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1. ⁄vod

PsychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy ûijÌ v pol·r-
nÌch, alpsk˝ch, hlubokomo¯sk˝ch nebo jin˝ch oblastech, kde
se teplota pohybuje pod 5 ∞C. Tyto chladovÏ adaptovanÈ mi-
kroorganismy si v pr˘bÏhu evoluce vyvinuly ¯adu mechanis-
m˘, kterÈ jim umoûnily existenci za nÌzk˝ch teplot. AdaptaËnÌ
zmÏny tÏchto mikroorganism˘ zahrnujÌ jak zmÏny ve struktu¯e
protein˘ (enzymy) tak zmÏny ve sloûenÌ lipid˘ tvo¯ÌcÌch bu-
nÏËnÈ membr·ny. StrukturnÌ zmÏny protein˘ majÌ na rozdÌl od
lipidov˝ch, kterÈ majÌ genotypov˝ i fenotypov˝ charakter,
pouze genotypov˝ charakter. Enzymy, kterÈ jsou produkov·-
ny psychrotrofnÌmi a psychrofilnÌmi mikroorganismy jsou
schopny katalyzovat reakce p¯i teplot·ch blÌzk˝ch 0 ∞C. Tyto
enzymy jsou charakterizov·ny vysokou katalytickou aktivitou
p¯i nÌzk˝ch teplot·ch, ale jsou teplotnÏ labilnÌ. Vzhledem
k jejich vysokÈ specifickÈ aktivitÏ a jejich rychlÈ inaktivaci p¯i
teplot·ch, kdy jsou enzymy z mesofilnÌch mikroorganism˘
bÏûnÏ aktivnÌ, majÌ spoleËnÏ s jejich producenty velk˝ bio-
technologick˝ potenci·l. Studie srovn·vajÌcÌ strukturu tÏchto
enzym˘ s jejich mesofilnÌmi a termofilnÌmi analogy uk·zaly,
ûe molekul·rnÌ podstata jejich adaptace na teploty blÌzkÈ 0 ∞C
je z nejvÏtöÌ Ë·sti zp˘sobena snahou zachovat flexibilitu jejich
struktury. Ta u dosud studovan˝ch enzym˘ vych·zÌ z oslabenÌ
intramolekul·rnÌch interakcÌ a naopak ze zesÌlenÌ interakcÌ
s rozpouötÏdlem. Tyto modifikace jsou vöak doprov·zeny ma-
lou stabilitou za vyööÌch teplot, coû je cena za jejich vysokou

aktivitu p¯i teplot·ch, kterÈ jsou obecnÏ povaûov·ny za nÌzkÈ.
V˝öe zmÌnÏnÈ vlastnosti umoûÚujÌ jejich pouûitÌ v biotechno-
logiÌch, a to p¯edevöÌm tam, kde jsou bÏûnÈ teploty neû·doucÌ
(potravin·¯sk˝ pr˘mysl) a kde nÌzkÈ provoznÌ teploty zname-
najÌ snÌûenÌ n·klad˘ a takÈ snÌûenÈ riziko bÏûnÈ kontaminace.
Ze sloûek membr·nov˝ch lipid˘ jsou to hlavnÏ mastnÈ kyse-
liny, kterÈ se nejvÏtöÌ mÏrou podÌlejÌ na zachov·nÌ fluidity
bunÏËnÈ membr·ny. A pr·vÏ nenasycenÈ mastnÈ kyseliny
naöly uplatnÏnÌ v potravin·¯skÈm pr˘myslu a jsou dosud jed-
in˝m zn·m˝m p¯Ìkladem slouËenin nebÌlkovinovÈho p˘vodu
z chladovÏ adaptovan˝ch mikroorganism˘ s p¯Ìmou aplikacÌ.
NovÈ poznatky studia molekul·rnÌ genetiky chladovÏ adap-
tovan˝ch mikroorganism˘ umoûnily vedle p¯ÌmÈho vyuûitÌ
tÏchto mikroorganism˘ v modernÌch biotechnologiÌch i vyuûi-
tÌ nÏkter˝ch jejich bunÏËn˝ch produkt˘.

