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ABSTRAKT

Predmétem této prace je studium halofilnich mikroorganismti. Hlavni ¢ast se zabyva izolaci
a charakterizaci  extracelularniho  polysacharidu  (EPS) produkovaného archealnim
hyperosmofilnim kmenem Haloferax mediteranei. Chemicka struktura extracelularniho
polysacharidu byla studovana prostiednictvim Ramanovy spektroskopie, FTIR a prvkové
analyzy. Byla zjiSténa velmi nizka koncentrace sulfatovych skupin, coz lze interpretovat tak,
ze modelova struktura EPS neni zcela univerzalni a zastoupeni jednotlivych funkénich skupin,
miize zaviset na kultivacnich podminkach a dalSich parametrech. Protektivni ucinek
polysacharidu byl posouzen na modelovém prokarytickém organismu Cupriavidus necator
a eukaryotickém modelu — kvasince Saccharomyces cerevisiae. EPS vykazoval vyznamné
protektivni u¢inky vi¢i mrazeni, osmotickému stresu, vysoké teploté a ethanolu u obou
testovanych mikroorganismti.

ABSTRACT

The subject of this thesis is the study of halophilic microorganisms. The main part deals with
isolation and characterizatin of the extracellular polysaccharide (EPS) produced by the archeal
strain Haloferax mediteranei. Chemical structure was determined by Raman spectroscopy,
FTIR and elementar analysis. Very low amount of sulphate groups indicate, that generally
accepted structure of the EPS is not universal and can be dependent upon cultivation condition.
Further, EPS revealed substantial protective effect for both model prokaryotic
organisms — Cupriavidus necator and model eukarytoic microbe — Saccharomyces cerevisiae
when the cells were exposed to various stress factors such as freezing, high temperature,
osmotic pressure or ethanol.

KLICOVA SLOVA
Halofilni mikroorganismus, stresova odpovéd’, extracelularni polysacharid
KEYWORDS

Halophilic microorganism, stress response, extracellular polysaccharide
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1 UVvOD

Halofilni mikroorganismy obyvaji hypersalinni prostfedi. Pfitomnost soli vyzaduji ke svému
rustu. Halofilni mikroorganismy mizeme délit podle pozadavkl na koncentraci soli v prostfedi
na mirn¢ halofilni, stfedn¢ a extrémné halofilni. Vyzaduji koncentraci soli pro svij rust,
ale je nezadouci, aby voda difundovala dovniti bunky. Proto disponuji nékolika strategiemi,
které jim umoznuji prezit v prostiedi s vysokou koncentraci soli. Prvni strategie je akumulace
anorganickych iontd k vyrovnani osmotického tlaku (K*, CI"). Druhym mechanismem je
schopnost nékterych druhti akumulovat organické vysokomolekularni slouceniny rozpustné
ve vod¢, které zajistuji nizkou koncentraci soli. Vyznamna muze byt také produkce
polyhydroxyalkanoatt (PHA), specialnich proteind, barviv, enzymu apod.

Stresova odpoveéd’ bakterii umoziiuje jejich pieziti v neptiznivych a proménlivych podminkach.
Bakterie maji rizné mechanismy, které rozeznavaji zmény prostiedi a pomahaji se nepfiznivym
zménam piizplsobit. Systémy stresovych odpovédi mezi sebou interaguji pomoci komplexu
globalni regulaéni sité, coz vede ke koordinované a G¢inné reakci na zménu. Bakterialni bunky
mohou reagovat na sirokou $kalu stresovych faktort. Stresem se obvykle rozumi posun uréitého
faktoru mimo optimum, takovym faktorem mize byt napiiklad pH Sok, tedy zasadité nebo
kyselé prostiedi, teplotni stres, tedy extrémné nizka ¢i vysoka teplota, nebo také tlak, radiace
¢1 oxidativni stres.

Jednim ze zptlisobii adaptace mikroorganismu na stresové podminky je tvorba extracelularnich
¢i intracelularnich biopolymert. Halofilni mikroorganismy si napiiklad vytvaii a akumuluji
uvnitt bunék granulky polyhydroxyalkanoatt, které slouzi jako zasobni zdroje energie. Cetné
druhy halofili produkuji pro svou ochranu extracelularni polysacharid, ktery mimo jiné
piispiva k tvorbé biofilmu, a tak pomaha buiiku chrénit. Pro své vyhodné vlastnosti
se vyznaCuje Sirokou Skdlou potencidlniho vyuziti v mnoha oblastech, jako je naptiklad
potravinafstvi, farmacie ¢i ropny pramysl.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Halofilni mikroorganismy

Halofily jsou organismy, které obyvaji hypersalinni prostiedi [1]. Ptitomnost soli vyzaduji
ke svému riastu [2]. Patfi mezi né piedevS$im mikroorganismy schopné piizptisobovat se
zménam osmotického tlaku prostfedi. Organismy odolné vi¢i denatura¢nim u¢inkiim soli.
Halofilni mikroorganismy mohou byt autotrofy i heterotrofy. Patii mezi n¢ naptiklad sinice
Aphanothece halophytica nebo zelena fasa Dunaliella salina [1].

Halofilni organismy muzeme délit podle jejich pozadavkt na koncentraci NaCl v prostiedi
na mirné halofilni (1 %-5 %), stfedn¢ halofilni (3 %-25 %) nebo extrémné halofilni
(20 %-30 %) [2].

2.1.1 Charakteristika

Halofily maji riizné organely, které jim pomahaji se prostiedi pfizptisobit [1]. Rlzné strategie
ptizplisobeni byly vyvolany vysokou koncentraci soli v jejich okoli. Nékteré halofilni bakterie
hromadi anorganické ionty (K*, Na*, CI") v cytoplazmég, jedna se o typ ,.salt-in“ strategie
vyrovnani osmotického tlaku s prostiedim [3]. Halofilni organismy si také vyvinuly specialni
proteiny, které jsou stabilni a aktivni v pfitomnosti vysoké koncentrace anorganickych soli.
Tyto enzymy si zachovavaji svou aktivitu nejen v pfitomnosti vysokych koncentraci soli,
ale také v zasaditém pH a vysokych teplotach. VétSina proteini a enzymu denaturuje
V hypersalinnim prostfedi. Proteiny halofilnich mikroorganismi vdzou zna¢né mnozstvi soli
a vody. Tato vlastnost je zavisla na po¢tu aminokyselin na povrchu proteinu, tedy na primarni
struktufe a dalSich strukturach od ni odvozenych [2].

Byl zkouman vliv elektrostatickych interakci na stabilitu a tvorbu halofilnich proteinti. Tento
vliv je urCujicim pro adaptaci na hypersalinni prostiedi. Bylo zjiSténo, ze intracelularni ionty
K* se nachazi ve velmi vysokych koncentracich, pfiblizné 5 mol/dm®. Halofilni proteom se
vyznacuje vysokym obsahem kyseliny asparagové a kyseliny glutamové a také vysokym
obsahem aminokyselin se slabym hydrofobnim charakterem. Naopak lysin je v ném zastoupen
minimalné. Tyto charakteristiky pfipousti kooperaci s elektrostatickymi interakcemi
a pritomnosti vétsiho poctu solnych mistka [2].

Stabilita proteinu zavisi na zdporném naboji jeho povrchu v disledku obsahu aminokyselin,
hydrofobni skupiny v pfitomnosti velké koncentrace soli a hydrataci povrchu proteinli
v dusledku pfitomnosti karboxylovych skupin, kyseliny asparagové a glutamové. Mimo to jsou
negativni povrchové naboje dulezité pro solvataci proteinli, aby se zabranilo denaturaci,
agregaci a srazeni [2].

Stfedn¢ halofilni mikroorganismy vyuZivaji i1 jiné mechanismy haloadaptace zaloZené
na biosyntéze ¢i akumulaci specifickych organickych osmolyt v cytoplazmé. Ty poskytuji
osmotickou rovnovéhu a udrzuji nizkou koncentraci intracelularni soli, aniz by byl narusen
normalni metabolismus buiiky. Osmolyty lze ziskat pfimo z prostfedi. Mnoho halofilnich



bakterii si hromadi ektoin nebo hydroxyektoin jako prevladajici kompatibilni soluty. Mezi dalsi
osmolyty patii glycin, betain a jiné neutralni glyceroly [2].

Jednim z vyvinutych mechanismi adaptace je modifikace profilu mastnych kyselin
ve fosfolipidech cytoplazmatické membrany a také v dalSich vrstvach bunécénych obali.
Strukturdlni upravy byly pozorovany v S-elektronovych vrstvaich u halofilnich
mikroorganismi. Extrémni halofil obsahuje sulfatované zbytky kyseliny glukuronové
a vyznacuje se vyssim stupném glykosylace. To vede ke zvySeni hustoty povrchového naboje,
coz bylo zkoumano u bakterie Halobacterium salinarium. Kromé toho jsou S-vrsty
elektronového obalu nékterych bakterii obohaceny o kyselé zbytky [2].

Diky svym vlastnostem ziskavaji halofilni mikroorganismy velké uplatnéni. Jsou vyuzivany
v biodegradaci organickych znecistujich latek, v odsolovani odpadnich vod, Vv oblasti
nanotechnologii, pfi vyrobé biopolymert apod [2].

2.1.2 Hypersalinni prostredi

Hypersalinni prostiedi je obecné definovano jako prostfedi obsahujici koncentraci soli vyssi
nez je vmoiské vode, tedy 3,5% upln€ rozpusténych soli. Dvéma nejvétSimi
a nejprozkoumangj$imi hypersalinnimi jezery jsou Velké solné jezero a Mrtvé mote. Mrtvé
mote obsahuje vysoké koncentrace soli hoi¢iku a je mirn¢ zasadité. Pomér obsahu soli
ve Velkém solném jezeru je srovnatelny s pomérem soli v motské vodé. Jeho pH je mirné
kyselé. V porovnani s menSimi hypersalinnimi prostfedimi jsou jejich slozeni pomérné
stala [1].

V pobieznich oblastech je mnoho mist, kde dochazi k odparovani a vznikaji mald hypersalinni
prostiedi. Mezi takova vyznamna mista patii Solar Lake, Gavish Sabkha, jezero Sivash
nedaleko Cerného mote nebo je miizeme nalézt také napiiklad na Antarktidé [1].

-t s =25
Obrdzek 1: Letecky pohled na breh Velkého solného jezera [4]
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Mezi dalsi takové vodni plochy patii obvzlasté dynamické prostiedi, kde dochazi k vyraznym
zménam velikosti, slanosti a teploty. Nebo jsou to oblasti, které vznikly zaplavenim davnych
mofi [1].

