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1. Uvod

Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy ziji v poldr-
nich, alpskych, hlubokomotskych nebo jinych oblastech, kde
se teplota pohybuje pod 5 °C. Tyto chladové adaptované mi-
kroorganismy si v prib&hu evoluce vyvinuly fadu mechanis-
mi, které jim umoznily existenci za nizkych teplot. Adaptacni
zmény téchto mikroorganismt zahrnuji jak zmény ve struktuie
proteint (enzymy) tak zmény ve slozenf lipida tvoricich bu-
nécné membrdny. Strukturni zmény proteind maji na rozdil od
lipidovych, které maji genotypovy i fenotypovy charakter,
pouze genotypovy charakter. Enzymy, které jsou produkova-
ny psychrotrofnimi a psychrofilnimi mikroorganismy jsou
schopny katalyzovat reakce pii teplotdch blizkych 0 °C. Tyto
enzymy jsou charakterizovdny vysokou katalytickou aktivitou
pri nizkych teplotich, ale jsou teplotné labilni. Vzhledem
k jejich vysoké specifické aktivite a jejich rychlé inaktivaci pti
teplotach, kdy jsou enzymy z mesofilnich mikroorganisma
bézné aktivni, maji spolecné s jejich producenty velky bio-
technologicky potencidl. Studie srovndvajici strukturu téchto
enzymu s jejich mesofilnimi a termofilnimi analogy ukdzaly,
7e molekuldrni podstata jejich adaptace na teploty blizké 0 °C
je z nejvetsi Cdsti zptisobena snahou zachovat flexibilitu jejich
struktury. Ta u dosud studovanych enzymu vychdzi z oslaben{
intramolekuldrnich interakci a naopak ze zesileni interakeci
s rozpoustédlem. Tyto modifikace jsou v§ak doprovdzeny ma-
lou stabilitou za vysSich teplot, coZ je cena za jejich vysokou
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aktivitu pri teplotdch, které jsou obecné povazovany za nizké.
Vyse zminéné vlastnosti umoziuji jejich pouZiti v biotechno-
logiich, a to predevsim tam, kde jsou bézné teploty nezadouci
(potravindisky prtimysl) a kde nizké provozni teploty zname-
naji snizeni ndkladi a také sniZené riziko béZzné kontaminace.
Ze slozek membranovych lipidd jsou to hlavné mastné kyse-
liny, které se nejvétsi mérou podileji na zachovini fluidity
bunécné membrdany. A prdvé nenasycené mastné kyseliny
nasly uplatnéni v potravindiském primyslu a jsou dosud jed-
inym zndmym piikladem slou¢enin nebilkovinového pavodu
z chladové adaptovanych mikroorganismu s piimou aplikaci.
Nové poznatky studia molekuldrni genetiky chladové adap-
tovanych mikroorganismi umoznily vedle piimého vyuziti
téchto mikroorganismi v modernich biotechnologiich i vyuzi-
ti nékterych jejich bunécnych produktt.