2. V˝skyt a definice psychrofilnÌch
a psychrotrofnÌch mikroorganism˘

Velk· Ë·st naöÌ planety nedosahuje ani teploty 5 ∞C, coû je
teplota p¯i nÌû ËlovÏk pociùuje chlad. Je t¯eba si uvÏdomit, ûe
t¯i Ëtvrtiny ZemÏ pokr˝vajÌ oce·ny, v jejichû hlubin·ch je
teplota nÌzk· a cel˝ jeden svÏtadÌl, Antarktida, m· chladnÈ
prost¯edÌ v pr˘bÏhu celÈho roku. Mikroorganismy schopnÈ
r˘st za nÌzk˝ch teplot jsou zn·my jiû vÌce neû 100 let a to jak
v p¯ÌrodnÌch podmÌnk·ch (mo¯e, p˘da) tak v prost¯edÌ vytvo-
¯enÈm ËlovÏkem (potraviny). Z hlediska za¯azenÌ tÏchto mi-
kroorganism˘ jiû v roce 1902 Schmidt-Nielsen1 pouûil termÌn
psychrofil a to pro bakterie schopnÈ r˘st p¯i 0 ∞C. O rok pozdÏji
Muller argumentoval, ûe mnoho bakteriÌ rostoucÌch p¯i 0 ∞C
m· optim·lnÌ teplotu r˘stu v rozmezÌ 20ñ30 ∞C, tj. v oblasti,
kde bÏûnÏ rostou mesofilnÌ mikroorganismy a navrhl pro tyto
mikroorganismy oznaËenÌ psychrotolerantnÌ2. I p¯esto, ûe se
v pr˘bÏhu let definice psychrofilnÌch a psychrotolerantnÌch
mikroorganism˘ nÏkolikr·t zmÏnila, v souËasnosti je obecnÏ
uzn·v·na definice popsan· Moritou3, kter˝ v roce 1975 popsal
chladovÏ adaptovanÈ mikroorganismy pomocÌ jejich minim·l-
nÌch, optim·lnÌch a maxim·lnÌch r˘stov˝ch teplot. Tak pro
psychrofilnÌ mikroorganismus je minim·lnÌ, optim·lnÌ a ma-
xim·lnÌ teplota <0, <15 a <20 ∞C. Na druhou stranu mikroor-
ganismy, kterÈ majÌ tyto r˘stovÈ teploty 0ñ5, >15, >20 ∞C jsou
naz˝v·ny psychrotrofnÌmi. V nÏkterÈ literatu¯e je pro tuto
skupinu mikroorganism˘ dosud pouûÌv·n termÌn psychrotole-
rantnÌ4 a pro ˙plnost je t¯eba zmÌnit, ûe p¯ed Moritovou definicÌ
byl takÈ pro tyto mikroorganismy pouûÌv·n termÌn fakultativ-
nÏ psychrofilnÌ5. P¯es jasnou a p¯esnou definici nelze vöak
p¯edpokl·dat, ûe vöechny mikroorganismy beze zbytku zapa-
dajÌ do jednÈ ze dvou skupin. PsychrofilnÌ mikroorganismy
rostou, na rozdÌl od psychrotrofnÌch, v uûöÌm rozmezÌ teplot
a jsou nejËastÏji izolov·ny ze st·le chladn˝ch oblastÌ i kdyû
nep¯edstavujÌ dominantnÌ typy6. PravdÏpodobnÏ i v tÏchto
oblastech majÌ psychrotrofnÌ kmeny urËitÈ v˝hody jako je
nap¯Ìklad dostupnost ûivin. V˝jimkou je tajÌcÌ led u b¯eh˘
Antarktidy, kde ¯ada studiÌ uk·zala, ûe hlavnÌ skupinou mi-
kroorganism˘ jsou psychrofily7. P¯estoûe je schopnost r˘st za
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nÌzk˝ch teplot öiroce rozöÌ¯en· mezi mikrobi·lnÌ florou a za-
hrnuje vöechny jejich hlavnÌ skupiny (bakterie, kvasinky, ¯asy,
houby, plÌsnÏ), v poslednÌ dobÏ byla vÏnov·na nejvÏtöÌ pozor-
nost bakteriÌm. Dosud nenÌ zn·m jedin˝ z·stupce archaeobak-
teriÌ s touto vlastnostÌ, ale je jen ot·zka Ëasu, kdy i v tÈto sku-
pinÏ mikroorganism˘ bude izolov·n psychrofilnÌ nebo psy-
chrotolerantnÌ druh. Zd· se pravdÏpodobnÈ, ûe podobnÏ jako
schopnost fotosyntetizovat, byla schopnost r˘st p¯i nÌzk˝ch
teplot·ch zÌsk·v·na v pr˘bÏhu evoluce a ¯ada mikroorganism˘
reprezentujÌcÌ öirokÈ spektrum taxonomicky odliön˝ch druh˘
si tuto vlastnost postupnÏ osvojovala. ObecnÏ lze vöak ¯Ìct, ûe
psychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy se vyskytujÌ ve
dvou prost¯edÌch, v potravin·ch skladovan˝ch za nÌzk˝ch
teplot a v chladn˝ch pozemnÌch a vodnÌch prost¯edÌch.

2 . 1 . P o t r a v i n y

BÏûn˝m zp˘sobem jak prodlouûit skladovacÌ dobu Ëer-
stv˝ch nebo Ë·steËnÏ konzervovan˝ch potravin je pouûitÌ snÌ-
ûenÌ teploty8. Takto umÏle vytvo¯enÈ, energeticky bohatÈ pro-
st¯edÌ, je vhodn˝m prost¯edÌm pro psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ
mikroorganismy9. Bakterie nemohou r˘st za teploty ñ18 ∞C
a niûöÌ, coû je teplota spr·vnÏ skladovan˝ch potravin. HraniËnÌ
teplota pro r˘st bakteriÌ je ñ12 ∞C, coû je teplota p¯i kterÈ
doch·zÌ k vnitrobunÏËnÈmu tvo¯enÌ ledu10. Pro plÌsnÏ a kva-
sinky je vöak tato teplota st·le dostaËujÌcÌ pro zachov·nÌ jejich
bunÏËn˝ch funkcÌ. Teploty mezi 0ñ5 ∞C, kterÈ slouûÌ k bÏûnÈ-
mu skladov·nÌ potravin, jsou kritickÈ pro v˝skyt mikroorgan-
ism˘, kterÈ mohou jak znehodnocovat potraviny tak i produ-
kovat toxickÈ l·tky. NejbÏûnÏjöÌ psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ
bakterie jsou gramnegativnÌ rody Pseudomonas, Flavobacte-
rium, Alcaligenes, Escherichia a Aerobacter11, a to i p¯esto, ûe
jejich vegetativnÌ buÚky jsou zniËeny p¯i pasterizaci. Z kvasi-
nek jsou to hlavnÏ rody Candida a Rhodotorula. Vzhledem ke
schopnosti r˘st za nÌzkÈ vodnÌ aktivity jsou houby p¯Ìtomny
zvl·ötÏ v such˝ch nebo Ë·steËnÏ dehydratovan˝ch potravi-
n·ch. Jako p¯Ìklad psychrotrofnÌ plÌsnÏ je moûno zmÌnit nÏ-
kterÈ druhy rodu Penicillium izolovanÈ z potravin12. P¯estoûe
vÏtöina mikroorganism˘, kterÈ jsou p¯Ìtomny v potravin·ch
a zp˘sobujÌ jejich znehodnocenÌ, neznamen· zdravotnÌ rizi-
ko pro ËlovÏka, existuje nÏkolik v˝jimek. ZejmÈna se jedn·
o druh Listeria monocytogenes zp˘sobujÌcÌ listeriosu13 a urËitÈ
sÈrotypy druhu Yersenia enterocolitica, kterÈ zp˘sobujÌ infek-
ce vyskytujÌcÌ se p¯edevöÌm u dÏtÌ. Z dalöÌch patogenÌch druh˘
lze zmÌnit Bacillus cereus produkujÌcÌ toxiny a vyskytujÌcÌ se
nap¯Ìklad v r˝ûi. Mezi nebezpeËnÈ druhy pat¯Ì anaerobnÌ Clos-
tridium botulinum, kterÈ roste za teplot 3ñ4 ∞C a m· vedle toho
i teplotnÏ rezistentnÌ spÛry14. Jako p¯Ìklad psychrotolerantnÌ
houby lze uvÈst Cladosporium herbarum, kter· tvo¯Ì ËernÈ
kolonie na chlazenÈm mase15. »ast˝m d˘vodem proË doch·zÌ
k vlastnÌmu kaûenÌ potravin jsou lipolytickÈ a proteolytickÈ
enzymy, kter˝m lze takÈ p¯iËÌst z·pach doprov·zejÌcÌ kaûenÌ
potravin. AËkoliv je snÌûen· teplota nejbÏûnÏjöÌm prost¯edkem
pro uchov·v·nÌ potravin a prodlouûenÌ doby skladovatelnosti,
velmi Ëasto se pouûÌvajÌ i dalöÌ prost¯edky, jako nap¯Ìklad
p¯Ìdavek solÌ nebo modifikovan· atmosfÈra. I tÏmto podmÌn-
k·m se vöak dok·ûÌ nÏkterÈ mikroorganismy ˙spÏönÏ p¯izp˘-
sobit. Jako mikroorganismus, kter˝ roste za nÌzk˝ch teplot
a vedle toho je rezistentnÌ na vysokÈ koncentrace oxidu uhli-
ËitÈho a nÌzkÈ koncentrace kyslÌku, lze uvÈst psychrotolerantnÌ
bakterii Brochothrix thermophacta16.