Kromé ptirodnich hypersalinnich jezer jsou ¢etné i uméle vytvorené. Obvykle se jednd o sérii
mélkych jezer, které se snadno odpatuji. Propojuji je obvykle nejriznéjsi kanaly. Spole¢nym
znakem hypersalinnich prostiedi je dynamika koncentrace soli. Tento proces vede k tomu, Ze se
halofilni mikroorganismy musi umét ptizptsobit riznému obsahu soli v prostiedi [1].

2.2 Stresova odpovéd’

Stresovd odpovéd’ bakterii umoZnuje jejich preziti v nepfiznivych a proménlivych
podminkach [5]. Bakterie maji rizné mechanismy, které rozeznavaji zmény prostiedi
a pomahaji se témto zménam prizplsobit. Bakterialni buiiky mohou reagovat na Sirokou skalu
stresovych faktord. Systémy stresovych odpovédi mezi sebou interaguji pomoci komplexu
globalni regulacni sité. To vede ke koordinované a i¢inné reakci na zménu. Tyto regulacni
systémy upravuji expresi efektort, které pomahaji udrzet stabilitu buiiky, eliminuji stresové
faktory, opravuji posSkozeni a pomahaji obnovit homeostazu [6]. RozliSujeme nékolik
stresovych faktort.

2.2.1 pH 3ok

Zasaditost a kyselost mizeme charakterizovat jako miru koncentrace protont. Pouzivanym
méfitkem je pak pH. Neutralni pH, tedy pH okolo hodnoty 7, je optimalnim prostiedim pro
zivot mnoha organismui. V piirod¢ se vSak nachazi i prostfedi s extrémnimi podminkami.
Organismy zijici v takovych prostfedich musi ¢elit tomuto stresu. Obvykle se zménam pH
piizpiasobuji tak, ze udrzuji neutralni pH v cytoplazmé [6].

Alkalické prostiedi je obecné charakterizovano jako ptirozené prostfedi s pH vySSim nez 9.

ey

Organismy zijici v takovém prostfedi nazyvame jako alkalofily. Jsou znamy alkalofily,
které ziji acrobnim zptisobem, ale 1 alkalofilni organismy s anaerobnim zptisobem Zivota. Rust
téchto organismu je optimalni pti hodnotach pH vysSich nez 9, ¢asto v rozmezi mezi 10 a 12.
Nemohou rast, nebo jen velmi pomalu, pii neutralnim pH. Povrch bunky hraje klicovou roli
pro pieziti. Udrzuje rozmezi pH mezi 7-8,5. Jesté nebyly objasnény adaptacni mechanismy,
i piesto nasly alkalofily velké uplatnéni v prumyslovych aplikacich [7].

Mezi znamé adaptacni mechanismy patii vnitini tdrzba pH pomoci aktivnich nebo pasivnich
regulacnich mechanismt. Nizkd propustnost membrany zplsobend odliSnou strukturou
pfedstavuje pasivni regulaci. Bunécna sténa obsahuje kyselé polymery, které funguji jako
zaporné nabita matrice, ¢imz mize byt sniZeno pH na povrchu bunék. Sodikové iontové kanaly
fidi aktivni regulaci. Bylo dokazéano, Ze se u alkalofilli vyvinuly enzymy stabilni pfi rizném
pH [7].

NejvyznamnéjSimi piiklady pfirozené se vyskytujicich alkalickych prostfedi jsou prostiedi
obsahujici sodu. Jedna se o pousté nebo jezera, napt. jezero Magadi v Keni. Mnoho organismil
izolovanych z alkalického prostiedi vyzaduje také vyssi koncentraci soli v prostiedi, cehoz se
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dosdhne priddnim NaCl k izolaénimu médiu. Zejména alkalickd hypersalinni prostfedi jsou
obydlena alkalofilnimi zastupci halofilnich archaei. Bunky téchto organismi obsahuji plynové
vacky ve stacionarni fazi rastu, jsou Cervené zbarveny. Jsou znamy také alkalofilni sinice
a metenogenni organismy [7].

Kyselé prostfedi je velmi zajimavé, protoze obecné plati, ze nizké hodnoty pH prostiedi mohou
byt disledkem mikrobidlniho metabolismu. Acidofily jsou organismy zijici v prostiedich,
kde se hodnoty pH nachazi v rozmezi 1-5. Muzeme je nalézt napiiklad v prostiedi kyseliny
sirové, v gejzirech nebo dokonce ve vlastnim zaludku [8].

Za normalnich okolnosti vysoké koncentrace kyseliny nici bunky. Acidofily si ov§em vyvinuly
fadu specializovanych mechanismi, aby bylo udrzeno jejich vnitini pH na neutralni trovni.
Jsou znamy pasivni i aktivni regulace. Pasivni regulace spoc¢iva hlavné v propustnosti
membrany proti nepfiznivym podminkdm. Nekteré mikroorganismy vytvari biofilm,
ktery zpomaluje difuzi jednoduchych kyselin do bunky. Jiné jsou schopny do své membrany
zaClenit latky, jako jsou mastné kyseliny, které bunku chrani. Dal$im pasivnim zplisobem
regulace je vylu¢ovani tlumivych roztoku [8].

Neékteré mikroorganismy si vyvinuly uc€innou regulaci pH. Spociva ve schopnosti pumpovat
vodikové ionty z jejich bun¢k konstantni vysokou rychlosti. Diky tomu jsou schopny udrzet své
vnitini pH v rozmezi hodnot 6,5 az 7 [8].

2.2.2 Teplotni stres

Teplota je dalSim kritickym parametrem. Urcuje, zda je pfitomna voda v kapalném skupenstvi.
Pokud je teplota pfili§ nizka, dochazi ke snizeni membranové fluidity a zpomaleni enzymatické
aktivity. Vysoké teploty mohou zpiasobit nevratnou zménu struktury biomolekul,
napft. proteind. ZvySuje se membranova fluidita. Rozpustnost plynu obvykle negativné koreluje
s teplotou, coz ¢ini potize pii vysokych teplotach pro vodni organismy, které vyzaduji kyslik
nebo oxid uhli¢ity [9].

Rozlisujeme teplotni stres zpusobeny extrémné nizkou ¢i vysokou teplotou. Psychrofily
definujeme jako organismy, jejichz optimalni teplota pro rast je 15 °C a mén€. Maximalni

teplota pro rast byla stanovena na asi 20 °C, minimalni na 0 °C i méné. Nejniz$i zaznamenana
teplota optimalni pro aktivni mikrobialni spole¢enstva byla —18 °C [10].

Zmrazeni vody uvnitt buniky u mnohobuné¢nych organismi vzdy vede ke smrti. Jedinou
ptirodni vyjimkou je hlistice Panagrolaimus Davidi, ktera ma schopnost takovéto zmrazeni
prezit. Mechanismy, které pomahaji prezit zmrazeni, musi zahrnovat i mechanismy,
které pomahaji prezit rozmrazovani. Jsou syntetizovadny tzv. nemrznouci proteiny
¢i nemrznouci molekuly. Ty mohou snizit bod tuhnuti vody na —9 °C az —18 °C [9].

Mezi dal§i zmény v bunkéch, které dovoluji piezit v téchto neptiznivych podminkach,
fadime zmény ve struktufe enzymui. Tekutost bunéénych membran se snizuje s teplotou.
Zjednodusené teceno, psychrofily vykazuji zvySeny pomér nenasycenych mastnych kyselin
k nasycenym mastnym kyselinam. Tim se zachovava pozadovana pruznost membrany [9].
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Vsechny teplomilné mikroorganismy vyzaduji prostiedi horké vody. Nékterym se daii ve vice
nez jednom extrému, napi. prostiedi s vysokym obsahem siry, uhli¢itanu vapenatého, apod.
Schopnost termofilti piezit v horkém prostiedi spociva v tom, Ze obsahuji tzv. extremozymy,
coz jsou enzymy specializované na praci pii extrémné vysokych teplotach. Aminokyseliny
téchto enzymi maji specialni strategie, jak udrzet svou strukturu stalou i ve vysoké teploté,
kdy by jiné enzymy nebyly schopny dalsi existence [10]. Stabilita nukleovych kyselin
je zvysena pritomnosti soli, ktera chrani DN A pted zni¢enim [9].

2.2.3 Tlak

Tlak ma podstatny vliv na fyziologii a biochemii Zivych bunék. Mikroorganismy obyvajici
hlubinné plochy a plochy podpovrchové maji schopnost prezit v prostfedi s hydrostatickym
a lithostatickym tlakem, které jsou vys$i nez 1 atmosféra [11]. Studie barotolerantnich
organismu (organismy, které snasi vysoky tlak) a barofilnich organismi (organismy zavislé
na vysokém tlaku) ukéazaly, Ze oba tyto typy jsou ptitomny Vv hlubinnych prosttedich
a distribuce téchto organismu je funkci hloubky [9].

2.2.4 Vodni stres

Prostfedi bez vody jsou ta, kde je bézné vysouSeni. Voda zde piedstavuje vzacny zdroj.
U takovychto prosttedi byvaji teploty bud’ velmi vysoké nebo extrémné nizké. Tento extrémni
ekosystém je také chapan jako potencialni analog pro piipadny Zivot na Marsu [12].

V nepiitomnosti vody dochazi k poskozeni struktury lipida, proteint a nukleovych kyselin [12].
Tzv. anhydrobiosis je strategie uzivana organismy pro pieziti v suchu. V burikach je obsazeno
pouze minimalni mnozstvi vody. Nedochdzi k zadné metabolické aktivité. Béhem vysouSeni
dochazi k tomu, Ze se zvySuje koncentrace latek v diisledku snizovani objemu vody. Zvyseni
koncentrace latek vede ke stresové odpovédi v buiice. Tento mechanismus je podobny jako
pii vystaveni buiiky vysokym koncentracim soli [9].

2.3 Zpusoby adaptace halofilnich mikroorganismi

K pieziti mikroorganismil v hypersalinnich prostfedich musely byt vyvinuty riizné mechanismy
¢i upravy polymerd, které je chrani pied témito nepfiznivymi podminkami [14]. Zakladni
mechanismy byly jiz pfedstaveny v Kapitole 2.1.1, v nasledujicim textu budou rozvedeny
podrobnéji.