2. Vyskyt a definice psychrofilnich
a psychrotrofnich mikroorganismi

Velkd ¢ast nasi planety nedosahuje ani teploty 5 °C, coz je
teplota pfi niz ¢lovék pocituje chlad. Je tfeba si uvédomit, Ze
tii Ctvrtiny Zemé pokryvaji ocedny, v jejichz hlubindch je
teplota nizkd a cely jeden svétadil, Antarktida, ma chladné
prostfedi v pribéhu celého roku. Mikroorganismy schopné
rust za nizkych teplot jsou zndmy jiz vice nez 100 let a to jak
v ptirodnich podminkdch (more, ptida) tak v prostiedi vytvo-
feném Clovékem (potraviny). Z hlediska zarazeni téchto mi-
kroorganismi jiz v roce 1902 Schmidt-Nielsen' pouzil termin
psychrofil a to pro bakterie schopné rtist pfi 0 °C. O rok pozdé&ji
Muller argumentoval, Ze mnoho bakterii rostoucich pii 0 °C
mad optimdlni teplotu ristu v rozmezi 20-30 °C, tj. v oblasti,
kde bézné rostou mesofilni mikroorganismy a navrhl pro tyto
mikroorganismy oznaGeni psychrotolerantni®. I piesto, Ze se
v pribéhu let definice psychrofilnich a psychrotolerantnich
mikroorganismil nékolikrdt zménila, v soucasnosti je obecné
uzndvana definice popsand Moritou®, ktery v roce 1975 popsal
chladové adaptované mikroorganismy pomoci jejich minimal-
nich, optimélnich a maximalnich rdstovych teplot. Tak pro
psychrofilni mikroorganismus je minimdlni, optimdln{ a ma-
ximdln{ teplota <0, <15 a <20 °C. Na druhou stranu mikroor-
ganismy, které maji tyto ristové teploty 0-5,>15,>20 °C jsou
nazyvany psychrotrofnimi. V nékteré literatufe je pro tuto
skupinu mikroorganismi dosud pouzivédn termin psychrotole-
rantni* a pro dplnost je tieba zminit, Ze pied Moritovou definici
byl také pro tyto mikroorganismy pouZivdn termin fakultativ-
né psychrofilni®. Pies jasnou a presnou definici nelze vsak
predpoklddat, Ze vSechny mikroorganismy beze zbytku zapa-
dajf do jedné ze dvou skupin. Psychrofilni mikroorganismy
rostou, na rozdil od psychrotrofnich, v uz$im rozmezi teplot
a jsou nejcastéji izolovany ze stdle chladnych oblasti i kdyz
nepiedstavuji dominantni typy®. Pravd&podobn& i v t&chto
oblastech maji psychrotrofni kmeny urc¢ité vyhody jako je
naptiklad dostupnost zZivin. Vyjimkou je tajici led u biehi
Antarktidy, kde fada studii ukdzala, Ze hlavni skupinou mi-
kroorganismi jsou psychrofily’. Pfestoze je schopnost riist za
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nizkych teplot Siroce rozsifend mezi mikrobidlni florou a za-
hrnuje vSechny jejich hlavni skupiny (bakterie, kvasinky, fasy,
houby, plisné), v posledni dobé byla vénovdna nejvétsi pozor-
nost bakterifm. Dosud neni zndm jediny zastupce archaeobak-
terii s touto vlastnosti, ale je jen otdzka Casu, kdy i v této sku-
piné mikroorganismi bude izolovan psychrofilni nebo psy-
chrotolerantni druh. Zdd se pravdépodobné, Ze podobné jako
schopnost fotosyntetizovat, byla schopnost rtst pri nizkych
teplotach ziskavdna v pribéhu evoluce a fada mikroorganisma
reprezentujici $iroké spektrum taxonomicky odliSnych druhd
si tuto vlastnost postupné osvojovala. Obecné 1ze vSak fict, Ze
psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy se vyskytuji ve
dvou prostredich, v potravindch skladovanych za nizkych
teplot a v chladnych pozemnich a vodnich prostiedich.

2.1. Potraviny

Béznym zplsobem jak prodlouzit skladovaci dobu cer-
stvych nebo ¢dstecné konzervovanych potravin je pouziti sni-
7eni teploty®. Takto uméle vytvoiené, energeticky bohaté pro-
stfedi, je vhodnym prostfedim pro psychrotrofni a psychrofiln{
mikroorganismy’. Bakterie nemohou rist za teploty —18 °C
anizsi, coz je teplota spravné skladovanych potravin. Hrani¢n{
teplota pro rist bakterii je —12 °C, coZ je teplota pii které
dochdzi k vnitrobunéénému tvoreni ledu'®. Pro plisné a kva-
sinky je vsak tato teplota stdle dostacujici pro zachovdni jejich
bunéénych funkci. Teploty mezi 0-5 °C, které slouzi k bézné-
mu skladovani potravin, jsou kritické pro vyskyt mikroorgan-
isma, které mohou jak znehodnocovat potraviny tak i produ-
kovat toxické latky. Nejbéznéjsi psychrotrofni a psychrofilni
bakterie jsou gramnegativni rody Pseudomonas, Flavobacte-
rium, Alcaligenes, Escherichia aAerobacter'!, atoi presto, Ze
jejich vegetativni buiiky jsou zniceny pfi pasterizaci. Z kvasi-
nek jsou to hlavné rody Candida a Rhodotorula. Vzhledem ke
schopnosti rist za nizké vodni aktivity jsou houby pfitomny
zvlasté v suchych nebo Cdstecné dehydratovanych potravi-
ndch. Jako piiklad psychrotrofni plisné je mozno zminit né-
které druhy rodu Penicillium izolované z potravin'?. Pestoze
vétSina mikroorganismu, které jsou pifitomny v potravindch
a zpUsobuji jejich znehodnoceni, neznamend zdravotni rizi-
ko pro clovéka, existuje nékolik vyjimek. Zejména se jednd
o druh Listeria monocytogenes zptsobujici listeriosu'> a urcité
sérotypy druhu Yersenia enterocolitica, které zptsobuji infek-
ce vyskytujici se predevsim u déti. Z dal$ich patogenich druhd
1ze zminit Bacillus cereus produkujici toxiny a vyskytujici se
napiiklad v ryzi. Mezi nebezpecné druhy pati{ anaerobni Clos-
tridium botulinum, které roste za teplot 3—4 °C a md vedle toho
i teplotn& rezistentni spéry'®. Jako piiklad psychrotolerantni
houby lze uvést Cladosporium herbarum, kterd tvoii ¢erné
kolonie na chlazeném mase". Castym diivodem pro¢ dochézi
k vlastnimu kazeni potravin jsou lipolytické a proteolytické
enzymy, kterym lze také pficist zdpach doprovézejici kazen{
potravin. Ackoliv je sniZend teplota nejb&éznéjsim prostiedkem
pro uchovavani potravin a prodlouzeni doby skladovatelnosti,
velmi Casto se pouzivaji i dalsi prostfedky, jako napiiklad
pridavek soli nebo modifikovana atmosféra. I t¢tmto podmin-
kdam se vSak dokazi nékteré mikroorganismy uspésné piizpul-
sobit. Jako mikroorganismus, ktery roste za nizkych teplot
a vedle toho je rezistentni na vysoké koncentrace oxidu uhli-
¢itého a nizké koncentrace kysliku, 1ze uvést psychrotolerantn{
bakterii Brochothrix thermophacta'.
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2.2.Pozemni a vodni ekosystémy

