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1 Uvod

Extracelularni polymerni slouceniny jsou polymerni latky produkované
mikroorganismy do okoli buiiky, kde vytvaii slizovy obal, takzvanou matrix. Produkuji je

jak prokaryotické a eukaryotické organismy, tak skupina Archea. (Wingender et al., 1999)

V této praci bude pro extracelularni slouc¢eniny nadale pouzivana zkratka EPS
(,,extracelluar polymeric substances*), ackoliv ve starsi literatute bylo zvykem zkratkou EPS
oznacovat pouze extracelularni polysacharidy. Ty sice tvoii vyznamnou ¢ast extracelularnich
polymernich latek, nicméné pozdéji se i1 diky detailnéjSim a sofistikovanéj$im analyzam
objevila snaha zkoumat matrix jako celek a zkratka se zacala pouZzivat pro vSechny polymery
produkované vné bunky. Tento rozkol pékné shrnuje Flemming (2016) a ptidava i zajimavy

historicky exkurz do vyvoje pfedstav o podob¢ bakterialnich ,,sliza*.

Organickeé latky, ze kterych je EPS matrix mohou byt tvofeny samotnou mikrobidlni
buiikou, ale do matrix byvaji ¢asto inkorporovany i latky uvolnéné do prostoru pii odumirani

okolnich bunék. (More et al., 2014)

EPS matrix vykonava pro buniku mnoho dileZzitych funkci. Chrani buniku pted
Skodlivymi vlivy prostredi, naptiklad vysychanim. V ptfipadé sucha jsou mikroorganismy
schopné upravit produkci a export extracelularnich latek, predev§im polysacharidii, a nemusi
tak jen pasivné vzdorovat nepfizni okoli (Flemming, 2011). Diky enzymatické aktivité zde
muze dochazet k pfeméné Zivin v okoli buiiky a slizovy obal tak miiZe také slouZit jako
misto pro vytvafeni mimobunécné zasobarny Zivin bohatych na uhlik, dusik 1 fosfor

(Flemming, 2016).

Dilezitou vlastnosti organismti produkujicich EPS je schopnost pfichycovat se na
nejriznéjsi povrchy. Mohou se také pfichycovat jeden na druhy a tvofit tak obsahla
mikrobidlni spolecenstvi. Ve vod¢ 1ze tento jev pozorovat okem naptiklad v podobé vlocek
ve vodnim sloupci, ¢i hmatem na povrchu kamenti jako kluzky biofilm (More et al., 2014).
Pravé biofilmy jsou nesmirn€ zajimavym uskupenim s mnoha potencialné aplikovatelnymi

vlastnostmi, proto bude téma rozvinuto podrobné&ji v dalsi ¢asti této prace.

Cilem této prace je shrnout poznatky o EPS z né€kterych oblasti jejich vyzkumu.
Zabyva se jejich slozenim a faktory, které ovliviiuji mnoZzstvi a vlastnosti vyprodukovanych
EPS. Piiblizuje funkci EPS v riznych ptirodnich habitatech, véetné ptidy a vodniho prostiedi

a tvorbu biofilmi. Kratce se dotyka jejich detekce pomoci mikroskopickych technik.



2 Klasifikace EPS

Podle toho, v jakém vztahu jsou EPS vii¢i buiice je lze rozliSit na tzv. kapsularni a
slizové. Kapsularni EPS pftiléhaji k buiice tésn¢€. Tloustka kapsli, které vytvaii se mize
pohybovat od rozmért detekovatelnych pouze elektronovym mikroskopem (100 nm) az po
tloustku piesahujici 10 um. Oproti slizovym obsahuji kapsularni EPS vice proteinti,
predevsim pak glykoproteinti, které zajist'uji t€snou terciarni konfiguraci molekul. Diky
svym fyzickym vlastnostem a slozeni slouzi organismtim jako obrana vic¢i vnéj$Sim vlivam.
Naopak slizové EPS obklopuji buiiku spiSe volné. Obsahuji vétsi podil polysacharidii nez
kapslové EPS a molekuly nejsou drzeny pohromadé¢ tak silnymi terciarnimi konfiguracemi.
K produkei slizovych EPS dochazi pii nevyvazeném poméru dostupnych latek v okoli, napft.
pti nadbytku uhliku a nedostatku ostatnich latek, pfebyte¢ny uhlik je tak pfeménén na
polysacharidy. V dasledku toho piedstavuji slizové EPS dobfe stravitelny zdroj uhliku pro
ostatni organismy (Decho and Lopez, 1993).

V literatufe se objevuje i mnoho jinych oznaceni pro rizné druhy EPS. EPS byly
drive klasifikovany ptedevsim na zakladé jejich fyzickych vlastnosti a zpiisobi, kterymi je
lze extrahovat a jejich definice neni vzdy Uplné€ jednotnd (Wang et al., 2014). Lze se tak
setkat s terminy ,,vazané¢ EPS* (bound EPS) a ,,rozpustné EPS* (soluble EPS), které byly
ustanoveny na zakladé¢ rozdilnych vysledkl ziskanych centrifugaci. Rozpustné EPS bylo
mozné timto zptisobem od bunky odd¢lit, zatimco pro oddéleni vazanych EPS se muselo
vyuZzit jinych metod, napf. ultrasonikace nebo extrakce pomoci chemikalii (napt. EDTA)
(Han et al., 2013). Pozdé¢ji doslo k dalSimu rozliSeni vazanych EPS a to sice na ,,volné
vazané EPS* (loosely bound EPS, LB-EPS) a ,,pevné vazané EPS* (tightly bound EPS, TB-
EPS), ale kviili riznym metodickym postupiim, kterych bylo k jejich ziskani uZito nejsou
definice téchto termini jednoznacné a pfti Cteni vysledkli tak miize dochazet k nejasnostem
(Wang et al., 2014). Wang et al. (2014) navrhuje zohlednit pii kategorizovani EPS spise
fyzické forma. Konkrétné navrhuje rozliSeni na polymery, které se vyskytuji na povrchu
mikrokolonii organismti produkujicich EPS neboli vlo¢ek (extra-microcolony polymers,
EMPS) a polymert, které se vyskytuji uvnitt mikrokolonii (extra-cellular polymers, ECPS),

které se 1isi funkci 1 sloZenim.



3 Slozeni EPS

EPS matrix nema u vSech organismit stejné slozeni. Obsah a typ EPS muze byt
ovlivnén faktory souvisejicimi s podminkami okolniho prostiedi, naptiklad dostupnosti
zivin. U vétSich uskupeni pak zalezi také na druhovém sloZeni. Pokud mikroorganismy
vytvareji agregace, lze nalézt rozdily v poméru komponent mezi jednotlivymi ¢asti
spole€enstvi. Obecné lze ale fici, ze 75-90 % EPS tvoii proteiny a sacharidy. Déle jsou zde
pritomné také derivaty téchto latek, lipidy a nukleové kyseliny (Tab. 1.) (More et al., 2014).
Matrix je drzena pohromadé na zékladé ptisobeni slabé fyzicko-chemické sily, nikoliv tedy
pomoci kovalentnich vazeb. Stabilitu zajist'uji vodikové vazby, pritomnost van der Waalsovy
sily, elektrostatické a iontové interakce a také tvar, délka a vzajemné postaveni molekul

s dlouhymi fetézci (Flemming, 2011).

Tab. I: Mnozstvi a funkce jednotlivych komponent EPS. (More et al., 2014)

Slozka EPS Podil Klicova role v EPS

Adheze, agregace bunek, ochranna bariéra, zadrzovani

Sacharidy 40-90 % . .
vody, vazba enzymu, sorpce iontu, zdroj zivin

Adheze, agregace bunék, ochranna bariéra, zadrzovani
Proteiny 1-60%  vody, enzymaticka aktivita, sorpce iontq,
donory/akceptory elektront

Nukle:ove 1-10%  Adheze, agregace bunek, vymeéna genetické informace
kyseliny

Lipidy 1-10 % Adheze, antibiotika

Huminové .

il - Donory/akceptory elektronu

3.1 Sacharidy

Sacharidy, pfedevs§im ve formé polysacharidi, tvoti vétSinu hmoty EPS, kolem 40—
95 %. V EPS lze nalézt jak monosacharidy neutralni povahy, zastoupené predevS§im hexdzou,
zfidka 1 pentdzou, tak i latky ze skupiny uronovych kyselin, které mohou diky karboxylové
skupiné¢ nést elektricky naboj. Homopolysacharidy jsou sloZzené z jedné opakujici se
jednotky monosacharidu, zde €asto D-glukozy €1 L-fruktozy, a nemaji Zadny naboj (napf.
dextran, kurdlan a celul6za). Na rozdil od homopolysacharidi obsahuji heteropolysacharidy

rizné druhy monosacharidi (mimo D-glukézy a L-fruktozy tfeba i D-galaktozu, ¢i D-



kyselinu glukuronovou) a v zavislosti na jejich vlastnostech mohou mit i riizny naboj.
Vyznamnymi heteropolysacharidy tvotici EPS jsou alginat, xantanova guma a kyselina

hyaluronova. (More et al., 2014)

Jako poméroveé vyznamna slozka EPS zastavaji sacharidy mnoho funkci; zajistuji
ptilnavost bunék, vytvari pro n¢ ochranou bariéru a dokazi na sebe vazat enzymy, ¢imz
vytvaii jejich vnéjsi zasobarnu, stejné tak jako misto pro skladovani piebytecného uhliku.
Hydrofilni polysacharidy pak zadrzuji vodu. Nabité polysacharidy zase umi vazat organické
slouceniny a anorganické ionty (Flemming, 2011). Naboj polysacharidovych molekul mize
mit také vliv na jejich interakci s povrchy nebo jilovymi ¢asticemi. Vazebna schopnost zavisi
na délce a linearni struktufe molekuly, dale na jeji flexibilite, ktera umoznuje kontakt s
¢astici a tim tvorbu spojeni pomoci van der Waalsovy sily. Roli hraje také mnozZstvi
hydroxylovych skupin, jez podporuji tvorbu vodikovych mustki, a kyselych, zejména
karboxylovych skupin zajist'ujici tvorbu iontovych vazeb (Martin, 1971). Zalezi také na
umisténi té€chto skupin, zda jsou vazbé viibec ptistupné. Nejlépe se vazi skupiny, které jsou

soucasti postranniho fetézce (Labille et al., 2005).

3.2 Proteiny

Proteiny zaujimaji v EPS aZ 60 % a byvaji tak po polysacharidech nejhojnéjsi (More
et al., 2014), nékde ale mohou tvofit 1 hlavni slozku (Flemming, 2011).

