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ABSTRAKT

Mikroriasy vzbudzuju pozornost’ vedcov vd’aka ich jedine¢nym vlastnostiam, medzi ktoré patri
ich schopnost’ rychleho rastu, akumulécie lipidov a inych vyznamnych latok, schopnost’ viazat’
oxid uhli¢ity a Cistit' odpadné vody. Tato diplomovéa praca sa zaoberd prave problematikou
mikrorias a snazi sa opisat’ a pochopit’ proces kultivacie za ucelom jej optimalizacie. Teoreticka
cast’ diplomovej prace pojednava o charakteristikdch mikrorias, hlavne komercne spesnej riasy
Chlorella sp., jej vyuziti a optimalizacii procesu kultivacie za ucelom zisku Co najvyssej
biomasy. Prakticka Cast’ je rozdelena na tri dielCie tlohy. Prva sa venuje porovnaniu heterotrofnej
a autotrofnej kultivacie réznych kmenov riasy Chlorella ariasy Coccomyxa V troch rdznych
kultivaénych médiach: V synteticky pripravenom chlorellovom médiu aroézne zriedenom
prirodnom pripravku Florium (50 a20nasobné zriedenie). NajvysSia koncentracia biomasy,
7,10 g/1, bola dosiahnuta heterotrofnou kultivaciou, pri pouziti syntetického média. V druhej
ulohe bol sledovany rast riasy Coccomyxa a Chlorella, kmen C1A, v zavislosti od teploty
aintenzity svetla. Pokus bol vykonany v réznych kombinaciach tychto dvoch vyznamnych
rastovych faktorov. Chlorella dosiahla maximum pri teplote 33,5°C aintenzite svetla
320 uEm2s?, ato 11,46 g/l. Dalej bol sledovany rast riasy Dictiosphaerium chlerelloides na
plosSinovom kaskddovom bioreaktore. Experiment viedol k zisteniu, Ze riasa je schopné rastu aj
pri teplotach okolo 10 °C, kedy by komeréne znamejsie riasy ako Chlorella sp. ¢i Arthrospina
Sp., prakticky nerastli.

KEUCOVE SLOVA

mikroriasy, chlorella, kultivacia, rastové faktory, optimalizacia



ABSTRACT

Microalgae invite the attention of scientists due to their unique properties, including their quick
growth, accumulation of lipids and other valuable substances, fixation of carbon dioxide and
treatment of wastewater. This master’s thesis is focused on the study of microalgae. The main
goal is to understand and describe the process of microalgae cultivation, in order to optimize it.
The theoretical part of this thesis deals with microalgae (mainly Chlorella sp.) characterization,
its practical use and cultivation optimization in order to obtain the highest concentration of
biomass. The experimental part is divided into three tasks. Aim of the first task was the
comparison of the course of autotrophic and heterotrophic cultivation of various strains of
Chlorella and Coccomyxa microalgae, using three different cultivation media — synthetic medium
for chlorella cultivation and natural fertilizer, Florium, used in two different concentrations
(diluted 50 and 20 times). The highest Chlorella sp. biomass concentration of 7,10 g/l was
achieved in the synthetic heterotrophic medium. Second task was focused on monitoring of the
growth of algae Coccomyxa and Chlorella strain C1A, with respect to temperature and light
intensity, using various combinations of these two important growth factors. Chlorella achieved
its highest concentration of 11,46 g/l when grown at temperature of 33,5 °C and light intensity of
320 uE.m™2.s L. The third and final task was to observe the growth of Dictiosphaerium
chlerelloides microalgae on a flat cascade bioreactor. The experiment led to the discovery that
these algae were able to grow at temperatures of around 10 °C, at which many well-known
commercial algae, such as Chlorella sp. or Arthrospina sp., simply wouldn’t grow.

KEY WORDS
microalgae, Chlorella, cultivation, growth factors, optimization
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1. UVOD

Mikroriasy su heterogénnou skupinou jednobunkovych alebo jednoduchych mnohobunkovych
fotosyntetizujucich organizmov. Niektoré druhy st zaujimavé z pohladu potencialnych
aplikacii ako zdroje bielkovin a lipidov alebo inych vysoko hodnotnych zlucenin, napriklad
omega-3-mastnych kyselin, karotenoidov alebo vitaminov. Okrem toho moézu byt pestované
bez pouzitia ornej pddy, a preto poskytuju prileZitost’ k produkcii potravy na v sucasnej dobe
neobrabanej alebo neobrabatel'nej pdde bez d’alSej hospodarskej sut'aze s produkciou plodin
[51].