Narozdil od psychrofilnich mikroorganismi, které nejcas-
téji obyvaji stdle chladnd prostiedi, psychrotolerantni mikro-
organismy se nachdzeji v oblastech, kde dochézi v prib&hu
roku k vykyvim teplot'”. Jako piiklad pro vyskyt psychroto-
lerantnich mikroorganismi lze uvést arktické a antarktické
pidy, kde se teplota pohybuje pod 5-10 °C (cit.'®), aviak
v kratkém letnim obdobi stoupa. Naopak primérnd teplota
polédrnich mofii je —1,8 °C, primérnd teplota ocednt se stéle
udrzuje pod 5 °C a tak jsou tyto epitopy idedlnimi oblastmi pro
vyskyt psychrofilnich mikroorganismt. Psychrofilni bakterie
jsou nedilnou soucdsti potravinového fetézce v moiskych hlu-
bindch'®. Hlubokd mofe jsou vedle toho i oblasti s vysokym
tlakem vody a tak mnoho izoldtd ziskanych pii V;’Zkumu
tohoto epitopu jsou také barofilni nebo barotolerantni*’. Z ev-
ropskych lokalit, kde jsou béZzné pritomny psychrotrofni a psy-
chrofilni mikroorganismy, je nejzndmé;jsi alpskd oblast®!. Tam
se vyskytuji jak v pidé tak v ledovcich.

Vedle pidy a vodnich ekosystémii jsou vsak tyto mikro-
organismy asociovdny i s rostlinami a studenokrevnymi Zivo-
&ichy?.

3. Izolace psychrotrofnich a psychrofilnich

mikroorganismu

Prvni bakterie schopnd rdst za nizkych teplot byla izolo-
vand Forstrem v roce 1887 z konzervované ryby>. Od té doby
bylo publikovdno mnoho studif popisujici izolaci psychrofil-
nich a psychrotrofnich mikroorganismﬁ“’zs. Vedle aseptické
prace neni nutno pfi izolaci téchto mikroorganismti zachova-
vat specidlni postupy, samoziejmé kromé stdlého udrzovani
nizké teploty. Psychrofilni nebo psychrotrofni izolaty nevyza-
duji specidlni ndroky na ziviny kromé urcitych skupin, které
jsou vsak systematicky odliSeny a definovdny pravé diky
témto narokdm. Piikladem mohou byt rhizobia schopné vdzat
plynny dusik nebo bakterie podilejici se na metabolismu siry?.
Presto je u jedné skupiny vétsinou psychrofilnich mikroorga-
nismi nutné zachovévat prostiedi, z kterého pochdzi; jsou
to organismy z hlubokych ocednti a moiskych sedimentii®’.
V téchto oblastech v hloubce dosahujici az 11 000 m jsou za
pomoci specidlnich technologii asepticky odebirdny vzorky,
z kterych jsou pak izolovany jednotlivé barofilni a barotole-
rantn{ kmeny28. Prestoze je tézké predpovidat, jaky mikrobidl-
ni druh bude izolovadn z urcité oblasti, 1ze nalézt nékolik
trendd, z nichZ nejcastéji je zminovany fakt, Ze gramnegativn{
bakterie pfevlddaji nad grampozitivnimi v motich u Antarkti-
dy. Naopak v suchych antarktickych tidolich &)fevlédaj i gram-
pozitivni rody Planococcus a Micrococcus™. Tento fakt byl
také pozorovin u izoldti z alpskych ledovci®, kdy byl izolo-
vén velky pocet zejména pigmentovanych kmend. Takto vy-
bavené organismy absorbuji svymi pigmenty radia¢ni zdfen,
coz jim slouzi jako ucinnd obrana. Zajimavym udajem je
skutecnost, ze z 430 psychrotrofnich izoldtl z alpskych oblasti
bylo 77 % bakterii, 20 % kvasinek a zbytek tvofily plisné™.
Rada mikroorganismi, pievdzné bakterii izolovanych z moi-
skych oblasti, byla vedle schopnosti réist za nizkych teplot také
schopna tolerovat rtizné koncentrace soli a tak fada izola¢nich
postupti pouziva pravé stl, nejcastéji NaCl, jako pridavek
v kultivaénim médiu®'.
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4. Molekularni adaptace