Slouzi pfedevsim jako stavebni material (strukturni proteiny) nebo jako katalyzator
chemickych reakci (enzymy). Mezi strukturni proteiny Ize zatadit lektiny a jim podobné
latky, které jsou schopné vazat na sebe cukry a funguji tak jako spojnice mezi povrchem
buiky a okolim. Drzi matrix pohromad¢ a napomahaji tvorbé bunéénych agregati. Do
slizové matrix mize byt také vylucovano nékolik druhii enzymu (napf. lipazy, esterazy,
lipazy, proteéazy, ...). Enzymy mohou plsobit jednak na latky, ktera butika sama
vyprodukovala, ale 1 na latky, které se do matrix dostaly z okolniho prostredi. Pokud se
buiika ocitne v situaci dlouhodobého hladovéni, mize vyuzit nékterych enzymi k degradaci
nejen vlastnich EPS, ale i EPS svych sousedt i v pfipadé, Ze se nejednd o organismus
stejného druhu. Mimo tyto skupiny proteinli zde 1ze nalézt také glykoproteiny, které slouzi

ke komunikaci mezi buiikou a jejim okolim. (More et al., 2014)



3.3 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny v podobé¢ extracelularni deoxyribonukleové kyseliny (eDNA)
tvofi dalsi vyznamnou slozku EPS, jeji vyprodukované mnozstvi se mize liSit napfi¢ druhy
(More et al., 2014). Mezi organismy obklopenymi EPS v biofilmu mtze diky vyméné této
eDNA dochazet k horizontalnimu pienosu genii (Flemming, 2011), eDNA také napomaha
soudrznosti bun¢k v biofilmech (Allesen-Holm et al., 2006).

3.4 Lipidy

Lipidy a jejich derivaty tvoii co do objemu ne tak vyznamnou slozku EPS (cca
10 %). Jejich pfitomnost pomahd mikroorganismu lépe ptilnout k povrchu. Nékteré
povrchove aktivni molekuly (napf. surfaktin) jsou schopné dispergovat hydrofobni latky a
mohou byt Gi¢innymi antibiotiky nebo fungicidy a poskytuji tak jedinci kompeti¢ni vyhodu.

(More et al., 2014)

3.5 Huminové latky

Huminové latky nejsou produkovany organismy samotnymi, ale pfesto se v matrixu
nachazeji. Do smési EPS se dostavaji z okoli a od toho se také odviji jejich mnozstvi
v konkrétnim vzorku (More et al., 2014). Vznikaji rozkladem organické hmoty jako jsou
¢asti rostlin nebo mikroorganismy a tvofi slozité chemické komplexy. Vyskytuji se v pde,
raSeling€, hnédém uhli nebo v ptirodni i splaskové vodé a sedimentech. Lze je rozdélit na 3
skupiny, které se li§i mimo jiné svou rozpustnosti; huminy, které jsou zcela nerozpustné a
dale fulvonové a huminové kyseliny, které jsou rozpustné pouze pii zasaditych hodnotach
pH (Pefia-Méndez et al., 2005). Huminové latky maji schopnost ovliviiovat adsorp¢ni

schopnost EPS nebo jejich biologickou rozloZitelnost (More et al., 2014).
4 Faktory ovliviiujici produkci EPS

Produkce EPS je ovlivnéna jak vnitinim stavem buriky, jeji genetickou vybavou a
syntetickymi drahami, tak dostupnosti zivin a dal§imi vnéj$imi podminkami. (More et al.,

2014; Nouha et al., 2018)

4.1 Rustova faze

Mnozstvi vyprodukovanych EPS se 1isi béhem Zivota buiiky, nelze ale vyvodit
jednoznacny zaver, pii které ristové fazi dochazi k maximalni produkci, nebot’ tato hodnota

zavisi 1 na vnéjSich podminkach (Mezhoud et al., 2014) a lisi se napfi¢ riznymi organismy.
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Byla zaznamenana produkce EPS ve fazi exponencialniho riistu, stacionarni fazi i
v endogenni fazi (More et al., 2014). Obecné se ukazuje, ze u hub dochazi k vyznamné
syntéze EPS pozd¢&ji nez u bakterii (obvykle po 4-15 dnech) a to zejména v pozdni fazi

exponencialniho ristu ¢i v brzké fazi ristu stacionarniho (Mahapatra a Banerjee, 2013).

4.2 Typ substratu, uhlik a dusik

Vyznamnym faktorem ovlivitujicim tvorbu EPS je typ substratu. Jako zdroj uhliku se
v laboratofi nejcastéji vyuziva glukoza, sachardza, maltdza, fruktoza ¢i laktoza (Mahapatra a
Banerjee, 2013). Jako zdroj dusiku jsou vyuzivany anorganické zdroje (napft. siran amonny,
dusi¢nan sodny) i zdroje organické (napi. pepton, trypton, hovézi vyvar). Ve vétSing
zkoumanych piipada (Elisashvili et al., 2009; Xiao et al., 2010) byl rast bunék 1 produkce
EPS vyssi pii pouziti organickych zdrojti dusiku oproti anorganickym, existuji ale i vyjimky,
napiiklad Lim et al. (2004) zaznamenal vysokou produkci EPS pfi vyuziti anorganického
chloridu amonného. Neni zcela jasné, pro¢ jsou organické zdroje lepSim poskytovatelem
dusiku, je mozné, ze kromé dusiku poskytuji organismiim i jiné latky jako tieba
aminokyseliny nebo vitaminy (Xiao et al., 2010). Catley (1971) popsal vliv koncentrace
dusiku a amonnych iontil na vstiebavani a vyuzivani uhliku houbou Aureobasidium
pullulans pti produkci polymeru pullulanu. Po vyuziti amonnych iontil jako zdroje dusiku
doslo k vypuzeni protont z buiiky do okoli, ¢imZ doSlo ke zméné pH. A. pullulans poté 1épe

vstiebavala glukozu a ziskany uhlik vyuZivala k syntéze pullulanu.

Dtlezitym faktorem je také pomér mezi obsahem uhliku a dusiku, jejichZ preference
se 1181 napfi¢ organismy (More et al., 2014). Oproti uhliku staci vétSinou i mald koncentrace
dusiku, aby dochéazelo k produkci EPS. Optimalni mnoZstvi uhliku se pohybuje v rozmezi
30-60 gm/L, zatimco pro dusik staci 1-10 gm/L, v obou ptipadech lze ale nalézt vyjimky
(Mahapatra and Banerjee, 2013). Plati, ze ¢im vétsi je pomér C/N, tim vice roste produkce
polysacharidt. Nartst je pravdépodobné zpiisoben tim, ze pfi malé koncentraci dusiku
nemaji buniky dostatek materialu pro sviij riist, nemohou naptiklad syntetizovat proteiny, a
proto jim zbyva vice energie pro produkci polysacharidi (Miqueleto et al., 2010). Podobné
pusobi pomér C/N na slozeni produkovanych EPS, ptfi malém poméru koncentraci obsahuji
vyprodukované EPS vice proteintl, zatimco pfi vyrazné pievaze uhliku jsou produkovéany

zejména sacharidy (Yuncu et al., 2006).

Typ substratu mize také urcovat vlastnosti, které budou vyprodukované EPS mit.

Bhattacharjee et al. (2020) zkoumal vliv typu pouzitého substratu na chemickeé sloZzeni EPS a
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s tim souvisejici schopnost EPS zadrzovat vodu. Vzorky odebrané z aridni ptidy chudé na
organickou hmotu byly péstovany na dvou typech substratu, jeden byl obohaceny o
rozpustny N-acetylglukosamin (NAG) a druhy o nerozpustny chitin (ktery je polymerem
NAG, pomér C a N byl proto u obou substratt stejny). U obou vypéstovanych vzorkl byl
prokédzan podobny obsah glukdzy, galaktézy a mandzy ¢i aminokyselin jako alanin, glycin a
lysin. Naopak EPS kultur, které byly pé€stovany na substratu s chitinem obsahovaly

v porovnani s kulturami péstovanych na NAG vice kyseliny asparagové a monomerickych
cukrti jako jsou fukéza, rib6za a arabindza. Prave tyto cukry jsou zékladnimi stavebnimi
jednotkami nékterych polysacharidi, které jsou zndmé svou schopnosti zadrzovat vodu
(napf. xanthan, alginat). Pii analyze slozeni mikrobialnich komunit bylo zji$téno, ze kultura
na NAG byla mén¢ rozmanité a vyskytovali se zde zejména zastupci fadu Burkholderiales,
zatimco na substratu s ptidavkem chitinu byli zastupci fadi Chitinophagales,
Xanthomonadales nebo Pseudomonadales. Bhattacharjee et al. (2020) se domniva, Ze rizné
typy substratti vyhovuji mikroorganismiim s rtiznymi typy metabolismu, coz se promita do
ruznych strategii. Diverzita v druhovém sloZeni pak ovliviluje i diverzitu produkovanych
EPS. Vice riznorodé kultura na chitinu obsahovala vice organismt, jez jsou znamé svou

produkci vodu-zadrzujicich EPS.

4.3 Fosfor a stopové prvky

Produkci EPS vyznamné ovliviiuje 1 fosfor, pozitivni vliv na produkci EPS ma
zejména jeho nedostatek. Deficit fosforu, podobné jako nedostatek dusiku, zpomaluje
bunécny riist a bunééné déleni (Babiak a Krzeminska, 2021). Na nedostatek fosforu burika
reaguje piepnutim metabolickych drah, dochazi ke zvySené produkci molekul, které slouzi
k zasob¢ energie a uvnitt bunky se hromadi sacharidy (Deb et al., 2019). VétSina vyzkumd,
které se vlivem fosforu na produkci EPS zabyvaji, jsou vykonavany na fotosyntetickych
mikroorganismech, zejména rozsivkach a sinicich; Theodorou et al. (1991) se domniva, ze
nedostatek fosforu zplisobuje, Ze je nove fixovany uhlik z fotosyntézy pouZit pfedevsim na
vyrobu nefosforylovanych polyglukanti, coz zvySuje obsah zasobnich sacharidii v burice;
Roux (1996) zase, ze zvySena produkce EPS je disledkem snahy buiiky zbavit se
nadbyte¢ného uhliku ziskaného fotosyntézou; ke zvysené produkci EPS pii nedostatku
fosforu ale dochazi i u nefotosyntetickych organismi, napiiklad u bakterie Bacillus cereus
(Evans, 2013). U vétSiny zkoumanych organismi byl prokazan pozitivni vliv nedostatku

fosforu na produkci EPS, jeho nedostatek ale zaroven vede k zastaveni mnozeni samotnych
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bunék, ¢i dokonce jejich odumirdni, coz mtze v disledku vynos EPS negativné ovlivnit.
Jako efektivni feSeni tohoto problému se ukazala metoda, kterd vyuziva v prubéhu casu dva
rizné substraty. Organismy byly nejdiive né¢kolik dni péstovany na médiu bohatém na fosfor,
které podpofilo jejich riist a mnozeni a poté byl substrat vyménén za médium chudé na
fosfor, aby se zvysila produkce EPS (Deb et al., 2019). Pozitivni vliv nedostatku fosforu ale
opét neplati pro vSechny organismy, jak ukazuje Penna (1999) na piikladu rozsivky
Chaetoceros sp, ktera pii nedostatku fosforu neprodukovala zadné polysacharidy, na rozdil

od rozsivky Nitzschia closterium, u niz se produkce zvysila tém¢r tiikrat.

Kromé béznych zivin je k syntéze potieba i stopové mnozstvi prvki jako jsou
mangan, zinek nebo kobalt a také fada vitamini, naptiklad K, B1, B2 nebo B6 (More et al.,

2014).