2 . 2 . P o z e m n Ì a v o d n Ì e k o s y s t È m y

Na rozdÌl od psychrofilnÌch mikroorganism˘, kterÈ nejËas-
tÏji ob˝vajÌ st·le chladn· prost¯edÌ, psychrotolerantnÌ mikro-
organismy se nach·zejÌ v oblastech, kde doch·zÌ v pr˘bÏhu
roku k v˝kyv˘m teplot17. Jako p¯Ìklad pro v˝skyt psychroto-
lerantnÌch mikroorganism˘ lze uvÈst arktickÈ a antarktickÈ
p˘dy, kde se teplota pohybuje pod 5ñ10 ∞C (cit.18), avöak
v kr·tkÈm letnÌm obdobÌ stoup·. Naopak pr˘mÏrn· teplota
pol·rnÌch mo¯Ì je ñ1,8 ∞C, pr˘mÏrn· teplota oce·n˘ se st·le
udrûuje pod 5 ∞C a tak jsou tyto epitopy ide·lnÌmi oblastmi pro
v˝skyt psychrofilnÌch mikroorganism˘. PsychrofilnÌ bakterie
jsou nedÌlnou souË·stÌ potravinovÈho ¯etÏzce v mo¯sk˝ch hlu-
bin·ch19. Hlubok· mo¯e jsou vedle toho i oblasti s vysok˝m
tlakem vody a tak mnoho izol·t˘ zÌskan˝ch p¯i v˝zkumu
tohoto epitopu jsou takÈ barofilnÌ nebo barotolerantnÌ20. Z ev-
ropsk˝ch lokalit, kde jsou bÏûnÏ p¯Ìtomny psychrotrofnÌ a psy-
chrofilnÌ mikroorganismy, je nejzn·mÏjöÌ alpsk· oblast21. Tam
se vyskytujÌ jak v p˘dÏ tak v ledovcÌch.

Vedle p˘dy a vodnÌch ekosystÈm˘ jsou vöak tyto mikro-
organismy asociov·ny i s rostlinami a studenokrevn˝mi ûivo-
Ëichy22.

