofilni. [10]
Teplota optimalniho riistu hypertermofilnich mikroorganismi je mezi 80 a 106 °C. V tomto
teplotnim intervalu jiz dochazi rychlému rozpadu nékterych malych biomolekul. Pro druhy
rodu Methanopyrus, Pyrodictium a Pyrolobus je teplota pod 80 °C jesté pfili§ nizka na to, aby
byl podporovan rist. Viibec nejvyssi teplota rustu 113 °C byla zaznamenana u Pyrolobus
Sfumarii. [11]

3.1 Biotopy hypertermofilia

Hypertermofilni mikroorganismy tvofici komunity v oblastech vysokych teplot je mozné najit
jak v pozemnich, tak i v moiskych vodach. Nejcastéji obyvanymi biotopy jsou vulkanicky
a geotermaln¢ vyhfivané hydrotermalni systémy jako neutralni horké prameny nebo
podmotska solnd usti. [12] Nejvétsi koncentrace termalnich pramenti a sopecnych oblasti
s vulkanickou aktivitou se nachdzi v Yellowstonském narodnim parku, na Islandu, Novém
Z¢landu, v Japonsku a Rusku. [13]

Obr. 3: Grand Prismatic Spring v Narodnim parku Yellowstone. [14]

Teploty v aktivnich vulkénech jsou pro zivé mikroorganismy pfili§ vysoké (roztavend lava
muze presahovat teplotu 1000 °C). Horké prameny a fumaroly spojené se sopecnou aktivitou
jiz maji teploty vyrazné niz§i a jsou piimymi kandidaty pro zivot termofilnich
mikroorganismll. Teploty termélnich prament se pohybuji od 30°C do teploty varu
(90-100 °C v zavislosti na nadmotské vysce) a zivé organismy se zde skutecné vyskytuji.
Fumaroly, které jsou sloZeny pouze z vyronl par a plynli, mohou mit teploty vyrazné vyssi
nez 100 °C a zdaji se byt bez zivych organismii. [13]

Moiské hydrotermalni systémy se vyskytuji v mélkych i téméf nezmérnych hlubinach. Jsou
slozeny z horkych fumarold, prament, sedimentti a hlubokomoiskych usti a jejich teplota
dosahuje az 400 °C (piikladem jsou tzv. ,.Cerni kufaci®). Pro tyto systémy je typicka vysoka
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koncentrace chloridu sodné¢ho a s tim spojené mirn¢ kyselé az zasadit¢ pH. Vyjimkou je
extrémné alkalicky termalni pramen na pobfezi Reykjarnes v severozapadni ¢asti Islandu. Jak
mélké, tak 1 hlubokomotiské systémy jsou utocistém pro cleny rodl Igneococcales,
Thermococcales, Methanococcales, Archaeoglobales a Thermotogales. Clenové rodu
Methanopyrus byly doposud nalezeni pouze ve vétSich hloubkach, zatimco bakterie Aquifex
byla izolovana jen z melkych hydrotermalnich systému.

Umélé biotopy, jako doutnajici odpadni uhelné hromady, obsahuji rody Thermoplasma
a Sulfolobus. Jinym nepfirozenym prostfedim pro hypertermofily jsou vrouci odpadni vody
z vodnich elektraren. Z ptetlakového ventilu vodni elektrarny byl izolovan Pyrobaculum
islandicum. [12]

3.2 Taxonomie a fylogenetické vztahy

Hypertermofily jsou velmi rozmanité mikroorganismy, které jsou rozdéleny do 10 tada
zahrnujicich 29 rodi. Pro rozpoznani a charakterizaci novych taxonomickych skupin je
Siroce vyuZivana mald ribozomalni RNA (16S rRNA), dale pak obsah G+C v DNA,
homologie DNA-DNA a zakladni morfologické a fyziologickeé rysy. [11]

V univerzéalnim fylogenetickém stromu hypertermofily piedstavuji vSechny syté a kratké linie
(obr. 3). Zastupce lze nalézt doménach bakteria a archaea. Predstaviteli prvni domény jsou
Aquifex a Thermotoga, u archaea jsou to rody Pyrodictium, Pyrolobus, Pyrobaculum,
Desulfurococcus, Sulfolobus, Methanopyrus, Thermococcus, Methanothermus
a Archaeoglobus. [15]
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Obr. 3: Hypertermofilni mikrorganismy jako soucdast fylogenetického stromu. [15]
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3.3 Fyziologické vlastnosti

Hypertermofily jsou dobie adaptovéani na své biotopy a pro svij rist vyzaduji vysoké teploty
pfi rizném pH prostfedi, salinité a redoxnim potencidlu. V zavislosti na jejich lokalité
vytvafeji komplexni ekosystém, ktery je sloZzen z mikroorganismii produkujicich
arozkladajicich organickou hmotu. Primarnimi producenty jsou chemolitoautotrofni
mikroorganismy, které vyuzivaji anorganické donory a akceptory elektront pro zisk energie.
Ptehled chemoautotrofnich a chemoheterotrofnich organismi a jejich schopnost vyuzivat
rizné substraty je uvedena v tab. 2. [15]

3.3.1 Extrémni acidofilové

Extrémni acidofilni hypertermofily se vyskytuji v pozemské nebo podmoiské oblasti
postvulkanického uniku horkych plynti bohatych na siru. Hlavnimi zastupci jsou rody
Sulfolobus, Mettalosphaera, Acidianus a Stygiolobus. Maji kulovity az lalokovity tvar
a vzhledem k pftistupu kysliku se fadi mezi aerobni, fakultativné anaerobni i1 pfisné anaerobni
mikroorganismy. Optimalni pH se pohybuje v rozmezi 2-3. [15] Nejvice extrémni acidofilové
Picrophilus oshimae a Picrophilus torridus maji pH optimum 0,7. [1]

3.3.1.1 Sulfolobus

Zastupci rodu Sulfolobus se tadi mezi aerobni mikroorganismy. Pfi jejich autotrofnim rastu
dochazi k oxidaci siry, sulfidi na H,SO4 nebo vodiku na H,O. V mikroaerobnich podminkach
jsou schopni redukovat Zelezitany a molybdenany. Sulfolobus metallicus roste vyluhovanim
lozisek sulfidickych rud, pfi kterém dochazi k rozpousténi iontd t&zkych kovi jako Fe*", Zn*"
a Cu®’. Nékteii &lenové rodu Sulfolobus jsou fakultativni nebo obligatni heterotrofy
vyuzivajici jako substrat cukry, kvasnicny extrakt nebo peptony. [12,15]

3.3.1.2 Mettalosphaera

Rod Metallosphaera se vyznacuje oxidaci sulfidickych rud jako jsou pyrit, chalkopyrit
a sfalerit, tvorbou H,SO4 a rozpousténim iontt tézkych kovi. [15]

3.3.1.3 Acidianus

Rod Acidianus je podobny rodu Sulfolobus. Je moZné ho izolovat z motskych
hydrotermalnich oblasti se salinitou ptfevysujici 4 %. Energie pro riast je ziskdvana oxidaci
siry, sulfidi, vodiku nebo organické hmoty. Acidianus brieleyi je schopen oxidace
sulfidickych rud. Za anaerobnich podminek je Acidianus schopen redukovat elementarni siru
a vyuzit H, jako donor elektronil pro tvorbu H,S jako kone¢ného produktu. [12,15]

3.3.1.4 Stygiolobus

Rod Stygiolobus se tadi mezi striktné anaerobni extrémofilni acidofily. Jako obligatni
chemolitoautotrofni mikroorganismy ziskavaji energii redukci elementarni siry. [15]

3.3.2 Mirni acidofilové a neutrofilové

Mirni acidofilové a neutrofilni hypertermofily se nachazeji v pozemnich oblastech
postvulkanické ¢innosti, v podmoiskych hydrotermalnich systémech a v hlubokych ropnych
nadrzi. Vétsina je striktn€ anaerobni.
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3.3.2.1 Postvulkanicka oblast

Tato oblast je obyvana rody Thermoproteus, Pyrobaculum, Thermofilum, Desulfurococcus,
Sulfophobococcus, Thermosphaera a Methanothermus. Pouze jeden zastupce rodu
Pyrobaculum se vyskytuje v moiskych oblastech. Touto vyjimkou je Pyrobaculum
aerophilum, ktery za anaerobnich podminek redukuje dusi¢nany a za mikroaerofilnich
podminek kyslik.

Thermoproteus neutrophilus, Pyrobaculum islandicum a Thermoproteus tenax jsou
chemolitoautotrofni anaeroby ziskavajici energii redukci siry vodikem. Pyrobaculum
organotrophum, Thermoproteus uzoniensis a Thermofilum jsou obligatn¢ heterotrofni,
respirujici na sife a organickych substratech. Methanothermus jako chemoautolitotrofni rod
redukuje oxid uhli¢ity vodikem za vzniku methanu. Tento methanogen byl izolovan pouze
z oblasti horkych prament v Kerlingarfjoll na Islandu. Je tedy mozné, Ze je v této oblasti
endemickym druhem. Rod Desulfurococcus, Sulfophobococcus a Thermosphaera jsou
obligatni heterotrofy. Zatimco Desulfurococcus respiruje na site, pro Sulfophobococcus
a Thermosphaera je elementarni sira inhibitorem. [15]

3.3.2.2 Podmoiské hydrotermalni systémy

V podmotskych oblastech se jako zastupci bakteridlniho rodu vyskytuji Thermotoga
a Aquifex. Thermotoga fermentuje rizné sacharidy jako jsou glukosa, Skrob nebo xylany.
Koneénym produktem byva vétSinou acetat, L-laktat, H, nebo CO,. [15] Avsak vodik je
inhibitorem pro rust, proto musi byt v pribéhu kultivace odstraiiovan. V piitomnosti
elementarni siry dochézi k reakci s vodikem za vzniku H,S a ke zpomaleni ristu nedochazi.
Aquifex  pyrophilus  je  striktni  chemolitoautotrofni  mikroorganismus  rostouci
za mikroaerofilnich podminek. Jako donor elektront pro jeho reakce slouzi H, nebo S°,
kone¢nym produktem je voda nebo H,SOs. Alternativné mohou byt redukovany dusi¢nany.
Aquifex pyrophilus roste pti teplotach vyssich jak 95 °C. Tuto schopnost zadny jiny zastupce
bakteridlni domény nema.

Hlavnimi zéastupci motskych oblasti domény Archaea jsou Pyrolobus, Pyrodicticum,
Methanopyrus, Methanococcus, Thermococcus, Pyrococcus a Archaeoglobus. Pyrolobus
fumarii dokéze prosperovat pii 113 °C. To je teplota, pii které zadny jiny doposud objeveny
organismus Zit nedokaZe. Radi se mezi fakultativni anaeroby obligatné chemolitotrofni.
Energii ziskava redukci dusiénanty, thiosirand nebo kysliku. Clenové rodtt Pyrodicticum
a Methanopyrus rostou pii teplotdich prevySujicich 110 °C. Buiky Pyridictium maji
nepravidelny diskovity tvar a tvofi unikatni sit kanalkl (tubultl) a plosek. Jako
chemolitoautotrofni mikroorganismy redukuji siru. Pyridictium abbysi se tadi mezi
heterotrofn¢ rostouci druhy fermentujici peptidy. Rizné organické substraty jako proteiny,
sacharidy nebo komplexni oganické substraty vyuzivaji ke svému ristu clenové rodu
Pyrococcus. Rust pti pH vétsim nez 10,5 je typicky pro Thermococcus alcaliphilus. Ptislusnik
stejného rodu Thermococcus chitonophagus se vyznacuje schopnosti degradovat chitin.

V ropnych nadrzich byly nalezeny zastupci dvou jiz zminénych rodt Thermococcus
a Pyrococcus. [12]
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Tab. 2: Prehled zdrojii energie hypertermofilii. [16]

Typ vyzivy Reakce jako zdroj energie Rod
H, +S° — H,S Thermoproteus
2H, + 0, — 2 H,O Acidianus
Chemoautotrofn 3S+30,;+2H0—2H;S04 Sulfolobus
4 FeS; + 15 Oy + 2 H,O —2 Fep(SOq4)3 + 2 HaSO4 Sulfolobus
4 H, + S04~ +2H" — 4 H,0 + H,S Archaeglobus
4 H, + CO; —» 2 H,O + CHy Methanopyrus
organicka slouc¢enina + S — H,S + CO, Thermococcus
organicka slougenina + SO, — H,S + CO, Archaeglobus
Chemoheterotrofni | organicka slouc¢enina + O, — H,O + CO, Sulfolobus
organicka sloucenina — CO, + karboxy kyselina | Staphylothermus
organicka slou¢enina — CO, + H; Pyrococcus

3.4 Mechanismus adaptace
Je nutné, aby vSechny bun&cné komponenty byly odolné viici teploté. Nejvice citlivé na teplo
jsou lipidy, nukleové kyseliny a proteiny, a proto je vyzkum zaméfen zejména na né.