4.4 Fyzicko-chemické faktory prostredi

Nezanedbatelny vliv maji 1 fyzicko-chemické vlastnosti okoli. EPS byvaji nejvice
produkovany v rozmezi pH 5-7 (More et al., 2014). Pfili$ nizké ¢i naopak pfilis vysoké pH
ma za pri¢inu morfologické zmény na bunkach a také ovliviiuje biosyntetické drahy pro
produkci EPS (Czaczyk a Myszka, 2007). Vétsina organismu vykazovala zvySenou produkci
pti teplotach 25-30°C (More et al., 2014). Idealni podminky se ziejmé odviji od pfirozené¢ho
prostiedi, ve kterém se dany organismus bézné€ vyskytuje. Nichols et al. (2005) testoval
produkci EPS u psychrofilni moiské bakterie z rodu Pseudoalteromonas, jez produkovala pii
nizkych teplotach (-2°C a 10°C) témét 30krat vice EPS nez pti 20°C. OdliSuje se idealni
teplota pro rist buniky a teplota, pii které dochdzi k maximalni produkci EPS. Optimalni
teplota pro tvorbu EPS je nizsi nez ristova. To je zfejmé dano tim, Ze pii nizsi teplote
dochazi ke zpomaleni riistu a s tim spojenym utlumenim syntézy stavebnich latek, pro tvorbu

EPS tak zbyva vice prekurzorti (More et al., 2014).

U fototrofnich producentit EPS — fas a sinic — hraje roli také mnoZstvi svételného
zafeni. Se zvySujici se intenzitou svétla zpravidla roste 1 produkce EPS, dokud neni dosazeno

bodu svételného nasyceni. (Babiak a Krzeminska, 2021)

Produkci EPS také maze ovlivnit pfitomnost kovovych iontii v okoli, které za
normalnich okolnosti napomahaji vazbé EPS na buiiku. Pokud se v prosttedi vyskytuje ptili§
mnoho tézkych kovii, zacne burnika produkovat vice exopolymeri, aby se pied jejich

pusobenim uchranila. (Sheng et al., 2010)



4.5 Anaerobni a aerobni produkce

EPS jsou produkovany jak aerobnimi organismy, které kyslik vyuzivaji ve sviij
prospéch, tak fakultativnimi ¢i obligatnimi anaeroby. Anaerobnim organismim chybi
mechanismy, jak se u€inné vypotadat s vysoce reaktivnim kyslikem, ktery méni strukturu
enzymu potiebnych k fungovani jejich metabolismu a kyslik je pro n€ v rizné mife Skodlivy
(Imlay, 2002). Vliv koncentrace kysliku se proto mezi témito skupinami vyrazn¢ lisi, ale ani

uvnitt skupiny neni vZzdy jednoznacny.

Thermotoga maritima je striktné anaerobni bakterie, ktera obyva prostredi, jakymi
jsou tieba hlubokomoiské pruduchy kde mize ¢as od ¢asu pfijit do styku s kyslikem.
Vyvinula si proto obranné mechanismy, jako je produkce enzymu redukujicich kyslik nebo
tvorba EPS. Lakhal et al. (2011) testoval vliv koncentrace kysliku na produkci EPS timto
druhem bakterie a zaznamenal souvislost mezi zvySenou produkci EPS za aerobnich
podminek a mnoZstvim spotfebovaného substratu (glukdzy), nicméné kviili metodickym
problémtim a flokulaci, ke které doslo po pfidani kysliku, nebyl schopen pfesného méteni.
Jeho zavér vsak podporuje Le Fourn et al. (2008), ktery testoval stejny organismus a
zaznamenal, Ze pii aerobnich podminkach dochazelo k tvorbé biofilmu. Zjistil také, ze geny
pro syntézu nékterych proteind, které by se mohly na tvorbé biofilmu podilet byly pfitomné

na stejné multicistronni jednotce, jako geny pro oxidoreduktazu.

Rod Bifidobacterium piedstavuje skupinu obligatné anaerobnich mikroorganismi,
mezi jednotlivymi zastupci ale existuji rozdily v mife, do jaké jsou schopni kyslik tolerovat,
nékteré druhy jsou schopné ptezivat i pfi koncentracich presahujici 20 %. Ninomiya et al.
(2009) zkoumal produkci EPS u zastupce tohoto rodu — bakterie Bifidobacterium longum — a
jeji zavislost jak na koncentraci kysliku, tak na koncentraci CO», ktery je vyuZivan pro
anabolické reakce. Se zvySujici se koncentraci CO; stoupala i produkce EPS, kterd dosahla
vrcholu pfi koncentraci 20 % CO; a dale jiz nevzristala. Hladina CO; ale méla ziejmé spise
vliv na celkovy nartst biomasy bun¢k nez na samotnou produkci EPS, kterd s celkovou
biomasou bunck souvisi. Pfi testovani reakce na riizné koncentrace kysliku bylo dosazeno
nejvetsi produkee pii anaerobnich podminkach, kdy hladina kysliku nepfeséhla hodnotu
0,05 ppm, po piekroceni hodnoty 0,3 ppm mnozstvi vyprodukovanych EPS vyznamné
kleslo. Pro optimalni produkci EPS bakterii Bifidobacterium longum je dillezité navodit
vhodnou koncentraci jak CO,, aby mohly buiiky prosperovat, tak udrzovat anaerobni
prostiedi. Lactobacillus rhamnosus je anaerobni organismus, ktery dokéaze tolerovat i
koncentraci kysliku vyssi nez 60 %, nejvétsi produkce EPS u néj bylo dosazeno pii
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koncentraci kysliku 10 %, ktera stimulovala jak jeho rist, tak produkci EPS (Gamar-Nourani

etal., 1998).

Ma et al. (2023) zkoumal efekt koncentrace kysliku na produkci EPS na houbé
Schizophyllum commune. Pti anaerobnich podminkéch byla specifickd koncentrace EPS
(= zohlednujici podil EPS a celkové biomasy) 1,5krat vyssi nez v podminkach bez kysliku.
Byly také vice aktivovany geny, které¢ jsou kromé syntézy EPS zodpovédné i za glykolyzu,
zatimco napft. geny pro Krebstiv cyklus nebo dychaci fetézec byly utlumeny, tato uprava
metabolismu umoznuje efektivnéjsi vyuzivani substratu. Pii anaerobnich podminkach vSak
nedoslo k takovému nardstu biomasy bunék jako v aerobnim prosttedi, takze skutecné
mnozstvi vyprodukovanych EPS (nezohlediiujici podil EPS k biomase) bylo pii aerobnich
podminkach vys$si. Thompson a Leps (1986) pozorovali podobny trend na organismu
Rhizobium leguminosarum — s klesajici hladinou kysliku rostla produkce EPS, ale klesala

rychlost nartistu biomasy.

VétSina hub jsou aerobnimi nebo fakultativn€ anaerobnimi producenty a nedostatek
kysliku jim neprospiva. Houby produkovaly rozdilné mnozstvi EPS, kdyZz byly péstovany za
ruznych kultiva¢nich podminek. Kultury, které byly inkubovany na tfepackach vykazovaly
vétsi koncentraci EPS neZ kultury, které byly ponechany v klidu. Vy$si produkce EPS byla

zpuisobena lepsi dostupnosti kysliku pfi intenzivnim tfepani (Mahapatra and Banerjee, 2013).

Zhang et al. (2019) zkoumal efekty rtiznych typi provzdusiovani na vzorek
aktivovaného kalu. Byl srovnavan vliv provzdusitovani vzduchem a ¢istym kyslikem. U
obou zpiisobii se objevil podobny trend — EPS byly produkovany zejména v pocatecnich
fazich rastu, kdy organismy spotiebovavaly substrat. Ve staciondrni fazi poté produkce EPS
klesla, EPS byly degradovéany a vyuZivany jako zdroj zivin. Mnozstvi EPS bylo niZsi ve
vSech fazich, pokud byl vzorek provzduSnovan kyslikem, jehoZ snadnéjsi dostupnost
podporovala vstiebavani uhliku z okoli a také rozklad EPS pfi pozd&jsich fazich ristu. Podle
Shin et al. (2001) ma mnoZstvi dostupného kysliku vliv také na sloZzeni EPS, pfi vy$$im
pratoku vzduchu vzorkem byl zaznamenan zvySeny podil sacharidi, zatimco mnoZzstvi

proteinli zistavalo nezménéno.

4.6 Cisté a smiSené kultury

Existuje zatim malo studii, které by se zabyvaly studiem produkce EPS u
komplexnich mikrobidlnich spolecenstvech, vétSina studii byva zaméetfena na €isté kultury.

V disledku toho neni pfili§ zndmo o mezidruhové interakci a vzdjemném ovliviiovani tvorby
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EPS (More et al., 2014). Z n¢kolika malo vyzkumi vyplyva, ze smiSené kultury vyprodukuji
vice EPS (Li et al., 2012; Zhang et al., 2007). Vliv na to maji ziejmé rtizné symbiotické
vztahy — pokud organismus produkujici EPS za¢ne tvofit biofilm spolu s nékterym
organismem, ktery exopolymery neprodukuje, musi jich vytvofit o to vic, aby se mohly
efektivné pfichytit na podklad. Neproducent mu naopak mtize poskytovat nékteré potiebné
latky. Tento pozitivni vztah ov§em nebyl prokazan u vSech testovanych kombinaci
mikroorganismti, jak ukazuje Bala Subramanian et al. (2010) na pfikladu mikrobidlniho kalu
odebrané¢ho z odpadni vody, kde byl naopak vynos EPS smisSené kultury vlivem kompetice

nizsi, nez u Cistych kultur.

Jelikoz maji EPS potencialné mnoho praktickych vyuziti, je v naSem zajmu pfijit na
zpisob, jak jejich vyrobu maximalizovat. Prozatim se jevi jako nejlepsi navozovat vhodné
podminky individualng, na miru vyuzivaného organismu (napt. poskytnuti preferovaného
substratu nebo navozeni optimalni teploty). Nabizi se také geneticka manipulace, ale znalosti
o biosyntetickych drahach exopolymerti a jejich genetickych kodech zatim nejsou

dostatecné. (Finore et al., 2014; Nouha et al., 2018)
S Produkce EPS a biofilmy

5.1 Charakteristika biofilmu

5.1.1 Struktura a slozeni

Biofilmy jsou uskupeni riznych mikroorganismi, které jsou k sobé& ptichyceny
slizovou matrix z EPS (Costerton et al., 1995). Pod pojmem biofilm se neskryva jen nahodny
a neménny slepenec bun€k, nybrz organizovana, pfizplisobiva a zivouci struktura. Watnick a
Kolter (2000) ptirovnavaji biofilmy k ,,mikrobidlnim méstiim*, kde si organismy vybiraji
k usazeni pravé tu ctvrt’, kterd jim svymi podminkami a sousedy vyhovuje nejvice.
Flemming et al. (2007) pak rozvadi tuto metaforu déle a pfipodobiiuje matrix bunky
k ,,domu®, jehoz vlastnosti (napt. propustnost pro vodu) pifimo ovlivituje kvalitu jejiho
zivota. Tato pfizplisobivost vnéjSim podminkdm a moznost kooperace je pravdépodobné

davod, pro€ jsou biofilmy tak uspésnou a rozsifenou formou zivota (Flemming, 2011).