3. Izolace psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch
mikroorganism˘

PrvnÌ bakterie schopn· r˘st za nÌzk˝ch teplot byla izolo-
van· Forstrem v roce 1887 z konzervovanÈ ryby23. Od tÈ doby
bylo publikov·no mnoho studiÌ popisujÌcÌ izolaci psychrofil-
nÌch a psychrotrofnÌch mikroorganism˘24ñ26. Vedle aseptickÈ
pr·ce nenÌ nutno p¯i izolaci tÏchto mikroorganism˘ zachov·-
vat speci·lnÌ postupy, samoz¯ejmÏ kromÏ st·lÈho udrûov·nÌ
nÌzkÈ teploty. PsychrofilnÌ nebo psychrotrofnÌ izol·ty nevyûa-
dujÌ speci·lnÌ n·roky na ûiviny kromÏ urËit˝ch skupin, kterÈ
jsou vöak systematicky odliöeny a definov·ny pr·vÏ dÌky
tÏmto n·rok˘m. P¯Ìkladem mohou b˝t rhizobia schopnÈ v·zat
plynn˝ dusÌk nebo bakterie podÌlejÌcÌ se na metabolismu sÌry26.
P¯esto je u jednÈ skupiny vÏtöinou psychrofilnÌch mikroorga-
nism˘ nutnÈ zachov·vat prost¯edÌ, z kterÈho poch·zÌ; jsou
to organismy z hlubok˝ch oce·n˘ a mo¯sk˝ch sediment˘27.
V tÏchto oblastech v hloubce dosahujÌcÌ aû 11 000 m jsou za
pomoci speci·lnÌch technologiÌ asepticky odebÌr·ny vzorky,
z kter˝ch jsou pak izolov·ny jednotlivÈ barofilnÌ a barotole-
rantnÌ kmeny28. P¯estoûe je tÏûkÈ p¯edpovÌdat, jak˝ mikrobi·l-
nÌ druh bude izolov·n z urËitÈ oblasti, lze nalÈzt nÏkolik
trend˘, z nichû nejËastÏji je zmiÚovan˝ fakt, ûe gramnegativnÌ
bakterie p¯evl·dajÌ nad grampozitivnÌmi v mo¯Ìch u Antarkti-
dy. Naopak v such˝ch antarktick˝ch ˙dolÌch p¯evl·dajÌ gram-
pozitivnÌ rody Planococcus a Micrococcus29. Tento fakt byl
takÈ pozorov·n u izol·t˘ z alpsk˝ch ledovc˘30, kdy byl izolo-
v·n velk˝ poËet zejmÈna pigmentovan˝ch kmen˘. Takto vy-
bavenÈ organismy absorbujÌ sv˝mi pigmenty radiaËnÌ z·¯enÌ,
coû jim slouûÌ jako ˙Ëinn· obrana. ZajÌmav˝m ˙dajem je
skuteËnost, ûe z 430 psychrotrofnÌch izol·t˘ z alpsk˝ch oblastÌ
bylo 77 % bakteriÌ, 20 % kvasinek a zbytek tvo¯ily plÌsnÏ30.
ÿada mikroorganism˘, p¯ev·ûnÏ bakteriÌ izolovan˝ch z mo¯-
sk˝ch oblastÌ, byla vedle schopnosti r˘st za nÌzk˝ch teplot takÈ
schopna tolerovat r˘znÈ koncentrace solÌ a tak ¯ada izolaËnÌch
postup˘ pouûÌv· pr·vÏ s˘l, nejËastÏji NaCl, jako p¯Ìdavek
v kultivaËnÌm mÈdiu31.

Chem. Listy 95, 91 ñ 97 (2001) Refer·ty

92



4. Molekul·rnÌ adaptace

K tomu, aby mohli r˘st a rozmnoûovat se za nÌzk˝ch teplot,
si psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy vyvinuly ¯adu
mechanism˘, kter˝mi se odliöujÌ od sv˝ch mesofilnÌch a ter-
mofilnÌch analog˘. V z·sadÏ je lze rozdÏlit do dvou skupin:
zmÏny ve struktu¯e protein˘ a zmÏny souvisejÌcÌ se sloûenÌm
lipid˘ tvo¯ÌcÌ bunÏËnÈ membr·ny.

4 . 1 . S t r u k t u r a p r o t e i n ˘

PsychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy obsahujÌ en-
zymy s vysokou specifickou aktivitou za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C,
coû jim umoûÚuje p¯eûÌvat teploty, za kter˝ch jsou z·kladnÌ
ûivotnÌ funkce mesofilnÌch mikroorganism˘ zastaveny. Tyto
enzymy majÌ obvykle o 20ñ30 ∞C niûöÌ teplotnÌ optimum neû
odpovÌdajÌcÌ mesofilnÌ enzym a jsou obecnÏ thermolabilnÌ.
Lakt·tdehydrogenasa z psychrotrofnÌ bakterie Bacillus psy-
chrosaccharolyticus32 byla prvnÌm enzymem z psychrotolerant-
nÌho mikroorganismu, u nÏjû byla stanovena aminokyselinov·
sekvence. Do souËasnÈ doby byly studov·ny jak extracelul·rnÌ
tak intracelul·rnÌ enzymy a u nÏkter˝ch z nich jsou zn·my
i terci·rnÌ a kvartÈrnÌ struktury (citr·tsynthasa, α-amylasa).
JednotlivÈ enzymy spoleËnÏ se sv˝m zdrojem jsou obsaûeny
v tabulce I. Mezi extracelul·rnÌ pat¯Ì α-amylasa33 a lipasa34.
Vzhledem k existenci izoenzym˘ a tomu, ûe jsou v souËasnÈ
dobÏ zn·mÈ prim·rnÌ sekvence nÏkter˝ch enzym˘ z vÌce zdro-
j˘, je moûnÈ tvrdit, ûe se stejnÈ enzymy v˝raznÏ liöÌ sv˝mi
teplotnÌmi a kinetick˝mi charakteristikami. NejmarkantnÏj-
öÌm p¯Ìkladem je existence dvou izoenzym˘ isocit·tdehydro-
genasy (ICDH) u psychrofilnÌho kmene Vibrio sp. ABE-1
(cit35). ICDH 1 m· vÏtöÌ termostabilitu neû ICDH 2 a je takÈ
na rozdÌl od monomernÌ ICDH 2 sloûena ze dvou identick˝ch
podjednotek. DimÈrnÌ struktura ICDH 1 umoûÚuje ¯adu hy-
drofobnÌch interakcÌ coû m· za n·sledek vÏtöÌ teplotnÌ odol-
nost35. Avöak na z·kladÏ kinetick˝ch parametr˘ m· naopak
ICDH 2 70◊ vÏtöÌ aktivitu za nÌzk˝ch teplot36. DominantnÌ
charakteristika enzym˘ z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch
mikroorganism˘ je jejich vyööÌ katalytick· konstanta (kkat)
a vyööÌ katalytick· ˙Ëinnost37 (kkat/Km). Studiemi dosud zn·-
m˝ch enzym˘, kterÈ se poda¯ilo p¯ipravit v krystalickÈ formÏ,
se uk·zalo, ûe aktivnÌ centrum tÏchto enzym˘ je na ˙rovni
prim·rnÌ struktury identickÈ s aktivnÌmi centry odpovÌdajÌcÌch
mesofilnÌch enzym˘38, a to platÌ i o postranÌch ¯etÏzcÌch, kterÈ
k aktivnÌmu centru p¯ilÈhajÌ. Z tÏchto z·vÏr˘ vypl˝v·, ûe
unik·tnÌ vlastnosti tÏchto enzym˘ jsou zp˘sobeny aminokyse-
linov˝mi zbytky, kterÈ se p¯Ìmo ne˙ËastnÌ vlastnÌ chemickÈ
reakce. Flexibilita struktury tÏchto enzym˘ m· vöak na druhou
stranu za d˘sledek vÏtöÌ teplotnÌ labilitu. MenöÌ rigidita struk-
tur psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch enzym˘ je zp˘sobena
p¯edevöÌm interakcÌ molekul enzymu s rozpouötÏdlem a to na
z·kladÏ nekovalentnÌch elektostatick˝ch interakcÌ jako jsou
vodÌkovÈ vazby, solnÈ m˘stky a aromatickÈ interakce37. Pro
p¯Ìklad jsou v tabulce II uvedeny z·kladnÌ rozdÌly ve struk-
tu¯e psychrofilnÌ a mesofilnÌ α-amylasy39. Z porovn·nÌ tÏchto
struktur vypl˝v·, ûe v˝raznÈ snÌûenÌ hydrofobnÌho j·dra psy-
chrofilnÌho enzymu je zp˘sobeno v˝mÏnou alaninov˝ch zbyt-
k˘ za prolinovÈ40 coû m· za n·sledek flexibilnÏjöÌ enzymovou
molekulu. Podobn˝ efekt m· ˙bytek argininov˝ch aminoky-
selinov˝ch zbytk˘, kter˝ vede k oslabenÌ intermolekul·rnÌch
interakcÌ. Z hlediska pr˘myslov˝ch enzym˘ m· v souËasnosti