K tomu, aby mohli rist arozmnoZovat se za nizkych teplot,
si psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy vyvinuly fadu
mechanismu, kterymi se odliSuji od svych mesofilnich a ter-
mofilnich analogti. V zdsad¢ je lze rozdélit do dvou skupin:
zmény ve struktufe proteinli a zmény souvisejici se slozenim
lipidt tvorici bunééné membrany.

4.1. Struktura proteint

Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy obsahuji en-
zymy s vysokou specifickou aktivitou za teplot blizkych 0 °C,
coz jim umoziuje prezivat teploty, za kterych jsou zakladn{
zivotni funkce mesofilnich mikroorganismi zastaveny. Tyto
enzymy maji obvykle o 20-30 °C niZsi teplotni optimum nez
odpovidajici mesofilni enzym a jsou obecné thermolabilni.
Laktdtdehydrogenasa z psychrotrofni bakterie Bacillus psy-
chrosaccharolyticus** byla prvnim enzymem z psychrotolerant-
niho mikroorganismu, u néjz byla stanovena aminokyselinova
sekvence. Do soucasné doby byly studovany jak extraceluldrn{
tak intraceluldrni enzymy a u nékterych z nich jsou zndmy
i tercidrni a kvartérni struktury (citratsynthasa, o-amylasa).
Jednotlivé enzymy spolecné se svym zdrojem jsou obsazeny
v tabulce I. Mezi extraceluldrni patii o-amylasa®® a lipasa™.
Vzhledem k existenci izoenzymu a tomu, Ze jsou v soucasné
dobé znamé primadrni sekvence nékterych enzymi z vice zdro-
ju, je mozné tvrdit, Ze se stejné enzymy vyrazné liS{ svymi
teplotnimi a kinetickymi charakteristikami. Nejmarkantnéj-
$im piikladem je existence dvou izoenzymd isocitdtdehydro-
genasy (ICDH) u psychrofilntho kmene Vibrio sp. ABE-1
(cit?®). ICDH 1 m4 vétsi termostabilitu nez ICDH 2 a je také
na rozdil od monomerni ICDH 2 sloZena ze dvou identickych
podjednotek. Dimérni struktura ICDH 1 umozZiiuje fadu hy-
drofobnich interakci coz ma za nasledek vétsi teplotni odol-
nost®. Aviak na zdkladé kinetickych parametri ma naopak
ICDH 2 70x v&t3i aktivitu za nizkych teplot®®. Dominantni
charakteristika enzymtl z psychrotrofnich a psychrofilnich
mikroorganismi je jejich vys$si katalytickd konstanta (k)
a vy katalytickd d¢innost’’ (k,,/K,,). Studiemi dosud zn-
mych enzymi, které se podaftilo pfipravit v krystalické formé,
se ukdzalo, Ze aktivni centrum téchto enzymt je na drovni
primdrn{ struktury identické s aktivnimi centry odpovidajicich
mesofilnich enzymi®®, a to plati i o postranich fetézcich, které
k aktivnimu centru pfiléhaji. Z téchto zavért vyplyvd, ze
unikdtni vlastnosti téchto enzymi jsou zptisobeny aminokyse-
linovymi zbytky, které se piimo neucastni vlastni chemické
reakce. Flexibilita struktury té€chto enzymi mad v§ak na druhou
stranu za dtsledek vétsi teplotni labilitu. Mensi rigidita struk-
tur psychrotrofnich a psychrofilnich enzymt je zpGsobena
predevsim interakci molekul enzymu s rozpoustédlem a to na
zdkladé nekovalentnich elektostatickych interakci jako jsou
vodikové vazby, solné mistky a aromatické interakce®’. Pro
priklad jsou v tabulce II uvedeny zdkladni rozdily ve struk-
tufe psychrofilni a mesofilni o-amylasy”. Z porovnani téchto
struktur vyplyvd, Ze vyrazné snizeni hydrofobniho jadra psy-
chrofilniho enzymu je zptisobeno vyménou alaninovych zbyt-
kii za prolinové™ coz mé za nasledek flexibilngjsi enzymovou
molekulu. Podobny efekt ma dbytek argininovych aminoky-
selinovych zbytkd, ktery vede k oslabeni intermolekuldrnich
interakci. Z hlediska pramyslovych enzymid m4 v soucasnosti
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Tabulka I
Enzymy z psychrotrofnich a psychrofilnich bakterii u nichz je
zndma primdrni struktura