Jako ve vSech Zivych systémech, 1 zde hraje podstatnou roli voda. Zaujima az 99 %
objemu vné&jsi matrix (Mayer et al., 1999). Jednotlivym buiikdm zajist'uje prostiedi pro
fyziologické procesy, ale nejen to. Pomoci vody je mozné rozvadét skrz kanély a pory v

biofilmu Ziviny do jeho odlehlych €asti (Flemming, 2011). Zajist'uje takeé stabilitu matrix

11



tim, ze drzi EPS molekuly dostate¢né daleko od sebe, pokud by byly molekuly ptilis blizko,
mohly by se mezi nimi tvofit vazby, coz by vedlo ke zhrouceni konstrukce (Mayer et al.,
1999). Voda je pro biofilmy dtlezitou soucasti, proto mikroorganismy vyvinuly zpiisob, jak
predchazet jeji nadmérné ztrateé, a to sice upravenim exportu polysacharidi (Flemming,

2011).

Nadpolovi¢ni vétsinu veskeré organické hmoty v biofilmech tvoti EPS (H-C a
Wingender, 2001). Biofilm je ale znacn¢ heterogennim uskupenim a riizné komponenty
tvotici EPS nejsou mezi buiikami rozlozeny rovnomérné, vyskytuji se oblasti s vétsim nebo
naopak mensim obsahem eDNA, polysacharidd, proteind, ... to zptsobuje gradienty hodnot
jako jsou pH nebo redoxni potencial (Obr. 1) (Flemming, 2011). Buiiky jsou také schopné
upravovat produkci EPS a zprostfedkované tak ovliviiovat i dal§i parametry okoli
(propustnost pro vodu, obsah vody, naboj, ...). V matrix samotné dochazi pouze k difuznimu
transportu, zatimco struktura biofilmu s ¢etnymi kanaly a pory umoziuje rozvadét vodu
s Zivinami napfi¢ biofilmem. I tak se ale mohou vlivem vnéjSich podminek (napf.
dostupnosti svétla, typem podkladu, pravidelnym vysychénim, ...) nebo interakci mezi
organismy vytvaret rizné niky. Pfikladem mohou byt mnohovrstevnaté biofilmy.
Heterotrofni organismy blize k povrchu spotiebovavaji veskery kyslik, proto se v nizsich

vrstvach vytvaii bezkyslikaté prostiedi obsazené anaerobnimi organismy. (Flemming, 2011)

Enzymy vylucované do slizového obalu slouzi k znovuvyuziti latek ziskanych
z odumfelych sousednich bun¢k a trdveni Zivin ziskanych prostiedi, v této ¢asti se také
odehravaji vyznamné procesy pro globalni cykly dusiku, naptiklad nitrifikace (Flemming,
2011). K nitrifikaci miize dochézet diky blizkému souziti bakterii oxidujicich amoniak na
dusitany a bakterii dale pfeménujicich tyto dusitany na dusi¢nany (H-C a Wingender, 2001).
Probiha zde také transformace dalSich dulezitych prvk, jako je uhlik, dusik nebo fosfor, tato
vlastnost biofilml vyznamné pfispiva k samocistici schopnosti ptid a vodnich sedimenti

(Flemming, 2011).

V matrix Ize také nalézt latky, které se tam dostaly zvenci a jejichz pfitomnost mize
ovlivitovat podminky uvnitf nékterych ¢asti biofilmu. Témi miZou byt latky rozpusténé ve
vode (v€etné Zivin), nebo pevné Castice jako zrnka bahna, huminové ¢astice nebo siran

vapenaty. (H-C a Wingender, 2001)
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Obr. 1: Schéma struktury biofilmu. (Boudarel et al., 2018), upraveno

5.1.2 Formovani

Tvorba biofilmu za¢ind pfichycenim prvotni buniky k podkladu. Bunka k tomu miize
vyuzit bi¢iky, pilusy nebo specialné vyprodukované proteiny (Madigan et al., 2019). Podle
typu povrchu, ktery se chysta osidlit, mohou byt aktivovany rtizné geny. Lisi se naptiklad
geny aktivované pro pfichyceni k povrchu, ktery mize byt vyuzit i jako potencidlni zdroj
Zivin pro buiiku (napf. chitinovy krunyt bezobratlych) oproti genlim aktivovanym na
prichyceni na potravné nevyuzitelny povrch (napt. sklo) (Watnick a Kolter, 2000). Po
ukotveni na misté zacne buiika exprimovat specifické geny pro tvorbu biofilmu, dochazi
k tvorbé proteint zajiSt'ujici komunikaci s okolnimi bunikami a také polysacharidi, které
zacnou vytvaret zékladni kostru vnéjsi matrix (Madigan et al., 2019). Watnick a Kolter
(2000) se na zaklad¢€ nekolika studii domnivaji, Ze zvySena produkce exopolysacharidi
tvofici matrix negativné ovliviiuje vyrobu proteinu tvoticiho bicik, ktery uz neni po
ptichyceni k podkladu potfeba. Postupné dochazi k nartistu struktury a ptibyvani dalSich
bunc¢k, formuje se biofilm (Obr. 2).

24

Buiiky ovSem nejsou v matrix uvéznény navzdy a dokazi toto uskupeni opustit.
Dtivodem k opusténi biofilmu jsou zejména nepiiznivé podminky prostredi, naptiklad
nedostatek Zivin ¢i zména v koncentraci kysliku. KdyZ naroste biofilm do pfilisné velikosti,
buniky ze stfedu mohou mit problém dostat se k zivindm, hrozbou je také hromadéni
toxickych a odpadnich latek v matrix. Buitky mohou aktivné€ iniciovat migraci zménou svého
fenotypu. Takové zmény zahrnuji vlastni aktivni vylu€ovani enzymd, které rozkladaji vné;si

matrix (napf. alginat lyazy). Buniky, které se aktivné odprost'uji od biofilmu se vyznacuji
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snizenou hladinou molekuly cyklického di-GMP, ktera slouzi k vnitrobunééné signalizaci a
jejiz nizka hladina je typicka pro buiiky planktonnich stadii. Zpravidla nedochdzi k disperzi
celého biofilmu, ale jen nékolika bun¢k ¢i nékteré z ,,mikrokolonii* (Petrova and Sauer,
2016). K odpojeni bun¢k mtze dochéazet i pasivng, piisobenim vnéjsich faktort, naptiklad
erozi ¢i rozkladem matrix pomoci chelatac¢nich ¢inidel nebo cizich enzymi, témi mohou byt
tteba néktera z hydrolaz (napt. Dispersin B (Kaplan et al., 2003)) nebo DNA4z (4¢inné
hlavné na pocatecni stadia biofilmu (Whitchurch et al., 2002)).

f&*

Planktonické stadium

“N\

Mikrokolonie
/ S )
\ Shluk buné “as &% g % "
‘ hluk bunék 0%%(]“ ﬁ]& & \&% : "y
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Reverzibilni
prichyceni

Obr. 2: Schéma zachycujici utvateni biofilmu. (Sauer et al., 2022), upraveno

5.1.3 Vyhody

Spole¢ny Zivot v biofilmu ma pro zicastnéné organismy hned nékolik vyhod. Matrix
slouZzi jako i€inna bariéra proti Skodlivym vliviim z okoli. Bunky ,,slepené* v tomto
konsorciu jsou méné ohrozeny predaci, protoze pfedstavuji pro potencialni konzumenty
prilis velké sousto. Soucasné tim komplikuji bunkdm imunitniho systému jejich
zneSkodnéni, jelikoz nemohou byt dost dobte pohlceny fagocytdzou. Slizovy obal také
slouZzi jako hradba zpomalujici pronikani toxickych chemikalii k povrchu buné¢k. Tato
vlastnost mtize vést ke snizené G€innosti nékterych antibiotik, biofilmy tak mohou byt té¢Zko
odstranitelné a ptisobit komplikace jak v rozvodnich trubkach, tak pti lé¢bé nékterych
mikroby zplisobenych onemocnéni. Polysacharidova struktura umozituje stabilni ptfichyceni

se na vhodném misté s vyhovujicim podkladem a dostate¢nym pfisunem zivin. Matrix drzi
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bunky ucinné pohromadé¢ a organismim nehrozi, Ze by byly proudem vody z vyhodného
mista odneseny. V neposledni fadé mize mezi sousednimi butikami probihat komunikace.
Vymeénuji si mezi sebou ziviny, ale také genetickou informaci. Horizontalni pfenos gent je
zde bézny a poskytuje organismim Sanci, jak se 1épe pfizpusobit okolnim podminkam a
zvySuje celkovou Sanci na preziti (Madigan et al., 2019). Podle Costerton et al. (1995) tvoii
plankton mén¢ vyznamné zastoupeni mikroorganismi ve vodnim prostfedi. Domniva se, ze
biofilmy schopné kolonizovat téméft kazdy povrch jsou prevladajicim spolecenstvim a pfi
studiu vodnich ekosystémil nesmi byt opomenuty. Je tedy pravdépodobné, ze tvoreni
biofilmil je pro bakterie ptirozenéjsi nez osamély zivot. Solitérni zpiisob Zivota voli hlavné

organismy adaptované na prostfedi s malym obsahem zivin (Madigan et al., 2019).

Souziti v biofilmu ale nemusi byt vzdy tak idylické. Probiha zde, jako vSude jinde,
kompetice o zdroje a vzajemné pozirdni, aktivni jsou i parazité. Organismy se navzajem

oslabuji produkeci antibiotickych latek. (Flemming, 2011)
6 Vyskyt EPS v prirodé a jejich role v riiznych habitatech

6.1 Puda

6.1.1 Tvorba agregati

Podle velikosti jsou rozliSovany 3 typy pidnich agregatt, pricemz agregaty veétsi
velikosti jsou tvofeny ne€kolika agregaty mensi velikosti. Nejmensi mikroagregaty dosahuji
velikosti 2—20 pm. Jsou tvofeny jilovymi ¢asticemi, které dohromady poji extracelularni
polysacharidy produkované piidnimi mikroorganismy, ¢i nékteré anorganické latky jako jsou
oxidy, aluminosilikaty a huminové latky. Tyto mikroagregaty jsou spojeny pomoci
houbovych hyf a rostlinnych kotinkil ve vétsi mikroagregaty, jeZ dosahuji velikosti 20—

250 pm. Spojenim téchto vétsich mikroagregatii vznikaji makroagregaty o velikostech
ptresahujicich 250 pm. Jejich vazba je zajiSténa opét pomoci polysacharidii (Obr. 3). (Costa
etal., 2018)