Tabulka I
Enzymy z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch bakteriÌ u nichû je
zn·ma prim·rnÌ struktura

Enzym Bakterie Lit.

Lakt·tdehydrogenasa Bacillus psychrosaccharolyticus 43
Lipasa Moraxella sp. TA 144 44

Psychrobacter immobilis 45
α-Amylasa Alteromonas haloplanctis 46
Isocitr·tdehydrogenasa Vibrio sp. ABE-1 47
Subtilisin (proteinasa) Bacillus sp. TA 39 41

Bacillus sp. TA 41 48
Triosafosf·tisomerasa Moraxella sp. TA 137 49
β-Galaktosidasa Arthrobacter sp. B7 50,51
β-Laktamasa Psychrobacter immobilis 52
Citr·tsynthasa Moraxella sp. DS2-3R 53
Esterasa Pseudomonas sp. LS 107d2 54
Alkalick· fosfatasa kmen HK47 z mo¯skÈ vody 55

Tabulka II
Adaptace psychrofilnÌ α-amylasy z Alteromonas haloplanktis
A23 vzhledem k mesofilnÌ α-amylase39

Parametr Hodnoty [%] u psychrofilnÌho enzymu

SolnÈ m˘stky 63
AromatickÈ interakce 5
HydrofobnÌ interakce 54
Obsah prolinu 38
Obsah argininu 55

nejvÏtöÌ v˝znam subtilisin41. P¯estoûe lze ¯Ìci, ûe je psychro-
filnÌ subtilisin asi o 30ñ40 aminokyselin delöÌ neû subtilisin
z mesofilnÌch zdroj˘, odvozen· t¯Ìdimenzion·lnÌ struktura je
velmi podobn·, a to hlavnÏ v klÌËov˝ch oblastech enzymu.
U tohoto enzymu byly nalezeny velmi podobnÈ strukturnÌ
adaptaËnÌ zmÏny ñ snÌûenÌ aromatick˝ch interakcÌ, ˙bytek
soln˝ch m˘stk˘, snÌûenÌ poËtu prolinov˝ch a argininov˝ch
zbytk˘. SnÌûenÌ poËtu argininov˝ch zbytk˘ vedlo k niûöÌ afi-
nitÏ k Ca2+, kterÈ jsou pro tuto serinovou proteasu esenci·lnÌ.
Avöak kdyû byl klÌËov˝ threonin nahrazen cÌlenou mutagenezÌ
kyselinou asparagovou, aktivita tohoto enzymu se podstatnÏ
zv˝öila42. Z tohoto pokusu jasnÏ vypl˝v·, ûe molekul·rnÌm
p¯Ìstupem lze zdokonalit vlastnosti enzym˘ z psychrofilnÌch
a psychrotrofnÌch zdroj˘ p¯edevöÌm za ˙Ëelem jejich vyuûitÌ
v biotechnologick˝ch aplikacÌch.