2.3.1 Osmoregulace

UdrZzovani osmotické rovnovahy a ochrana proteint pied vyssi koncentraci soli jsou dulezité
pro zivot organismua [15]. Mikroorganismy, které jsou vystaveny slanému prostiedi, musi mit
mechanismus branici iniku vody osmoézou [16]. Vyrazné rozdily v mechanismu pfizptisobeni
velkému osmotickému tlaku, ktery byl vyvolan médiem s vysokou koncentraci soli,
pozorujeme u halofilnich a halotolerantnich mikroorganismi [17]. Cytoplazmaticka membrana
je pro vodu volné propustna. Cytoplazma proto musi byt adaptovana tak, aby méla stejny
osmoticky potencidl jako ma extraceluldrni prostfedi. V mikrobidlnim svété jsou znamy dvé
hlavni strategie [16]. V obou piipadech bylo zkoumano, Ze jsou ionty Na® co nejvice
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vyluéovany z cytoplazmatické membrany. Jelikoz Na® ionty narusuji funk&énost bunék,
vSechny halofilni mikroorganismy obsahuji G¢inny transportni mechanismus, obvykle zalozeny
na antiportu Na*/H*, ktery pomaha k odstranéni Na* z buriky [17].

Prvni strategie je zalozena na kumulaci K* a CI” iontd v bufikach, coz napomaha k udrZeni
osmotické rovnovahy. Halobakterie jsou schopny ve svych buiikkdch kumulovat KCI
az do koncentrace 5 mol/l. Tato koncentrace je ovlivnéna koncentraci NaCl v médiu. Zda se,
ze vSechny halobakterie disponuji chloridovou pumpou. Tento systém muze byt nezavisly
na svétleé s efluxem Na* nebo také na svétle zavisly. Systém zavisly na svétle, dovniti fizené
cerpadlo-halorhodopsin, funguje na bazi sitnice. lonty drasliku pasivné vstupuji do bunky
v disledku chloridového gradientu. Je ovSem zapojen také aktivni transport. Jelikoz
halobakterie rostou dobfe také ve tm¢, musi mit na svétle nezavislé mechanismy, které udrzu;i
rovnovahu iontd. lontova rovnovaha je udrzovana odstranénim Na* z cytoplazmy a akumulaci
K* pomoci Na*/H* antiportu a K" symportu [17] [18].

Komponenty bunék kumulujicich K* musi byt specialné adaptovany, aby byly schopny prezit
velmi vysokou hladinu ionti [16]. Predevsim proteiny v cytoplazmé musi byt chranény
pied denaturaci. Toho je dosazeno adaptativni zménou sloZzeni aminokyselin. VétSina proteini
haloarchaei obsahuje malé mnozstvi hydrofobnich zbytkli a velké mnozZstvi kyselych
aminokyselin, které jsou schopné vazat kationty pro zachovani hydratované¢ho obalu buiiky.
V dutsledku toho je obvyklé, ze proteiny haloarcheii maji izoelektricky bod v kyselé oblasti
v rozmezi hodnot pH 4 az 5 [15].

Druha strategie ptizpisobeni osmotického tlaku je zaloZzena na vylouceni soli z cytoplazmy
a akumulaci organickych latek pro udrzeni rovnovahy [17]. Vyuziva se malych organickych
molekul. Témito organickymi molekulami jsou napiiklad glycinbetain, polyoly, cukry. Tak je
zajisténa rovnovaha koncentrace soli mezi bunikou a prostiedim. Pro tento mechanismus neni
vyZadovana zména proteomu [15].

U fas, kvasinek ¢i hub hraje vyznamnou roli glycerol. U prokaryot je jeho role omezena.
Vsechny prokaryotické osmolyty jsou vysoce polarni a nenabité za normalnich podminek.
Obsahuji obvyklé strukturni motivy, zejména derivaty aminokyselin. Mezi osmolyty patii
cukry (napiiklad trehal6za), jejich polyol derivaty, glycinbetain, tetrahydropyrimidiny
(ektoiny), alfa-aminokyseliny (prolin, glutamin), N-acetylované diaminokyseliny a dalsi [14].

Glycinbetain  (N,N,N-trimethylglycin) je produkovan fototrofnimi bakteriemi. Byva
akumulovan z prostiedi jako osmolyt. Vznika z cholinu oxidaci, nebo methylaci glycinu [18].
Vzhledem k velkému rozvoji fototrofnich bakterii je hojny v hypersalinnim prosttedi. Muze
slouzit jako substrat organotrofnim bakteriim [14].

2.3.2 Proteiny

Preziti halofili v prostiedich s vysokou koncentraci soli vyzaduje tGpravu jejich proteind.
Proteiny jim umozfiuji zdstat stabilnimi a funkénimi v hypersalinnim prostfedi. Sil ma
vyznamny vliv na rozpustnost, stabilitu a konformaci proteintl, coZ izce souvisi se schopnosti
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proteinu spravné fungovat. Jak jiz bylo zminéno, organismy zijici v extrémné slanych
prostfedich maji dva hlavni zptisoby adaptace. Jednim zplisobem je zabranéni vstupu NaCl
do buiiky tvorbou malych organickych molekul. Druhym je kumulace K* a CI™ ionti v buiikach
[15] [19] .

Pfi vysoké koncentraci soli je omezena dostupnost vody k proteinu, protoze je obklopen
iontovou mtizkou soli. Nizs§i dostupnost vody mize vést k dehydrataci a agregaci hydrofobnich
aminokyselin [15] [19].

Jednim z nejvyznamnéjSich rozdili mezi halofilnimi a nehalofilnimi proteiny je vysoky narist
kyselych zbytki, jako jsou glutamova kyselina a asparagova kyselina, na povrchu proteinu.
Existuje cela fada vysvétleni role téchto kyselych zbytkd. M4 se za to, Ze zvySeny zaporny
naboj na povrchu proteinu mu umoziuje soutézit s rtznymi ionty o molekuly vody,
a tedy udrzeni proteinu v roztoku. Toto je podporovano krystalovou strukturou halofilnich
proteinii, které umoznuji tvorbu vodikovych vazeb s témito kyselymi zbytky na povrchu
proteinu. Bioinformativni analyza také ukazala, Ze sekvence u halofilnich proteini obsahuje
mén¢ serinu. Serin sice dobfe interaguje s vodou, ale jeho konkuren¢ni schopnost vii¢i iontim
je chaba. Proto se ptedpoklada, ze je méné vhodny [15].

Alternativnim vysvétlenim je to, Ze kyselé zbytky vazou hydratované kationty, ¢imz tvofi stalou
hydratovanou skofapku okolo proteinu. Krystalové struktury vykazuji specifické vazby
mezi kationtem a proteinem. Prevalence této vazby neni dobie srozumitelna. Zejména proto,
ze krystalové struktury halofilnich proteini nejsou schopné dobie rozliSovat molekuly soli
a vody, protoze ob¢ tyto molekuly maji 10 elektrond [15].

Podle nekterych bioinformacnich studii se halofilni proteiny kromé vétsiho poctu kyselych
zbytk lisi od proteini mezofilnich bakterii odlisnym obsahem hydrofobnich zbytkt v sekvenci
proteinil. Za vyuziti znamé krystalové struktury 15 part halofilnich a nehalofilnich proteint
bylo zjisténo, Ze hydrofobni kontakt v jadie halofilnich proteint, které je vystaveno molarni
koncentraci anorganickych soli, je trvale mensi nez u mezofilnich proteini. Ale je zajimave,
ze tohle neplati pro proteiny halofilnich bakterii, které jsou vystaveny molarni koncentraci
anorganickych soli. Predpoklada se, Ze nizsi hydrofobni kontakt v jadie mize vyvazit zvySenou
pevnost hydrofobnich interakci v prostiedi s vysokou koncentraci soli. VétSina halofilnich
proteini obsahuje mensi aromatické hydrofobni aminokyseliny. V homologicky modelové
struktufe halofilni dihydrofoldt reduktazy byl zjistén niz8i obsah velkych hydrofobnich
aminokyselin a redukce enzymového jadra. Slabsi hydrofobni interakce v disledku mensiho
poctu hydrofobnich zbytki miize zvysit flexibilitu proteind v prostfedi s vysokym obsahem
soli, protoze brani hydrofobnimu jadru stat se ptilis rigidnim [15].

2.3.2.1 Tvorba proteinii zavisla na koncentraci soli

Vyznamnym pokrokem v porozuméni adaptace halofilnich proteinil bylo zjisténi, Ze se proteiny
spoléhaji pii své tvorbé na piitomnost soli. Tento objev ukazuje, Ze adaptace halofili na své
prostfedi neni zalozena jen na obsahu proteint, které maji schopnost udrzet svou aktivitu
I Vv hypersalinnim prostiedi, ale ve skute¢nosti halofilni mikroorganismy potiebuji siil ke své
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funkénosti. Studie cysteinyl-tRNA syntetazy u Halobacterium salinarum NRC-1 ukazuje,
jak nejen slozeni enzymu zavisi na zvySujici se koncentraci soli, ale také se enzym stava
stabilnéjsi a je chranén pied tepelnou denaturaci [15].

Tvorba proteind zavisla na koncentraci soli v médiu muze byt dilezita pro Casné proteiny.
Typické tpravy aminokyselin, které pozorujeme u halofilli, byly objeveny nedavno také
ve struktuie vykonstruovanych prebiotickych proteinti. Témito typickymi Gpravami myslime
zvySeni obsahu kyselych zbytkli a snizeni obsahu hydrofobnich aminokyselin, jak jiz bylo
zminéno. Nyni je zndmo deset aminokyselin, které ke své tvorbé nepotiebuji biosyntetickou
drahu. Patfi mezi n¢€ alanin, glycin, isoleucin, leucin, kyselina asparagova, kyselina glutamova,
prolin, serin, threonin a valin. Vyzkum Longa a spol. ukazal, ze mechanismus tvorby téchto
aminokyselin vede k proteinu s halofilni funkci a mizou vyuzivat soli ke své tvorbé.
To naznacuje, Ze halofilni prostfedi mize byt dulezité pro biogenezi [15].

2.3.3 Bunécna sténa a S-vrstva

Archaea se od domény bakterii 1i8f mimo jiné také nepfitomnosti peptidoglykanu
a periplazmatického prostoru. Membrany extrémnich halofili charakterizuje mnozstvi
fosfatidylglycerol methylfosfatu (PGP-Me). PGP-Me obsahuje 50-80 % polarnich lipida.
Membrany jsou také charakterizovany absenci fosfolipidii s cholinem, inositolem, serinem
a ethanolaminem. Tyto membrany jsou stabilni pii koncentraci soli NaCl v rozmezi 3-5 M [20].