3.4.1 Nukleové kyseliny

Pii teplot¢ nad 70°C béZn€ dochazi k denaturaci deoxyribonukleové kyseliny.
U hypertermofilnich mikroorganismt je stabilita nukleové kyseliny zvySena pfitomnosti
jednomocnych a dvoumocnych soli, které zastifiuji negativni naboje fosfatovych skupin.
Navic KCI a MgCl, chrani DNA pted depurinaci a hydrolyzou. Vzrist teploty tdni DNA
u hypertermofilii byl také pfipisovan vétSimu obsahu G + C paru bazi, které se vyskytuji
u téchto druhii ¢astéji nez u druhd mesofilnich. Bylo vsak zjisténo, Ze obsah téchto bazi neni
tak vyrazny, aby teplotu tani vyznamné¢ ovliviioval. Za stabilitu DNA pfi zvySené teploté je
zodpovédna zejména IA DNA topoisomerasa (reverzni gyrasa) zpusobujici pozitivni
nadsroubovicové vinuti DNA, které kovalentné uzavienou DNA stabilizuje. [2,5]

3.4.2 Membranové lipidy

Se zvysujici se teplotou roste i fluidita membrany. Pro optimalni funkci membrany je
nezbytné udrzet nizkou koncentraci hexagondlni féaze (obr.2c), kterd vznikd zfaze
kapalina-krystal za vysoké teploty (obr.2a). Fluidita membrany je fizena pomérem
fosfatidylethanolaminu (PEA) a fosfatidylcholinu (PC), strukturou acylové fetézce, jeho
délkou, umisténim a symetrii nenasycenych fetézci. [2,5] Snizeni fluidity membrany je
spojeno s vy$§im obsahem nasycenych nerozvétvenych mastnych kyselin, existenci silnéjSich
hydrofobnich interakci a zvySenym obsahem fosfolipidt. [17] Jak jiz bylo zminéno, u archaea
se misto typickych esterovych vazeb v lipidech nachazeji vazby etherové. Tyto etherové
vazby jsou pusobenim zvysené teploty degradovany méné ochotné nez vazby esterové. Lipidy
nékterych druhlt hypertermofilnich archaei jsou charakteristické dibifytanylglycerol
tetractherovymi membranovymi motivy, které vytvaii cyklopentanovy kruh, ktery je
stabilnéjsi pti zvySené teploté. [2,5]
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Obr. 3: Usporadani membranové lipidové dvojvrstvy v zavislosti na teplote:
(a) faze kapalina-krystal prechazi za nizsich teplot do
(b) gelove faze, nebo za vysoke teploty do (c) hexagonalni faze. [5]

3.43 Enzymy

Enzymy z termofilnich mikroorganismti maji unikatni vlastnosti jako je teplotni, chemicka
a pH stabilita. Zakladem stability enzymu je hutnéjsi sbalovani proteind, optimalni rozloZeni
naboje, minimalizace hydrofobniho povrchu, stabilizace helixu a seskupeni podjednotek.
Tvorba oligomert rovnéz prispiva ke stabilité.

Maximalni Uc¢innosti baleni lze dosdhnout vyplnénim dutin v molekularni struktuie
a zvySenim hydrofobicity v téchto dutinach. Vyssi hladina isoleucinu, alaninu a prolinu se
podili na vyssi efektivité baleni do hydrofobnich dutin a na mimotadné stabilit¢ smycek.
Stabilizace helixu je zavisld na vyskytu aminokyselinovych rezidui. Aminokyseliny, které
jsou rozvétvené na P-uhliku (napf. valin, isoleucin nebo threonin) zplsobuji vice
konfomacnich omezeni, a proto se v termostabilnich proteinech vyskytuji mén¢ ¢asto. DalSim
zpusobem jak stabilizovat protein je piitomnosti vice vazeb mezi polypeptidovymi fetézci
jako jsou vodikové vazby a disulfidické mdustky, které zvySuji konformacni rigiditu.
Vyznamnym stabilizatnim faktorem jsou rovnéz iontové pary, které jsou uspotradany
v rozsahlych sitich na povrchu enzymu. Pii teplot¢ nad 100 °C je inaktivace proteinli
zpusobena hlavné chemickou modifikaci proteinu nez nevratnym odvijenim. Pfikladem je
deaminace asparaginu a glutaminu nebo oxidace cysteinu, methioninu a tryptofanu. Enzymy
sniz8i urovni téchto aminokyselin jsou potom méné nachylné k degradaci chemickou
modifikaci.

Ackoli je vétSina enzymu vnitin¢€ stabilnich, nékteré intracelularni enzymy ziskaly svou
stabilitu z intracelularnich faktori Zivotniho prostfedi. Pfitomnost soli, koenzymii, substrati,
aktivatori nebo obecnych stabilizatorti (termamin, sorbitol) miize stabilizovat enzym.
Manipulaci s podminkami Zzivotniho prostiedi lze nékdy dosahnout vyssi stability nez
pouzitim genového inzenyrstvi. [18]
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3.5 Vyuziti

Vzhledem k vysokym teplotdm pfi riistu jsou vysoce teplotné stabilni i enzymy, coz je velmi
atraktivni pro biotechnologické aplikace. [15] Termofilni hydrolasy jako proteasy, lipasy,
amylasy a xylanasy se uplatiiuji pfi vyrob¢€ detergentll, ve Skrobdrenstvi, v papirenském nebo
mlékarenském primyslu. Rtizné metabolity z hypertermofili mohou vést k objevu novych
l1éciv. Prikladem je Thermococcus, ktery produkuje organické sloucCeniny siry podobné
lethioninu, z nichZ nékteré jsou farmaceuticky aktivni. Hypertermofily jsou ptimo vyuzivany
1 v technickych procesech. Rod Sulfolobales se pouziva pti biolouzeni sulfidickych rud a
pii odsifovani uhli. Druhy redukujici sulfity se pouzivaji v bioremediaci za ucelem odsiieni
primyslovych odpadnich plyni. [12]

3.5.1 Uplatnéni v molekularni biologii

3.5.1.1 DNA polymerasy

DNA polymerasy jsou kliCovymi enzymy pii replikaci DNA. V soucasné¢ dobé& hraji hlavni
roli v nékolika molekularnich biologickych aplikacich jako je amplifikace DNA, jeji
sekvencovani a znaceni. Mimotadny pokrok byl dosazen v reakci PCR. V prvni PCR reakci
byla pouzita DNA polymerasa bakterie Escherichia coli, kterd je teplotn¢ labilni, a proto
musela byt pfidavana v pribéhu celého cyklu vzdy po denaturaci a hybridizaci primeru.
Dostupnost termostabilni DNA polymerasy nesmirné¢ usnadnila automatizaci termalniho
cyklu. Taq polymerasa z Thermus aquaticus je prvni popsana termofilni polymerasa a je stale
hojn¢ v PCR vyuzivana. [18] Komeréné uzivané jsou rovnéz Thermotoga maritima,
Thermococcuc litoralis a Pyrococcus furiosus. [12]

3.5.1.2 DNA ligasy

DNA ligasy jsou optimalné aktivni v rozmezi teplot 45 az 80 °C. Prvni termostabilni ligasa
byla objevena v Thermus thermophilus HB8 v roce 1984. DNA ligasy jsou vynikajicim
doplitkem k PCR technologii. Tyto enzymy jsou idealni pro ligaci pfilehlych oligonukleotidd,
které jsou hybridizovany na stejné cilové DNA. Tato vlastnost mize byt pouzita
pro ligizovou fetézovou reakci (amplifikace DNA), analyzu mutaci nebo pro syntézu
genu. [19]

3.5.1.3 Proteasy

PRETAQ proteasa izolovana z rodt Thermus Rt41A se pouziva pii purifikaci DNA nebo
RNA a pfi rozruSeni bunéénych struktur pted metodou PCR. Proteasa S z Pyrococcus furiosus
se vyznacuje vysokou pifesnosti a je vyuZzivana pro fragmentaci proteint pied sekvencovanim
peptidu. Jiné hypertermofilni proteasy se pouzivaji pro N- nebo C-terminalni proteinové
sekvencovani. VétSina restrikénich endonukleaz je izolovéana z kmenl Bacillus a Thermus a
jejich optimalni aktivita je v rozmezi teplot 50 az 65 °C. [19]

3.5.2 Aplikace ve §krobarenstvi

Vétsina pramyslovych procesi vyZaduje hydrolyzu Skrobu na glukosové, maltosové nebo
oligosacharidické sirupy. KvaSenim téchto sirupti pak dochazi k vyrobé nejriznéjSich
chemickych latek (ethanol, kyselina citronovd). Zpracovani Skrobu obvykle zahrnuje dva
kroky, zkapalfiovani a sacharifikaci, které probihaji za vysokych teplot.

18



3.5.2.1 a-Amylasy

a-Amylasy jsou endoaktivni enzymy, které §tépi a-1,4-glykosidické vazby. PouZzivaji se
v prvni fazi pfemény Skrobu. Pfi této fazi dochazi k zahtivani Skrobu ve vod¢, coz vede
k nabobtnavani a vzniku zelatiny. Dale je pak provedeno samotné zkapalnéni, pfi kterém se
vyuzivaji termostabilni a-amylasy. Nejvice stabilni je a-amylasa z Pyrococcus woesei, ktera
zustava aktivni v prubéhu 4 hodin v autoklavu pii 120 °C. [18,19]

3.5.3 Béleni papiru

Xylan je hlavni polymerni slozkou hemicelulosy. Xylanasy jsou enzymy katalyzuji hydrolyzu
xylanu. Pravé tyto xylanasy mohou byt pouzity pii béleni papiru. Velky zajem budi to, ze
pfi jejich pouziti je snizeno mnozstvi pouzitého chloru a tim i dochazi ke snizeni vlivu
na zivotni prostfedi. B&hem enzymatické ¢asti procesu beéleni dochéazi k hydrolyze
polysacharidickych fetézcii ligninu a tim se vldknita struktura otevira. Takto se snizi spotieba
chemikalie pfi samotném béleni chlorem a zvysi opticky jas. Nékteré kroky probihaji
pfi teplotdch nad 70 °C, proto je vyuziti termostabilnich enzymi vhodné, aby nemuselo
dochazet k ochlazovani pfed provedenim enzymatické reakce. Hypertermofilni xylanasy byly
izolovany z rodu Thermotogales. [18,19]

3.5.4 Cisténi odpadnich vod

Pii biologickém cisténi odpadnich vod se vyuzivaji zejména mikroorganismy, které jsou
schopné degradace organickych polutanti. V biologickém stupni cisténi s normalnim
zatizenim se odstrani pouze takové mnozstvi zivin (soli dusiku a fosforu), které¢ mize byt
zabudovano do bunécné hmoty. Rozkladné procesy mohou probihat bud’ anaerobné nebo
aerobn¢. Za pristupu kysliku (aerobn€) jsou organické latky rozklddany na CO2 a H20,
zatimco pfi anaerobnim procesu muze dochazet k pfeméné na methan. Aerobni biologické
Cisténi se vyuziva u siln€ znecisténych vod a pfti likvidaci kall tzv. vyhnivanim. Pii aerobnim
¢iSténi odpadnich vod jsou mikroorganismy bud’ na pevné ndplni filtru v imobilizované
kultute (biofiltr) nebo jsou voln¢ unaseny ve vodné fazi. Primyslové se vyuziva napt. aerobni
termofilni stabilizace kali zndma pod oznacenim AEROTHERM. [20] Vyhodou pouziti
mikroorganismil adaptovanych na vysoké teploty jsou zejména vysoka rychlost biodegradace,
nizké vynosy kall a rychld inaktivace patogennich mikroorganismii. Negativnimi aspekty
naopak je Spatna flokulace kalu pifi vysoké teploté, ndklady na zvySovani teploty reaktoru
a problémy s pénénim. [21]
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4 PSYCHROFILNi MIKROORGANISMY

4.1 Charakteristika

V chladném prostiedi bylo objeveno mnoho rozmanitych druhl zahrnujici zastupce archaei,
bakterii i eukaryot. Organismy vyskytujici se za niz$ich teplot lze délit na psychrotolerantni
(také nazyvany psychrotrofni) a psychrofilni. Psychrotolerantni mikroorganismy mohou
prosperovat za teplot, pii kterych dochézi k tuhnuti vody, ale jejich riist dosahuje maximalni
rychlosti pfi teplotach presahujicich 20 °C. U psychrofilnich mikroorganismi je optimalni
teplota pro rist pod 15 °C a rist jiz neni mozny, pokud teplota piesahne 20 °C. [22]