Rast mikrorias a spésob akumulacie Zivin je do zna¢nej miery zavisly na kultivaénom
procese, zahrnujuc faktory prostredia (teplota, svetlo a iné¢) a zasobu Zivin (uhlik, dusik, fosfor).
Tieto premenné maju vel'ky efekt na chemické zlozenie a produktivitu a reakcie kultiry mozu
byt Specifické pre rozne druhy alebo kmene mikroorganizmov. V doésledku toho sa moze
zlozenie Zivin mikrorias v ramci r6znych druhov vyznamne lisit’, ¢o moze byt Skodlivé ak st
riasy urcené pre pouzitie v priemyselnej vyrobe potravin a krmiv, kde je nutné dosahovat’
Standardnych hodnét zlozenia suroviny. Na druht stranu ale poskytuje tato vlastnost’ rias
prilezitost menit’ ich zloZenie na pozadovani S$trukturu ateda produkovat biomasu
prisposobenti $pecifickym poziadavkam potravinarskeho a kimneho priemyslu [51].

Mikroriasy predstavuju vo vSeobecnosti obnovitelny a ekologicky nezavadny zdroj pre
produkciu roznych bio-produktov. Specifickou vyhodou mikrorias je, Ze prispievaju k redukcii
uhlika pocas rozmnozovania a rastu. Na jednu libru (0,45 kg) vypestovanej biomasy sa totiz
spotrebuje 0,82 kg CO2 z atmosféry. Snahou dneska je zniZit’ ndklady na kultivaciu rias. Proces
pestovania, zberu a spracovania je totiz energeticky aj cenovo vel'mi naro¢na. Zvlast pre
produkciu biopaliv st sucasné kultivacné a procesné metdody ekonomicky neunosné. Na zaklade
tychto poznatkov vznikli rady $tudii zaoberajlice sa optimalizaciou podmienok kultivacie rias.
Optimalizacia niektorych faktorov kultivacie, ako napriklad Zivin, ¢i svetla, by mohla
vyznamne znizit’ produkéné naklady a zlepsit’ tak ekonomické naroky nasledného spracovania
produktu [29].



2. TEORETICKA CAST
2.1. Mikroriasy

Riasy tvoria Cast’ rozsiahlej skupiny fotosyntetizujucich mikroorganizmov asu Specifické
vysokou rychlostou rastu. Vd’aka schopnosti prezit’ v Sirokom spektre podmienok, riasy patria
medzi najrozsirenejSie organizmy na Zemi. S0 rozSirené v celej biosfére. Zvycajne sa
nachadzaji vo vode (od sladkych aZ po extrémne slané vody). Od inych mikroorganizmov sa
lisia tym, Ze su schopné vykonavat fotosyntézu Vv kazdej jednotlivej bunke. Bunka rias je
tvorena oddelenym jadrom, pyrenoidom, bunkovou stenou, chloroplastami obsahujacimi
chlorofyl a d’alsie farbiva. V niektorych pripadoch bunka obsahuje bicik a svetlocervenu
Skvrnu (stigmu). Mikroriasy su riasy mikroskopickych rozmerov. Ako fotosyntetizujlice
organizmy zohravaju velka rolu pri vytvarani atmosférickych podmienok na Zemi. Bolo
dokazané, ze produkuju az polovicu kyslika, ktory dychame [1-3].

2.1.1. Charakteristika chlorelly

Chlorella je rod sladkovodnych jednobunkovych mikrorias triedy Chlorophyceae. St radené
do oddelenia Chlorophyta, teda zelenych rias, charakteristického pre riasy obsahujuce chlorofyl
a a b, mitochondrie s lamelarnymi kristami. Skrob ukladaji do chloroplastov. Do tejto triedy
patri d’al$ich 9 — 12tisic inych druhov [4].

Riasy rodu Chlorella majti gulovity tvar o priemere 2 — 10 um. Nemajt bi¢ik a rozmnozuju
sa nepohlavne prostrednictvom nepohyblivych buniek — autospor [5].