Enzym Bakterie Lit.
Laktatdehydrogenasa  Bacillus psychrosaccharolyticus 43
Lipasa Moraxella sp. TA 144 44

Psychrobacter immobilis 45
o-Amylasa Alteromonas haloplanctis 46
Isocitratdehydrogenasa  Vibrio sp. ABE-1 47
Subtilisin (proteinasa) Bacillus sp. TA 39 41

Bacillus sp. TA 41 48
Triosafosfatisomerasa ~ Moraxella sp. TA 137 49
B-Galaktosidasa Arthrobacter sp. B7 50,51
B-Laktamasa Psychrobacter immobilis 52
Citratsynthasa Moraxella sp. DS2-3R 53
Esterasa Pseudomonas sp. LS 107d2 54
Alkalickd fosfatasa kmen HK47 z motské vody 55
Tabulka II

Adaptace psychrofilni ai-amylasy z Alteromonas haloplanktis
A23 vzhledem k mesofilni o-amylase™

Parametr Hodnoty [%] u psychrofilniho enzymu
Solné mustky 63
Aromatické interakce 5
Hydrofobni interakce 54
Obsah prolinu 38
Obsah argininu 55

nejveétsi vyznam subtilisin*!. Prestoze Ize Fici, ze je psychro-
filni subtilisin asi o 30-40 aminokyselin del$i nez subtilisin
z mesofilnich zdrojt, odvozend tfidimenziondlni struktura je
velmi podobnd, a to hlavné v klicovych oblastech enzymu.
U tohoto enzymu byly nalezeny velmi podobné strukturni
adaptacni zmény — sniZzeni aromatickych interakci, ubytek
solnych mustkul, sniZeni poctu prolinovych a argininovych
zbytkl. Snizeni poctu argininovych zbytkt vedlo k nizsi afi-
nité k Ca**, které jsou pro tuto serinovou proteasu esencialni.
Avsak kdyz byl klicovy threonin nahrazen cilenou mutagenezi
kyselinou asparagovou, aktivita tohoto enzymu se podstatné
zvysila*. Z tohoto pokusu jasné vyplyvd, ze molekuldrnim
pristupem lze zdokonalit vlastnosti enzymi z psychrofilnich
a psychrotrofnich zdroji predevsim za ucelem jejich vyuZziti
v biotechnologickych aplikacich.

4.2. Membrdnové lipidy

Psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy nemaji uni-
katni sloZeni buné¢né membrany a jednotlivé druhy si vytvo-
fily odli$né mechanismy jak si uchovat v§echny Zivotni funkce
za nizkych teplot. Zakladnim rysem vSech zmén, a to jak zmén
ve slozeni mastnych kyselin tak ve slozeni fosfolipidi, je
snaha o zachovéni fluidity membrany®®. Diky pomérné jed-
noduchosti provedeni lipidové analyzy byl tento problém studo-



Chem. Listy 95, 91 — 97 (2001)