4.2 Oblasti vyskytu

Pokud vezmeme v Givahu rozsah trvale chladnych lokalit, vétsi cast nasi planety je vystavena
nizkym teplotadm, casto pod 0 °C. Tato prostfedi zahrnuji mimo jiné Antarktidu (obr. 4),
arktické a horské oblasti, ale i hlubokomoiské vody pokryvajici 3/4 povrchu nasi planety. [23]
Psychrofilni mikroorganismy se nachézeji ve vod¢ (sladké, slané, stojaté i tekouci), v pudé,
v symbi6ze s rostlinami nebo chladnokrevnymi Zivoéichy. [12] Casto jsou to polyextrémofilni
mikrorganismy, coz znamena adaptaci nejen na nizké teploty, ale velice Casto také na dalsi
podminky prostfedi. V sedimentech na dné¢ oceént, které nékteré psychrofilni
mikroorganismy osidluji, ¢eli mikrobidlni bunky nejen extrémné nizkym teplotdm, ale
1 vysokému hydrostatickému tlaku. Proto se tyto organismy casto oznacuji jako
baro-psychrofilni. Mikroorganismy vyskytujici se na motskych ledovcich jsou vystaveny
extrémné nizkym teplotdm a rovnéZz vysoké koncentraci soli, a proto se ¢asto oznacuji jako
halo-psychrofilni. Na snéhové pokryvce ledovct a na trvale zasnézenych horskych Stitech se
musi mikroorganismy adaptovat také na silné ultrafialové zateni. Endolyticka mikrobidlni
spoleCenstva lisejnikt, kvasinek, cyanobakterii a heterotrofnich bakterii, kterd je mozné nalézt
na skaldch v suchych poustich Antarktidy, se dlouhodobé setkdvaji s nedostatkem vody
azivin. V alpskych pfevisech a vysokohorskych skalnich puklinach jsou psychrofilni
mikroorganismy vystaveny naprosté tm¢ a timto se fadi mezi trogo-psychrofily. [24]

Obr. 4: Antarktida, jako zdroj mnoha druhii psychrofilii a jinych extrémofilu. [25]
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4.3 Psychrofily mezi mikroorganismy

Prvni bakterie schopna rastu pfi nizkych teplotach byla izolovana v roce 1887 z konzervované
ryby. Od této doby probéhlo mnoho studii s psychrofilnimi mikroorganismy izolovanymi
z pudy, vody, ledovct, sne¢hu nebo ledu. [12] Nejcastéji izolované druhy jsou:

% Gramnegativni bakterie: Pseudoalteromonas, Moraxella, Psychrobacter, Moritella,
Polaromonas, Psychroflexus, Polaribacter, Vibrio a Pseudomonas.
Grampozitivni bakterie: Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus.
Archaea: Methanogenium, Methanococcoides a Halorubrum.
Kvasinky: Candida a Cryptococcus.
Mikroskopické houby: Penicillium a Cladosporium.
Mikroskopické tasy: Chloromonas. [24]
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4.4 Adaptace na nizké teploty

Ptizpisobeni mikroorganismi na extrémni chlad zahrnuje zejména zmény na Urovni
cytoplazmatické membrany a syntézu enzymu schopnych udrzovat svou katalytickou aktivitu
za nizkych teplot. [26]

4.4.1 Struktura membranovych lipidia

Fluidita membrany klesa pii nizkych teplotach a ptfi zvySovani teploty naopak roste. Pokud
dojde ke sniZeni teploty, organismus Casto tento problém fesi zvySenim poméru nenasycenych
mastnych kyselin k nasycenym mastnym kyselindm v cytoplazmatické membrang. [2] Dale
také dochdzi ke zkracovani délky fetézce a k vétveni mastnych kyselin. [12] Fluidita
membrany je rovnéz CasteCné fizena pomérem fosfatidylethanolaminu a fosfatidylcholinu.
Pomér PEA:PC u organismt adaptovanych na chlad je vyS8i nez u organismi vyskytujicich se
v mirnych podminkach. V¢Etsi mnozstvi PEA  zplsobuje vyssi flexibilitu a tim je
minimalizovéana tvorba gelové faze (obr. 2b), ke které za nizsich teplot obvykle dochazi. [5]

4.4.2 Enzymy adaptované na chladné prostiedi

vavavava

je udrzeni schopnosti syntézy enzymd, které jsou schopné optimélniho vykonii za nizkych
teplot. [26] Psychrofilni mikroorganismy maji enzymy s vysokou katalytickou aktivitou
pfi teploté kolem 0 °C, coz jim umoZznuje prosperovat pii teplotach, pii kterych by jiz byly
zakladni funkce mesofilnich mikroorganismi zastaveny. Tyto enzymy maji obvykle
0 20-30 °C nizsi teplotni optimum neZ odpovidajici enzym z mesofilniho druhu. [27]

Obecné plati, ze pti poklesu teploty dochazi ke snizeni kinetické energie reakce. Tato
skuteCnost je kompenzovana zvySenim flexibility struktury chladové aktivnich enzymil.
ZvySeni konformacni flexibility enzymu je nutné pro tvorbu vhodného komplexu
enzym-substrat, kde flexibilita tedy kompenzuje nizkou aktivaéni energii enzymu. Vysledkem
je nejen vysoka specificka aktivita za nizsich teplot, ale i teplotni labilita enzymt. Flexibility
enzymu je dosazeno zejména snizenim zdkladni hydrofobicity molekuly, omezeni iontovych
a elektrostatickych interakci nebo interakci mezi arométy. Zadouci je naopak zvyseni
ptitomnosti skupin, které ochotné reaguji s rozpoustédlem. Proteiny adaptované na chlad maji
vyssi obsah aminokyselinovych zbytkl, které maji mensi sterické pozadavky. Zvysena je
frekvence vyskytu glycinu, snizena naopak ptfitomnost prolinu nebo argininu. [5,22]
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4.4.3 Proteiny proti promrzani

Proteiny zabranujici promrznuti (antifreeze proteins) maji schopnost véazat krystaly ledu
na svilj rozsahly povrch a tim vytvaret termalni hysterezi a sniZzovat teplotu, pii které jsou
schopné mikroorganismy rast. APFs byly prokadzany v bakteriich obyvajicich antarkticka
jezera, ptikladem muze byt Marinomonas primoryensis. [28]

4.5 Vyuziti

Psychrofilni mikroorganismy a jejich produkty metabolismu nebo enzymy jsou velkym
rezervoarem pro biotechnologické aplikace. [12] Enzymy aktivni pii nizkych teplotich maji
dvé vlastnosti, které jsou v biotechnologické aplikace vyuzivany nejCastéji. Jednak je to
katalyticka aktivita enzymu za nizké teploty, dale pak nizka termostabilita za zvySené teploty.
Ekonomickou vyhodou pouzivani enzymi z psychrofilnich mikroorganismi je piedevSim
Gispora energie, jelikoz zde nejsou pozadavky na nakladné vytapéci kroky. Cinnost
v chladném prostfedi a v zimnim obdobi poskytuje zvySené reakéni vynosy, obstarava
vysokou uroven stereospecifity, minimalizuje nezadouci chemické reakce, které mohou nastat
za vysSich teplot. Vyhodou také je, Ze vzhledem ke své teplotni labilité je mozné v piipade
potfeby rychle a snadno enzym deaktivovat. Tato schopnost ma zvlastni vyznam
v potravinaiském primyslu, kde je dilezita k zabranéni jakékoli modifikace piivodné na teplo
citlivého substratu nebo produktu. [22]

4.5.1 Detergenty

Enzymy jako proteasy, lipasy, o-amylasy a celulasy se vyuZivaji jako pfisady
do detergen¢nich prostifedkii. Prani za studena je vyhodné zejména ke sniZeni spotieby
energie a rovnéz ke snizeni opotifebeni materidlu. Nevyhodou naopak je jejich nestabilita
v okamziku ptidani do kone¢ného produktu a rovnéz jejich uskladiiovani. Tento problém se
fesi pouzivanim rekombinantnich enzymi se zvySenou stabilitou, zatimco vysoka katalyticka
ucinnost pii nizkych teplotach je zachovana. [29]

4.5.2 Textilni pramysl

V textilni vyrobé se hojné vyuzivaji bavinéna vlakna. Casto z tkani téchto vlaken vy&nivaji
vlakna vedlejsi, kterd se podileji na tvorbé zmolkl. Dochdzi tak ke snizovani hebkosti
a celkové zméné vzhledu odévu. Tyto vlastnosti se zhorsSuji s kazdym dalSim pranim odévu.
Za vhodnych podminek lze provést predbéznou tupravu s celulasami, pii které dochazi
k redukci vy¢nivajicich vlaken, snizovani tvorby zmolkd, zvySeni odolnosti a mékkosti tkané.
Na druhou stranu je tato Uprava pomoci béznych celulas doprovazena ztratou mechanické
odolnosti hlavniho vldkna v disledku nemozZnosti inaktivace enzymu. Tento problém lze
odstranit pouzivanim celulasy z chladové aktivnich enzymu, kterym lze snizit teplotu procesu
a zvysit mechanickou odolnost v disledku spontdnni rychlé inaktivace enzymda, kterd je
mozna vzhledem k jejich teplotni nestabilité. [29]

4.5.3 Potravinarsky primysl

Potencialni vyuziti chladové aktivnich enzymt v potravinarském primyslu je velmi hojné. Pti
vyrobé dzust se uplatiiuji pektinasy, které usnadnuji extrakci, Cifeni a snizuji viskozitu.
V masném primyslu pfi zpracovani masa se vyuzivaji proteasy, které zptisobujici méknuti
masa. Enzymy jako amylasy, proteasy a xynalasy pfispivaji ke snizeni doby kynuti tésta
a ke zlepSeni jeho vlastnosti. V mlékarenském primyslu se vyuziva B-galaktosidasa neboli
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laktasa. [29] Tento enzym katalyzuje hydrolyzu laktosy na monosacharidy, D-glukosu
a D-galaktosu. [30] Tato reakce je nutnym krokem pro spravné traveni laktosy a v ptipadé, ze
laktasa neni v zazivacim traktu pfitomna nebo nemd dostate¢nou aktivitu, projevi se
tzv. laktosova intolerance (vétSinou travici potize, nevolnosti a bolesti hlavy). V dospélé
populaci je laktosova intolerance velmi rozSifend po celém svété, protoze laktasa je
indukovatelny enzym a poté, co dité prestane byt kojeno, postupné ztraci aktivitu. Podminky
a vlivy riiznych faktori na enzymovou hydrolyzu laktosy byly podrobné zkoumdny, laktasa
byla izolovana z rlOznych zdroji.[31] Komeréné je vyuzivana [-galaktosidasa
teplota a tlak. Idedlni B-galaktosidasa by méla byt aktivni pti pH 6,7-6,8 a teploté 4 az 8 °C
béhem expedice a skladovani. Z toho hlediska je idedlni chladové aktivni -galaktosidasa
z Pseudoalteromonas haloplanktis, izolovana z Antarktidy. [30]

4.5.4 Bioremediace

Mikroorganismy adaptované na chladné prostfedi jsou schopné degradace kontaminantd
nachazejicich se v pidé nebo ve vodnim prostiedi. Jejich ¢innosti v chladném prostiedi
dochazi napft. k biodegradaci ropnych uhlovodiku. Na degradaci alifatickych uhlovodika se
podileji druhy Pseudomonas putida, Acinetobacter spp. nebo Rhodococcus spp. Pseudomonas
putida zajistuje degradaci aromatickych uhlovodikli a spoleén€ s Mycobacterium sp.
degradaci polycyklickych aromatickych uhlovodika. [24]

4.5.5 Mrazirensky primysl

Tvorba ledovych zarodki byla zaznamenana jako vlastnost mnoha psychrotolerantnich
ledovych krystaliit na povrchu listh nebo kvétu produkci specidlnich proteini, které jsou
schopné zaockovani tvorby ledu pfi teploté v rozmezi —2 az —5 °C, kdy by jinak voda mohla
zustat v podchlazeném a tekutém stavu. Tyto proteiny jsou sloZzeny ze tfi domén, unikatni
hydrofobni N-termindlni domény, hydrofilni C-termindlni domény a centralni domény, ktera
je slozena z opakujicich se sekvenci. Bylo navrzeno mnoho modell vysvétlujicich jakym
zpisobem proteiny iniciuji tvorbu ledovych krystalti z vody (Wolber a Warren, 1989; Kajava
a Lindow, 1993). Proteiny nasly uplatnéni napt. pti vyrobé zmrzliny a umélého sn¢hu a jako
ptisady ve zmrazenych vyrobcich. Geny zodpovédné za tvorbu téchto specidlnich proteint
jsou tzv. ina geny. Bakterie, kterym tento gen chybi v disledku mozné genetické upravy, se
vyuzivaji jako ochrana proti mrazu. [12]
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5 HALOFILNI MIKROORGANISMY