Obrazok 1: Chlorella 255, 600nasobné zvicsenie

2.1.2. Vyuzitie riasy chlorella

Chlorella bola predmetom mnohych stadii fotosyntézy aexperimentov zaoberajucich sa
kultivaciou biomasy, schopnostou riasy cistit odpadné vody a produkciou mnohych
prospesnych latok [5].



2.1.2.1.  Potravindrstvo, farmdcia a kozmeticky priemysel

Pretoze sa tato riasa rozmnozuje rychlo a je bohata na proteiny a vitaminy typu B, existuju
mnoh¢ Stadie skiumajuce niektoré druhy ako potencidlnu potravinu pre ¢loveka na Zemi, ale aj
vo vesmire [5].

V sucasnosti je chlorella hojne vyuzivana ako potravinarsky doplnok Vv strave, prave kvoli
vysokému obsahu mnohych prospesnych latok. Je ve'mi bohata na esencidlne i neesencialne
aminokyseliny. Vd’aka obsiahnutiu vsetkych vitaminov B komplexu sa chlorella niekedy
vyuziva ako doplnok vo veganskej strave. Samozrejme obsah latok sa moéze liSit’ v zavislosti
na kmeni, type kultivacie a pouzitych separacnych postupov. V susine méze obsahovat’ od 7-
88% proteinov, 7-75% tukov, 6-38% cukrov a okolo 5% vlakniny a 10% mineralov a vitaminov
[5-7].

Niektoré druhy rodu Chlorella (hlavne Chlorella vulgaris) boli pouzité k ziskaniu chlorofylu,
ktory sa pouZziva ako pigment. Okrem toho sa mu pripisali aj antikarcinogénne vlastnosti. Avsak
asi najdolezitejSou latkou v chlorelle je pB-1,3-glukan, ktory pdsobi ako aktivny
imunostimulator, pretoZze zachytava volné radikaly. Chlorella pyrenoidosa a Chlorella
ellipsoidea obsahuju komplexné polysacharidy, ktoré maju taktieZ imunostimula¢né vlastnosti.
d’alsia stadia chlorelly preukazala jej antioxida¢né, protizapalové a analgetické schopnosti [8].

V ramci kozmetického priemyslu st riasy rodu chlorella vyuzivané vdaka obsahu
polysacharidov vhodnych na pouzitie ako gélové Ccinidla a zahustovadld Vréznych
kozmetickych formulach, ale aj ako hydratujica zlozka. V ramci pripravkom proti starnutiu
pokozky bolo zistené, Ze vytazok z Chlorella vulgaris podporuje mechanizmy pre obnovu
kolagénu, ¢im napomaha k obnove pruznosti koze [8].

2.1.2.2.  Produkcia biopaliva

Biopaliva su ekologicky nezavadné alternativy ku konvenénym palivam, vyrabané
zZ obnovitel'nych zdrojov ako rastlinné oleje a zivocisny tuk [9].

BIO-DIESEL

BTL > oiLs \
BIO-ME_THANE
(from blomass)> ST:\RCH (\

co,
(] H
BIO-ETHANOL s o, ]
- ! P 3 i
BIO-FUELS /> NADPHITE, PG_63 "
;‘ 3
v

BIO-H,

PHOTOSYNTHESIS

ATP 1 ADP
§ +P
1

Stroma

|
Thylakoid

Membrane | 17

synthase

|
g
Lumen . T

— e flow

2H, X "
===>H' flow [Ap— .
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Existuje mnoho $tadii poukazujucich na vyhody pouzitia mikrorias na ucel produkcie
biopaliv oproti inym pouzivanym surovinam: ich kultivacia je jednoducha, nepotrebuju takmer
ziadnu starostlivost’ ¢loveka, dokazu rast’ vo vode nevhodnej na I'udska konzumaciu a nie st
naro¢né na ziviny. Vzhl'adom na ich druhovi rozmanitost’, je mozné pouzit’ druh, ktory sa hodi
do konkrétnych podmienok, ¢o sa neda povedat’ 0 aktualnych zdrojoch (s6ja, slnecnica, repka
a palmovy olej). Maju vyrazne vyssiu produktivitu a rychlejsi rast ako konvencné lesnictvo,
pol'nohospodarske plodiny a iné vodné rastliny a vyzaduji omnoho mensie plochy, ato az
49 — 132krat menej ako u repky alebo soje (pri 30% obsahu oleja v biomase). Tym padom by
sa znizila konkurencia na ornej pdde S inymi plodinami, hlavne pre I'udsku spotrebu [2].