van velmi podrobné a v soucasnosti existuje fada studif®’¥,

které se jim podrobné zabyvaji. Pfestoze dochdzi ke zméndm
ve slozeni jak poldrnich lipidd tak hydrofobnich mastnych
kyselin, které jsou uvniti lipidové dvojvrstvy, hlavni Cdst
adaptacnich zmén vedoucich k zvySeni fluidity membrany
postihuje mastné kyseliny5 7 Jednoduchost pfi stanoveni mast-
nych kyselin pomoci plynové chromatografie umoznila po-
mérné presné definovat, k jakym zménam dochézi u jednotli-
vych mastnych kyselin pii sniZen{ ristové teploty. Mezi zd-
kladni charakteristiky, které si mikroorganismy v pribéhu
evoluce vytvofily, patii syntéza nenasycenych mastnych ky-
selin, zkracovani délky fetézce mastnych kyselin, vétveni
mastnych kyselin a vzrist poméru anteiso/iso vétvenych mast-
nych kyselin. Je tfeba zdlraznit, Ze kazdd z charakteristik
miZe byt jedinou moznosti jak se jednotlivé mikroorganismy
ptizptsobuji nizkym teplotdm, pfesto v§ak vétSina mikroorga-
nismii pouzivd vice typd adaptaénich mechanismi’®. Jako
priklad lze uvést grampozitivni a gramnegativni bakterie,
které se odliSuji ve sloZeni bun&¢nych membran™ a tim v za-
stoupeni jednotlivych mastnych kyselin, takZe u nich zdkonité
dochdzi k odliSnym zméndm, které jsou v tzkém vztahu
k jejich sloZeni. Grampozitivni rody obsahuji velké procento
vétvenych mastnych kyselin a tak je velmi Casty vzrist poméru
anteisoliso vétvenych mastnych kyselin®. U gramnegativnich
rodd dochdzi k syntéze nenasycenych mastnych kyselin nebo
ke snizovani primérné délky fetézce®'. U nékterych moiskych
psychrofilnich izoldtd se zvySuje pomér trans/cis nenasy-
cenych mastnych kyselin, jak je napifiklad dokumentovdno
u druhu Vibrio®. Piisun Zivin je jednim z dileZitych asg)ektﬁ
zachovdni viability buriky a jak naznacuji nékteré studie 3’64_]e
tak tomu i u organismt schopnych rtst za nizkych teplot.
Ptikladem mohou byt dvé psychrotolerantn{ bakterie®, z nichz
jedna ma vypracovan lepsi mechanismus piijmu Zivin a tak
roste 1épe za teplot blizkych 0 °C.

5. Genetika psychrofilnich
a psychrotolerantnich mikroorganismii

Znalosti molekuldrni biologie psychrotrofnich a psychro-
filnich mikroorganismi jsou v porovndni se znalostmi termo-
filnich mikroorganismt malé. Jako piiklad 1ze uvést, Ze v sou-
¢asné dobé neexistuje Zadny systém pro klonovani v psychro-
filnich nebo psychrotrofnich mikroorganismech. Dosud byly
vSechny enzymy exprimovany v mesofilnich hostitelich®’. Do
soucasnosti se pozornost vénovala hlavné purifikaci a ndsled-
né krystalizaci enzymt z téchto mikroorganismu. Z regulac-
nich procest podilejicich se na expresi daného proteinu byla
Castecné studovana jen transkripce®. Z této studie vyplyva,
Ze se snizenim teploty dochdzi s nejvétsi pravdépodobnosti
k produkci nékterych enzymi (lipasa, kyseld fosfatasa). Jako
dalsi ptiklad slouzici k rozsiteni znalosti o téchto mikroorga-
nismech a jejich adaptaci na nizké teploty je izolace gend
podilejicich se na syntéze nenasycenych mastnych kyselin
a existence tzv. proteind chladového Soku. Na syntéze nena-
sycenych mastnych kyselin se podili membranové vazany
protein, jehoz purifikace je diky jeho lokalizaci velmi obtizna.
Pomoci molekuldrné genetickych technik bylo vSak naklono-
véno nékolik gent kédujici tento protein®’. Transformaci to-
hoto genu z teplotné rezistentni Synechocystris sp. PCC6803
do teplotné senzitivniho kmene Anacystis nidulans byla tomu-
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to kmenu umoznéna syntéza nenasycenych mastnych kyselin
a tim ziskal dfive mesofilni A. nidulans schopnost tolerovat
nizké teploty68. Ndhlym snizenim teploty dochdzi k transkripci
a translaci nové sady geni, které koduji proteiny chladového
Soku (Csp). Ty jsou analogy k proteinim exprimovanym pii
nahlém zvygeni teploty® nazyvané proteiny tepelného $oku
(Hsp). Hlavnim rozdilem mezi Csp a Hsp je fakt, ze Hsp
vznikaji jako odpovéd na Sirokou Skdlu podnétt (stresti), jako
naptiklad pfitomnost ethanolu, zvySend teplota, pfitomnost
t&zkych kovii nebo anaerobni podminky’®. Podobné jako Hsp
jsou Csp piitomny jak v psychrofilnich a psychrotolerantnich
tak v termofilnich a mesofilnich mikroorganismech®. Nejvice
jsou Csp prostudovany u Escherichia coli a Bacillus subtilis’'.
Hlavni Csp u E. coli, Csp A se zda byt transkripcnim reguld-
torem ostatnich proteind chladového $oku’* a syntéza tohoto
proteinu je pravé na transkripéni irovni regulovand teplotou”.
Funkce dalsich proteinti chladového $oku neni piesné zndma,
ale predpokldda se, Ze podobné jako proteiny tepelného Soku,
jsou Csp soucdsti syntézy proteinti za nizkych teplot a podileji
se na identifikaci a odstrafiovani denaturovanych proteiné’*.
Vedle Csp byla u psychrofilnich bakterii a kvasinek izolovdna
druhd skupina proteind, kterd vSak neni na rozdil od Csp
syntetizovand pfi ndhlém sniZeni teploty, ale je syntetizovand
konstitutivné pii riistu za nizkych teplot™. Tyto proteiny byly
nazvéany chladové aklimatizované proteiny (Cap). Bylo zjis-
téno, Ze se tyto proteiny v obdobi, kdy dochdzi ke sniZen{
teploty, syntetizuji vzdy odliSnym mechanismem nezavisle na
Csp’®. Fyziologické funkce nékterych Csp a Cap jsou znamy,
jako priklad je mozné uvést hlavni Csp izolovany z B. subtilis.
Tento enzym byl urcen jako enzym citrdtového cyklu akoni-
tasa. Z hlediska praktického vyuziti se slibnym zdd byt pfenos
TOL plazmidu z mesofilnitho kmene Pseudomonas putida do
psychrotrofniho kmene P. putida’’. Kmen obsahujici TOL
plazmid je schopen odbourdvat toluen a po konjuga¢nim pie-
nosu tohoto plazmidu do psychrotrofniho kmene P. putida byl
tento kmen schopen utilizovat toluen za teplot blizkych 0 °C.