5.1 Charakterizace

Halofily Ize definovat jako mikroorganismy, které pro sviij optimalni rist vyZzaduji
koncentraci soli vyssi jak 2,5 M NacCl. [5] Organismy schopné riist za zvySené koncentrace
soli, ale s optimalni rdstovou rychlosti bez pfitomnosti soli, jsou pak povaZovany
za halotoleratni. Neobvykla je skupina mikroorganismi schopné riistu v rozsahu koncentrace
soli od nuly po saturaci a soptimdlni rdstovou rychlosti v pfitomnosti soli. Tyto
mikroorganismy se oznacuji jako haloversatilni. [12]

Schopnost piezit v hypersalinnim prostfedi je déna schopnosti udrzet osmotickou
rovnovahu. [32] Halofilni mikroorganismy reaguji na zvySeni osmolarity akumulaci
osmoticky aktivnich latek v cytosolu, které je chrani pfed dehydrataci a vysychanim
cytoplazmy. Nejucinnéj$i osmotikum u vétSiny prokaryot je glycin betain. Vyjimkou je
Halobacteriaceae, kde se jako osmoticky aktivni vyuZzivaji K'.[2] Mnozi zastupci maji
v nepiitomnosti kysliku schopnost fototrofniho rastu, pfi kterém se vyuziva energie svétla,
které je pohlcované bacteriorodopsinem, a ATP-syntasa. [33]

5.2 Hypersalinni prostredi

Halofilni mikroorganismy se vyskytuji v solnych jezerech jako jsou Mrtvé mote nebo Velké
solné jezero (Utah). [34] Obé jezera jsou bohata na Na™ a CI,, Mrtvé mofe obsahuje navic
jests Mg®". [12] Tyto jezera jsou &asto zbarvena &ervend zdiivodu vyskytu mnoha
pigmentovanych mikroorganismi, jako jsou halofilni archaea nebo zelena tasa Dunaliella
bohaté na 3-karoten (obr. 5). Dal$im prostiedim pro tyto mikroorganismy jsou slané potraviny
a slané pidy. [34] Extrémni halofily byly izolovany z hypersalinniho prostfedi vzniklého
odparenim motské vody. [35]

Obr. 5: Rada Dunaliella salina se vyskytuje v movskych solnych oblastech. Vysokd koncentrace
karotenoidu slouzi jako ochrana pred intenzivnim zarenim a teplotou, kterym je vystavena. [36]
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5.3 Taxonomie

Halofily maji své zéastupce ve vSech tfech doménéch: archaea, bacteria i eukarya. AvSak
ve fylogenetickém stromu Zivota je jen n¢kolik malo jednotnych skupin, které jsou slozeny
vyhradné z halofili. Ve stejné fylogenetické vétvi se pak nachazeji halofilni i nehalofilni
zastupci, ktefti se lisi pozadavky na stl a toleranci k ni. [37]

5.3.1 Halofilni archaea

V doméné archaea lze nalézt nejvice mikroorganismi, kteti vyzaduji prostfedi s vysokou
koncentraci soli. [37] Termin halobakterie se vztahuje k extrémné halofilnim archaeim
s cervenou pigmentaci. Halobakterie jsou ¢leny fadu Halobacteriales, ktery zahrnuje pouze
jednu celed” Halobacteriaceae. VétsSina halobakterii vyzaduje pro svij rust a zachovani
strukturni integrity bunc¢k koncentraci soli okolo 1,5M NaCl. Pokud v hypersalinni vodé
dojde k saturaci, stavaji se zde dominantni mikrobialni populaci. Rody vyskytujici se
ve vodach, které jsou blizko bodu saturace, jsou Haloarcula, Halobacterium a Halorubrum.
Halobakterie mohou byt od halofilnich bakterii rozliSeny na zakladé archealnich vlastnosti,
zejména pritomnosti lipidl s etherovymi vazbami. VéEtSina je zbarvena ¢ervené nebo oranzové
diky ptitomnosti karotenoidi Csy, nékteré jsou bezbarvé. Fialové zbarveni je mozné
pozorovat u druhd, které ve svych membranach obsahuji bakteriorhodopsin. Karotenoidni
pigmenty halobakterii jsou schopné pohlcovat slune¢ni zafeni, zvySovat pokojovou teplotu.
Mnoho hypersalinnich prostiedi vykazuje také metanogenezi v disledku pfitomnosti
halofilnich metanogenti. Izolace je mozna ze slanych jezer, slaného alkalického prostiedi.
Mikrobialni studie v téchto ekosystémech potvrzuji, Zze H, neni vyznamnym zdrojem energie
pro metanogenezi v hypersalinnim prostfedi, pravdépodobné kvili vysoké koncentraci sulfatt
v téchto biotopech. Jako hlavni substrat jsou zde nizkomolekularni latky jako
napf. methylamin. Z tohoto hlediska je zde nutnd piitomnost bakterii produkujicich
methylamin. Hlavnim zastupcem halofilnich methyltrofnich metanogenli je rod
Methanohalophilus. [12] Tento rod spolu s dalSim zastupcem halofilnich metanogenti
Methanohalobium patii do fadu Methanosarcinales. [37]

5.3.2 Halofilni bakterie

Mirné halofilni bakterie a haloversatilni bakterie vyzaduji koncentraci soli v rozsahu
1,5 az 3 M. Mnoho izolovanych mirnych gram-negativnich halofild bylo pfifazeno k rodim
Halomonas a Halovibrio. Jejich vyskyt je v méné extrémnich solnych prostfedich jako jsou
napt. sodnd jezera. N&kolik halofili rodu Halomonas a Flavobacterium bylo popsano jako
hlavni slozka mikrobidlni flory antarktickych jezer. Gram-pozitivni bakterie, které byly
izolovany zejména ze solnych pid, jsou zastupci rodt Marinococcus, Sporosarcina,
Salinicoccus, Bacillus. [12]

5.3.3 Halofilni eukaryotické mikroorganismy

Horni limit koncentrace soli pro obratlovce je okolo 1,5 M. Nad tuto Uroveii koncentrace soli
se zastupci eukaryot vyskytuji vzacnd. Témito vyjimkami jsou napf. Zabronozka solni
(Artemia salina) nebo moucha rodu Ephydra. [12] Nejvice byla prozkoumana zelena tasa
Dunaliella, ktera se stala vSeobecnym modelem pro studium adaptace na extrémné slané
prostfedi pomoci organickych osmotickych kompatibilnich roztokd, a také nasla uplatnéni
v biotechnologickych aplikacich. [37]
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5.4 Mechanismus adaptace

5.4.1 Redukce osmotického tlaku

Zakladni vlastnosti vSech halofilnich mikroorganismi je skute¢nost, ze jejich cytoplazma
musi mit pfinejmensim stejnou osmolaritu jako okolni médium. Jsou dv€ zékladni odlisné
strategie, které tyto mikroorganismy pro udrzeni osmotické rovnovahy vyuzivaji. [37]

5.4.1.1 Akumulace intracelularnich iontit

Tato strategie je zalozend na akumulaci draselnych a sodnych iontl. [37] Uplatiuji ji
halobakterie a skupina anaerobnich halofilnich bakterii. Spise nez Na’ je jako dominantni
intracelularni kation vyuzivan K', jako dominantni anion pak CI. U halobakterii je
koncentraéni gradient Na' pres cytoplazmatickou membranu uskuteéiovan pomoci aktivniho
antiportniho systému Na'/H'. Energie potfebnd na pfenos Na' ven z buiiky je dodavana
protonovym gradientem, ktery se vytvaii béhem transportu elektront v dychacim fetézci nebo
u nékterych druhtl pii absorpci svétla bakteriorodopsinem (obr. 6). K™ pravdépodobné pak
vstupuji do bunék pasivng, jako odpovéd na membranovy potencial. [34] Akumulace
intracelularnich ionti vyzaduje zna¢nou adaptaci intraceluldrniho enzymatického systému
na pfitomnost soli. Je nutné, aby si proteiny udrzely svou konformaci a aktivitu, i kdyz je
koncentrace soli blizkd saturacni koncentraci. Proteom téchto mikroorganismi ma zvyseny
podil kyselych aminokyselin a u vétSiny proteinli dochazi k denaturaci, pokud se vyskytnou
v prosttedi s nizkou koncentraci soli. [37]

H+ D H.|.
foton I] H*
ADP+P;
A H*
o
membrina 2
obsahujici B
foton I] bakteriorodopsin 2
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Obr. 6: Energeticka bilance rodu Halobacterium. [38]
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5.4.1.2 Akumulace osmolytii

Druhd skupina halofild produkuje nebo shromazduje nizkomolekularni slouceniny
s osmotickym potenciadlem. [12] Tyto osmolyty vyrovnavaji osmoticky tlak a umoziiuji funkci
buiky pomoci béZnych enzymi a protein, které by jinak pii vysoké salinité¢ byly
nefunkéni. [39] Do této skupiny se tadi vétSina halofilnich bakterii, halofilnich
metanogennich archaei a eukaryotickych fas a hub. [34] U prokaryot je zndmo velké mnoZzstvi
osmolyti. VSechny jsou vysoce polarni, obvykle bez naboje, nebo jako obojetné ionty.
Béznymi  osmolyty jsou cukry, glycin betain, tetrahydropyrimidiny (ektoiny),
a-aminokyseliny (prolin, glutamin). Spole¢nou vlastnosti osmoticky aktivnich latek je
kombinace polarnich a relativné hydrofobnich skupin. Diky témto vlastnostem dochazi
k vylucovani osmolytl z hydratacni sféry proteini. Toto vylouceni zplsobuje pokles
v entropii systému a stabilizaci proteint. [12]

5.4.2 Proteiny v hypersalinnim prostiedi

VétsSina proteini halobakterii obsahuje velké mnozstvi kyselych aminokyselin a malé
mnozstvi zéasaditych aminokyselin. Vysokd koncentrace kationtli uvnitf buiikky muze byt
zCasti pottebnd k ochrané zaporného naboje na povrchu proteinu. Ptiznivy je 1 vysoky obsah
glutamatu, nebot’ glutamat ma ze vSech aminokyselin nejvétsi vaznost s vodou, coz umozituje
zachovat hydratacni sféru proteinu. Nevyhodou vétSiny proteint halobakterii je skutecnost, ze
v prostfedi s koncentraci soli mensi nez 1-2M dochazi kjejich denaturaci. [34]
Od nehalofilnich protéjski se rovnéz 1isi 1 snizenou hodnotou pl, vysokym obsahem malych
hydrofobnich residui (glycin, alanin, valin) a snizenym obsahem lysinu. [5]

5.4.3 Stabilizace membranové lipidové dvojvrstvy

U halofilnich gramnegativnich bakterii je odpovédi na zvySenou koncentraci soli pokles
v ptitomnosti fosfatidylethanolaminu (PEA) a naopak zvySeni poméru anionickych
membranovych lipidi fosfatidylglycerolu (PG) a difosfatidylglycerolu (DPG). Do fetézct
mastnych kyselin se rovnéz vice zaclenuji cyklopropany a uplatiiuji se dvojné vazby. [40]
Hlavnimi slozkami cytoplazmatické membrany u halobakterii jsou PG (4 %), PG-fosfat
(65 %), PG-sulfat (4 %) a sulfaty glykolipidi (25 %). Lipidy obsahujici sulfaty jsou pfitomny
pouze ve fotosyntetizujicich membranach. [38]

5.5 Biotechnologické aplikace

Vyhodou halofili z hlediska biotechnologické aplikace je zejména nenarocCnost jejich
kultivace ve srovnani s ostatnimi extrémofily a rovnéz mensi naroky na aseptické podminky
pii kultivaci. Zajimava je syntéza enzymu pii nizké vodni aktivite, tj. v pfitomnosti soli, ale
také v organickych rozpoustédlech. Pro biotechnologické vyuziti slouzi enzymy, proteiny,
slozky membran i celé mikroorganismy. V Iékafstvi se vyuziva protein z halobakterii, ktery se
vyuziva kdetekci protilatky proti produktim onkogenu u pacientli s rakovinou.
V kosmetickém priimysli se vyuzivaji komplexni lipidy zvané liposomy. V potravinaiském
pramyslu se jako kvalitni zdroj potravy pro sportovce nebo kosmonauty vyuziva
cyanobakterie Spirulina, kterd je pro né vhodnd z hlediska nizkého obsahu nukleovych
kyselin a kvalitniho spektra aminokyselin. [12]
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5.5.1 Biodegradace organickych sloucenin