4 . 2 . M e m b r · n o v È l i p i d y

PsychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy nemajÌ uni-
k·tnÌ sloûenÌ bunÏËnÈ membr·ny a jednotlivÈ druhy si vytvo-
¯ily odliönÈ mechanismy jak si uchovat vöechny ûivotnÌ funkce
za nÌzk˝ch teplot. Z·kladnÌm rysem vöech zmÏn, a to jak zmÏn
ve sloûenÌ mastn˝ch kyselin tak ve sloûenÌ fosfolipid˘, je
snaha o zachov·nÌ fluidity membr·ny56. DÌky pomÏrnÈ jed-
noduchosti provedenÌ lipidovÈ anal˝zy byl tento problÈm studo-
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v·n velmi podrobnÏ a v souËasnosti existuje ¯ada studiÌ57,58,
kterÈ se jÌm podrobnÏ zab˝vajÌ. P¯estoûe doch·zÌ ke zmÏn·m
ve sloûenÌ jak pol·rnÌch lipid˘ tak hydrofobnÌch mastn˝ch
kyselin, kterÈ jsou uvnit¯ lipidovÈ dvojvrstvy, hlavnÌ Ë·st
adaptaËnÌch zmÏn vedoucÌch k zv˝öenÌ fluidity membr·ny
postihuje mastnÈ kyseliny57. Jednoduchost p¯i stanovenÌ mast-
n˝ch kyselin pomocÌ plynovÈ chromatografie umoûnila po-
mÏrnÏ p¯esnÏ definovat, k jak˝m zmÏn·m doch·zÌ u jednotli-
v˝ch mastn˝ch kyselin p¯i snÌûenÌ r˘stovÈ teploty. Mezi z·-
kladnÌ charakteristiky, kterÈ si mikroorganismy v pr˘bÏhu
evoluce vytvo¯ily, pat¯Ì syntÈza nenasycen˝ch mastn˝ch ky-
selin, zkracov·nÌ dÈlky  ¯etÏzce  mastn˝ch  kyselin, vÏtvenÌ
mastn˝ch kyselin a vzr˘st pomÏru anteiso/iso vÏtven˝ch mast-
n˝ch kyselin. Je t¯eba zd˘raznit, ûe kaûd· z charakteristik
m˘ûe b˝t jedinou moûnostÌ jak se jednotlivÈ mikroorganismy
p¯izp˘sobujÌ nÌzk˝m teplot·m, p¯esto vöak vÏtöina mikroorga-
nism˘ pouûÌv· vÌce typ˘ adaptaËnÌch mechanism˘58. Jako
p¯Ìklad lze uvÈst  grampozitivnÌ a  gramnegativnÌ  bakterie,
kterÈ se odliöujÌ ve sloûenÌ bunÏËn˝ch membr·n59 a tÌm v za-
stoupenÌ jednotliv˝ch mastn˝ch kyselin, takûe u nich z·konitÏ
doch·zÌ k  odliön˝m  zmÏn·m, kterÈ jsou v ˙zkÈm vztahu
k jejich sloûenÌ. GrampozitivnÌ rody obsahujÌ velkÈ procento
vÏtven˝ch mastn˝ch kyselin a tak je velmi Ëast˝ vzr˘st pomÏru
anteiso/iso vÏtven˝ch mastn˝ch kyselin60. U gramnegativnÌch
rod˘ doch·zÌ k syntÈze nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin nebo
ke sniûov·nÌ pr˘mÏrnÈ dÈlky ¯etÏzce61. U nÏkter˝ch mo¯sk˝ch
psychrofilnÌch  izol·t˘  se zvyöuje  pomÏr trans/cis nenasy-
cen˝ch mastn˝ch kyselin, jak je nap¯Ìklad dokumentov·no
u druhu Vibrio62. P¯Ìsun ûivin je jednÌm z d˘leûit˝ch aspekt˘
zachov·nÌ viability buÚky a jak naznaËujÌ nÏkterÈ studie63,64je
tak tomu i u organism˘ schopn˝ch r˘st za nÌzk˝ch teplot.
P¯Ìkladem mohou b˝t dvÏ psychrotolerantnÌ bakterie65, z nichû
jedna m· vypracov·n lepöÌ mechanismus p¯Ìjmu ûivin a tak
roste lÈpe za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C.

5. Genetika psychrofilnÌch
a psychrotolerantnÌch mikroorganism˘

Znalosti molekul·rnÌ biologie psychrotrofnÌch a psychro-
filnÌch mikroorganism˘ jsou v porovn·nÌ se znalostmi termo-
filnÌch mikroorganism˘ malÈ. Jako p¯Ìklad lze uvÈst, ûe v sou-
ËasnÈ dobÏ neexistuje û·dn˝ systÈm pro klonov·nÌ v psychro-
filnÌch nebo psychrotrofnÌch mikroorganismech. Dosud byly
vöechny enzymy exprimov·ny v mesofilnÌch hostitelÌch37. Do
souËasnosti se pozornost vÏnovala hlavnÏ purifikaci a n·sled-
nÈ krystalizaci enzym˘ z tÏchto mikroorganism˘. Z regulaË-
nÌch proces˘ podÌlejÌcÌch se na expresi danÈho proteinu byla
Ë·steËnÏ studov·na jen transkripce66. Z tÈto studie vypl˝v·,
ûe se snÌûenÌm teploty doch·zÌ s nejvÏtöÌ pravdÏpodobnostÌ
k produkci nÏkter˝ch enzym˘ (lipasa, kysel· fosfatasa). Jako
dalöÌ p¯Ìklad slouûÌcÌ k rozöÌ¯enÌ znalostÌ o tÏchto mikroorga-
nismech a jejich adaptaci na nÌzkÈ teploty je izolace gen˘
podÌlejÌcÌch se na syntÈze nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin
a existence tzv. protein˘ chladovÈho öoku. Na syntÈze nena-
sycen˝ch mastn˝ch kyselin se podÌlÌ membr·novÏ v·zan˝
protein, jehoû purifikace je dÌky jeho lokalizaci velmi obtÌûn·.
PomocÌ molekul·rnÏ genetick˝ch technik bylo vöak naklono-
v·no nÏkolik gen˘ kÛdujÌcÌ tento protein67. TransformacÌ to-
hoto genu z teplotnÏ rezistentnÌ Synechocystris sp. PCC6803
do teplotnÏ senzitivnÌho kmene Anacystis nidulans byla tomu-