VétSina archaei ma bilkovinnou S-vrstvu, jen vyjimecné maji polysacharidovou bunéénou
sténu. K témto vyjimkach patti rod Halococcus. Jeho silnou bunéénou sténu tvoii komplex
heteropolysacharidu, ktery obsahuje velké mnozstvi sulfatovych zbytki a neobvyklé
komponenty, jako jsou N-acetylglukosaminuronova kyselina a N-glycyl substituovany
glukosaminovymi zbytky [15].

Bilkovinna S-vrtsva poskytuje vysokou pevnost obalu [21]. Jedna se o jednoduchou vrstvu
hexagonalné uspotfadanych podjednotek polymeru vné cytoplazmatické membrany [14].
Obdobné jako vétsina bilkovinnych slozek haloarchaei je i tato vrstva bohata na obsah kyselych
Zbytkl v porovnani s nehalofily [22].

2.3.4 Genom haloarchei

Haloarchaea obsahuji pfedevsim jeden hlavni chromosom s vysokym obsahem GC, jeho obsah
je vy$si nez 60 %, s jednim az osmi mensimi replikony, u kterych je obsah GC nizsi [23].
Vysoky obsah GC s velkou pravdépodobnosti poméaha zabranit formovéani tyminovych dimerd,
které je vyvolané UV zafenim, a moznosti akumulace mutaci [24].

Obecné ma genom halofilnich mikroorganismt vyssi obsah GA/TC, CG a AC/GT dinukleotidi.
Bylo zjisténo, Ze na druhé pozici kodonu genti se nejcastéji vyskytuje 14 dinukleotidi GA, GT
a AC. Tento zvySeny vyskyt dinukleotidii ma ziejmeé souvislost s vyskytem Asp, Glu, Thr a Val
zbytki v proteinech [25].
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2.3.5 Karotenoidy

Pro halofily je typickd produkce karotenoidii, ¢ervenooranzovych barviv. Jsou nezbytné
pro opravu tyminovych dimeri. Mezi nejCastéji se vyskytujici karotenoidy tadime
Cso bakterioruberiny. Mimo to se mohou vyskytovat také mensi mnozstvi meziprodukta
B-karotenu a lykopenu [25].

2.3.6 Retinalové proteiny

Retinalované proteiny vznikaji oxidativnim Stépenim [3-karotenu. Retinalové proteiny slouzi
jako fotoreceptory nebo iontové pumpy zavislé na svétle. Jsou popsany Ctyfi skupiny
retinalovych proteini, a to bakteriorhodopsin, halorhodopsin, senzoricky rhodopsin Is
a senzoricky rhodopsin IT [25] [26].

Senzoricky rhodopsin Is slouzi ke zprostifedkovani negativni a pozitivni fototaxe. Rhodopsin 11s
zprostiedkovava pouze negativni fototaxi. Halorhodopsin ma funkci chloridové pumpy. Retinal
na sebe vaze chloridové anionty, pienasi je do buiiky a tam se chlorid mize akumulovat
v cytoplazmé. Bakteriorhodopsin patfi mezi membranové proteiny. Jednd se o protein
vytvareny za svétla. Byl zkouman napiiklad u Halobacterium salinarum. Bakteriorhodopsin se
vyznacuje purpurovym zbarvenim. Jeho rozmisténi v cytoplazmé neni rovnomerné [26].

Potencialni revolu¢ni retinalovy protein zvany bakteriorhodopsin je vyuzivan v bunééné
membran¢ halobakterii jako transmembranova, svétlem ftizend, protonova pumpa.
Bakteriorhodopsin, ktery se vyskytuje pouze u velmi halofilnich archaei, se sklada z proteinu
opsinu a fialové sitnice, molekuly absorbujici svétlo. Kdyz wvyzéareny foton narazi
na bakteriorhodopsin, retinal izomerizuje z all-trans na 13-cis formu a nasledné se tepelné
rozklada pres nekolik krokli zpét do ptivodniho stavu. Béhem tohoto procesu se piemistuje
proton pies bunéénou membranu ven z buriky. Bakteriorhodopsin vytvaii protonovy gradient,
ktery mize vyuzit ATPaza pro syntézu ATP za anaerobnich podminek. Kromé syntézy ATP
muize byt elektrochemicky gradient vyuzit také k fizeni exportu ionti Na® a importu K*
a zivin [15].

2.3.7 Plynové vezikuly

Plynové vezikuly slouZi k regulaci vznaSivé hustoty. UmoZznuji buiice pohyb ve vodnim
prostiedi nebo pfizpisobuji hustotu buiky tak, aby se pohybovala v zoénich vhodnych
pro zivot [15]. Plynové vezikuly zaujimaji vietenovity nebo valcovity tvar s kuzelovymi konci.
Jejich $itka se pohybuje okolo 200 nm a délka v rozmezi od 400 do 1500 nm [27].

Hlavni sloZkou vezikulu je maly hydrofobni protein (GvpA) vytvarejici semikrystalické
spiralovité lamely, které jsou kolmé k podélné ose plynového vezikula. Dalsi sloZkou je
strukturalni protein (GvpC) obsahujici vnitini aminokyselinové repetice. Hraje roli pii ur€ovani
tvaru vezikulu. Vezikuly mohou také obsahovat proteiny S regula¢ni funkci [27].

2.3.8 Halocin

Halociny jsou proteinova antibiotika produkovana ¢leny extrémnich halofilti z domény archaea.
Jsou externalizovany do prostiedi, kde zabiji nebo inhibituji jiné haloarcheony. Halociny jsou
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V podstaté¢ ekvivalenty proteinii antibitok zvanych bakteriociny, které jsou produkovany
nékterymi rody domény bakterii. Ackoli archeony sdili s bakteriemi stejnou prokaryotickou
jadernou strukturu a morfologicky motiv, jsou samostatnou doménou a jsou pouze vzdalené
ptibuzné. V disledku toho, halociny a jinda proteinova antibiotika produkovana
mikroorganismy z domény archaea jsou vice piihodné klasifikovany jako ,archeociny*
nez jako ,,bakteriociny* [27].

Halociny muzeme rozdélit do dvou hlavnich skupin podle velikosti. Vétsina je slozena
z proteint o molekulové hmotnosti 30 az 35 kDa. Malé peptidy S molekulovou hmotnosti
5 az 10 kDa oznacujeme jako mikrociny. Ob¢ tyto skupiny jsou citlivé na plsobeni protedz.
Halocin je obvykle aktivni u kultur na po¢atku stacionarni faze [27].

I ptes hojnost halocinti je jen hrstka charakterizovdna na urovni proteint (napf. halociny H6,
H4 a R1). Pouze jeden halocin (H4) byl charakterizovan jak na tirovni genu, tak na urovni
mRNA transkripce. Mechanismus u€inku byl stanoven pouze pro halocin H6. Gen halocinu H4
a nyni 1 halocinu S8 slouzi jako uzite¢ny model pro studium exprese gent halobakterii
ve stacionarni fazi [27].

2.3.9 Extracelularni polysacharid

Extracelularni polysacharidy (EPS) jsou vylu€ovany nékterymi bakteriemi na vnéjSi strané
buné¢nych stén. Vyskytuji se ve dvou zakladnich formach, a to jako kapsle, kdy je polymer
uzce spojen s povrchem bunky, nebo jako sliz volné asociovany na povrch burky. Jejich
sloZzeni a struktura jsou velmi rGznorod¢, mize se jednat o homopolysacharidy, ale také
heteropolysacharidy. Mohou obsahovat fadu rtznych anorganickych i organickych slozek.
VétSina  homopolysacharidi  predstavuje  neutrdlni  glukany, zatimco  pifevaha
heteropolysacharidit ma povahu polyanionovou kvili pfitomnosti kyseliny uronové. Kromé
skupin. EPS pusobi jako adhezni ¢inidla a podporuji interakce a buné¢né sdruzovani
mezi mikroorganismy, jsou dulezité pii tvorbé biofilmu. Podili se na ochrané bakterii
pied Skodlivymi vlivy prostiedi a na pfilnavosti k povrchum [28] [29].

V oblasti biotechnologii EPS vyvolaly velky zajem kvuli Siroké Skale potencialnich aplikaci.
Mohou byt vyuzivany v oblastech jako je farmacie, potravinaistvi, kosmetika ¢i ropny pramysl.
Zde mohou byt pouzity jako emulgacni, viskdzni, suspezacni a chelatacni ¢inidla. Béhem
poslednich 50 let bylo popsano znacné mnozstvi EPS. Komer¢ni uspéchy vSak nebyly velké.
Bud’ nebyly nabidnuty lepsi vlastnosti nez jaké jsou jiz na trhu, nebo se vyskytly potize
pti hledani novych aplikaci [28] [29].

2.3.10 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou intracelularni slouceniny akumulované jako energetické
rezervy mnoha mikroorganismy za uréitych stresovych podminek. Radi se k linedrnim
polyesterim. Jedna se o2- az 6-hydroxyalkanoaty. Esterova vazba se nachazi
mezi hydroxylovou skupinou fetézce jednoho monomeru a karboxylovou skupinou druhého
monomeru. Zna¢né mnozstvi bakterii hromadi PHA ve formé granuli, kdyz je z4soba uhliku
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nadbytecna a zaroven ptfisun dal§ich esencidlnich latek pro bunéény rust neni dostatecny.
Mezi tyto esencialni latky patii napiiklad forfor, sira, hoif¢ik ¢i kyslik. Pokud je poté
mikroorganismus vystaven stresovym podminkdm a dochdzi k omezeni pfisunu energie,
dochazi k vyuziti rezervniho zdroje ve form¢ granuli PHA [30] [31].

Pozornost vénovand PHA je dana jeho vlastnostmi, kterymi se podoba petrochemickym
plastim. Vyznamna je jeho biokompatibilita a uplna biologickéd rozlozitelnost. Mikrobidlni
aktivita v ptirodnim prostfedi pomaha k rozkladu bioplastii za uvolnéni oxidu uhli¢itého a vody
nebo methanu za aerobnich a anaerobnich podminek. Nejbéznéjsi formou syntetizovanych
PHA je poly(3-hydroxybutyrat), PHB. Jeho neptiznivymi vlastnostmi jsou vysoka krystalinita,
kiehkost, tuhost. Nicméné, pokud tyto PHB maji vysokou molekulovou hmotnost, mohou byt
zpracovany s dobrymi vlastnostmi. Pro zlepSeni polymernich vlastnosti se vytvati kopolymery
s latkami, jako je naptiklad 3-hydroxyvalerat, 3-hydroxyhexanoat ¢i 4-hydroxybutyrat [30]
[31].