Hoci palivo ziskané takymto sposobom neobsahuje Ziadnu siru ani jej derivaty moze byt’ na
druhej strane désledkom zvys$enych emisii NOx Vv niektorych typoch motorov [2].

V redlnych priemyselnych podmienok je vSak produkcia biopaliv riasami zatial
nepravdepodobnd, pretoze vysoké investicné a prevadzkové ndklady na produkciu rasovych
biopaliv aZ radovo presahuji cenu paliv fosilnych. Stratégiou zlacnenia produkénych nakladov
je moznost’ vyuzitia geneticky modifikovanych produkénych kmenov, ¢i extrakcia olejov
priamo z mokrej riasovej biomasy [46].

2.2. Kultivacia

Kultivacia je umely spdsob rozmnozovania organizmov. Rozmnozovanie prebicha v dopredu
ureCenom kultivaénom médiu. Existuje viacero rozdeleni kultivacie. Medzi to zékladné patri
rozdelenie podla prisunu Zivin vo forme média do kultury, v rdmci ktorého rozliSujeme tri typy
kultivacie: vsadkova, fed-batch a kontinualna kultivacia. Dal§im doleZitym rozdelenim je
rozliSenie zdroju uhlika v médiu. To mdze byt kultivacia autotrofnd, kedy organizmus vyuZziva
ako zdroj energie anorganicky uhlik, alebo kultivacia heterotrofna, v ktorej organizmus
spotrebiiva organicky uhlik, napriklad vo forme glukozy. Mixotrofna kultivacia predstavuje
kombinaciu autotrofnych a heterotrofnych podmienok Mozno ju roz¢lenit’ aj podl'a zariadenia,
resp. prostredia, v ktorom prebieha — na kultivaciu v uzavretom systéme (bioreaktor) alebo
Vv otvorenych systémoch, napriklad nadrziach [11].

2.2.1. Vsadkova kultivacia

Vsadkova kultivacia je charakteristicka tym, ze je bezzdsahova. To znamend, ze sa do nej
behom kultivacie nepridavaju Ziadne latky, ako napriklad Cerstvé médium, a nedochadza ani
k odberom (produkty, biomasa). Vd’aka svojej nenaro¢nosti je ¢asto vyuzivana na rdzne stadie.
Vsadkova kultivacia ma vyhodu v tom, Ze je jednoducha na realizaciu a ako reaktor sa da vyuzit
napriklad aj Erlenova banka, ¢0 umoziuje vykonavat’ viac experimentov paralelne. Nevyhodou
tejto metddy je, ze experimentalne data st zlozitejSie na interpretaciu, pretoze podmienky
Vv reaktore sa s casom menia, ateda sa meni aj ich vplyv na bunku. Tieto zmeny mozno
eliminovat’ pouzitim zloZitejSich bioreaktorov, ktoré st schopné udrzat’ niektoré premenné, ako
je pH a obsah rozpusteného kyslika, konstantné [12,13].

U tohto typu kultivacie mozno pozorovat Specificky rast buniek, ktory sa graficky
znazornuje tzv. rastovou krivkou, vid’ Obrazok 3. T4 pozostava zo Styroch hlavnych faz: lag
fazy, exponencialnej fazy, stacionarnej fazy a fazy odumierania buniek.
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Obrazok 3: Rastova krivka [14]

Lag faza charakterizuje adapta¢né obdobie, kedy sa mikroorganizmus prispdsobuje novému
prostrediu a podmienkam. Jej dizka sa moZe znacne lisit, a to na zaklade toho, ako velmi su
odlisné podmienky K tym, z ktorych mikroorganizmus pochadza. V priemysle je Ziadtce aby
tato f4za dosahovala o najkratsi ¢as a preto st Casto aktivne bunky prevadzané do rovnakého,
alebo veI'mi podobného média a podmienok [15].

Exponencialna faza, alebo log faza, sa vyznacuje exponencialnou zavislost'ou koncentracie
buniek na ¢ase. Organizmus je plne prispdsobeny podmienkam, ¢o vedie k rychlemu narastu
biomasy. Bunky v tejto faze su najzdravSie a najviac jednotné, ¢o vysvetl'uje, preo sa v
mnohych experimentoch vyuZzivaju bunky z tejto faze. Ciel'om vacSiny kultivacii je dosiahnut’
¢o najstrme;jsiu Krivku, ktora pretrva ¢o najdlhsi ¢as [15].