Halofilni mikroorganismy jsou dobrymi kandidaty pro bioremedizaci v hypersalinnim
prostiedi a ¢isténi vod s vysokym obsahem soli. Extrémofilni halofilni archaea jsou schopny
metabolizovat uhlovodiky. U rodu Halobacterium byla prokdzédna vysoka schopnost
degradace C;¢-Cso alkani v médium obsahujicim 30 % NaCl. Ptikladem jsou Halobacterium
salinarium, H. volcanii a H. distributum. Halofily jsou schopné rovnéz degradace
aromatickych sloucenin a organickych rozpoustédel. Halomonas organivorans degraduje
Siroké spektrum aromatickych kyselin (napt. kyselinu benzoovou, p-hydroxybenzoovou,
salicylovou, fenyloctovou). [41]

5.5.2 Produkce biopolymeri

Zavedeni kontinudlni kultivace halofilnich archaei sebou pfinesla objev polyhydroxybutyratu
(PHB). Halobacterium mediterranei a Alcaligenes eutrophus produkuji PHB jako prostiedek
pro ukladani energie z komplexnich sacharidii a acetyl-CoA. [39] PHB je prvni izolovany
polyhydroxyalkanoat. Svymi vlastnostmi se velmi podoba polypropylenu, ktery ve formé
riznych misek a folii ¢asto pouzivame. Narozdil od n¢j je vSak PHB rozlozitelny v rozumném
¢asovém horizontu. Rozklad PHB v prostiedi skladky trva fadové mésice, u polypropylenu to
mohou byt az staleti. Nevyhodu PHB je, Ze se pobliz svého bodu tani rozklada. Je tedy
obtizné jej tavit ato znesnadnuje jeho zpracovani. Zabudovanim jiného polymeru do jeho
struktury (napf. 3-hydroxyvaleratu) a tim vytvofeni kopolymeru mé za nésledek eliminaci
tohoto problému a rovnéz dochazi k vyraznému zlepseni jeho mechanickych vlastnosti. Praveé
moznost kopolymerizace nabizi Siroké moznosti piipravy materidlii o riiznych mechanickych
vlastnostech, ale také o rtizné biodegradabilité¢ a tedy potencidlni moznost regulovat polocas
rozpadu a mechanické vlastnosti piipraveného materidlu. V dnesni dobé je uplatnéni
predevsim jako specialni biodegradabilni a biokompatibilni material, a ne jako néhrada
syntetickych polymerd, jak bylo piivodné zamysleno. Proces, ve kterém dochdzi k jeho izolaci
je totiz financn€ velice narocny. Uplatnéni na trhu je spiSe sporadické, PHB a kopolymer
hydroxybutyratu a hydroxyvaleratu se objevuji pod obchodni znackou Biopol. [42]

5.5.3 Bakteriorodopsin

Bakteriorodopsin je membranovy protein, ktery se vyskytuje pouze u mimotadné halofilnich
archaei. Sklada se z proteinu opsinu a retinalu, coz je molekula, kterd pohlcuje fotony. Pokud
foton majici spravném kvantum energie narazi na bakteriorodopsin, dojde ke konformaéni
zméné retinolu, ktera madm za nésledek pienos protonu pfes membranu. Bakteriorodopsin
vytvaii protonovy gradient, ktery vyuzivda ATP-syntasa k syntéze ATP za anaerobnich
podminek. Bylo pfedlozeno mnoho ndvrhti na uziti bakteriorodopsinu v elektronice.
Shockley-Ramova véta tika, Ze pohyb jednoho néboje, v tomto ptipadé protonu, miize vyvolat
proud na sousedni elektrod€. Tento indukovany proud mize byt vyuzit u fotodetektorii nebo
elektronickych senzort. [39] Vysledkem jsou tedy biosenzory a bioelektronika. [12]

5.5.4 Osmoticky aktivni latky

Jak jiZz bylo zminéno, osmoticky aktivni latky jsou schopné stabilizovat hydratacni sféru
proteinu. Z tohoto diivodu je mozné je pouzit jako ochrance vuci stresu nebo pro stabilizaci
biomolekul, napt. vakcin, které by bez jejich €¢inku nemohly byt chlazeny. Stabilizovat je
mozné rovnéz pramyslové vyuzivané enzymy, které jsou funkéni jen za extrémnich
podminek. [12]
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6 PIEZOFILY

6.1 Charakteristika

Mikroorganismy upfednostiiujici Zivot za vysokého tlaku se oznacuji jako piezofily (dfive
nazyvané barofily). Piezofilni mikroorganismy maji optimalni rychlost rastu pfi tlaku vyssim
nez je tlak atmosféricky. Piezotolerantni mikroorganismy jsou schopné riistu za vysokého
tlaku, ale od piezofilnich se li$i tim, ze optimalni ristova rychlost téchto mikroorganismu je
pfi hodnotach tlaku atmosférického. Citlivost na zvySeni tlaku vykazuji mikroorganismy
piezosenzitivni. Je ovSem nutné si uvédomit, ze rizné fyzikalné-chemické podminky mohou
velmi ovlivnit G¢inek vysokého tlaku na mikrobidlni rGstovou rychlost. Ptikladem je
Shewanella benthica, ktera vykazuje piezotolerantni rast pii teploté 4 °C (stejna rychlost ristu
v rozmezi od 0,1 MPa do 50 MPa), ale pfi jeji optimalni ristové teploté 10 °C se chova jako
piezofilni mikroorganismus (optimalni rychlosti ristu je dosazeno az pii tlaku 70 MPa).
V této kapitole se jako piezofily budou oznaCovat vSechny mikroorganismy, které jsou
schopny rastu za vysokého tlaku, tj. piezofilni a piezotolerantni. Schématické znazornéni
vztahu mezi mikrobidlnim rychlosti ristu a tlakem je uvedeno na obr. 7. [43]
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Obr. 7: Vlastnosti mikrobialniho ristu pri zvySovani hydrostatického tlaku. [43]

6.2 Prostredi s vysokym tlakem

Hlubiny mofi jsou povaZovany za extrémni prostfedi s vysokym hydrostatickym tlakem.
Moftské mikroorganismy obyvaji prostiedi, ve kterém jsou vystaveny tlaku od 0,1 az
do 110 MPa. Dals§imi extrémy tohoto prostedi jsou tma, nizka dostupnost zivin a predevsim
nizka teplota (1-2 °C), s vyjimkou hydrotermalnich prament, kde teplota mize dosahovat az
375 °C. Oceany maji primérnou hloubku 3800 m a tlak 38 MPa. Na dn¢ Maridnského
piikopu, nejhlubSim zndmém misté oceanu, je tlak 110 MPa. [43,44] Jako prvni byla
z Marianského pfikopu izolovdna bakterie Pseudomonas bathycetes. [45]  Prostredi
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s vysokym tlakem jsou rovnéz hlubokd jezera (Bajkal, Vostok) a mista hluboko
pod povrchem. [46]

6.3 Piezofily mezi mikroorganismy

Adaptace na vysoky tlak byla prokézdna jak u eukaryot, tak i u prokaryot. Prvni zahrnuje
nizsi eukaryota, obratlovce, ryby a dokonce i do velkych hloubek potapéjici se moiské savce.
Prokaryota maji své zastupce u archaei 1 bakterii. Archaea jsou pfitomna pfevazné v oblasti
hlubokomotskych hydrotermdlnich pramenti, bakterie obyvaji chladnéjsi hlubokomoiské
lokality. [46] Piezofilni mikroorganismy lze rozdé€lit dle vztahu k teploté. V tab. 3 jsou
uvedeni zastupci termofilnich, mezofilnich a psychrofilnich piezofili a zaméfeni jejich
vyzkumu. [43]

6.4 Adaptace na vysoky tlak

Vysoky tlak a nizka teplota snizuji fluiditu membranové lipidové dvojvrstvy a tim potlacuji
jeji funkci. Piezofily tedy musi mit néjaky mechanismus, ktery umoziuje jejich lipidim
adaptaci na hlubokomoiské prostiedi. Bylo prokazano, ze odpovédi na vysoky tlak je zvySené
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin v lipidech, které plisobi proti zvySené viskozité
zpisobené tlakem. Obecné byly bakterie povazovany za neschopné produkovat
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Velky pocet bakteridlnich kmeni, izolovanych
ze suchozemského prostiedi a z mélkych mofi, je schopen produkce mastnych kyselin
s fetézcem kratSim nez 20 uhlikovych jednotek. AvSak, bakterie izolované z hlubin mofi
obsahuji ve svych lipidech PUFA jako jsou kyselina docosahexaenova (DHA, 22:6 (n-3))
a kyselina eicosapentaenova (EPA, 20:5 (n-3)). PUFA maji relativné nizké body tani, coz
napomaha pii udrzovani spravné fluidity membranovych lipidt. [47]

Reverzni regulace vnéjSich membranovych proteini tlakem byla prokazana u Photobacterium
profundum SS9. Pii vys$im tlaku (28 MPa) dochazi k 10 az 100krat vyssi expresi OmpH
proteinu, zatimco pfi tlaku 0,1 MPa je nejvyssi produkce OmpL proteinu. Navic, pii 40 MPa
je exprimovan dalsi tlakem regulovatelny protein Ompl. Protein OmpH je povazovan
za relativné nespecificky porin, ktery usnadiiuje vstiebani zivin pii zvySenych oligotropfnich
podminkach v hloubkéach mofti. [48]

Ptechod k helikdlni strukture DNA je nejprostudovanéjSim aspektem DNA. Helikalni
struktura DNA je vysokym tlakem stabilizovana. Experimentem byla prokazana vyssi
stabilizace nativni DNA pfi tlaku 200 MPa nez pfi tlaku 0,1 MPa za stejné teploty. Jiny
experiment na druhou stranu poukazal na skutecnost, ze u spor a fagi tlak zpisobuje
poskozeni DNA. [12]

K denaturaci proteinu obvykle dochazi pti tlaku vétsim nez 200300 MPa. Nicmén¢ plsobeni
tlaku nad 100 MPa jiz zptsobuje strukturni zmény proteinu, které vedou ke ztraté funkce. [12]
Interakce protein-protein je dulezitd v riznych biologickych systémech zahrnujicich
multimerické enzymy, ribosomy, cytoskeletarni a signdlni proteiny. Tyto interakce jsou velmi
citlivé na zvySeni tlaku. Hydrostaticky tlak zptsobuje disociaci mnoha multimerickych
proteind, jelikoZ tyto procesy jsou spojeny s negativnimi objemovymi zménami. Plsobenim
tlaku dochazi k solvataci nabitych skupin, které se podileji na tvorbé solnych mustk,
a vystaveni nepolarnich skupin rozpoustédlu. Ptikladem je disociace ribozomovych
podjednotek, ktera je in vitro usnaditovana zvysenim tlaku, doprovdzena negativni objemovou
zménou —242 ml/mol. [43]
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Tab. 3: Vyzkum viivu vysokého tlaku na piezofilni mikroorganismy. [43]

Optimalni ristové
Mikroorganismus podminky Vyzkum
tlak teplota

Psychrofilni piezofily

Colwellia hadaliensis BNL-1 75-94 MPa 2°C fyziologie

Moritella japonica DSK1 50 MPa 15°C fyziologie

Moritella yayanosii DB21MT-5 80 MPa 10 °C membranové lipidy

Photobacterium profundum SS9 28 MPa 9°C Exprese genu, membranové
proteiny a mastné kyseliny

Photobacterium profundum DSJ4 10 MPa 10 °C fyziologie

Shewanella benthica, kmeny 50-70 MPa 10-15°C fyziologie, exprese genu,
membranové mastné kyseliny

Termofilni piezofily

Methanococcus igneus 51 MPa 90 °C stabilita hydrogenasy za
vysokého tlaku

Methanococcus jannaschii 75 MPa 86-90 °C stabilita hydrogenasy za
vysokého tlaku

51 MPa 90 °C metanogeneze

Palaeococcus ferrophilus DMJ 30 MPa 84 °C fyziologie

Pyrococcus abyssi GE5S 20—40 MPa 73—-112 °C | syntéza proteind

Pyrococcus furiosus 45 MPa 107,5 °C stabilita GDH a DNA
polymerasy za vysokého tlaku