2.4 Zpisoby adaptace — Haloferax mediterranei

Haloferax mediterranei je extrémné halofilni mikroorganismus patfici k rodu
Halobacteriaceaein domény Archaea. Roste rychleji nez vétSina ostatnich ¢lend
Halobacteriaceae a vykazuje pozoruhodnou metabolickou ucinnost a stabilitu genomu
pii vysokych koncentracich soli. Diky témto vlastnostem slouzi jako dobry model pro studium
fyziologie a metabolismu haloarchei [32].

Je zndm kvili produkci poly-B-butyratu (PHB) ve formé intracelularnich granuli ve velkém
mnozstvi. Jednd se o zajimavy biopolymer s potencidlnim vyuzitim jako biologicky
rozlozitelny termoplast. Jako zdroje uhliku pro biosyntézu PHB slouzi $krob ¢i glukoza [33].
Haloferax mediterranei je schopen akumulovat také PHBV z mnoha jednoduchych zdroju
uhliku. Jedna se o kopolymer PHB s valeratem. U H. mediterranei byly nalezeny dva klicové
enzymy (PhaEC a Phab) a strukturalni protein (Phap) podilejici se na biosyntéze PHBV [32].

2y %S
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Obrazek 2: Akumulace PHBV granuli u H. mediterranei[32]

Extrémné halofilni archaea Haloferax mediterranei mimo jiné produkuje také extracelularni
sulfatovany polysacharid. Extracelularni bipolymer dava koloniim typicky slizky charakter a je
zodpovédny za vzhled povrchové vrstvy. Ma velmi dobré reologické vlastnosti. Vyznacuje se
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velkou odolnosti viéi vlivim okolniho prostiedi, véetné vysoké koncentrace soli. Pro produkci
EPS je vyzadovan cukr jako zdroj uhliku [33] [34].

Hlavni slozkou heteropolysacharidu je manodza, glukédzy, galaktézy a dalsi neidentifikované
cukry jsou soucasti tohoto polymeru. Nachazi se zde zna¢né mnozstvi sulfatovych skupin,
které jsou zodpovédné za kyselou povahu polymeru. Byla prokazana nepfitomnost acylovych
skupin. Neobvykla je pfitomnost kyseliny uronové [34].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, mikroorganismy a pristroje
3.1.1 Pouzité chemikalie

Nutriet Broth (Himedia)

Peptone (Himedia)

Propidium jodid (eBioscience)

Anthron (Sigma Aldrich)

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a vyssi.

3.1.2 PouZité pristroje

Pritokovy cytometr, Apogee A50, Apogee Flow Systems
Analytické vahy, Boeco

Laminarni box Aura mini, Bio air instrument

Centrifuga U-32R, Boeco

Centrifuga Sigma, Sartorius

Predvazky EW 620, Kern

Vortex TK3S, techno Kartell

Temperovana tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o (CR)
Spektrofotometr Helios &, Unicam

Ultrafiltra¢ni aparatura KrosFlo, Spectrum Labs (GRC)
Elementarni analyzator EA 3000

FTIR spektrometr Nicolet iS50 s Ramanovskym modulem
Bézné laboratorni sklo a pomticky

3.1.3 Vyuzité mikroorganismy

V experimentalni ¢asti byla vyuzita kultura archealniho kmene Haloferax mediterranei
DSM 1411. Tato kultura byla ziskand z Liebnitz institutu, Némecké sbirky mikroorganismi
a buné&¢nych kultur Braunschweig. Dale byla pouzita bakterie Cupriavidus necator H16,
ktera byla ziskana z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné (CCM 3726).
Také byla pouzita kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera byla ziskana ze sbirky CCM 8191
V Bratislavé.

3.2 Kultivace mikroorganismu
3.2.1 Kultivace Haloferax mediterranei

Inokulum Haloferax mediterranei bylo ptipraveno vobjemu 50ml do 100 ml
Erlenmeyerovych ban¢k. Nésledna kultivace probihala na temperované tfepacce po dobu 4 dni
pfi teploté 37 °C.
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Pro ptipravu inokula bylo pfipraveno nasledujici Zivné médium, které bylo pouzito také jako

produkéni.

NaCl 150 g
CaCl-2H,0 0,699
KCI 49
NHaFelll citrat 0,063 g
SL6 1,25 ml
MgSO4-7H20 209
NaHCO3 0,259
NaBr 0549
Kvasnicovy extrakt 6,25 g
Glukoza 309
Destilovana voda 1000 mi

Piipravené médium bylo autoklavovano pii teploté 121 °C po dobu 20 minut. Roztoky
stopovych prvkt a glukozy byly autoklavovany pti teploté 115 °C a byly k médiu pridany
az po sterilaci média v laminarnim boxu.

3.2.2 Kultivace Cupriavidus necator H16

Inokulum Cupriavidus necator H16 bylo piipraveno v objemu 100 ml do 200 mi
Erlenmeyerovych banék. Nasledna kultivace probihala na temperované tfepacce po dobu 3 dnil
pii teploté 30 °C.

Pro ptipravu inokula bylo ptipraveno nasledujici zivné médium, které bylo pouzito také jako
produkéni.

(NH4)SO4 3¢
KH2PO4 1,02 g
NazHPO4 11,19
MgSO, 0,063 g
Roztok stopovych prvka* 1 ml
Fruktéza 209
Destilovana voda 1000 ml

*Roztok stopovych prvki

FeClz-6H.0 9,79
CaCl2:2H20 7,89
CuSO4-5H20 0,156 g
CoCl:2H20 0,119¢
NiCl2>-4H>0 0,118 ¢
0,1 M HCI 1000 ml

3.2.3 Kultivace Saccharomyces cerevisiae

Inokulum pro Saccharomyces cerevisiae bylo pfipraveno v objemu 150 ml do 300 ml
Erlenmeyerovych banék. Naslednd kultivace probihala na temperované tiepacce pii teploté

32 °C po dobu 24 hodin.
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Pro ptipravu inokula bylo pfipraveno nasledujici Zivné médium, které bylo pouzito také jako

produkéni.

Kvasnicovy extrakt 109
Bakterialni pepton 209
D-glukoéza 209
Destilovana voda 1000 ml

3.3 lzolace extracelularniho polysacharidu

Pro izolaci EPS produkovaného archealnim kmenem Haloferax mediterranei bylo ptipraveno
celkem 1200 ml vyse zminéného média, do kterého byl mikroorganismus naoc¢kovan. Inokulum
bylo piipraveno v objemu 200 ml do Sesti 500 ml Erlenmeyerovych banék. Nasledna kultivace
probihala na termostatované ttepacce pii teploté 37 °C po dobu 4 dni.

Po c¢tyrdenni kultivaci byla provedena izolace. Ze supernatantu, ktery byl ziskdn centrifugaci
biomasy, bylo odpipetovano 200 ml vzorku do piedem zvazenych centrifugacnich zkumavek.
Nasledné bylo pridano 400 ml vychlazeného ethanolu. Smés byla protfepana, ¢imZz doslo
k vysrazeni extracelularniho polysacharidu. Vzorek byl opét centrifugovan pii 9000 ot/min
po dobu 3 min. Byla odlita kapalna ¢ast. Vysrazeny EPS byl rozpustén v destilované vodé
a opét vysrazen ethanolem v poméru 1:2. Poté byl vzorek centrifugovan za vySe uvedenych
podminek. Proces ¢iSténi byl zopakovan a timto postupem byl vyisolovan polysacharid z celého
objemu 1200 ml.

K izolaci extracelularnich polysacharidii z média bylo nasledné vyuzito ultradialyzy KrosFlo.
Ultradialyza byla vyuzita za Gcelem odstranéni NaCl, ktery se v produkénim médiu nachazel
v koncentraci 150 g/, a dal$ich komponent nachazejicich se v médiu. Produk¢éni médium, které
bylo zbaveno bunék, bylo dialyzovano pies membranu o velikosti port 5 kDa. Nasledné byl
extracelularni polysacharid lyofilizovan pro dalsi studium.

3.4 Studium extracelularniho polysacharidu

Archealni kmen Haloferax mediterranei je znam pro produkci extracelularniho aniontového
polysacharidu s vysokou molekulovou hmotnosti, coz ma za nasledek typicky viskozni
charakter. EPS predstavuje sulfatovany polysacharid, které se sklada z opakujich
se trisacharidovych jednotek. Trisacharidovou jednotku tvofi mandza se dvéma skupinami
kyseliny 2-acetamido-2-deoxyglukuronové (GICNACA). Piitomna je sulfoesterova vazba,
ktera se nachazi na tietim uhliku druhé molekuly GIcNACcA [34].

3.4.1 Stanoveni celkovych sacharidi pomoci Anthoronovy metody

Nejdtive byl ptipraven roztok kyseliny sirové o koncentraci 75 obj. %. Poté byl piipraven
roztok anthronu. Bylo navazeno 0,5 g anthronu do malé kadinky s 10 ml absolutniho ethanolu,
anthron byl rozpusten. Tento roztok byl pfiddn do 250 ml odmérné baiiky a doplnén pfedem
ptipravenym roztokem 75% kyseliny sirové.

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven zasobni roztok glukézy o koncentraci 100 mg/I,
ze kterého byla ptipravena kalibracni sada roztokl dle tabulky:
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Tabulka 1: Anthronova metoda — kalibracni ki'ivka

Objem destilované vody Objem roztoku glukozy Vysledna koncentrace
10 ml 0ml 0 mg/l
8 ml 2ml 20 mg/I
6 ml 4 mi 40 mg/I
4 ml 6 ml 60 mg/I
2 ml 8 mi 80 mg/I
0oml 10 ml 100 mg/I

Z kazdého ptipraveného roztoku byl odpipetovan 1 ml do zkumavky. Poté byly ptidany 2 ml
75% roztoku kyseliny sirové. Nasledné byly ptidany 4 ml roztoku anthronu. Smés byla
dikladné promichana, zahtata na teplotu 100 °C po dobu 15 min a po ochlazeni na pokojovou
teplotu byla zméfena absorbance vSech roztokl na spektrofotometru pii vinové délce 578 nm.
Jako blank slouZil roztok s koncentraci glukdzy 0 mg/I.

Obdobné¢ byly piipraveny vzorky pro méfeni. Z kazdého vzorku byl odpipetovan 1 ml, k némuz
byly pfidany 2 ml 75% kyseliny sirové a 4 ml roztoku anthronu a dtkladné promichany. Jelikoz
byly vzorky pftilis koncentrované, byly 10krat nafedény. VVzorky byly zahtaty na teplotu 100 °C
po dobu 15 min a po ochlazeni na pokojovou taktéz méfeny na spektrofotometru pii vinové
délce 578 nm.