V ur¢itom okamihu sa vycerpajl ziviny potrebné pre rast a mnozenie buniek. Bunky za¢nt
byt potlacané vlastnym odpadom alebo nedostatkom fyzického priestoru, o spdsobi vstup
buniek do stacionarnej faze. V tomto okamihu sa pocet novych vyprodukovanych buniek rovna
poctu odumretych buniek. Tato faza je vyznamna v mnohych odvetviach, nakolko v nej
dochadza k produkcii sekundarnych metabolitov, ako st napriklad antibiotika [15].

V poslednej fazy rastovej krivky pocet zivych buniek klesa. Stav kultiry sa zhorSuje az do
bodu, kedy su vsetky bunky nenavratne poskodené az do takej miery, Ze ani pri prevedeni do
Cerstvého média nevykazuju znamky rastu [15].

2.2.2.Fed-batch kultivacia

Fed-batch kultivacia je charakterizovana vopred danou alebo kontrolovanou adiciou zivin do
média pocas priebehu kultivacie, bez toho aby dochadzalo k odberom kultary. Toto prevedenie
umoznuje pouzitie viacerych variant v ramci zivin, ¢o vedie K lepSej a presnejsej kontrole
procesov ako napriklad rast bunky, prijem Zivin a produkciu Zzelanych metabolitov.
Kontrolované pridavky nutrientov st ¢asto vyuzivané na podporu produkcie sekundarnych
metabolitov [12].
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2.2.3. Kontinualna kultivacia

V kontinualnej kultivacii st vSetky ziviny potrebné pre rast mikroorganizmov nepretrzite
privadzané do média za sucasného kontinualneho odoberania média s kulturou. Objem kultury
je zvyCajne kontrolovany hladinomerom. Kontinualnej kultivacii zvy€ajne predchadza
vsadkova alebo fed-batch kultivacia. Stav kultury sa urCuje z vytekajucej kultary, ¢im je
zabranené priamemu kontaktu S kultirou vnutri reaktoru a predchaddza sa tak moznej
kontaminacii, ¢o nemozno povedat’ o predchadzajucich dvoch typoch kultivacie [12].

V pripade, ze st kultivacné podmienky pre rast biomasy vyrazne odlisné od tych pre
produkciu konkrétnych metabolitov, vyuziva sa takzvana dvojfdzova kontinualna kultivécia.
V prvom kroku st podmienky nastavené na podporu rastu biomasy a v druhom na produkciu
ziadanych metabolitov. Aj to je d’alSou vyhodou oproti vsadkovej a fed-batch kultivacii [12].

Kontinualna kultivacia ma vSak aj radu prevadzkovych tazkosti, zahfnajuc riziko
kontaminacie a stratu produkcie v dosledku vyplavenia kulttry, ktora hrozi v pripade nastvenia
vySSej zriedovacej rychlosti. Oproti vySSie zmienenym metédam je taktiezZ vyrazne Casovo
narocnejSia na zapocatie prevadzky [12].

= el o o f

Obrazok 4: Schéma principu jednotlivych kultivacii, zl'ava: vsadkova kultivacia, fed-
batch kultivacia a kontinudlna kultivacia

2.2.4. Autotrofna kultivacia

Autotrofnd kultivacia, nazyvana aj fotoautotrofna, je dnes asi naj€astejSou metddou pestovania
rias. Je to dané tym, ze mikroriasy su fotosyntetizujice organizmy. Bunky rias zachytavaju
slne¢nt energiu a ako zdroj uhlika vyuzivaji CO2. NajviacSou limitaciou tohto spdsobu
kultivacie je svetlo, na ktorom zéavisi rast a zvySovanie hustoty buniek. Plati, ze ¢im viac svetla
na kultru pdsobi, v ramci ur€itého intervalu, po ktorého prekroceni za€ne mat’ svetlo inhibi¢né
ucinky, tym rychlejsie rastie [16].

2.2.5. Heterotrofna kultivacia

Moznou alternativou k autotrofnej kultivacii, av§ak pouzitelna len pre urcité percento druhov
mikrorias, je vyuzitie ich schopnosti heterotrofného rastu pri absencii svetla, kedy sa viazanie
atmosférického CO2 nahradza zdrojom organického uhlika rozpusteného v kultivatnom médiu.