Princip agregace mineralnich ¢astic pomoci EPS spociva v pfilnuti iontové nabité
matrix k jejich povrchu, pomoci elektrostatickych interakci jsou pak ptipojeny dalsi ¢astice.
Schopnost EPS matrix chovat se timto zplisobem zéavisi na vlastnostech obsazenych
polysacharidi, naptiklad na jejich lineadrni struktute, délce fetézci ¢i poctu OH skupin a u
ruznych organismil se li§i. Do urcité miry mize byt tato schopnost ovlivnéna i vlastnostmi

pudy, které se mohou odvijet od jejiho pfedchoziho vyuzivani, takovou vlastnosti je
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napiiklad hodnota pH (Costa et al., 2018). Hodnota pH ovliviiuje ndboj, kterym jsou nabity
okraje ptudnich castecek. Pti zdsaditém pH je naboj negativni, pii kyselém naopak pozitivni.
To ma vliv na iontové vazby s kyselymi polysacharidy, které se tvoti jen mezi pozitivné

nabitymi misty na okrajich plidnich ¢astic (Labille et al., 2005).

rostlinné
koteny

pory
organickd hmota

agregaty >250 pm
> EPS, voda
: organickd hmota

agregaty 2-20 pm

mikroorganismy

jilové castecky

agregaty 50-250 pm

Obr. 3: Schéma zachycujici hierarchické ¢lenéni pidnich agregatii. (Costa et al., 2018),

upraveno

V laboratofi se pro ucely produkce EPS a lepsi agregace pidy nejvice péstuji
bakteridlni rody Pseudomonas, Bacillus, a Paenibacillus, jelikoZ se vykazuji nenarocnosti a
vysokym vynosem (Costa et al., 2018). Podle Swabyho (1949) maji ale nejlepsi schopnost

tvofit agregaty houby, dale n¢které bakterie, a naopak témet zadnou takovou vlastnosti se
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nevykazuji kvasinky. Mnoho druhti bakterii ale tuto schopnost také neprokazalo, nebot’ se
jimi zformované agregaty rozpustily poté, co byly vystaveny vod¢€. Podobnych vysledki
bylo dosazeno jak na mikroagregatech, tak na makroagregatech. Pii zkoumani smiSenych
kultur hub bylo prokazano jemné zlepSeni stability mikroagregatli i makroagregatt

v porovnani s Cistymi kulturami, to ale naplatilo pro smiSené kultury bakterii. Viibec
nejlepSimi vysledky se vyznacovaly n€které kultury kombinujici houby a bakterie, smés vSak
musela byt sloZena tak, aby neobsahovala bakterie produkujici latky, které¢ by omezovaly
houbovy riist. Swaby si to vysvétluje tim, ze bakterie byly ve smiSenych kulturach ziejme

chranény houbovymi hyfami a odplavovani bakteridlnich EPS proto nebylo tak rychlé.

Rashid et al. (2016) se domniva, ze pfidani kombinace bakteridlnich a houbovych
kultur do plidy by mohlo napomoci znovunastoleni zddoucich vlastnosti ptdy, o které ptisla
kvili extenzivnimu zemédélskému vyuziti, v takovém piipadée by ale bylo vhodné obohatit
pudu také o organicka hnojiva, protoze organismy by nemusely v zivinové chudém prostredi

ptezit, ¢i by se navzajem omezovaly kompetici.

Jednou z variant, jak podpoftit agregaci ptidy by mohlo byt ptidani samotnych EPS,
bez organismd, jeZ je produkuji. Geoghegan a Brian (1948) ptidali do ptidy levany a
dextrany. I malé mnozstvi téchto latek jednoznacné ptispélo ke zvySeni stability agregéti.
Vlastnosti levanu byly zavislé na médiu, na kterém byl péstovan jeho producent Bacillus
subtilis. Média se liSila obsahem sachar6zy a dusiku, mnoZstvi levanu bylo pozitivné
korelovano se zvysujici se koncentraci sachardzy, jeho schopnost tvofit agregaty ale klesla.
Koncentrace dusiku na ni neméla zZadny vliv. A¢ agregaty s levany vodé¢ odolaly, byly ¢asem

rozloZeny mikroorganismy.

6.1.2 Stabilita organické hmoty

Piida je dilezitou zasobarnou organického uhliku. Probihaji v ni rozkladné procesy,
které uhlik uvoliuji, fotosyntetizujici organismy ho naopak zase vazZi a po odumieni navraci
zpét do pidy. MnozZstvi uhliku je mimo jiné ovlivnéno lidskou ¢innosti a zemédé€lstvim,
které miize ptispivat k rychlejsimu ubytku C z pidy a jeho unikani do atmosféry v podobé
COz (Chaplot a Cooper, 2015). Organicky uhlik se z pidy vytraci rychleji, neZ dochéazi
k jeho pfirozenému obnovovani. Tento problém se n¢kdy fesi jeho umélym dopliiovanim.
Pochopeni procest, ke kterym dochazi mezi jednotlivymi ptidnimi sloZkami mliZe ptispét

k jejimu efektivné€j$Simu vyuzivani (Redmile-Gordon et al., 2020).
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Doba, po jakou C v piidé zlstava, nez je rozloZen a uvolnén do atmosféry, je urena
nékolika faktory. K del§imu setrvani C v pid€ mohou pozitivné pfispét mikroorganismy,
které zajistuji vznik komplex jilu a organické hmoty tim, Ze rozkladaji aromatické
huminové¢ latky (Umer and Rajab, 2012). Svou roli ve stabilité¢ hraji vazby mezi organickymi
molekulami a mineraly, biochemické vlastnosti organické hmoty, ale také ptidni agregaty
(Six et al., 2002). Vyzkumy ukézaly, ze mikroagregaty, at’ uz jako soucast makroagregati,
ale ptfedevsim volné, maji na stabilitu C vyraznéjsi vliv, nez makroagregaty, kde nebyl
prokazan vliv témei zadny (Bossuyt et al., 2002; Six et al., 2002). Jastrow et al. (1996)
pomoci sledovani izotopu uhliku *C zjistili, ze C setrvava v makroagregatech jen asi 140 let,
zatimco v mikroagregatech vyrazné déle — primérné 412 rokl. V agregatech se vytvaii
fyzicka bariéra, kterd oddéli mikroorganismy od organické hmoty, ta je tak uvnitt agregatu
chranéna pted rozkladem, jelikoz se k ni mikroorganismy kvuli ptili§ malé velikosti port ¢i
vyskytu vody v nich nedostanou. Dovnitt agregatd se hiie dostava i kyslik a jeho
nedostupnost vede ke snizené biologické aktivité mikroorganisml uvnitt agregatt (Six et al.,
2002). Pti rozpadu agregatii dochézi k uvoliiovani chranéné organické hmoty, kterd miize na
vzduchu snadnéji oxidovat a unikat ve formé CO> do atmosféry. Negativni vliv ma naptiklad
i eroze, kdy je exponovana organicka hmota odplavovana pry¢. Na pudu tedy maji agregaty

pozitivni vliv a jejich soudrznost je Zadouci (Chaplot and Cooper, 2015).

Kromé pozitivniho vlivu na zadrZovani uhliku pomoci stabilizace agregatli mohou i
EPS samotné slouzit jako zasobarna C, ktery by teoreticky mohl byt dobrym zdrojem pro
ostatni organismy, jehoz konzumaci by ho dopravovaly do vysSich trofickych vrstev.
Vzhledem k mnozstvi enzymd, které by byly pro straveni molekul EPS nutné ale neni zndmo
mnoho organismil, které by se timto zpiisobem zivily (Costa et al., 2018). Wang et al. (2015)
pouzil k odhaleni takovych organismti metodu sondovani pomoci stabilnich izotopti, jimiz
obohatil EPS vyprodukované bakterii Beijerinckia indica. Vysledky ukazaly, Ze vétSina

konzumentt EPS byly dosud neznamé bakterie, které patfily do kmene Planctomycetes.
6.1.3 ZadrZovani vody

Matrix je sama o sobé¢, jak jiz bylo fe¢eno z velké Casti tvofena vodou. Sacharidy,
které obsahuje, na sebe velmi dobte vazou vodu a pomahaji tak chranit bakterie pred
rychlym vyschnutim. Matrix zpomaluje ubyvani vody a bakterie tak maji dostatek ¢asu, aby
si zajistily potfebné zmény metabolismu a piizpusobily se novym podminkam (Roberson

and Firestone, 1992). Z toho nemusi tézit jen organismus samotny, ale mize to pfinaset
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benefity pro cely ekosystém — tyto vlastnosti EPS by mohly byt uzite¢né naptiklad

v zemedélstvi nebo v boji proti stale se zhorSujicimu vysychani krajiny (Deng et al., 2015).

Zvysena schopnost zadrzovat vodu v zeminach obsahujici EPS spociva zejména ve
tvorb¢ agregatli, mezi jejichz izkymi prostory se 1épe drzi voda (Deng et al., 2015). Napftic¢
volnymi prostory mezi ¢asteCkami zeminy se vytvaii husté sit¢ vlaken z EPS. Pomérné husty
spletenec vlaken na okraji zabranuje odpatrovani, navic pii ubytku vody dochazi ke
smrStovani sit¢ vldken a tim jesté k vétSimu zhustény a nepropustnosti. Pod povrchem
v hloubi sité se pak dale drzi voda v tekuté formé, kterd miize napti¢ touto konstrukci proudit
a byt vyuzivana napiiklad rostlinami (Obr. 4) (Benard et al., 2019). Nekterd mikrobidlni
spole€enstvi také mohou vytvaiet pevné ptidni krusty a zpomalovat tak odpafovani vody ze
substratu pod nimi (Benard et al., 2019). Roberson a Firestone (1992) zjistili, Ze 1 pida
obohacena jen o samotné EPS, extrahované z mikroorganismu rodu Pseudomonas,

vysychala pomaleji nez vzorek neobohaceny EPS, dokazala také zadrzet vétsi objem vody.

vysoké MnozZstvi vody nizké

Mnozstvi polymert

Pfipojena
hydratovana sit

\

Rozhrani
plyn-kapalina

Husta sit polymert
Obr. 4: Zobrazeni vztahu hydratace a hustoty polymerni sité mezi ¢aste¢kami pady. Cervené

Sipky symbolizuji proudéni vody. (Benard et al., 2019), upraveno
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6.1.4 Vliv na rostliny

Ptitomnost producentti EPS ma pozitivni vliv na rtst rostlin, prospésnost ale
nespociva jen v jiz vySe zminéné schopnosti zadrzovat vodu. EPS ziejmé hraje dtlezitou roli
pfi ustanovovani symbiotického vztahu mezi rostlinami a bakteriemi fixujici dusik.
Konkrétné EPS produkované rhizobidlnimi bakterie jsou rozpoznavany rostlinnym
symbiontem — lusténinou — pomoci specialnich receptorti, pii zaznamenani téchto latek
zacne rostlina vytvaret nody a posléze témto bakteriim umozni je osidlit. Pro osidleni a
aktivaci receptoru je nutnd urcita struktura EPS, rostlina tedy neumoznuje vstup zdaleka

vSem bakteriim (Kawaharada et al., 2015).