3.4.2 Infracervena a Ramanova spektroskopie

Pro analyzu pomoci infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)
a Ramanovy spektroskopie byl vyuzit piistroj (Nicolet iS50). Pi stanoveni IC spektra byla
vyuzita metoda uplného zeslabeného odrazu (jednoodrazovy diamantovy ATR nastavec),
Ramanovo spektrum bylo méfeno ve specialnim aditivnim modulu.

3.4.3 Prvkova elementarni analyza

Prvkova analyza byla provedena na elementarnim analyzatoru EA 3000, kde jednotlivé plynné
slozky generované ve spalovacim reaktoru jsou separovany za pomoci principu plynové
chromatografie a nasledné jsou detekovany vysoce citlivym teplotné vodivostnim detektorem
(TCD). Byly stanovovéany prvky C, H, N, S, obsah O byl stanoven dopo¢itanim.

3.5 Vysev na pevné médium

Nejdiive byly ptfipraveny agarové plotny pro ndsledny rist kultur. Bylo pfipraveno Zivné
médium pro mikroorganismus Haloferax mediteranei, jehoz slozeni je uvedeno v kapitole
3.2.1, do kterého bylo ptidano 5 g agaru na 250 ml zivného média. Roztok byl po dobu 45 minut
sterilovan v tlakovém hrnci. Roztok stopovych prvkia a glukézy byl ptidan po sterilaci
ve sterilnim boxu. Nasledné byl tento roztok rozlit ve sterilnim boxu do Petriho misek.

Pro studium viability byly pfipraveny dva vzorky, kdy jeden vzorek byl vystaven stresovému
faktoru — vysoké teploté, ktery je uveden v kapitole 3.6.1.1. Druhym vzorkem byla kultura,
kterd nebyla vystavena zadnému stresovému faktoru. Oba vzorky byly nafedény desitkovym
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fedénim 100krat, 1000krat a 10000krat. Nasledné bylo odpipetovano 0,1 ml kazdého vzorku
a sterilni hokejkou byl proveden roztér vzdy 2krat pro kazdé fedéni daného vzorku.

3.6 Stanoveni viability pomoci pritokového cytometru

Stanoveni viability Ize provést nckolika zplsoby. Jednim zplisobem je stanoveni
zivotaschopnosti vysevem na pevné médium. Metoda je vSak Casové ndro¢na. Principem
stanoveni viability je detekce Zivotn& dulezitych funkci. Zivotnd dtlezité funkce mohou byt
sledovany pomoci selektivniho znaceni fluorescenénimi sondami. Pro sledovani bunck
mizeme kromé fluorescencniho mikroskopu pouzit také naptiklad pritokovou cytometrii.
Stanoveni viability bylo provedeno pomoci prutokového cytometru, coz je moderni piistroj
umoziujici studovat bunky jednotlivé. Dava ndm informace o velikosti a granulovitosti bunék
prostfednictvim meéfeni rozptylu svétla v pfimém a bocnim sméru. Pomoci barveni
fluorescen¢ni sondou, interkala¢nim ¢inidlem, a naslednym métenim fluorescence lze stanovit
viabilitu. Jako fluorescen¢ni sonda byl pouzit propidium jodid. Interkala¢ni ¢inidlo, které
vstupuje zejména do mrtvych bun¢k, které maji porusenou membranu [35].

3.6.1 Stresova odolnost mikroorganismu Haloferax mediterranei

Jednim z cild mé prace bylo studovat stresovou odolnost archealniho kmene Haloferax
mediterranei. Pro kazdé méteni byly ptipraveny dva vzorky. Prvni vzorek pfedstavoval 1 ml
kultury. Druhy vzorek byl piipraven centrifugaci 1 ml kultury. Poté byl slit supernatant
a k usazeniné byl ptidan 1 ml roztoku PBS* skoncentraci soli 150 g/l avzorek byl
rozsuspendovan pomoci vortexu. Oba tyto vzorky byly vystaveny stejnym stresovym
podminkam. Poté byla stanovena viabilita obou vzorkli pomoci pritokového cytometru.

*  Slozeni pufru PBS

NaC 18 g/l
KCI 0,2 g/l
KH2PO4 0,24 g/l

Na;HPO4-2H20 1,44 g/l
Destilovana voda 1000 ml

3.6.1.1 Teplotni stres — vysoka teplota

Nejdiive byly pripraveny vzorky kultury v zivném médiu av roztoku PBS do dvou
mikrozkumavek. Poté byly oba vzorky uloZeny do vodni lazné a vystaveny varu po dobu
10 min. Poté byly oba vzorky zcentrifugovany, byl slit supernatant a byl ptidan 1 ml roztoku
PBS s koncentraci soli 150 g/I, vzorky byly rozsuspendovany. Nasledné byl kazdy vzorek
10krat nafedén roztokem PBS s koncentraci soli 150 g/1. Po ptidani 5 ul propidium jodidu (PI)
a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.6.1.2 Teplotni stres — mraZeni
Nejdiive byly ptipraveny vzorky kultury v Zivném médiu avroztoku PBS do dvou
mikrozkumavek. Poté byly oba vzorky uloZeny do mraziciho boxu a vystaveny teploté¢ —30 °C

po dobu jednoho dne. Nasledné byly pii laboratorni teploté rozmrazeny. Oba vzorky byly
zcentrifugovany, byl slit supernatant a byl ptidan 1 ml roztoku PBS s koncentraci soli 150 g/I,
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vzorky byly rozsuspendovany. Nasledné byl kazdy vzorek 10krat nafedén roztokem PBS
s koncentraci soli 150 g/l. Po ptidani 5 pl PI a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany
na prutokovém cytometru.

3.6.2 Studium ochrannych vlastnosti EPS ve stresové odpovédi eukaryotickych
a prokaryotickych bunék.

Cast mé prace byla zaméfena na studium ochrannych vlastnosti extracelularniho polysacharidu
pro eukaryotické a prokaryotické buiky. Pro studium ochrannych vlastnosti extracelularniho
polysacharidu ve stresové odpovédi prokaryotickych bunék byl pouzit mikroorganismus
Cupriavidus necator H16, ve stresové odpovédi eukaryotickych bunék mikroorganismus
Saccharomyces cerevisiae. Pro kazdé méfeni byly piipraveny dva vzorky. Do dvou
mikrozkumavek bylo napipetovano 0,5 ml kultury daného mikroorganismu. Oba vzorky byly
centrifugovany pii 7000 ot/min po dobu 5 min. Poté byl slit supernatant a k sedimentu jednoho
vzorku bylo ptidano 0,5 ml roztoku PBS avzorek byl rozsuspendovan pomoci vortexu.
K sedimentu druhého vzorku bylo pfidano 0,5 ml roztoku PBS s koncentraci EPS 10 g/l. Oba
tyto vzorky byly vystaveny stejnym stresovym podminkam. Poté byla stanovena viabilita obou
vzorkli pomoci pratokového cytometru.

3.6.2.1 Teplotni stres — vysoka teplota

Nejdiive byly pfipraveny dva vzorky kultury v roztoku PBS a dva vzorky v roztoku PBS
obohaceném o 10g/l EPS do ¢tyi mikrozkumavek. Poté byly vSechny vzorky ulozeny do vodni
lazn¢ a vystaveny teploté 70 °C. Jeden vzorek v roztoku PBS a jeden vzorek v roztoku PBS
s koncentraci EPS 10 g/l po dobu 5 min, dal$i dva vzorky po dobu 15 min. Nasledné byly
vzorky centrifugovany pti 7000 ot/min po dobu 5 min. Supernatanty byly slity. K usazeninam
bylo ptidano 0,5 ml PBS. Vzorky byly rozsuspendovany na vortexu. Poté byl od kazdého
vzorku odebran 0,1 ml a nafedén 0,9 ml roztoku PBS. Vzorky tedy byly 10krat nafedény.
Po ptidani 5 ul PI a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany na pratokovém cytometru.

3.6.2.2 Teplotni stres — mraZeni

Nejdiive byly ptipraveny vzorky kultury v roztoku PBS a v roztoku PBS obohaceném o 10 g/l
EPS do dvou mikrozkumavek. Poté byly oba vzorky ulozeny do mraziciho boxu a vystaveny
teplot¢ —30 °C po dobu jedné hodiny. Po rozmrazeni byly oba vzorky centrifugovany
pti 7000 ot/min po dobu 5 min. Supernatanty byly slity. K usazenindim bylo pfidano 0,5 ml
PBS. Vzorky byly rozsuspendovany na vortexu. Poté byl od kazdého vzorku odebran 0,1 ml
anafedén 0,9 ml roztoku PBS. Vzorky tedy byly 10krat nafedény. Po piidani 5 ul PI
a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.6.2.3 Osmoticky stres

Nejdtive byly pfipraveny vzorky kultury v roztoku PBS a v roztoku PBS obohaceném o 10 g/l
EPS do dvou mikrozkumavek. Poté byl do obou vzorkl ptidan NaCl o vysledné koncentraci
200 g/l. Vzorky byly osmotickému stresu vystaveny po dobu 1 hodiny. Nasledné byly oba
vzorky centrifugovany pti 7000 ot/min po dobu 5 min. Supernatanty byly slity. K usazeninam
bylo ptidano 0,5 ml PBS. Vzorky byly rozsuspendovany na vortexu. Poté byl od kazdého

26



vzorku odebran 0,1 ml anafedén 0,9 ml roztoku PBS. Vzorky tedy byly 10krat nafedény.
Po pfidani 5 pl PI a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.6.2.4 Ethanolovy stres

Nejdtive byly ptipraveny vzorky kultury v roztoku PBS a v roztoku PBS obohaceném o 10 g/l
EPS do dvou mikrozkumavek. Poté byl do obou vzorkd pfidan ethanol, aby bylo dosazeno
vysledné koncentrace 10 obj. % ethanolu ve vzorku. Oba vzorky byly vystaveny ethanolovému
stresu po dobu 1 hodiny. Nasledné byly vzorky centrifugovany pti 7000 ot/min po dobu 5 min.
Supernatanty byly slity. K usazeninam bylo ptidano 0,5 ml PBS. Vzorky byly rozsuspendovany
na vortexu. Poté byl od kazdého vzorku odebran 0,1 ml a nafedén 0,9 ml roztoku PBS. VVzorky
tedy byly 10krat nafedény. Po pfidani 5 ul PI a 20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany
na prutokovém cytometru.