Heterotrofia je definovana ako vyuzitie organickych zloziek na rast organizmu. Heterotrofné
organizmy su také, ktoré Cerpaju energiu a potrebné substraty z organickych latok vytvorenych
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inymi organizmami. Zlozenie kultiva¢ného heterotrofného média je podobny tomu
autotrofnému, s vynimkou pridavku organického uhlika, napriklad v podobe glukézy.
Kultivacia Chlorelly v heterotrofnom médiu bola prvykrat pouzita v 90. rokoch minulého
storo¢ia vyuziva sa doteraz [16-18].

Produkcia mikrorias v heterotrofnych podmienkach je vel'mi Gispes$na v komercnej sfére, kde
je potrebnd masova produkcia biomasy aj vedl'ajSich produktov. Ekonomicka vyhodnost’ bola
predstavena pred 19 rokmi viacerymi vedcami aje stale aktualna. Vedci zistili, Ze pri
heterotrofnej kultivacii mikrorias v kompletnej tme je mozno dosiahnut' vysoku rastovi
rychlost, a zberné koncentracie az cez 100 g/l. V porovnani s fotoautotrofnou kultivaciou bol
dosiahnuty uriasy C. protothecoides 3.,4nasobok, u C. vulgaris 4,8nasobok au C.
sorokinianana 3,3nasobok koncentracie biomasy [17].

Vd’aka tomu, ze pre heterotrofny rast rastlin nie je potrebny zdroj svetla, je mozné kultivovat’
riasy v podstate v hocijakom bioreaktore. To predstavuje velkt vyhodu oproti autotrofnej
kultivacii. Vd’aka vysokej vytaznosti heterotrofnej kultivacie sa tato metdda stala financne
menej naro¢nou v porovnani s autotrofnou kultivaciou. Pre predstavu, v roku 1996 v Japonsku,
ktoré je poprednym producentom chlorelly, aZz 50% vyprodukovanej biomasy, teda cca. 500
ton, pochadzalo prave z heterotrofnej kultivacie. Dal§imi vyhodami sii: vyssi obsah lipidov
v biomase, odstranovanie organického uhlika z odpadnych vod spolu so zlu¢eninami dusiku
a fosforu ataktiez moznost zmeny zdroja uhliku v médiu atym vplyvat na produkciu
metabolitov [16,17].

Heterotrofna kultivacia ma vsSak aj radu nevyhod. Existuje len ur€ity limitovany pocet druhov
rias, schopnych heterotrofného rastu, riziko kontamindcie v heterotrofnom prostredi je pomerne
vysoké a vznika neschopnost’ produkovat’ svetlom indukované metabolity. S heterotrofnou
kultivaciou tiez odpada moznost’ redukcie CO2 v atmosfére [16].

Existuje rad vyskumov zaoberajucich sa porovnavanim rychlosti rastu rias v heterotrofnych
a autotrofnych podmienkach. Ukazuje sa, ze druhy rodu Chlorella, Tetraselmis a Nitzschia
rasta rychlejsie prave v heterotrofnych podmienkach [16].

2.2.6. Mixotrofna kultivacia

Mixotrofia je sposob kultivacie, pri ktorom je pouzita heterotrofia a autotrofia sucasne, ¢o vedie
k spracovaniu anorganického a organického uhlika za pritomnosti svetla [19].

V porovnani s heterotrofnou a autotrofnou kultivaciou ma radu vyhod: vyssie rychlosti rastu
vd’aka moznosti skratit' rastovy cyklus, ¢im sa zvysi produkcia biomasy; predizenie
exponencialnej faze; redukcia straty biomasy dychanim pocas vytavenia tme; redukcia alebo
zastavenie vplyvu fotoinhibicnému efektu; moznost flexibilne striedat’ heterotrofnt
a autotrofnu kultivaciu podl'a potreby [17].

Tento typ kultivacie vSak nie je vo velkych prevadzkach az tak rozsireny kvoli technickej
naroc¢nosti procesu [18].