Thermococcus aggregans TY 20 MPa 75 °C fyziologie

Thermococcus barophilus MP 40 MPa 85 °C fyziologie

Thermotoga maritima 51 MPa 95 °C stabilizace GAPDH za
vysokého tlaku

Thermus aquaticus 45 MPa 100 °C stabilita DNA polymerasy za
vysokého tlaku

Mezofilni piezofily

Desulfovibrio profundus 500-1 15 MPa 30°C aktivita desulfurikace

Pseudomonas sp. BT1 10 MPa 30 °C membranové mastné kyseliny

Pseudomonas sp. MS300 60 MPa 25°C produkce
a-maltotetraohydrolasy

6.5 Uplatnéni piezofilnich mikroorganismi

Uplatnéni lze nalézt pfi zpracovani a sterilizaci potravinaiskych surovin, kde se vysoky tlak
(az n€kolik stovek MPa) uplatiiuje pii tvorbé gelu, Skrobovych zrn, pti zméné lipidové faze,
koagulaci nebo denaturaci bilkovin. Pouziti vysokého tlaku ma stejny efekt jako vysoka
teplota, s rozdilem, Ze pouziti tlaku vede k lepSimu uchovani chuti a barvy. Navic, enzymy,
které mohou pracovat za zvySeného tlaku a teploty maji velké vyhody v biotechnologickych
aplikacich. Enzymatické reakce, které vedou k negativnim zméndm v objemu (AV < 0), jsou
pii zvySovani tlaku upfednostiiovany. Zména objemu mize byt pouzita jako metoda pro
kontrolu reakéni specifity. Naptiklad a-chymotrypsin katalyzuje hydrolyzu jak anilidu
(AV <0), tak 1 esteru (AV>0). V reakéni smési, kterda obsahuje oba substraty
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1 a-chymotrypsin v organickém médiu, mizZe byt regulovan pribéh zménou tlaku ve prospéch
jedné ¢i druhé reakce. [49]

Membranové lipidy piezofilnich bakterii obsahuji témét 70 % polynenasycenych mastnych
kyselin, které pomadahaji snizovat hladinu cholesterolu, chrani pfed kardiovaskularnimi
chorobami, snizuji riziko vzniku rakoviny a jsou rovnéz potiebné pro pifirozeny embryondlni
Vvyvoj, zejména zraku a nervil. [48]

Ptestoze existuje mnoho potencialnich biotechnologickych aplikaci piezofili 1 jejich enzymd,
je pouze n¢kolik praktickych aplikaci. Tato skute¢nost je zplsobena nesnadnou kultivaci
mikroorganismli adaptovanych na vysoky tlak. Proto také vlastnosti enzyml a dalSich
bunécnych slozek nebyly doposud pln€ prozkoumany. [49]
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7 ZIVOT PRI EXTREMNIM pH

7.1 Extrémni pH

Biologické procesy maji tendenci se odehravat ve sttednim rozmezi pH spektra. Intracelularni
1 vnéjsi pH cCasto spada do tohoto rozmezi. [2] Ackoliv acidofilni a alkalofilni extrémofily
maji vnitini hodnoty pH blizké neutrdlnimu prostiedi, jejich extracelularni enzymy musi byt
stabilni a aktivni pfi extrémnim pH. [50]

7.1.1 Alkalické prostiedi

Pouze malo alkalickych prostfedi na Zemi je stabilnich. Nej€astéji jsou to uhli¢itanova jezera,
ve kterych je uhli¢itan sodny hlavnim zdrojem alkality. Uhli¢itanova jezera mohou mit pH
vyssi jak 10,5. Pii zvySovani alkality vypafovanim vody jsou rovnéZ zakoncentrovavany i soli
jako NaCl, které ¢ini dané prostfedi prostiedim s vysokou koncentraci soli. Zda jezero
obsahujici uhli¢itan bude alkalické, zaleZi na poméru koncentrace uhli¢itanu na jedné strané
a koncentraci vapniku a hot¢iku na strané¢ druhé. Pokud je koncentrace uhli¢itanu vétsi nez
koncentrace vSech kationtil, jezero bude alkalické. Pfirodni prameny maji obecné nizkou
koncentraci soli a pH neptesahujici 9. [51] Zastupce alkalofild 1ze rovnéz nalézt v alkalickych
pudach. [5]

7.1.2 Kyselé prostiedi

Kyselé prostfedi mize byt vytvofeno geotermalnimi procesy na zemském povrchu (obr. 8).
Vulkanicka sira je oxidovana na SOs, ktery reaguje s vodou za vzniku H,SO4. Vypatfovanim
vody dochazi k zakoncentrovani kyseliny v jezerech. V takto vysoce kyselém prostiedi
muzeme nalézt zastupce domény archaea, ktefi jsou schopni Zit pfi pH mensim jak 0. [51]

Obr. 8: Malé jezero Crater lake lezi v krateru sopky na Bilém ostrové. Charakteristicke zelené
zbarveni je diisledkem pritomnosti siry a extrémofilnich mikroorganismii. Teplota vody jezera se
pohybuje okolo 50 °C, pH je priblizné 1. [52]
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7.2 Acidofily

Acidofily jsou mikroorganismy prosperujici za nizkého pH. [5] Extrémni acidofily maji
optimalni rastovou rychlost pii pH 3 a nizS§im, mirni acidofily vrozmezi pH 3 az 5.
Acidotolerantni jsou mikroorganismy s optimem pro rast pii pH > 5, ale vykazujici aktivitu
1 pii nizkém pH. [53]

7.2.1 Zastoupeni mezi mikroorganismy

Acidofily se nejCastéji nachazeji v archaealni a bakteridlni doméné a jsou soucasti mnoha
biogeochemickych procesti zahrnujici cyklus siry a zeleza. [54] Schopnost oxidace téchto
prvka je vyuzivdna k vyplavovani kovl z dilnich odpadii a odpadnich vod. [55] Extrémni
aciditu vykazuji aerobné heterotrofni Picrophilus oshimae a Picrophilus torridus, kteti byli
izolovani z japonskych pud prostoupenych sopeénymi plyny a maji optiméalni podminky
prorast pii pH 0,7 a teploté 60 °C. Prokaryotické acidofily lze rozdélit do tii skupin
na zéklad¢ teplotniho rozmezi jejich rastu. Mezi mezofilni acidofily se tadi Thiobacillus
ferrooxidans a mezi mirn¢ termofilni Bacillus acidocaldarius a Thermoplasma acidophilum.
Zastupci termofilni skupiny jsou Sulfolobus acidocaldarius a Metallosphaera sedula. [5]
Pouze nékolik jednobunécnych eukaryot je schopno zit pti pH niz$im jak 1. Nejlépe popsana
je Cervena tfasa Cyanidum caldarium, ktera byla izolovana z prostfedi o pH 0,5, avSak jeji
optimalni pH rtstu je pii pH 2-3. Schopnost piezivat pii pH kolem 0 maji rovnéz zelena tasa
Dunaliella acidophila a zastupci hub Acontium cylatium, Cephalosporium sp. a Trichosporon
cerebriae. [2]

7.2.2 Mechanismus adaptace

Jak jiz bylo zminéno, acidofily pro svou existenci vyZaduji neutrdlni vnitini prostiedi.
tolerovat o nékolik fadt vyssi pH gradient (ApH). Tento pH gradient ptes cytoplazmatickou
membranu je neoddéliteln¢ spojen s bioenergetikou bunky, protoze je hlavnim pfispévatelem
protonmotivni sily. Ackoliv pfiliv protont ptes FoF; ATPasu produkuje ATP, intenzivni
bunécna protonace, pokud neni kontrolovdna, muze rapidné rozptylovat pH gradient.
Protonaci je zhorSena funkce proteinli i nukleovych kyselin, nebot’ volné intracelularni
protony naruSuji enzymovou aktivitu a intracelularni procesy jako je transkripce DNA,
syntéza proteinil. Acidofily vyuzivaji rGzné mechanismy, které brani vstupu protonli
pres cytoplazmatickou membranu nebo eliminuji protony a jejich Géinky v cytoplazmé, a tim
udrzuji pH stalost vnitiniho prostfedi. Mezi tyto mechanismy, udrzujici ApH, patii zejména
vysoka nepropustnost cytoplazmatické membrany pro protony a snizeni velikosti pord
v membranovych kanélech. Bacillus acidocaldarius a Thermoplasma acidophilum odstranuji
nadbytek protont z cytoplazmy pomoci aktivnich protonovych pump. Organické kyseliny
jsou v acidofilech nezadouci z hlediska jejich disociace na protony. Tento problém fesi
heterotrofni acidofily degradaci organickych kyselin. VSechny mikrobidlni buiiky obsahuji
velké mnozstvi tlumicich molekul v cytoplazmé, které obsahuji zasadité aminokyseliny (napf.
lysin, hystidin nebo arginin) schopné izolace protont. Nizké pH zplsobuje jiz zminované
poskozeni DNA a proteindl, coz acidofily fesi zvySenou expresi chaperont, které slouzi jako
opravné mechanismy. [54]

Extracelularni proteiny maji schopnost funkce v prostfedi s nizkym pH. [32] Ve srovnéni
s proteiny adaptovanymi na neutralni prostfedi maji odlisné slozeni. Ptikladem je enzym
a-amylasa z termoacidofila Alicyclobacillus acidocaldarius, ktery vykazuje 30% sniZeni
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v poctu nabitych aminokyselinovych residui (bazickych i kyselych). Protein obsahujici méd’,
rusticyanin, byl izolovan z Alicyclobacillus ferrooxidans. Rusticyanin vykazuje optimalni
aktivitu pii pH <2 a kolem aktivniho mista, které je tvofeno Cu, je rovnéZ sniZeny obsah
nabitych residui. Mechanismus adaptace protein na prostfedi s nizkym pH vSak jest¢ neni
zcela ujasnén. [5]

7.2.3 Aplikace acidofild

7.2.3.1 BiotéZba

Mikroorganismy jsou vyznamné z hlediska jejich vyuziti pii1 extrakci a ziskdvani kovi z rud
a odpadu. Procesy, pfi kterych mikroorganismy oxiduji mineraly, jsou v biotechnologickych
aplikacich nazyvany biotézbou. Ve srovnani skonvencnimi metodami jako je
napf. pyrometalurgie, jsou bioprocesy vyhodné z hlediska niz§ich nakladi, nizSich
energetickych vstupti, mensi produkce chemicky aktivnich odpadii a jinych pfinost
pro zivotni prostiedi (napf. nulova produkce Skodlivych plynl). Bioprocesy sulfidickych
minerall 1ze rozd¢lit na biolouzeni a biooxidaci. Pii biolouzeni je kov extrahovan do roztoku
a pfi biooxidaci dany kov ziistdva soucasti minerdlu. BiolouZenim je moZno odstranit
napt. méd’ z chalkopyritu, bioxidace slouzi naopak pro rozpousténi pyritu nebo arsenopyritu,
které dale usnadiiuje extrakci drahych kovi kyanidem. BiotéZzba je rovnéz vyuzivana
k extrakci uranu, kobaltu, niklu nebo zinku z polymetalickych rud.

Bioprocesy probihaji v promichavacich tancich, ve kterych je vzdy zajisténa dostate¢na
aerace. Pouzivané mikroorganismy jsou zejména Leptospirillum  ferroxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans a Acidithiobacillus ferrooxidans. Lze je vyuzit k biolouzeni
pyritu zinku a olova a biooxidaci pyritu nebo arsenopyritu. Pro biolouzeni polymetalickych
minerall jsou vhodné Leptospirillum ferriphilum a Acidithiobacillus caldus. [53]

BiolouZeni je chemicky proces, ve kterém jsou za vyplaveni kovii odpovédné ionty Fe*"a H'.
Mikroorganismy musi byt tedy pfedev§im schopné vytvaret latky potfebné k louzeni a rovnéz
si vytvofit prostor pro prub¢h reakce. Jako reakéni prostor miize slouzit exopolysacharidova
vrstva. Proces rozpouSténi minerdlii neprobihd pro vsSechny sulfidy stejnym zplsobem.
Thiosulfatovy mechanismus se uplatituje pii oxidaci nerozpustnych sulfidi jako jsou pyrit
(FeS;) a molybdenit (MoS,). Reakce vystihujici tento mechanismus ma dva kroky.
FeS, +6Fe’* +3H,0 —S,05 +7Fe** +6H" (1)
S,07 +8Fe’* +5H,0 — 250, +8Fe”* +10H" ()
Vysledkem jsou ve vod¢ rozpustné sulfaty.