3.6.2.5 Osmoticky stres ve spojeni s teplotnim stresem

Nejdiive byly ptipraveny vzorky kultury v roztoku PBS a v roztoku PBS obohaceném o 10 g/l
EPS do dvou mikrozkumavek. Poté byl do obou vzorkii pfidan NaCl o vysledné koncentraci
200 g/l. Vzorky byly osmotickému stresu vystaveny po dobu 1 hodiny. Poté byly oba vzorky
vystaveny teploté 70 °C po dobu 5 min. Nasledné byly vzorky centrifugovany pii 7000 ot/min
po dobu 5 min. Supernatanty byly slity. K usazeninam bylo piidano 0,5 ml PBS. Vzorky byly
rozsuspendovany na vortexu. Poté byl od kazdého vzorku odebran 0,1 ml a nafedén 0,9 ml
roztoku PBS. Vzorky tedy byly 10krat nafedény. Po piidani 5 pl PI a 20 minutach v temnu byly
vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.6.2.6 Ethanolovy stres ve spojeni s teplotnim stresem

Nejdiive byly ptipraveny vzorky kultury v roztoku PBS a v roztoku PBS obohaceném o 10 g/l
EPS do dvou mikrozkumavek. Poté byl do obou vzorki pfidan ethanol, aby bylo dosazeno
vysledné koncentrace 10 obj. % ethanolu ve vzorku. Oba vzorky byly vystaveny ethanolovému
stresu po dobu 1 hodiny. Poté byly oba vzorky vystaveny teplot¢ 70 °C po dobu 5 min.
Nasledn¢ byly oba vzorky centrifugovany pii 7000 ot/min po dobu 5 min. Supernatanty byly
slity. K usazeninam bylo pfidano 0,5 ml PBS. Vzorky byly rozsuspendovany na vortexu. Poté
byl od kazdého vzorku odebran 0,1 ml a nafedén 0,9 ml roztoku PBS. Vzorky tedy byly 10krat
natedény. Po pfidani 5 pl PI a 20 minutdch v temnu byly vzorky analyzovany na pritokovém
cytometru.
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4 VYSLEDKY
4.1 Stresova odolnost Haloferax mediterranei

V ramci této Casti prace jsme se setkali s velkou komplikaci pfi stanoveni viability extrémné
halofilni mikrobialni kultury. Nespolehlivost vysledkti méfeni viability pomoci prutokové
cytometrie mohla byt zplGsobena tim, Ze koncentrace soli ve vzorku mohla zhaSet
fluorescenci [36]. Dalsim moznym duvodem je to, ze se mikroorganismus Haloferax
mediterranei vyznacuje autofluorescenci, ktera mohla rusit fluorescenci vzniklou ptisobenim
propidium jodidu [37]. Vysledky mohly byt také ovlivnény stavbou bunécné stény archaei.
Chemicka stavba archealnich membran je unikatni. Sklada se sice z fosfolipidi, jako membrany
bakterii ieukaryot, ale fosfolipidy archei jsou slozeny z glycerol-etherlipidii, zatimco
fosfolipidy bakterii a eukaryot jsou tvoteny glycerol-esterlipidy. Etherové vazby archaei jsou
stabilngjsi, coz mize branit pruniku interkala¢niho barviva do bunky [38].

Pro nepiesnost vysledkli byla viabilita studovana také pomoci vysevu na agarovou plotnu
s zivnym médiem. Mikroorganismus Haloferax mediteranei roste ve viskoznich vrstvach,
takze nebylo mozné jednotlivé kolonie spocitat. Dal§im problémem bylo to, Ze ptidana stil ¢asto
vykrystalizovala, a tak mikroorganismus nemohl rast.

ProtoZe nebylo moZzné stanovit viabilitu tohoto archealniho kmene ani méfenim fluorescence
pomoci prutokového cytometru ani vysevem na pevné médium, rozhodli jsme se pro studium
extracelularniho polysacharidu. Cilem bylo extracelularni biopolymer izolovat a studovat jeho
chemickou charakteristiku a vliv ve stresové odpovédi prokaryotickych i eukaryotickych
bunék.

4.2 Izolace extracelularniho polysacharidu

Pro izolaci EPS produkovaného archealnim kmenem Haloferax mediterranei bylo ptipraveno
celkem 1200 ml média, do kterého byl mikroorganismus naockovan. Inokulum bylo pfipraveno
v objemu 200 ml do Sesti 500 ml Erlenmeyerovych banék. Naslednd kultivace probihala
na termostatované ttepacce pfti teploté 37 °C po dobu 4 dni.

Po c¢tyrdenni kultivaci byla provedena izolace. Ze supernatantu, ktery byl ziskan centrifugaci
biomasy, bylo odpipetovano 200 ml vzorku do pfedem zvazenych centrifugac¢nich zkumavek.
Nasledné bylo pfidano 400 ml vychlazeného ethanolu. Smés byla protfepana, ¢imz doslo
k vysrazeni extracelularniho polysacharidu. Vzorek byl opét centrifugovan pii 9000 ot/min
po dobu 3 min. Byla odlita kapalna ¢ast. Vysrazeny EPS byl rozpustén v destilované vode
a op¢€t vysrazen ethanolem v poméru 1:2. Poté byl vzorek centrifugovan za vyse uvedenych
podminek. Proces ¢iSténi byl zopakovan a timto postupem byl vyisolovan polysacharid z celého
objemu 1200 ml.

Jelikoz vzorek obsahoval stdle vysokou koncentraci soli a mnoho dalSich komponent
nachézejicich se v médiu, bylo nutné jej vycistit. K izolaci extraceluldrniho polysacharidu
z média bylo tedy nasledné vyuzito ultradialyzy KrosFlo. Produkéni médium, které bylo
zbaveno bunék, bylo dialyzovano pies membranu o velikosti pora 5 kDa. Byly ziskany dva
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permeaty a retentat, kdy v retentatu byla detekovana nejvyssi koncentrace celkovych sacharida,
z ¢ehoz je patrné ze produkce a izolace EPS probéhla uspésné.

4.2.1 Kvantitativni zhodnoceni izola¢niho postupu

Nejdiive byla sestrojena  kalibraéni  kfivka proméfenim pfipravenych vzorki
na spektrofotometru.
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Graf 1: Anthronova metoda — kalibracni ki'ivka

Anthronovou metodou byl stanoven obsah celkovych sacharidii ve vzorku odebraném
po izolaci EPS srazenim (1), vzorku odebraném z druhého permeatu po ultradialyze (2)
a vzorek finaln¢ vyizolovaného vy¢isténého extracelularniho polysacharidu (3).

Tabulka 2: Anthronova metoda — tabulka vysledkai

Vzorek Absorbance Koncentrace
1 0,135 17,1 mg/l
2 0,667 84,5 mg/I
3 0,329 41,6 mg/l

Byla vypocitana koncentrace celkovych sacharidi dosazenim namétenych hodnot absorbanci
do rovnice kalibra¢ni pfimky.Vysledky méteni ukazuji na to, Ze byl EPS po ultradialyze
nejdiive zakoncentrovan, poté doslo k jeho purifikaci. Pii lyofilizaci finalniho produktu bylo
ziskano 257 mg EPS, které byly dale chemicky charakterizovany a také byly posouzeny
potencialni protektivni vlastnosti EPS u modelového eukaryotického a prokaryotického
mikroorganuismu viici celé fadé¢ stresovych faktort.
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4.3 Chemicka charakterizace extracelularniho polysacharidu
4.3.1 Ramanova spektroskopie

V prvnim experimentu jsme EPS charakterizovali pomoci Ramanovy spektroskopie.

Ramanovské spektrum je znazornéno nize (Obrazek 3), nejvyznamnéjsi piky spektra pak shrnuje

Tabulka 3.
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Obrdzek 3: Ramanova spektroskopie — spektrum
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Obrazek 4: Strukturni vzorec EPS [34]
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Tabulka 3: Ramanova spektroskopie — tabulka vysledkii

Vinoéet (cm™?) | PFirazeni
838,65 R-OH vibrace v primarnich a sekundarnich alkoholech
1057,14 C-O vibrace v primarnich alkoholech
1101,3 C-O vibrace v sekundarnich alkoholech
1260,6 C-OH vibrace v primarnich a sekundarnich alkoholech
1356,74 Deformacni vibrace CH3—C-CH3s
1444 61 Deformaéni vibrace CHz3—C-CH3 a deformacni vibrace -OH a valen¢ni
’ C-O v COOH
1514,24 N-H vibrace v sekundarnich aminech
1724,2 C=0 vibrace v -COOH
2877,66 C-H symetricka vibrace v skupinach CH»
2931,12 C-H asymetricka vibrace v skupinach -CH>-
2968,97 C-H asymetricka vibrace v skupinach CH>
2995,76 C-H asymetricka vibrace v skupinach CHs
3200-3400 N-H a O-H vibrace v alkoholech a sekundarnich aminech

Pti srovnani vysledkti z méteni pomoci Ramanovy spektroskopie se strukturnim vzorcem EPS
(Obrazek 4) vidime, ze zobrazené signaly odpovidaji struktufe daného polysacharidu. Nebyly
vSak zobrazeny vibrace, které¢ by vypovidaly o pfitomnosti sulfoesterové vazby, a tedy
sulfatové skupiny na t¥etim uhliku druhé skupiny 2-acetamido-2-deoxyglukuronové kyseliny.
Davodem mtize byt pfili§ nizka koncentrace sulfatovych skupin, coz mohlo byt zptisobeno tim,

ze nebyl ziskdn dokonale cCisty vzorek extracelularniho polysacharidu, ale jednalo se

0 extracelularni matrici, ktera obsahovala také dalsi sacharidy ¢i proteiny. Pfipadné je mozné,
7e mira sulfonace zavisi na kultiva¢nich podminkach a dalSich parametrech kultivace. Je tedy

mozné, ze V soucasné dobé akceptovana struktura extracelularniho polysacharidu Haloferax

mediterranei neni zcela universalni.
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4.3.2 Infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Druhou pouzitou charakterizani technikou byla FTIR spektroskopie. Pfislusné spektrum
znazornuje Obrazek 5 a nejvyznamnéjsi piky spektra jsou nasledné piedstaveny v tabulce
(Tabulka 4).
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Tabulka 4: FTIR — tabulka vysledkii

Vinoéet (cm™?) | PFirazeni
936,79 Deformacni vibrace C-O-H v COOH
1053,03 Vibrace C-O v primarnich alkoholech
1098,41 Vibrace C-O v etherech
1129,90 Vibrace C-N v sekundarnich aminech
1181,12 Vibrace C-O v etherech
1262,04 Vibrace O-H v alkoholech
1277,51 Vibrace O-H v alkoholech
1379,25 Vibrace C-H v CHz skupinach
1451,17 Vibrace C-H v CH> a CHz3 skupinach
1554,96 Vibrace N-H v sekundarnich aminech
1638,99 Vibrace N-H v sekundarnich aminech
1722,12 Vibrace =O v COOH