to kmenu umoûnÏna syntÈza nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin
a tÌm zÌskal d¯Ìve mesofilnÌ A. nidulans schopnost tolerovat
nÌzkÈ teploty68. N·hl˝m snÌûenÌm teploty doch·zÌ k transkripci
a translaci novÈ sady gen˘, kterÈ kÛdujÌ proteiny chladovÈho
öoku (Csp). Ty jsou analogy k protein˘m exprimovan˝m p¯i
n·hlÈm zv˝öenÌ teploty69 naz˝vanÈ proteiny tepelnÈho öoku
(Hsp). HlavnÌm rozdÌlem mezi Csp a Hsp je fakt, ûe Hsp
vznikajÌ jako odpovÏÔ na öirokou ök·lu podnÏt˘ (stres˘), jako
nap¯Ìklad p¯Ìtomnost ethanolu, zv˝öen· teplota, p¯Ìtomnost
tÏûk˝ch kov˘ nebo anaerobnÌ podmÌnky70. PodobnÏ jako Hsp
jsou Csp p¯Ìtomny jak v psychrofilnÌch a psychrotolerantnÌch
tak v termofilnÌch a mesofilnÌch mikroorganismech69. NejvÌce
jsou Csp prostudov·ny u Escherichia coli a Bacillus subtilis71.
HlavnÌ Csp u E. coli, Csp A se zd· b˝t transkripËnÌm regul·-
torem ostatnÌch protein˘ chladovÈho öoku72 a syntÈza tohoto
proteinu je pr·vÏ na transkripËnÌ ˙rovnÌ regulovan· teplotou73.
Funkce dalöÌch protein˘ chladovÈho öoku nenÌ p¯esnÏ zn·ma,
ale p¯edpokl·d· se, ûe podobnÏ jako proteiny tepelnÈho öoku,
jsou Csp souË·stÌ syntÈzy protein˘ za nÌzk˝ch teplot a podÌlejÌ
se na identifikaci a odstraÚov·nÌ denaturovan˝ch protein˘74.
Vedle Csp byla u psychrofilnÌch bakteriÌ a kvasinek izolov·na
druh· skupina protein˘, kter· vöak nenÌ na rozdÌl od Csp
syntetizovan· p¯i n·hlÈm snÌûenÌ teploty, ale je syntetizovan·
konstitutivnÏ p¯i r˘stu za nÌzk˝ch teplot75. Tyto proteiny byly
nazv·ny chladovÏ aklimatizovanÈ proteiny (Cap). Bylo zjiö-
tÏno, ûe se tyto proteiny v obdobÌ, kdy doch·zÌ ke snÌûenÌ
teploty, syntetizujÌ vûdy odliön˝m mechanismem nez·visle na
Csp76. FyziologickÈ funkce nÏkter˝ch Csp a Cap jsou zn·my,
jako p¯Ìklad je moûnÈ uvÈst hlavnÌ Csp izolovan˝ z B. subtilis.
Tento enzym byl urËen jako enzym citr·tovÈho cyklu akoni-
tasa. Z hlediska praktickÈho vyuûitÌ se slibn˝m zd· b˝t p¯enos
TOL plazmidu z mesofilnÌho kmene Pseudomonas putida do
psychrotrofnÌho kmene P. putida77. Kmen obsahujÌcÌ TOL
plazmid je schopen odbour·vat toluen a po konjugaËnÌm p¯e-
nosu tohoto plazmidu do psychrotrofnÌho kmene P. putida byl
tento kmen schopen utilizovat toluen za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C.

6. BiotechnologickÈ aplikace

PsychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy p¯edstavujÌ
velk˝ potenci·l pro souËasnÈ biotechnologie, a to pr·vÏ dÌky
svÈ unik·tnÌ schopnosti ûÌt, r˘st a rozmnoûovat se za teplot,
kterÈ jsou ËlovÏkem ch·p·ny jako extremnÌ78. P¯estoûe jsou
mikroorganismy Ëasto vyuûÌv·ny v ¯adÏ v˝rob a biotech-
nologiÌch, p¯ÌmÈ pouûitÌ psychrotrofnÌho nebo psychrofilnÌ-
ho mikroorganismu nedosahuje v˝znamn˝ch aplikacÌ. Jejich
bunÏËnÈ produkty vöak jiû naöly ¯adu praktick˝ch aplikacÌ
a v souËasnÈ dobÏ je tato oblast intenzivnÏ studov·na. Pro
n·zornost jsou hlavnÌ v˝hody p¯i pouûitÌ produkt˘ z psychro-
filnÌch a psychrotolerantnÌch mikroorganism˘ uvedeny v ta-
bulce III. SnÌûenÌ energetickÈho n·roku snÌûenÌm reakËnÌ doby
vede automaticky ke snÌûenÌ n·klad˘ na cel˝ proces. K neza-
nedbateln˝m v˝hod·m pat¯Ì takÈ snÌûenÈ riziko bÏûnÈ konta-
minace za teplot, kdy mesofilnÌ produkty nevykazujÌ û·dnou
nebo minim·lnÌ aktivitu. Z hlediska praktickÈho vyuûitÌ se
nejvhodnÏjöÌmi kandid·ty jevÌ enzymy z tÏchto mikroorganis-
m˘ a p¯ehled hlavnÌch produkt˘ spoleËnÏ s moûn˝m pouûitÌm
jsou shrnuty v tabulce IV. TeplotnÌ senzitivita jak bylo nap¯Ì-
klad pops·no u alkalickÈ fosfatasy55 vedla k inaktivaci tohoto
enzymu jiû v kompletnÌm mediu a k zabr·nÏnÌ neû·doucÌch
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Tabulka III
HlavnÌ v˝hody pouûitÌ produkt˘ z psychrofilnÌch a psychro-
tolerantnÌch mikroorganism˘

RychlÈ a ekonomickÈ ukonËenÌ procesu za mÌrn˝ch
tepeln˝ch podmÌnek

VysokÈ v˝tÏûky p¯i reakcÌch zahrnujÌcÌch teplotnÏ
sensitivnÌ sloûky

OvlivÚov·nÌ (stereo)specifity u reakcÌ katalyzovan˝ch
enzymy

SnÌûenÌ n·klad˘ eliminacÌ chladÌcÌch/oh¯ÌvajÌcÌch krok˘
v procesu

Zv˝öen· kapacita p¯i on-line minitorov·nÌ
v enviroment·lnÌch podmÌnk·ch

Tabulka IV
VyuûitÌ produkt˘ z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch mikroor-
ganism˘