V piipadé polysulfidového mechanismu je nutny atak obou iontd Fe’"a H'. Uplatiiuji se zde

rozpustné sulfidy kovi jako sfalerit (ZnS), chalkopyrit (CuFeS,) nebo galenit (PbS).
MS+Fe* + H* — M** +1/2H,S, +Fe*" (n>2) (3)

1/2H,S, +Fe’* — +1/8S, +Fe*" + H* 4)

Elementarni sira je relativné stabilni, ale mtze byt oxidovana dale na sulfat pomoci
Acidithiobacillus thiooxidans nebo Acidithiobacillus ferrooxidans [56]

7.2.3.2 Ostatni vyuZiti acidofilit
Biokatalyzatozy z acidofili se uplatiiuji pfi hydrolyze polymerd. Pfi zpracovani Skrobnatych
surovin se vyuzivaji amylasy, polulanasy, glukoamylasy a glukosidasy, které jsou aktivni

za nizkého pH. [32] Heterotrofni acidofily lze vyuzit pii degradaci Skodlivin v kyselych
odpadnich vodach. [12]
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7.3 Alkalofily

Mikroorganismy, které maji optimalni ristovou rychlost pfi vysokém pH, lze obecné nazyvat
alkalofily, nebo je mozné je rozdélit na alkalofily a haloalkalofily. Alkalofily vyzaduji
pro svij rist pH > 9, jejich optimalni rist je pfi pH 10. Haloalkalofily kromé& vysokého pH
vyzaduji rovnéz vysokou salinitu (vic jak 33 % NaCl). Alkalofilni mikroorganismy jsou
zastoupeny u prokaryot 1 eukaryot. Nejvice zastupci je mezi bakteriemi (Bacillus,
Micrococcus, Pseudomonas, Streptomyces), dale jsou to rtizné druhy mikroorganismu pattici
mezi aktinomycety, plisné a kvasinky. [12,57]

7.3.1 Adaptace na vysoké vnéjsi pH

Intracelularni pH se udrzuje kolem 8, ptestoze pH vnéjSiho prostfedi se mize pohybovat
v rozmezi 8—11. Schopnost udrzZet rozdilné pH vnéjSiho a vnitiniho prostedi je dana zejména
zménou ve stavbé bundéné stény a vyménou iontil z cytoplazmy do média antiportem Na'/H".
Mechanismus redukce pH z 10,5 na 8 je uveden na obr. 9.

bicik
aminokyselina pH
7891011
kyselé sloiky
bunéénd sténa
bunédny
povrch
motor
cytoplazmaticka
membrina

1. dy¥chaci fetézec 2. ATPasa
3. antiport Na'/H* 4. symport Na'/aminokyselina

Obr. 9: Mechanismus regulace intracelularniho pH. [57]

Bunécnd sténa chrani vnitini obsah buiiky od vnéjsiho vysoce alkalického prostiedi. Jsou zde
znacn¢ odliSnosti ve sloZeni bunécné stény alkalofilnich zastupch rodu Bacillus a zéstupct
tohoto rodu, ktefi jsou adaptovani na neutralni prostfedi. U alkalofilli buné¢na sténa obsahuje
kromé& peptidoglykanu urcité¢ kyselé slozky, jako jsou kyseliny galakturonova, glukonova,
glutamovad, asparagova a fosfore¢na. Negativni naboj téchto slozek snizuje intracelularni pH
v téchto mistech na pH 9. Dalsi snizovani pH az na hodnotu 8 se odehravd na urovni
cytoplazmatické membrany. Cytoplazmatickd membrana udrzuje stalost pH vnitiniho
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prostiedi vyuzitim antiportnich systémti Na'/ H" a K’/ H', a fizenym vylucovani H™ ATPasou.
Alkalofily pro sviij rist vyzaduji Na'. Protonmotivni sila v buiikich je vytvafena
elektronovym transportnim fetézcem a vyluéovanim H', které byly transportovany do buiiky
pii syntéze ATP. Zpétna inkorporace H™ do buiiky je spojena s kotransportem riznych
substrati. V piipadé transportniho systému zavislého na Na', dochazi k vyméné H™ a Na"
pomoci antiportniho systému Na'/ H™ a tim k tvorbé sodikmotivni sily, ktera je hnaci silou
symportu substratu a Na'. [57]

7.3.2 Vyuziti alkalofilu

7.3.2.1 Enzymy

Primyslové nejvice vyuzivané enzymy z alkalofilii jsou proteasy, celulasy, lipasy
a polulanasy. Uplatiluji se zejména jako detergenty. Hlavnim divodem vyuzivani enzymil
pravé z alkalofili je jejich dlouhodobd stabilita v detergencnich prostfedcich, snizeni
energetickych nakladi pfi prani za nizSich teplot a rychlejsi zisk produktu. Velmi vyhodna je
rovnéz stabilita v pfitomnosti dalSich detergen¢nich ptisad, jako jsou aktivni bélidla,
zmékcovace, odbarvovace nebo parfémy. Alkalofilni enzymy lze vyuZzit i pfi CiSténi
odpadnich vod (celulasy, pektinasy, xylanasy). Xylanasy se rovné€z pouzivaji pro biologické
procesy béleni v papirenském primyslu a pifi hydrolyze xylanu. [58] Cyklodextrin
produkovany alkalickou cyklodextringlukotransferasou se pouziva v potravinaiském,
chemickém a farmaceutickém pramyslu. [12] Alkalické amylasy se vyuzivaji pii degradaci
Skrobu. [57]

7.3.2.2 Farmaceuticky priumysl

Mikroorganismy jsou vysoce efektivni v jejich schopnosti vyrobit mnoho druhli bioaktivnich
latek. Pii kultivaci bakterii v prostfedi s vysokou alkalitou jsou izolovana nové antibiotika.
Alkalofilni zastupce rodu Nocardiopsis pii kultivaci v médiu o pH 10 produkuje antibiotikum
fenazin. Mikroorganismy izolované z alkalickych salinnich jezer vykazuji antimikrobialni
aktivitu vici Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Mycobacterium
smegmatis a Candida albicans. Tyto poznatky podporuji dal$i vyzkumné prace zaméiené
na identifikaci metaboliti produkovanych alkalofilnimi bakteriemi.

ey oo

a rozpustnost antibiotik, hormonil a vitamini. [58]

7.3.2.3 Potravindrsky priimysl

V potravindiském primyslu se vyuzivad ftasa Spirulina izolovand z alkalickych jezer.
Kultivace v alkalickém hypersalinnim prostfedi je vyhodna z hlediska nemoznosti invaze
a ristu dalsich kontaminujicich mikroorganismi. Flora jezera, ve kterém se vyskytuje, je tedy
monospecifickd a zisk je mozny jednoduchou filtraci. Rybnik ponechany pouze pro kultivaci
fasy Spirulina muze produkovat 125krat vice bilkovin nez kukufice péstovand na stejné
rozsahlé ploSe. Spirulina je jednim znejlepSich zdroji y-linoleové kyseliny a je rovnéz
bohatym zdrojem vitamind. Navic jeji bunééné sténa neobsahuje celulosu, coz je vhodné
pro lidi trpici stfevni malabsorpci nebo pro star§i lidi, ktefi maji problém s travenim
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8  ZAVER

Cilem této prace bylo charakterizovat mikroorganismy, které obyvaji extrémni prostfedi. Bylo
provedeno rozdéleni téchto mikroorganismii na zékladé toho, jaké extrémni podminky
vyzaduji, uveden mechanismus adaptace a vyuziti v biotechnologickych aplikacich.
Hypertermofilni mikroorganismy vyZzaduji pro svijj riist a rozmnozovani teplotu nad 80 °C, je
mozné je nalézt zejména v geotermalnich pramenech. Nejznaméj$imi zastupci jsou rody
Pyrococcus, Thermococcus a Methanococcus, které se zatazuji mezi archaea. Mechanismus
jejich adaptace je zaloZen zejména na prestavbé cytoplazmatické membrany, ktera si udrzuje
nizkou fluiditu navySenim obsahu nasycenych nerozvétvenych mastnych kyselin, delSimi
fetézci a siln€jSimi hydrofobnimi interakcemi. Za stabilitu DNA je zodpovédnd reverzni
gyrasa, zédkladem stability enzymu je hutnéj$i sbalovani proteinil, optimalni rozlozeni naboje,
minimalizace hydrofobniho povrchu a stabilizace helixu. Termostabilni enzymy nasly
uplatnéni v riznych odvétvich primyslu, nejvyznamnéjsi je vyuziti DNA polymeras v PCR.
Celé mikroorganismy se pak uplatiiuji pii ¢isténi odpadnich vod.

Psychrofilni mikroorganismy se vyskytuji za velmi nizkych teplot v oblastech Antarktidy
a Arktidy. Nizkym teplotdm se piizptsobily zvySenim podilu nenasycenych mastnych kyselin
v membranach, zvySenim konformacni flexibity enzymi a syntézou tzv. antifreeze proteini.
Uplatnéni naSly zejména jako detergenty pii prani za studena, v textilnim a potravinaiském
priamyslu.

Mikroorganismy prosperujici v mistech s vysokou koncentraci soli jsou halofily. Schopnost
ptrezit v hypersalinnim prostiedi solnych jezer je dana schopnosti udrzet si osmotickou
rovnovahu. Redukce osmotického tlaku miize byt zalozena na akumulaci intracelularnich
iontll , nebo na akumulaci osmolyticky aktivnich latek. Osmolyty mohou byt pouzivany jako
protektanty pii zmrazovani, transmembranovy protein bakteriorhodopsin se uplatituje
v bioelektronice. Celé mikroorganismy se vyuZzivaji pfi €iSténi odpadnich vod obsahujicich
vysoky obsah soli a jsou rovnéz zkoumany z hlediska moznosti produkce biopolymert.

Dalsi skupinou extrémofildl jsou piezofily, které je mozné nalézt v hloubkach oceédni a jezer,
kde jsou vystaveny extrémné vysokému tlaku. Pisobeni vysokého tlaku zptsobuje sniZeni
fluidity membrany, ke kterému u piezofilti nedochéazi diky navySeni mnoZstvi nenasycenych
mastnych kyselin. Vyzkum je zaméfen zejména na studium stability enzyml za vysokého
tlaku, fyziologii a membranové lipidy, které jsou zdrojem prospéSnych nenasycenych
mastnych kyselin.

Schopnost riistu a reprodukce v extrémnim prostiedi pH maji acidofily a alkalofily. Acidofilni
mikroorganismy byly izolovany pfevazné z kyselych jezer v oblasti vulkanické Cinnosti.
Neutralni pH wvnitiniho prostiedi si udrzuji diky vysoké nepropustnosti cytoplazmatické
membrany pro protony a snizeni velikosti portt v membranovych kandlech. Vzhledem
ke schopnosti oxidovat siru se celé mikroorganismy vyuZzivaji pii biologickém louzeni kovi,
jejich enzymy ve Skrobarenskych procesech.

Uhli¢itanova jezera jsou typickym stanovistém pro alkalofily. Enzymy z téchto
mikroorganismu, které jsou stabilni v prostfedi s vysokym pH, nasly uplatnéni predevsim jako
detergenty, pii CiSténi odpadnich vod, v papirenském primyslu pii hydrolyze xylanu,
pii degradaci Skrobu. V potravinaiském prumyslu se vyuziva tasa Spirulina, kteréd je zdrojem
bohatym zdrojem y-linoleové kyseliny a vitamini.

Vyzkum extrémofilnich mikroorganismil je velmi perspektivni, a proto lze ocekavat, ze tyto
mikroorganismy budou 1 nadéale pfednim objektem védeckého zajmu.

38



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

SATYANARAYANA, T., RAGHUKUMAR, C., SHIVAJI, S. Extremophilic
microbes: Diversity and perspectives. Current Science. 2005, vol. 89, no. 1, s. 78-90.

ROTHSCHILD, Lynn J., MANCINELLI, Rocco L. Life in extreme environments .
Nature. 2005, vol. 409, s. 1092-1101.

FUJIWARA, Shinsuke . Extremophiles: Developments of their special functions and
potential resources. Journal of Bioscience and Bioengineering. 2002, vol. 94, no. 6, s.
518-525.

MADIGAN, Michael T., MARRS, Barry L. Extremophiles. Scientific American.
1997, vol. 276, no. 4, s. 82-87.

PACKCHUNG, Amalie A. H., SIMPSON, Philippa J.L, CODD, Rachel. Life on

earth. Extremophiles continue to move the goal posts. Environmental chemistry. 2006,
vol. 3, no. 2, s. 77-93.