Upadhyay et al. (2011) pozoroval zvysenou odolnost rostlin vii¢i nadmérné salinité,
pokud byly ptitomné bakterie produkujici EPS. Matrix rhizobakterii zachycovala Na" ionty
z okoli a tim sniZovala mnozstvi iontl, s kterymi se musela rostlina vypotadat. Nékteré
druhy bakterii také dokézaly vytvaiet rozpustné formy fosfatu a zptistupnit tak tyto ziviny
rostlinam, které doristaly vétSich velikosti. Rhizobakterie pomahaji rostlin¢ zadrzovat vodu
v blizkosti kofenli pomoci tvorby agregati a ziskavat ziviny jako je draslik ¢i dusik,
symbiotické bakterie z tohoto vztahu naopak ziskavaji organicky uhlik (Costa et al., 2018;
Rashid et al., 2016). VSestrannou prospésnost EPS pro ptdu a rostliny prokazali Rogers a
Burns (1994), kteti pozorovali zmény zplisobené ptitomnosti sinice Nostoc mucorum.
Agregace pudy se po 300 dnech zvysila o 18 %, doslo také k nartstu poctu organism, které
ptudu obyvaly. MnoZzstvi celkového uhliku se zvySilo v priméru o vice nez 50 %, u dusiku
byl nariist jesté vyraznéjsi o témet 120 %. Pozitivni vliv méla pfitomnost sinice také na

kliceni semenacku salatu, jez oproti neoSetiené ptide vzrostlo o vice nez 50 %.
6.2 Vodni prostredi

6.2.1 Sedimenty a cyklus uhliku

V usazeninach na dné vodnich téles Zije mnoho organisma produkujicich EPS, patii
mezi n€ nékteré fasy (zejména rozsivky) i prokaryotni organismy, které svymi produkty
zvysuji stabilitu sedimentd. I mala pfitomnost EPS dokaze vyrazné zlepsit jejich soudrznost.
EPS funguje jako pojivo mezi zrnky substratu, vytvari mezi nimi vlakna. Pisobi také na

v

jemngjsi urovni, kde ovliviiuje silu molekuldrnich vazeb mezi ¢asteckami. Pfitomnost
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organismil produkujicich exopolymery vyznamné zpomaluje odnos ¢asti sedimentt

proudem. (Tolhurst et al., 2002)

Stmelovaci schopnosti EPS také pfispivaji k agregaci drobnych castecek a tvorbé
vloc¢ek. Jedna z dulezitych obdob vlocek je tzv. motsky snih, ktery se z velké casti sklada
praveé z EPS. Snih hraje vyznamnou roli v potravnim fetézci oceant, EPS tak zésadné
ovliviuji cyklus uhliku v moftich. Uhlik obsazen ve sné¢hovych vlockach klesa ke dnu, kde je
jinak organickych latek nedostatek, a slouzi jako zdroj pro dalsi organismy. Organismy
produkujici exopolymery mohou byt také ptimo pozirany jinymi zivocichy, naptiklad
heterotrofnimi bakteriemi. VEtsi uskupeni pak mohou slouzit jako dobry zdroj uhliku pro
vetsi zivociSny plankton (Sohm et al., 2011). Podobnym zplisobem se ale do potravniho
fetézce mohou dostavat i Skodlivé latky, jako jsou tfeba nekteré kovy, které se v matrix
hromadi. Ve vlockéach se mohou usazovat i nékteré potencidlné nebezpecné patogenni

bakterie (Decho, 2000).

Tvorby vlocek se hojné vyuziva pfi €isténi odpadnich vod, kde tvoii soucast
aktivovan¢ho kalu a napomahaji sedimentaci. Maji také schopnost vstifebavat ionty t€zkych
kovt, které se vazi na karboxylové skupiny v EPS. Timto zptisobem mtize byt odstranovana

napiiklad méd’, uran nebo kadmium (H-C and Wingender, 2001b).

Proces flokulace miiZze byt ovlivnén mnoZzstvim EPS, ale neexistuje zde jednoznacna
shoda. Badireddy et al. (2010) zaznamenal nizkou miru flokulace pfi exponencialni fazi
rustu mikroorganismu. V této fazi bylo produkovano malo EPS a ptevaZzovaly zde odpudivé
elektrostatické sily, jejich vliv byl pfekonan ve fazi staciondrni, kdy vzrostla produkce EPS a
doslo k tvorb¢ shluki. Wilén et al. (2003) naopak pii vysoké koncentraci EPS dosp¢l
k hor§im vysledkiim a poznamenava, ze sloZzeni EPS ma na flokulaci vétsi vliv nez mnozstvi
EPS. Vzorek nejlépe flokuloval pii vysokém obsahu proteinli v matrix, zatimco pfitomnost
huminovych latek méla na flokulaci negativni vliv. Podrobny princip a podil jednotlivych
komponent EPS na tvorbu vlocek neni zatim uspokojivé vysvétlen (Lai et al., 2018). Urcity
podil na agregaci buné¢k miize mit i naboj jejich povrchu ¢i jeho hydrofobicita, tyto faktory
ovliviiuji tvorbu shlukt jesté pred tim, nez za¢nou bunky produkovat vétsi mnozstvi EPS.
Schopnost tvofit agregaty miize byt ovlivnéna také sekundarnimi strukturami molekul,
pozitivni vliv maji tfeba proteiny v konformaci 3-sheet nebo a-helix (Badireddy et al., 2010).

Na tvorbu vlo¢ek maji vliv 1 vlastnosti vodniho prostiedi, napt. hodnota pH nebo

21



koncentrace kationtil, a také velikostni a chemické slozeni mineralnich ¢astic sedimentu (Lai

etal., 2018).

6.2.2 Extrémni biotopy

Nékteré mikroorganismy mohou byt i ve vodnim prostfedi vystaveny extrémnim

vliviim, matrix jim pfi tom slouZzi jako dobra ochrana.

Takovym piikladem mohou byt mikroorganismy vyuzivajici povrchového napéti
vodni hladiny a zijici té€sné na nebo pod ni, tzv. neuston. Na hladin€ dochézi k ¢astym
zménam teploty a organismy musi Celit pifimému UV zéafeni ze slunce. Vyhodou takového
prostiedi je, ze na hladin€ dochazi k hromadéni organickych latek, naptiklad lipidi nebo
polysacharidi, které mohou byt bunikami vyuzity. Vytvati se zde také vazka vrstva, tvofena
exopolysacharidy pfizniva pro zZivot bakterii. Stav této povrchové vrstvy miize mit vliv na
vyménu plynd mezi oceanem a atmosférou, protoze kyslik a oxid uhli¢ity vyprodukovany
motskymi organismy unikéd do atmosféry praveé tudy. Bakterie Zijici v neustonu produkuji do

okoli riizné latky, n¢které z nich mohou ménit silu povrchového napéti — ¢im mensi

povrchové napéti, tim 1épe mtizou plyny prochazet. (Flemming, 2011)

ey

Dalsim ptikladem jsou organismy Zijici v pfilivové zoné€, kde dochazi k vyraznym
zménam podminek béhem dne. Casto byvaji vystaveny vysychani a zménam salinity, matrix
jim slouzi jako zasobarna vody a iontli. Na schopnost polymert zadrzovat ionty mize
negativné plsobit UV zéfeni, které zplisobuje jejich rozpad na kratsi fetézce. V pfilivovych
oblastech dochazi k tvorbé biofilmi, které mohou pokryvat povrchy rostlin, kamenii nebo
sedimentu. Materidl, ktery tvofi slizovity obal — pfedevSim polysacharidy — je Spatné
rozlozitelny a pfi pfemnozeni a ndhlém odumfeni velkého mnozstvi téchto organismti mtze
dochazet k znecisteni, které se projevuje naptiklad vznikem nadmérného mnozstvi pény
(Decho, 2000). Biofilmy v pfilivovych zénéch jsou €asto velmi husté a nékolikavrstevnaté,
takové Utvary se oznacuji za koberce. Mimo pfilivové zony je 1ze nalézt také kolem horkych
prameni. U mikrobialnich koberct je patrné rozdéleni na n€kolik vrstev, horni vrstva je
zpravidla zelend a zajiSt'uje fotosyntézu a ochranu proti UV zéfeni, ve spodnich vrstvach se
vyskytuji chemotrofni organismy (Madigan et al., 2019). Dale se zde mohou vyskytovat

fixatofi dusiku, napf. sinice (Zammit et al., 2021).

Stromatolity jsou n€kolikavrstevnaté zkamenélé utvary, které vznikly jako pozlstatek
¢innosti prvnich fotosyntetizujicich organismi. Jedna se o jeden z nejstarSich dochovanych

dikazl zivota na Zemi, u nékterych nalezl je staii odhadovano az na 3,5 miliard let. Dfive
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byly velmi hojné, asi pfed miliardou let ale zacaly rychle mizet a dnes se dochovaly jen na
nékolika mistech na svété. Lze je nalézt v mélkych vodach australské zatoky Shark Bay ¢i u
pobiezi Bahamskych ostrovii nebo v okoli horkych pramenii v americkém Yellowstoneském
narodnim parku. Za jejich tvorbu jsou zodpovédné naptiklad zelené sirné bakterie
Chloroflexus, ale zasadni podil maji ptfedevsim sinice (Madigan et al., 2019). Konkrétné
bahamské stromatolity vznikaji hlavné ¢innosti sinice Schizotrix sp., EPS které jsou
organismy produkovany zpusobuji, Ze dochazi ke srazeni uhlicitanu vapenatého, ktery se

v EPS zachytava, ¢imz vznikaji tvrdé mineralizované vrstvy (Kawaguchi and Decho, 2002).

6.2.3 EPS a znedisténi

Biofilmy mohou ve vodnim prostiedi ptisobit problémy. Vykytuji se témét vSude — na
lodnich trupech, molech a na dalSich ve vodé ponotenych pfedmétech, kde mohou pfispivat
k jejich degradaci. Jsou také pritomny ve vodovodnim potrubi, kde mohou putisobit pred¢asné
rezivéni piipadné uvolnovani podminénych patogent do pitné vody (Madigan et al., 2019).
Vrstva biofilmu také zvySuje povrchové tfeni, takze je na transport takto porostlych lodi
potieba vyuZit vice energie. EPS matrix je velice stabilni a odstranéni biofilm@ z povrchu je

technicky velmi obtizné (H-C a Wingender, 2001b).

Rozvodné vodovodni potrubi bézné€ obsahuji bakterie, které ¢lovéku nijak neskodi,
obcas se zde ale mohou pfemnoZzit Skodlivé patogeny (napt. ptivodce cholery Vibrio
cholerae) a pusobit naptijemnosti. I pro takovéto ptipady jsou vyvijeny chemikalie, které by
dokazaly narusit stabilitu biofilmt a zabit Skodlivé mikroby, pokud se béZn¢ pouzivané
procesy (napft. chlorovani) ukazou jako netcinné (Madigan et al., 2019). Pouhé zabiti bun¢k
vSak nemusi znamenat G¢inné odstranéni problému, v membranovych reaktorech
vyuzivanych k ¢isténi odpadnich vod ptlisobi problémy 1 EPS, které se uvolni po odumieni

bunék a dale ucpavaji pory membran téchto reaktorti (H-C a Wingender, 2001b).
6.3 EPS a patogenni mikroorganismy a komenzalové

6.3.1 EPS a patogenni mikroorganismy

Nékteré organismy, které 1ze bézné najit ve volné ptirod¢ nebo v lidském téle (napf.
v pude ¢i zubnim povlaku) jsou za normalnich okolnosti neskodné, kdyz se jim ale
naskytnou vhodné podminky, mohou ptisobit zdravotni komplikace. Problém nastava
zejména ve chvili, kdy za¢nou utvaret biofilmy, které jim umoziiuji 1épe ptilnout

k hostitelské tkani a zabrafiovat plisobeni antibiotik (Bales et al., 2013). Takovymi
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organismy jsou napiiklad bakterie ze skupiny ,,ESKAPE®, pojmenované podle své
schopnosti ,,uniknout* z dosahu antibiotik, kam se fadi Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa a Enterobacter spp. (Bales et al., 2013).