Aplikace P¯Ìklad produktu

PracÌ pr·öky proteinasy, lipasy, celulasy
Tenderizace masa proteinasy
Hydrol˝za laktosy v mlÈce β-galaktosidasa
P¯Ìdavky do potravin nenasycenÈ mastnÈ kyseliny
Enviroment·lnÌ biosenzory r˘znÈ enzymy (nap¯. oxidasy)
Bioremediace r˘znÈ enzymy (nap¯. oxidasy)
»iötÏnÌ kontaktnÌch ËoËek proteinasy
Biotransformace r˘znÈ enzymy

(nap¯. dehydrogenasy)

aktivit tohoto enzymu. K nejpouûÌvanÏjöÌm enzym˘m, kterÈ
naöly uplatnÏnÌ v potravinovÈm pr˘myslu a jako p¯Ìdavky do
detergent˘, pat¯Ì lipasy a proteasy79. Proteasy jsou pr·vÏ dÌky
niûöÌm teplot·m öiroce vyhled·vanÈ v ¯adÏ konkrÈtnÌch apli-
kacÌ (v˝roba s˝ru, ˙prava piva, peka¯skÈ v˝robky) a jejich
pouûitÌ v pracÌch prost¯edcÌch je rozöÌ¯enÈ zvl·ötÏ v Japonsku,
kde je pranÌ za nÌzk˝ch teplot tradicÌ83. Vedle proteas se do
pracÌch prost¯edk˘ p¯id·vajÌ i amylasy, celulasy a lipasy.
V pivovarnictvÌ majÌ vyuûitÌ vedle proteas i amylasy ke zrych-
leni vystÌr·nÌ sladu za nÌzk˝ch teplot. OdstraÚov·nÌ pektin˘,
zvl·ötÏ z ovocn˝ch öù·v za chladu, je jednou z moûnostÌ jak
zabr·nit zbyteËnÈmu zkracov·nÌ doby trvanlivosti84. Klasick·
hydrol˝za laktosy na glukosu a galaktosu v mlÈce probÌh· za
30ñ40 ∞C po dobu 4 hodin za katal˝zy β-galaktosidasou z kva-
sinky rodu Kluyveromyces. AlternativnÌ cestou je hydrol˝za
psychrofilnÌm enzymem za teplot 5ñ10 ∞C po dobu 24 hodin,
coû takÈ sniûuje riziko kontaminace85.

Z lipidov˝ch sloûek, kterÈ nalezly uplatnÏnÌ jako p¯Ìdavky
do potravy, jsou jedin˝m dosud zn·m˝m p¯Ìkladem vÌcesytnÈ
nenasycenÈ mastnÈ kyseliny86. Pro ËlovÏka esenci·lnÌ linolo-
v· a α-linolenov· kyselina jsou vedle toho, ûe slouûÌ jako
prekurzory dalöÌch nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin, nezbytnÈ
pro zdrav˝ r˘st. Jsou z·kladnÌmi stavebnÌmi jednotkami pro-
staglandin˘, leukotrien˘  a dalöÌch membr·nov˝ch struktur
v mozku a zornici. DalöÌm p¯Ìkladem, kdy mÏl z·kladnÌ v˝-
zkum p¯Ìmou n·vaznost na biotechnologickou aplikaci, je

vyuûitÌ protein˘ tvo¯ÌcÌch krystaly ledu p¯i v˝robÏ zmrzliny,
umÏlÈho snÏhu a ¯adÏ dalöÌch potravinov˝ch aplikacÌ87. Tvor-
ba krystalk˘ ledu byla pozorov·na u ¯ady psychrotolerantnÌch
bakteriÌ parazitujÌcÌch na rostlin·ch88. Kmeny rodu Pseudo-
monas, Erwinia a Xanthomonas tvo¯Ì krystalky na kvÏtech
a listech za tvorby protein˘, kterÈ jsou kÛdov·ny specifick˝mi
geny89. Vytvo¯enÈ modely vysvÏtlujÌcÌ vazbu vody na tyto
proteiny a tÌm zah·jenÌ tvorby ledov˝ch krystalk˘90,91 byly
z·kladem k vyuûitÌ tÏchto protein˘ k v˝öe zmÌnÏn˝m ˙Ëel˘m.
Z v˝skytu psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch mikroorganism˘
vych·zÌ snaha o zapojenÌ tÏchto organism˘ do proces˘ podÌ-
lejÌcÌch se na odstranÏnÌ neû·doucÌch l·tek ze ûivotnÌho pro-
st¯edÌ, k Ëemuû je mikrobi·lnÌ biodegradace velmi Ëasto vy-
uûÌv·na79. P¯Ìkladem je biodegradace motorovÈ nafty p˘dnÌmi
mikroorganismy80 a degradace uhlovodÌk˘ psychrotrofnÌ bak-
teriÌ rodu Pseudomonas81. Vhodn˝m prost¯edkem k ËistÏnÌ
odpadnÌch vod za teplot pod 15 ∞C se jevÌ pr·vÏ chladovÏ
adaptovanÈ mikroorganismy nebo jejich produkty82. K zajÌ-
mav˝m aplikacÌm nezapadajÌcÌch do mikrobi·lnÌ ¯Ìöe a z·ro-
veÚ pat¯ÌcÌch do lÈka¯stvÌ, pat¯Ì tvorba vakcÌn z chladovÏ
adaptovan˝ch vir˘ parainfluenza92. Na z·vÏr je t¯eba zd˘raz-
nit, ûe ned·vnÈ pokroky v imobilizaci enzym˘ a zejmÈna
v genetickÈm inûen˝rstvÌ, jsou v˝znamn˝m n·strojem slouûÌ-
cÌm k dalöÌmu zdokonalenÌ vlastnostÌ psychrofilnÌch a psych-
rotolerantnÌch mikroorganism˘  a jejich produkt˘  pro öiröÌ
uplatnÏnÌ v modernÌch biotechnologiÌch.
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M. Stibor and B. Kr·lov· (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.

Chem. Listy 95, 91 ñ 97 (2001) Refer·ty

97