6. Biotechnologické aplikace

Psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy piedstavuji
velky potencidl pro soucasné biotechnologie, a to pravé diky
své unikdtni schopnosti Zit, riist a rozmnoZovat se za teplot,
které jsou ¢lovékem chdpdny jako extremni’®. PiestoZe jsou
mikroorganismy casto vyuZivany v fadé vyrob a biotech-
nologiich, pfimé pouziti psychrotrofniho nebo psychrofilni-
ho mikroorganismu nedosahuje vyznamnych aplikaci. Jejich
bunécéné produkty vsak jiz nasly fadu praktickych aplikaci
a v soucasné dobé je tato oblast intenzivné studovdna. Pro
nazornost jsou hlavni vyhody pii pouziti produkti z psychro-
filnich a psychrotolerantnich mikroorganismd uvedeny v ta-
bulce II1. SniZeni energetického naroku snizenim reakcni doby
vede automaticky ke sniZeni ndkladii na cely proces. K neza-
nedbatelnym vyhoddm patif také sniZzené riziko bézné konta-
minace za teplot, kdy mesofiln{ produkty nevykazuji zddnou
nebo minimdlni aktivitu. Z hlediska praktického vyuziti se
nejvhodnéjsimi kandidéty jevi enzymy z téchto mikroorganis-
mi a prehled hlavnich produktd spolecné s moZnym pouzitim
jsou shrnuty v tabulce I'V. Teplotni senzitivita jak bylo napfi-
klad popsano u alkalické fosfatasy™ vedla k inaktivaci tohoto
enzymu jiz v kompletnim mediu a k zabrdnéni nezadoucich
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Tabulka IIT
Hlavni vyhody pouziti produktti z psychrofilnich a psychro-
tolerantnich mikroorganismu

Rychlé a ekonomické ukonéeni procesu za mirnych
tepelnych podminek

Vysoké vytézky pri reakcich zahrnujicich teplotné
sensitivni slozky

Ovliviiovani (stereo)specifity u reakef katalyzovanych
enzymy

Snizeni ndkladd eliminaci chladicich/ohfivajicich kroka
Vv procesu

Zvysena kapacita pfi on-line minitorovan{
v enviromentdlnich podminkdch

Tabulka IV
Vyuziti produktii z psychrotrofnich a psychrofilnich mikroor-
ganismu

Aplikace Priklad produktu

Pracf prasky

Tenderizace masa
Hydrolyza laktosy v mléce
Ptidavky do potravin
Enviromentdlni biosenzory

proteinasy, lipasy, celulasy
proteinasy

[B-galaktosidasa

nenasycené mastné kyseliny
rtzné enzymy (napft. oxidasy)

Bioremediace rizné enzymy (naprf. oxidasy)
Cisténi kontaktnich cocek proteinasy
Biotransformace rizné enzymy