V matrix byly také objeveny proteiny, které maji antibakterialni ti¢inky, jedna se
naptiklad o ne€které proteiny s amidovymi, aminovymi a karboxylovymi skupinami ¢i
fenolovym kruhem (Pandey et al., 2010). Mezi mikroorganismy bézné produkovana
antibiotika patfi latky ze skupiny aminoglykosidil (napf. streptomycin), které negativné
ovliviuji rast buiiky vazbou na 16S rRNA 30S podjednotky ribozomu a znemoziuji spravné
¢teni mRNA, coz vede k vyrobé nespravnych proteinti (Madigan et al., 2019). Beta-
laktdmova antibiotika zase inhibuji syntézu peptidoglykand, které jsou dulezité pro stavbu
bunécné stény, jsou jimi napt. peniciliny, cefalosporiny nebo monobaktamy. Antibiotika ze
skupiny makrolidii (napf. erythromycin) zabrafuji prodluzovani polypeptidového fetézce pti
translaci proteinli vazbou na ribozom, inhibuji rist buniky a na n¢které organismy ptsobi i
baktericidné (Etebu and Arikekpar, 2016). Mezi toxiny (Sandkvist et al., 2000), které jsou do
matrix produkovany patii napiiklad neuraminidazy, které odstépuji sialové kyseliny
ptipojené ke glykolipidiim a tim zpiistupnuji sliznici kolonizaci (Soong et al., 2006),
chitindzy pomdhajici rozkladat chitinové slozky napadeného organismu (Busby et al., 2012)
nebo choleratoxin, ktery zvySuje hladinu cAMP postiZzené buiiky a tim ji zpiisobi ztratu vody

a elektrolytti (Vanden Broeck et al., 2007).

Skodlivé biofilmy mohou pokryvat bud’ piimo tkaf nebo cizi, béhem chirurgickych
zakroku do téla vpravené predméty (Murugan et al., 2016). Naptiklad povrch plicni tkané
dokaze efektivné kolonizovat a pokryvat hustym biofilmem Pseudomonas aeruginosa, jeji
EPS matrix obsahuje polysacharid alginat a zptsobuje obtize pfi cystické fibroze (Bales et
al., 2013; Madigan et al., 2019). Pivodce prijmového onemocnéni cholery — Vibrio cholerae
— vytvafi biofilmy v lidskych stfevech zejména v pokrocilej$im stadiu nakazy, ¢imz
znemozni vstiebavani Zivin skrz stfevo a po jejich vylouceni z t€la ven mu umoziuji prezit a
rozsifovat se dal (Sengupta et al., 2016). Co se tyce télu cizich predméta, napft.
zdravotnickych pomiticek ¢i implantati, velky problém tvoii biofilmy zejména na trubickach
vpravovanych do mocovych cest (tzv. katetrech), které jsou jednim z nej€astéji vniting
pouzivanych zdravotnickych pomtcek. Organismy na nich se usidlujici, naptiklad
Pseudomonas aeruginosa ¢ Staphylococcus aureus pti dlouhodobéjSim pouzivanim

zpusobuji zanétliva onemocnéni mocovych cest (Murugan et al., 2016).
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Kviili zdravotnim potizim, které mohou bakterialni biofilmy zpiisobit, se stale hledaji
nova feseni, jak zamezit jejich tvorbé, ¢i jak se nérostl zbavit, pokud uz se stihly vytvotit
(Madigan et al., 2019). Situace je zna¢n¢ komplikovana jiz zminénou schopnosti biofilmu
tlumit ucinky béznych antibiotik, to mize mit nékolik divodi. EPS matrix ptisobi jako
spletita bariéra, pies kterou se latky nedostanou do hlubsich vrstev. Komplikace ptedstavuji i
efluxni pumpy, které aktivné pumpuji podavana antibiotika z bunck. Jejich syntéza a
aktivita je vyrazn¢ podpofena v biofilmech oproti samostatn¢ zijicim bunkdm (Madigan et
al., 2019; Murugan et al., 2016). Dale se v matrix nachazi enzymy, které dokéazi zabranit
povétsinou hydrofilnim a kladn€ nabitym molekuldm antibiotik v u¢innosti, takovymi
enzymy jsou napt. formaldehyd lyaza, formaldehyd dehydrogendza nebo beta-laktamazy

(Murugan et al., 2016).

6.3.2 EPS a komenzalové

Komenzalové, napt. podporujici traveni potravy v zazivacim traktu vyssich
organismu, nejsou na rozdil od patogent: tolik studovanou, le¢ dilezitou skupinou
organismil. Mikroblim obyvajicim travici trakt mohou EPS napomahat k pfezivani
v extrémnich podminkach. Napitiklad u druhu Bifidobacterium breve bylo zjisténo, ze EPS
organismu pomahaji vyhnout se zni¢eni imunitni reakci téla, zaroven dokazi snizovat riziko

roz§iteni infekce. (Fanning et al., 2012)

7 Producenti EPS

Exopolymerni latky produkuje Siroka Skala organismu riiznych velikosti od

eukaryotnich po prokaryotni.

7.1 Bakterie

Bakteridlni zastupce producentli EPS lze nalézt ve velmi riiznych prostiedi, s ¢imz
souvisi také typ jejich metabolismu. Specifika aerobni a anaerobni produkce EPS jiz byly

rozvedeny v diivejsi kapitole.

Anaerobni zastupci se vyskytuji predevsim v bezkyslikatych prostredich, kde jim
nekompetuji aerobni organismy. Jako anaerobni producenty EPS lze uvést druhy z rodu
Bifidobacterium (napft. Bifidobacterium pseudocatenulatum, B. longum), jehoz zastupci
obyvaji lidsky zazivaci trakt (Ruas-Madiedo et al., 2007). EPS které produkuji maji
schopnost ovliviiovat pfilnavost probiotik a patogent ke stievnim sténdm, podobné
vlastnosti maji EPS produkované bakteriemi mlééného kvaseni (Butta et al., 2017). Bakterie
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mlécného kvaseni jsou pfevazné anaerobni organismy obyvajici prostiedi s kyselym pH

a velkym obsahem sacharidi (Rombouts et al., 2020). Tyto bakterie jsou bézn¢€ vyuzivany
k vyrobé mlécnych vyrobkt, kde jejich exopolymery dodavaji vyrobku pozadované
strukturni vlastnosti. EPS produkuji druhy z rodu Lactococcus (napt. Lactococcus lactis),
Streptococcus (napt. Streptococcus mutans) nebo Lactobacillus (napt. Leuconostoc

mesenteroides) (Behare and Rameshwar, 2009).

Mezi aerobni producenty lze zatadit zastupce rodt Pseudomonas (napf.
Pseudomonas putida, P. mendocina) a Bacillus (napt. Bacillus licheniformis), jez se bézné
vyskytuji v ptid€ a v okoli kofentl rostlin, kterym pomaéhaji odolavat suchu. Za timto ucelem
jsou také hojné studovani zastupci rodu Rhizobium (napt. Rhizobium sp., Bradyrhizobium
sp.) (Naseem et al., 2018). EPS produkuji i aerobni gramnegativni bakterie Xanthomonas
campestris, Komagataeibacter xylinus nebo Sphingomonas paucimovilil (Behare and
Rameshwar, 2009). EPS byly také detekovany u myxobakterii, tato zvlastni skupina
mikroorganismu je vyuziva ke vzajemné komunikaci a hromadnému koordinovanému
pohybu (Mufioz-Dorado et al., 2016). EPS vytvafi 1 n€které fotosyntetické bakterie — sinice.
EPS byly zaznamendany jak u kolonialnich druhti (napt. Microcystis aeruginosa,
Aphanothece clathrata), tak u vlaknitych sinic (napt. Limnothrix sp., Planktothrix agardhii)
(Pannard et al., 2016). Sinice Schizotrix sp. se svou produkci podili na tvorb¢ bahamskych

stromatolitli (Kawaguchi and Decho, 2002).

Mezi vyznamné producenty patii 1 organismy obyvajici extrémni biotopy, napiiklad
termofilni bakterie Bacillus thermantarcticus a Geobacillus thermodenitrificans, tyto
organismy se ¢asto vyskytuji v blizkosti geotermdlnich pramenti (Osemwegie et al., 2020).
Vyhodami ziskavani EPS z téchto organismiim by mohl byt kratsi cas, ktery potfebuji na
fermentaci, produkty se zajimavymi vlastnostmi nebo fakt, ze vétSina téchto organismti se

nefadi mezi patogeny (Panosyan et al., 2018).

7.2 Archea

cey

Mezi archeami byla produkce EPS dok4zana u nékterych organismii Zijicich
v extrémnich podminkach, z halofilnich archei se jedna naptiklad o rody Haloferax,
Haloarcula nebo Halococcus (Poli et al., 2011), z termofilnich napt. Archaeoglobus,
Sulfobolus a Thermococcus (Kannan et al., 2022). Archedlni producenty Ize ale nalézt i

vvvvvv

Natrinema ¢i Halomicrobium (Kannan et al., 2022).
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Zastupci skupiny archea zatim nejsou pro vyrobu EPS tolik vyuzivany, ackoliv
produkuji stejné polysacharidy, pro které jsou péstovany bakterie (xanthan, kurdlan, ...).
Archea by mohly pfedstavovat potencialné vhodny zdroj EPS, jelikoz na rozdil od bakterii u
nich nejsou znamy zadné druhy, které by zptisobovaly onemocnéni. (Charlesworth a Burns,

2015)

7.3 Houby

Houbovi producenti EPS jsou velmi riznorodi, od stopkovytrusnych hub (napf.
makroskopicka lesklokorka leskla — Ganoderma lucidum), ptes n¢které plisn€ (napf.
Aspergillus sp.), az po kvasinky (napi. Candida albicans), potad se ale v tomto ohledu jedna
o pomérné neprozkoumanou skupinu (Mahapatra a Banerjee, 2013). N&které druhy hub uz
jsou pramyslove vyuzivany, kromé diive zminénych jsou to namatkou i hliva ustficna
(Pleurotus ostreatus), Fusarium sp. ¢i Botryosphaeria sp., naopak produkce EPS patogeny
jako jsou Candida albicans ¢i Aspergillus fumigatus je spiSe nezadouci, jelikoz zvySuje

jejich odolnost (Osemwegie et al., 2020).