MCKANE, L., KANDEL, J. Microbiology: essentials and applications. 2nd ed. New
York : McGraw-Hill. 1996. 843 s. ISBN 0-07-045154-0.

JAENICKE , Rainer, BOHM, Gerald. The stability of proteins in extreme
environments. Current Opinion in Structural Biology. 1998, vol. 8, is. 6, s. 738-748.
AGUILAR, Alfredo. Extremophile research in the European Union: from fundamental

aspects to industrial expectations. FEMS Microbiology Reviews. 1996, vol. 18, no. 2-
3,s. 89-92.

SCHIRALDI, Chiara, DE ROSA, Mario. The production of biocatalysts and
biomolecules from extremophiles. Trends in Biotechnology. 2002, vol. 20, no. 12, s.
515-521.

MADIGAN, M.T., MARTINKO, J.M., DUNLAP, P.V., CLARK, D.P. Brock biology
of microorganisms. 12th ed. 2009. 1168 s. ISBN 0-321-53615-0.

STETTER, Karl O. Extremophiles and their adaptation to hot environments. FEBS
Letters. 1999, vol. 452, is. 1-2, s. 22-25.

HORIKOSHI, Koki, GRANT, William D. Extremophiles : Microbial life in extreme
environments. 1998. 322 s. ISBN 0-471-02618-2

BROCK, Thomas D. Thermophilic microorganisms and life at high temperatures.

1987. 465 s. ISBN 0-387-90309-7
Dostupny z: <http://digital.library.wisc.edu/1711.dl/Science.BrockTher>.

Life at High Temperatures [online]. 2005 [cit. 2009-05-01]. Dostupny z:
<http://bioinfo.bact.wisc.edu/themicrobialworld/LAHT/B1>.

HUBER, Harald, STETTER, Karl O. Hyperthermophiles and their possible potential
in biotechnology. Journal of Biotechnology. 1998, vol. 64, is. 1, s. 39-52.

SKLENAROVA, K. Termofilni mikroorganismy. Brno: Vysoké uéeni technické v
Brn¢, Fakulta chemickd, 2007. 35 s. Vedouci bakalarské prace Ing. Libor Babdk,
Ph.D.

EDWARDS, C. Microbiology of extreme environments. New York : McGraw-Hill.
1990. 218 s.

39



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

40

BRUINS, Marieke E., JANSSEN, Anja E. M., BOOM, Remko M. Thermozymes and
their applications. Applied Biochemistry and Biotechnology. 2001, vol. 90, no. 2, s.
155-186.

VIEILLE, Claire, ZEIKUS, Gregory J. Hyperthermophilic enzymes: sources, uses,
and molecular mechanisms for thermostability. Microbiology and Molecular Biology
Reviews,. 2001, vol. 65, no. 1, s. 1-43.

FRANKOVA, T. dplikace termofilnich mikroorganismii. Brno: Vysoké uceni
technické v Brné€, Fakulta chemickd, 2007. 40 s. Vedouci bakalatské prace Ing. Libor
Babak, Ph.D.

CHOUDHARY , M. K. Landfill leachate treatment using a thermophilic membrane
bioreactor. 2005. 93 s. Vedouci diplomové prace Prof. C. Visvanathan.
CAVICCHIOLI, Ricardo, SIDDIQUI, Khawar S., ANDREWS, David, SOWERS,
Kevin R. Low-temperature extremophiles and their applications. Current Opinion in
Biotechnology. 2002, vol. 13, is. 3, s. 253-261.

GEORLETTE, D., et al. Some like it cold: biocatalysis at low temperatures. FEMS
Microbiology Reviews. 2004, vol. 28, is. 1, s. 25-42.

DUDOVA, P. Psychrofilni a psychrotolerantni mikroorganismy a jejich vyuZiti
k biodegradaci skodlivin. Brno: Masarykova univerzita, Fakulta ptirodovédecka,
2006. 36 s. Vedouci bakalafské prace RNDr. Dana Hordkova, CSc.

UNSW Environmental Microbiology Initiative [online]. 2007 [cit. 2009-05-01].
Dostupny z: <http://www.emi.science.unsw.edu.au>.

METHE, Barbara, NELSON, Karen E., FRASER, Claire M. It’s a cold world out
there (but the prospects are hot). Trends in Microbiology. 2004, vol. 12, no. 12, s. 532-
534.

STIBOR, Michal, KRALOVA, Blanka. Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy,
jejich adaptace a vyuziti v modernich biotechnologiich. Chemické listy. 2001, ro€. 95,
¢.2,s.91-97.

D'AMICO, Salvino, COLLINS, Tony, MARX, Jean-Claude, FELLER, Georges,
GERDAY, Charles. Psychrophilic microorganisms: challenges for life. EMBO Rep.
2006, vol. 7, no. 4, s. 385-389.

GERDAY, Charles, et al. Cold-adapted enzymes: from fundamentals to
biotechnology. Trends in biotechnology. 2000, vol. 18, no. 3, s. 103-107.

HOYOUX, A., JENNES, 1., DUBOIS, P., GENICOT, S., DUBAIL, F., FRANCOIS,
J.M., BAISE, E., FELLER, G., GERDAY, C. Cold-adapted B-galactosidase from the
antarctic psychrophile Pseudoalteromonas haloplanktis. Applied and Environmental
Microbiology. 2001, vol. 67, no. 4, s. 1529-1535.

RUDOLFOVA, Jana, CURDA, Ladislav. Prebioticky G¢inek galaktooligosacharidi a
vyuziti laktosy pro jejich produkci. Chemické listy. 2005, ro€. 99, €.3, s. 168-174.
VAN DEN BURG, Bertus. Extremophiles as a source for novel enzymes. Current
Opinion in Microbiology. 2003, vol. 6, no. 3, s. 213-218.



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

GOO, Young A., ROACH, Jared, GLUSMAN, Gustavo, BALIGA, Nitin S.,
DEUTSCH, Kerry, et al. Low-pass sequencing for microbial comparative genomics.
BMC genomics [online]. 2004, vol. 5, no. 1. [cit. 2009-05-01]. Dostupny z:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov>.

MADIGAN, Michael T., OREN, Aharon. Thermophilic and halophilic extremophiles.
Current Opinion in Microbiology. 1999, vol. 2, no. 3, s. 265-269.

RODRIGUEZ-VALERA, F., RUIZ-BERRAQUERO,, F., RAMOS-CORMENZANA,
A. Isolation of extreme halophiles from seawater. Applied and Environmental
Microbiology. 1979, vol. 38, no. 1, s. 164-165.

Jan Marini C-ESTAMINS: Dunaliella Salina — Carotenoids Complex [online]. 1996
[cit. 2009-05-01]. Dostupny z: <http://www.treatment-skincare.com/May-2007/C-
ESTAMINS.html>.

OREN, Aharon. Microbial life at high salt concentrations: phylogenetic and metabolic
diversity. Saline systems [online]. 2008, vol. 4. [cit. 2009-05-01]. Dostupny z:
<http://www.salinesystems.org>.

Halobacteria [online]. 1999 [cit. 2009-05-01]. Dostupny Z:
<http://www.micro.siu.edu/Micr425/425Notes/09-Halobact.htmI>.

YANG, Yihwa, LEVICK, Daniel T., JUST, Caryn K. Halophilic, Thermophilic, and
Psychrophilic Archaea: Cellular and Molecular Adaptations and Potential
Applications. The Journal of Young Investigators [online]. 2009, vol. 19, is. 11 [cit.
2009-05-01]. Dostupny z: <http://www.jyi.org>.

GIORDANO, Assunta, VELLA, Filomena M., ROMANO, Ida, GAMBACORTA,
Agata. Structural elucidation of a novel phosphoglycolipid isolated from six species of
Halomonas. Journal of Lipid Research. 2007, vol. 48, no. 8, s. 1825-1831. Dostupny
z: <www.jlr.org>.

LE BORGNE, Sylvie, PANIAGUA, Dayanira, VAZQUEZ-DUHALT, Rafael.
Biodegradation of Organic Pollutants by Halophilic Bacteria and Archaea. Journal of
Molecular Microbiology and Biotechnology. 2008, vol. 15, no. 2-3, s. 74-92.
Polyhydroxyalkanoaty — Prirozené odbouratelné plasty [online]. 2007 [cit. 2009-05-
01]. Dostupny z: <http://www.gate2biotech.cz/polyhydroxyalkanoaty-prorozene-
odbouratelne-plasty>.

ABE, Fumiyoshi, HORIKOSHI, Koki. The biotechnological potential of piezophiles.
TRENDS in Biotechnology. 2001, vol. 19, no. 3, s. 102-108.

KATO, Chiaki, QURESHI, Mohammad Hassan. Pressure response in deep-sea
piezophilic bacteria. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology. 1999,
vol. 1, no. 1, s. 87-92.

KATO, Chiaki, LI, Lina, NOGI, Yuichi, NAKAMURA, Yuka, TAMAOKA, Jin,
HORIKOSHI, Koki. Extremely barophilic bacteria isolated from the Mariana Trench,
challenger deep, at a depth of 11,000 meters. Applied and Environmental
Microbiology. 1998, vol. 64, no. 4, s. 1510-1513.

BARTLETT, D.H. Pressure effects on in vivo microbial processes. Biochimica et
Biophysica Acta. 2002, vol. 1595, is. 1-2, s. 367-381.

41



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

42

YANO, Yutaka, NAKAYAMA, Akihiko, ISHIHARA, Kenji, SAITO, Hiroaki.
Adaptive changes in membrane lipids of barophilic bacteria in response to changes in
growth pressure. Applied and Environmental Microbiology. 1998, vol. 64, no. 2, s.
479-485.

RADJASA, Ocky Karna. Deep-sea bacteria and their biotechnological potentials.
Journal of Coastal Development. 2004, vol. 7, no. 3, s. 109-118.

GOMES, Joseph, STEINER, Walter. The biocatalytic potential of extremophiles and
extremozymes. Food Technology and Biotechnology. 2004, vol. 42, no. 4, s. 223-235.

HOUGH, D. W., DANSON, M. J. Extremozymes. Current Opinion in Chemical
Biology. 1999, vol. 3, is. 1, s. 39-46.

VAN DE VOSSENBERG, Jack L.C.M., DRIESSEN, Arnold J.M, KONINGS, Wil N.
Adaptations of the cell membrane for life in extreme environments. Cell and
Molecular Response to Stress. 2000, vol. 1, s. 71-88.

Life in  hot springs [online]. 2007 [cit. 2009-05-01]. Dostupny z:
<http://www.teara.govt.nz/EarthSeaAndSky/HotSpringsAndGeothermalEnergy/Lifeln
HotSprings/3/ENZ-Resources/Standard/3/1/en#breadcrumbtop>

JOHNSON, D. B. Biodiversity and interactions of acidophiles: Key to understanding
and optimizing microbial processing of ores and concentrates. Transactions of
Nonferrous Metals Society of China. 2008, vol. 18, is. 6, s. 1367-1373.
BAKER-AUSTIN, Craig, DOPSON, Mark . Life in acid: pH homeostasis in
acidophiles. TRENDS in Microbiology. 2007, vol. 15, no. 4, s. 165-171.

HORIKOSHI, Koki. Discovering novel bacteria, with an eye to biotechnological
applications. Current Opinion in Biotechnology. 1995, vol. 6, is. 3, s. 292-297.
RAWLINGS, Douglas E. Characteristics and adaptability of iron- and sulfur-oxidizing
microorganisms used for the recovery of metals from minerals and their concentrates.
Microbial Cell Factories [online]. 2005, vol. 4, no. 13 [cit. 2009-05-01]. Dostupny z:
<www.pubmedcentral.nih.gov>.

HORIKOSHI, Koki. Alkaliphiles . Proceedings of the Japan Academy, Ser. B. 2004,
vol. 80, no. 4, s. 166-178.

ULUKANLI, Z., DIGRAK, M. Alkaliphilic Micro-organisms and Habitats. Turk
Journal Biology. 2002, vol. 26, s. 181-191.



10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ADP + P;
ATFs
ATP
DHA
DPG
EPA
GAPDH
GDH
OmpH
PC

PCR
PEA

PG
PHB
PUFA

Adenosindifosfat + fosfatova jednotka
Proteiny zabraiiujici promrznuti
Adenosintrifosfat

Kyselina docosahexaenova
Difosfatidylglycerol

Kyselina eicosapentaenova
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
Glutamatdehydrogenasa

Vnéjs$i membranovy protein H
Fosfatidylcholin

Polymerazova tfetézova reakce
Fosfatidylethanolamin
Fosfatidylglycerol
Polyhydroxybutyrat

Polynenasycené mastné kyseliny
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