2880,79 Symetrické valenéni vibrace C-H v CH3 skupinach

2933,23 Asymetricka valen¢ni vibrace C-H v -CH»- skupinach

2975,22 Asymetricka valen¢ni vibrace C-H v CHs skupinach
3290,23 Vibrace O-H a N-H v alkoholech a sekundarnich aminech

Obdobné jako pfi analyze Ramanovou spektroskopii odpovidaji zvyraznéné signaly struktuie
extracelularniho polysacharidu. Vysledky vypovidaji o tom, Ze se ve struktufe nachazi
karboxylové skupiny, skupiny sekundarnich amind, karbonylové skupiny ¢i hydroxylové
skupiny alkoholu, které se v teoretické struktufe uvedené na Obrazek 4 opravdu nachazi.
Ve struktufe extracelularniho polysacharidu se ovSem nachazi také sulfatova skupina,
ktera nebyla detekovana ani pomoci FTIR ani Ramanovy spektroskopie, coz muze vypovidat
0 velmi nizkém mnozstvi sulfatovanych skupin, jak bylo uvedeno v piedchozi kapitole.
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4.3.3 Prvkova elementarni analyza

Posledni pouzitou charakterizacni technikou byla elementarni analyza. Jeji vysledky jsou
znazornény v nasledujici tabulce (Tabulka 5).

Tabulka 5: Prvkova elementdrni analyza — tabulka vysledkii

Prvek Realny obsah Teoreticky obsah
Dusik 3,42 % 4,22 %
Uhlik 45,69 % 38,01 %
Vodik 6,58 % 4,68 %

Sira 0,49 % 4,83 %
Kyslik 43,82 % 48,27 %

V porovnani realného obsahu prvki s vypocitanym teoretickym obsahem prvkii pro modelovou
strukturu polysacharidu zobrazenou na Obrazek 4 vidime jisté odlisnosti. Zejména v obsahu
siry, kdy v readlném vzorku byl obsah prvku mnohem nizs§i. Prvkova elementarni analyza

potvrzuje Givahu o velmi nizké koncentraci sulfatovych skupin, tyto vysledky zaroven potvrzuji
pozorovani obou vySe uvedenych spektroskopickych metod. Jelikoz se nelisi teoretické a realné
hodnoty pouze v obsahu siry, miizeme uvazovat necistotu vzorku. VVzorek mohl obsahovat
i dalsi latky, které se nachazely v piivodnim roztoku. Takovymi latkami mohou byt zejména
dalsi doprovodné polysacharidy, jelikoZ se redlny vzorek lisizvySenym obsahem uhliku, vodiku

a kysliku. Druhou moznosti je, ze teoreticka struktura polysacharidu neni zcela univerzalni,

a ze zastoupeni jednotlivych funkcnich skupin (sulfatové, acetylové, aminoskupiny) se muize
v pribéhu kultivace ménit anecbo muize byt zavislé na Kkultivaénich podminkach,

piipadné i Caste¢né kmenoveé specifické.
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4.3.4 Vliv ochrannych vlastnosti EPS ve stresové odpovédi prokaryotickych bunék

Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné posoudit protektivni G¢inek EPS u samotného produkéniho
kmene (viz. kapitola 4.1), byl jako modelovy prokaryticky kmen zvolen
Cupriavidus necator H16. Jedna se o béznou pudni bakterii, kterd je, stejné¢ jako Haloferax
meditarenei, schopna akumulace PHA. Bakterie byla exponovana riznym stresovym
podminkam v PBS pufru v pfitomnosti EPS a nebo bez EPS. Vysledky experimentu jsou

shrnuty nize, viz Tabulka 6.

Tabulka 6. Studium ochrannych viastnosti EPS — Cupriavidus necator H16

Cupriavidus necator H16

Stresovy faktor Piidavek EPS Zivé buiiky Mrtvé buiiky
Vysoka teplota, 5 min ano 100,0 0,0
Vysoka teplota, 5 min ne 40,2 59,8
Vysoka teplota, 15 min ano 100,0 0,0
Vysoka teplota, 15 min ne 24,4 75,6
Mrazeni ano 53,3 46,7
Mrazeni ne 53,1 46,9
Osmoticky stres ano 84,9 15,9
Osmoticky stres ne 49,6 50,4
Ethanolovy stres ano 35,6 64,4
Ethanolovy stres ne 23,9 76,2
Osmoticky stres, vysoka teplota ano 100,0 0,0
Osmoticky stres, vysoka teplota ne 46,1 53,9
Ethanolovy stres, vysoka teplota ano 0,0 100,0
Ethanolovy stres, vysoka teplota ne 0,0 100,0

Vysledky ukazuji, Ze EPS méa velmi dobré ochranné vlastnosti. Ochranné vlastnosti
extracelularniho polysacharidu se projevily nejvice pfi stresu zpiisobeném vysokou teplotou
a pii osmotickém stresu spojeném s vysokou teplotou. Nejméné se protektivni efekt EPS
projevil pfi stresu zplsobeném mrazenim. Obecné vSak lze konstatovat, Ze EPS poskytoval
ochranu proti vétSin€ testovanych stresti. To naznacuje jeho moznou biologickou roli,
ale otevira také fadu moznych aplikaci v mikrobialnich biotechnologiich. Pouze ethanolovy
stres spojeny s vysokou teplotou byl pro mikroorganismus zcela smrtici ipfi pfidani
extracelularniho polysacharidu.
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4.3.5 Vliv ochrannych vlastnosti EPS ve stresové odpovédi eukaryotickych bunék

Vedle prokyrytického modelového organismu byl protektivni uc¢inek EPS posouzen také
pro eukaryticky mikroorganismus — Saccharomyces cerevisiae. Vysledky ukazuje Tabulka 7.

Tabulka 7. Studium ochrannych viastnosti EPS — Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Stresovy faktor Pridavek EPS Zivé buiiky Mrtvé buiiky
Vysoka teplota, 5 min ano 98,2 1,8
Vysoka teplota, 5 min ne 5,6 94,4
Vysoka teplota, 15 min ano 97,1 2,9
Vysoka teplota, 15 min ne 7,0 93,0
Mrazeni ano 100,0 0,0
Mrazeni ne 77,4 22,6
Osmoticky stres ano 100,0 0,0
Osmoticky stres ne 25,1 74,9
Ethanolovy stres ano 100,0 0,0
Ethanolovy stres ne 95,4 4.6
Osmoticky stres, vysoka teplota ano 98,4 1,6
Osmoticky stres, vysoka teplota ne 14,8 85,2
Ethanolovy stres, vysoka teplota ano 98,0 2,0
Ethanolovy stres, vysoka teplota ne 16,5 83,5

Pii studiu ochrannych vlastnosti EPS u kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly zkoumany
stejné stresové faktory jako pfi studiu ochrannych vlastnosti EPS u Cupriavidus nectator H16.
Byly prokazany velmi dobré ochranné vlastnosti u vSech testovanych stresii. Obecné byl

protektivni u¢inek EPS jesté vyrazné€jsi nez tomu bylo u C. necator H16. Nejmén¢ se ochranné
schopnosti projevily u ethanolového stresu. Divodem miize byt to, Ze mikroorganismus
Saccharomyces cerevisiae se bézn¢ ucastni ethanolového kvaseni a je proti pisobeni ethanolu

relativné rezistentni [39].
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5 ZAVER
Tato prace byla zaméfena na studium ochrannych vlastnosti biopolymerid produkovanych
mikroorganismem Haloferax meditaranei. Konkrétn¢ byla pozornost vénovana

extracelularnimu polysacharidu, ktery tento extrémné halofilni prokayoticky mikroorganismus
produkuje.

Se zamérem studovat vlastnosti a ochranné schopnosti extracelularniho polysacharidu byl tento
biopolymer izolovan. Byl vysrazen ethanolem a zcentrifugovan. Jelikoz se v roztoku
vyizolovaného EPS nachazela vysoka koncentrace soli, byl tento roztok podroben ultrafiltraci
za Ucelem odstranéni nezadoucich komponent.

Vlastnosti extracelularniho polysacharidu byly studovany nékolika metodami. Pomoci
Anthronovy metody byl stanoven celkovy obsah sacharidd, z ¢ehoz bylo mozné odvodit, ze byl
extracelularni polysacharid nejdiive zakoncentrovan a poté byly odstranény necistoty.
Chemicka struktura extracelularniho polysacharidu byla studovana prostfednictvim Ramanovy
spektroskopie, infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci a prvkové elementarni
analyzy. Byla zjiSténa velmi nizkd koncentrace sulfdtovych skupin nebo dokonce jejich
nepritomnost, coz pravdépodobné vypovida o pfitomnosti nezddoucich slozek, piipadné je
mozné, ze modelova struktura tohoto EPS neni zcela univerzalni a struktura, piipadné
zastoupeni jednotlivych funk¢nich skupin, miize zaviset na kultivaénich podminkach.

Prace s extremofilnim kmenem byla komplikovana, napiiklad Zadna ze standardnich metod
stanoveni viability (pritokova cytometrie ani pocitani kolonii) neposkytovala diaveéryhodné
vysledky, a proto byl protektivni ti¢inek polysacharidu posouzen na modelovém prokarytickém
a ecukaryotickém mikroorganismu — bakterii Cupriavidus necator H16 a kvasince
Saccharomyces cerevisiae.

EPS vykazoval vyznamné protektivni U¢inky proti celé¢ paleté stresi u obou testovanych
mikroorganismi. To jednak naznacuje, ze H. meditarenei produkuje EPS pravé za tic¢elem
navyseni své stresové odolnosti. Vysledky této prace vSsak mohou mit 1 aplika¢ni aspekt — EPS
by mohl byt vyuzit jako protektivni latka v mikrobidlnich biotechnologiich,
napiiklad pfi ischové mikrobialnich bunék ve formé kryokonzerv, piipadné by mohl byt
aplikovan v aplikacich, ve kterych jsou mikrobidlni buiiky exponovany stresovym faktorim
(bioremediace, biodegradace polutantli atd.). Zarovén by teoreticky bylo mozné vyuzit
protektivni ucinky EPS také v oblasti farmacie a kosmetiky, nicméné prakticka realizace
a experimentalni ovéfeni tohoto myslenkového sméru by vyzadovala velké experimentalni
usili.
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