7.4 Rasy

Rasy nejsou tak zkoumanymi producenty v porovnani se sinicemi nebo bakteriemi.
EPS vytvafi jak sladkovodni, tak motské fasy. Zastupce I1ze nalézt mezi zelenymi fasami
(Chlorella sp., Oocystis sp., ...), rozsivkami (Cymbella cistula, Navicula salinarum, ...) 1

ruduchami (Porphyridium sp., ...). (Xiao a Zheng, 2016)
8 Detekce EPS

8.1 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie umoziuje vytvaret velmi detailni snimky zkoumaného
objektu. Elektronovych mikroskopt existuje vice druht, 1ze rozlisit naptiklad skenovaci
(SEM) nebo transmisni (TEM) elektronovy mikroskop, které se mohou objevovat v riiznych
upravach. Pro vétSinu elektronovych mikroskopickych technik je nutné vzorek néjak upravit,
aby byl pod mikroskopem viditelny, napt. pro SEM se nejcastéji vzorek pozlacuje. Nejvetsi
uskali pfi pozorovani EPS matrix pod elektronovym mikroskopem ptedstavuje jeji obrovsky
obsah vody. Pro nékteré techniky je nutné vzorek predem vysusit rizné€ koncentrovanymi

roztoky etanolu, coz miZe zna¢né pozménit architekturu matrix. Voda také neni pfilis
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kontrastni, asto se tak vzorek osetifuje chemikaliemi pro zvysSeni viditelnosti. (Priester et al.,

2007)

SEM je vyuZivana k zobrazovani povrchové struktury buiiky (Obr. 5, Obr. 6). Tato
technika se ukazala jako nejlépe fungujici na vzorky s vysokym obsahem kovi, témi jsou
napiiklad mikroorganismy, které se podileji na jejich cyklech. Zvyseného obsahu kovl a
lepsi viditelnosti 1ze docilit obarvenim vzorku pomoci riiznych roztoki kovi, naptiklad
ruthenia (tzv. ruthenium red) (Priester et al., 2007). Pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie 1ze pozorovat naptiklad zpisob, jakym se biofilmy pfichytavaji k podkladu
(Priester et al., 2007) ¢i podrobn¢ zkoumat, jakym zptsobem ovliviiuje piitomnost EPS

strukturu mléénych vyrobkl (Hassan et al., 2003).

U TEM narazime na podobny problém s vysokou hydrataci matrix. Pro zvySeni
kontrastu se pfidavaji roztoky kovii bohatych na elektrony. Misto vysouseni vzorku je mozné
zvolit metodu rychlého zmrazeni (tzv. cryo-TEM), pfi kterém led nestihne vytvofit ledové
krystalky, které by narusily strukturu buiiky. Transmisni elektronové mikroskopie 1ze uzit
napiiklad pro presné métfeni vzdalenosti mezi jednotlivymi komponenty. (Dohnalkova et al.,
2011)

L

B.0KV 19.7mm x2.00K

Obr. 5: Snimek nékolikavrstevnatého mikrobidlniho biofilmu potizeny metodou SEM.

(Chitlapilly Dass a Wang, 2022)
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Obr. 6: Snimky biofilmu ze SEM; a) vlaknité sinice a heterotrofni koky pokryté EPS; b)
EPS shluklé do sitovité struktury, kterd vznikla v disledku manipulace pii mikroskopovani.

(McCutcheon and Southam, 2018)

8.2 Fluorescence

Jednim ze zplisobil vizualizace EPS je vyuziti fluorescence. Na vzorek jsou v tomto
piipad¢ aplikované latky s fluorescenénimi znackami, které se vazi na urcité molekuly.

Svétlo, které emituji je mozné zachytit v konfokalnim mikroskopu. (Strathmann et al., 2002)
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Pro zobrazovani polysacharidi se pouzivaji fluorescencné znacen¢ lektiny (naptiklad
concavalin A), které¢ maji schopnost vazat se na molekuly cukrti (Strathmann et al., 2002).
Jiné fluorescencni barviva je mozné pouzit na zobrazeni proteinti, lipidit nebo mrtvych
bunék. Kombinaci fluoroforii je vSak nutné volit tak, aby se jimi vyzafované signaly
vzajemné neprekryvaly. Diky fluorescenci lze ziskat predstavu, jakeé je rozlozeni EPS napfiic
biofilmem, z toho Ize usuzovat na rtizné interakce mezi jednotlivymi komponenty (Obr. 7)

(Chen et al., 2007).

Obr. 7: Snimek granule tvofené EPS z konfokélniho laserového skenovaciho mikroskopu;

a) za pouziti fazového kontrastu; b) vznikly kombinaci signalti emitovanych jednotlivymi

fluorescen¢nimi barvivy. (Chen et al., 2007)

8.3 Svételna mikroskopie

Svételna mikroskopie ma oproti predeslym metodam nespornou vyhodu, co se tyce
dostupnosti. Je pomérné€ levna a nenarocnd na vybaveni — svételny mikroskop Ize nalézt

témet v kazde laboratofi, metodika je také vyrazné jednodussi. (Oleksy and Klewicka, 2017)

Pted mikroskopovéanim je nutné vzorek obarvit. Pfi barveni se vétSinou obarvi pozadi
a kyselymi barvivy také vnitiek buniky, kapsule zlstavaji prithledné ¢i jen svétle zabarvené.
JelikoZ kazdy organismus ma poné€kud jiné sloZzeni EPS, je nutné vybirat vhodné barvici
latky s ptihlédnutim k individualnim vlastnostem zkoumané matrix. (Oleksy and Klewicka,

2017)
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Opét se zde setkdvame s problémem matrix, kterd je velmi bohat4 na vodu a mtze
be&hem tohoto procesu podléhat nezadoucim zménam. Duguid (1951) navrhuje metodu
barveni béZznym inkoustem bez nutnosti vysouseni ¢i fixovani vzorku plamenem, aby se

minimalizovaly zmény na struktuie polymerového obalu.

Barvicich technik existuje cela fada. Oleksy a Klewicka (2017) testovali n¢které
z nich na organismu Lactobacillus spp., jehoZ kapsulovity polymerni obal ma spiSe negativni
naboj. Jako nejvhodnéjsi se v tomto piipad¢ ukazaly metody podle Hisse a také Manevala
(Obr. 8). Hissova metoda pouziva roztok krystalové violeti, kritickym krokem je fixovani
plamenem, které se musi provadét opatrné¢ (Hiss, 1905). Maneval vyuziva roztoku konzské
cervené (Kuzhiyil et al., 2012). Jak vSak autofi vySe zminéné studie poznamenavaji, jini
vyzkumnici dosli s jingmi organismy k rozdilnym vysledkiim. Uéinnost barveni zaleZela
také na tom, zda byl vzorek péstovan v tekutém médiu nebo na agarové misce (Oleksy a

Klewicka, 2017).

Obr. 8: Snimky ze svételného mikroskopu (x1000), kapsle Staphylococcus epidermidis

obarvené metodou podle a) Hisse a b) Manevala. (Oleksy a Klewicka, 2017)

Technikou se zajimavou historii je ta podle M‘Fadyeana, ktera vyuziva
methylenovou modf. Toto barveni bylo hojné vyuzivano v prvni poloving 20. stoleti, kdy se
vyuzivalo k detekci bakterii zptisobujici tehdy rozsifené onemocnéni dobytka ohrozujici 1
Clovéka — anthrax (Owen et al., 2013). Ackoliv dobfe funguje na detekci EPS u ptivodce
tohoto onemocnéni — Bacillus anthracis, u typickych producenti EPS jako je Lactobacillus

spp. se tato metodika neosvédcila (Oleksy and Klewicka, 2017).
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Svételna mikroskopie byla diive k detekci EPS bézné a hojné vyuzivana, dnes je vSak
jednoduchost mtize byt v tomto ohledu i dnes uzite¢nym nastrojem. Zajem o EPS v posledni
dobé obecné roste a je zajem hledat druhy organismu, které jsou schopné tyto latky
produkovat. Svételna mikroskopie by mohla byt vhodnym, a hlavné levnym prvnim krokem
k detekovani takovych producenti. Mimo to umoznuje také zobrazovat polymerni kapsule,

kterymi se vyznacuji nékteré patogenni organismy. (Oleksy and Klewicka, 2017)
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9 Zavér

Tato prace shrnula poznatky o EPS z hlediska jejich slozeni, produkce, funkce

v prirodnich habitatech a detekce pomoci mikroskopie.

Produkce EPS je zavisla na mnoha faktorech. SloZzeni a mnozstvi vyprodukovanych EPS
se lisi v zavislosti na konkrétnim druhu organismu, ale také na podminkéch kultivace.
K rozdilné produkci dochazi v riznych ristovych fazich. SloZzeni EPS muaze byt ovlivnéno
pomérem mnozstvi dostupného uhliku a dusiku. Dvojse¢ny efekt ma nedostatek fosforu,
ktery sice podporuje zvysenou produkci EPS, ale zaroven zpomaluje nariist bunééné
biomasy, coz miize vysledné mnozstvi vyprodukovanych EPS snizovat. Zatim nebylo
objasnéno, pro¢ ma nedostatek fosforu na produkci EPS pozitivni vliv. Pro dosazeni
optimalni produkce je dilezité zohlednit ptirozeny habitat zkoumaného organismu a tomu
ptizplsobit inkubaéni teplotu a hodnotu pH. Velmi nejasny je vliv kysliku na produkci EPS,
studie se neshodly na jednozna¢ném efektu kysliku jak na aerobni, tak na anaerobni
organismy. V dasledku rozdilnych efektii zminénych faktori na mnozstvi a slozeni
vyprodukovanych EPS je dilezité stanovovat podminky individualné, pro kazdy péstovany
organismus zvlast. Produkce EPS smiSenymi kulturami miiZe pti zvoleni vhodné kombinace
mikroorganismu pfesahovat produkci €istych kultur, ale tato oblast nebyla zatim ptilis
prozkoumana. Interakce smiSenych kultur by mohly byt zajimavym smérem vyzkumu i

proto, ze v pfirod¢ se organismy nevyskytuji izolovang.

EPS piedstavuji pro mnoho mikroorganismii dtileZity zplsob, jak se vyrovnavat
s nepfiznivymi podminkami okoli, slouzi také jako zdsobarna latek a enzymi a hraji
dilezitou roli pfi tvorbé biofilmt. Organismy produkujici EPS ¢i jen samotné EPS z nich
extrahované by mohly byt vyuzity pro podpofeni tvorby plidnich agregati, které zabranuji
rychlému vysychani piidy. Zejména ptidni mikroagregaty pak ptispivaji k delSimu setrvani
uhliku v pidé. Pfitomnost EPS mé pozitivni vliv i na rostliny. Velmi studovanou formou EPS
jsou vlocky, kterych je vyuzivano v Cisténi odpadnich vod za Gc¢elem sedimentace.
Mechanismus flokulace ale jesté neni zcela znamy, nejasny je vliv slozeni EPS na tento
proces. Stale se také hledaji u€inna feSeni, jak efektivné odstraniovat biofilmy z nejriiznéjsich

povrchi jako jsou vodovodni trubky nebo lidské tkané.

Potencialné zajimavym a neprobadanym zdrojem EPS by mohly byt extremofilni

bakterie ¢i organismy z fiSe Archea, u kterych nejsou zndmé zadné patogeny.
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EPS produkuje velké mnozstvi mikroorganismu, k jejich prvotni detekci je mozné

vyuzit svételnou mikroskopii v kombinaci s vhodné¢ zvolenou metodou barveni.
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