(napt. dehydrogenasy)

aktivit tohoto enzymu. K nejpouzivanéjsim enzymuim, které
nasly uplatnéni v potravinovém prtimyslu a jako ptidavky do
detergentd, patii lipasy a proteasy’. Proteasy jsou pravé diky
niz§im teplotdm Siroce vyhleddvané v fadé konkrétnich apli-
kaci (vyroba syru, dprava piva, pekaiské vyrobky) a jejich
pouziti v pracich prostfedcich je rozsifené zvlasté v Japonsku,
kde je prani za nizkych teplot tradici®’. Vedle proteas se do
pracich prostfedkd priddvaji i amylasy, celulasy a lipasy.
V pivovarnictvi maji vyuziti vedle proteas i amylasy ke zrych-
leni vystirdni sladu za nizkych teplot. Odstranovani pektind,
zvlasté z ovocnych §tdv za chladu, je jednou z moznosti jak
zabrénit zbyte¢nému zkracovani doby trvanlivosti®. Klasickd
hydrolyza laktosy na glukosu a galaktosu v mléce probihd za
30-40 °C po dobu 4 hodin za katalyzy [3-galaktosidasou z kva-
sinky rodu Kluyveromyces. Alternativni cestou je hydrolyza
psychrofilnim enzymem za teplot 5-10 °C po dobu 24 hodin,
coz také sniZuje riziko kontaminace®.

Z lipidovych slozek, které nalezly uplatnéni jako pfidavky
do potravy, jsou jedinym dosud zndmym piikladem vicesytné
nenasycené mastné kyseliny86. Pro ¢lovéka esencidlni linolo-
vd a a-linolenovd kyselina jsou vedle toho, ze slouzi jako
prekurzory dalSich nenasycenych mastnych kyselin, nezbytné
pro zdravy rtst. Jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami pro-
staglandint, leukotrienti a dalSich membranovych struktur
v mozku a zornici. Dal§im piikladem, kdy mél zdkladni vy-
zkum pifmou ndvaznost na biotechnologickou aplikaci, je
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vyuziti proteint tvoricich krystaly ledu pfi vyrobé zmrzliny,
umélého snéhu a fadé daliich potravinovych aplikaci®’. Tvor-
ba krystalki ledu byla pozorovana u fady psychrotolerantnich
bakterii parazitujicich na rostlinach®. Kmeny rodu Pseudo-
monas, Erwinia a Xanthomonas tvori krystalky na kvétech
alistech za tvorby proteind, které jsou kédovdny specifickymi
geny®. Vytvofené modely vysvétlujici vazbu vody na tyto
proteiny a tim zahdjeni tvorby ledovych krystalki®®®! byly
zakladem k vyuziti téchto proteinti k vySe zminénym uceltim.
Z vyskytu psychrotrofnich a psychrofilnich mikroorganisma
vychdzi snaha o zapojeni téchto organismi do procest podi-
lejicich se na odstranéni nezadoucich latek ze zivotniho pro-
stiedi, k ¢emuZ je mikrobidlni biodegradace velmi Casto vy-
uzivdna’. Piikladem je biodegradace motorové nafty piidnimi
mikroorganismyso a degradace uhlovodikt psychrotrofni bak-
terii rodu Pseudomonas®. Vhodnym prostiedkem k isténi
odpadnich vod za teplot pod 15 °C se jevi pravé chladové
adaptované mikroorganismy nebo jejich produktysz. K zaji-
mavym aplikacim nezapadajicich do mikrobidln{ fiSe a zdro-
ven patiicich do l€kaistvi, patii tvorba vakcin z chladové
adaptovanych vird parainfluenza®. Na zavér je tieba zdiiraz-
nit, Ze neddvné pokroky v imobilizaci enzyml a zejména
v genetickém inZenyrstvi, jsou vyznamnym ndstrojem slouZi-
cim k dalSimu zdokonaleni vlastnosti psychrofilnich a psych-
rotolerantnich mikroorganismd a jejich produkti pro Sirsi
uplatnéni v modernich biotechnologiich.
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M. Stibor and B. Kralova (Department of Biochemistry
and Microbiology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue): Psychrophilic and Psychrotrophic Microorganisms,
Their Adaptation and Utilization in Modern Technolo-
gies

Cold-adapted (psychrotolerant and psychrophilic) micro-
organisms are distinguished from mesophiles by their ability
to grow at low temperatures. They are widely distributed in
nature and they have evolved a complex range of adaptations
enabling them to grow and survive in cold environment.
Adaptation changes include both enzymes present in the mi-
croorganisms and lipids forming cell membranes. Due to their
unique properties, cold-active enzymes are used in several
biotechnological applications (detergents, biotransformations,
contact lens cleaning, hydrolysis of lactose in milk). Of the
lipids, polyunsaturated fatty acids serve as dietary supple-
ments in food industry. Current knowledge of cold-adapted
microorganisms indicates their high biotechnological poten-
tial for the future.