2.2.7.Kultivacia v otvorenom systéme

V otvorenych systémoch — €o st prirodné ¢i umelé nadrze, obezné ndhony alebo kaskady
naklonenych ploch — maji kultry mikrorias priamy kontakt s okolitym prostredim. Tieto
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systémy su konstrukéne jednoduchs$ie a prevadzkovo lacnejSie nez fotobioreaktory a sluzia
k produkcii velkého mnozstva biomasy. Podla miestnych poziadaviek a klimatickych
podmienok sa pouzivaju rézne varianty tychto zariadeni vyrobenych z r6znych inertnych
materialov (beton, PVC, nerezova ocel, laminat). Hibka suspenzie by nemala byt velka
(>10 cm), inak mé6ze dojst’ k nizkemu oZziareniu buniek a nedostatoénému premiesavaniu, ktoré
je zabezpecené roznymi mieSadlami (lopatkové, rotujuce, Cerpadla, prebublavanie a iné).
Kultary su vac¢sinou pestované pri nizsich koncentraciach (0,5-1 g/l) s nizkou produktivitou (asi
1 grm=2deni!). Vyhodou, okrem lacnej prevadzky, je, Ze sa takmer neprehrievajii, umoziuju
jednoduchy odvod vznikajiceho kysliku aich obsluha je relativne jednoduchd. Otvorené
systétmy st vhodné pre rychle rastice kmene alebo také, ktoré sa kultivuju za velmi
Specifickych podmienok. Pre velkoobjemové produkcie biomasy sa obvykle vyuzivaji
mikroriasy Arthrospira, Chlorella, Dunaliella a Nannochloropsis. Otvorené nadrze sa pouzivaju
pre pestovanie Spiruliny a Chlorelly v Japonsku, Thajsku, Kalifornii, na Havaji, Taiwane, v
Indii a Cine [20].

Inym variantom st tenkovrstvové systémy s vrstvou kultary o hrubke niekol’ko milimetrov
az centimetrov, ¢im je zabezpeCené dobré osvetlenie buniek v celom objeme suspenzie.
Turbulencia je zaistend cirkulaciou kultiry pomocou ¢erpadla. Konkrétnym prikladom su tzv.
kaskady ,.tirebonského typu“, ktoré sa pouzivaji uz od 60. rokov minulého storocia pre
kultivaciu rychlo rastcich kmenov zelenych rias (Chlophyta). Kultira mikrorias rastie vo
vrstve tenSej ako jeden centimeter, takze pomer oziareného objemu je vysoky a vd’aka tomu je
mozné dosiahnut’ vysokt hustotu biomasy — 15-35 g/l. Realna rastova rychlost sa moze
pohybovat’ okolo 20 gramov susiny na meter $tvorcovy za deni Vv miernom Klimatickom pasme.
[20].

Obrazok 5: Kaskadovy tenkovrstvovy kultivacny systém v Tieboni [45]

Medzi najvacsiu nevyhodu takéhoto sposobu kultivacie patri vysSie riziko kontaminécie
inymi mikroorganizmami. Kontaminacii inymi mikroriasami je vSak mozné predchadzat
nasadim riasy, ktory rastie rychlo, &im je schopna potlacat’ rast inych, nezelanych rias. Dalgim
minusom je cena zberu biomasy, ktora je v dosledku nizSich koncentracii biomasy

a spracovavaniu vyssich objemov vody, vysSia v porovnani s uzavretymi fotobioreaktormi
[20, 21].
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2.2.8.Fotobioreaktory

Bioreaktory, alebo fotobioreaktory, vznikli ako alternativa ku kultivacidm v otvorenych
nadrziach. Ich pouzivanie sa datuje k neskorym Styridsiatym rokom 20. storocia, kedy vznikli
ako vysledok skiimania principov fotosyntézy V riasach rodu chlorella. M6Zu byt umiestnené
Vv exteriéri alebo interiéry. Svetlo je va¢Sinou dodavané pomocou umelého osvetlenia (V pripade
autotrofnej alebo mixotrofnej kultivacie), od ¢oho je aj odvodeny nazov ,fotobioreaktor®.
Fotobioreaktory su uzavreté systémy, V ktorych nedochadza k vymene latok medzi vonkajSim
prostredim (plyny, kontaminanty) a vnatornym prostredim — kultarou, ktora je v reaktore
kultivovana. Typicky fotobioreaktor je trojfazovy systém tvoreny kvapalnou fazou (médium),
bunkami, ktoré predstavuju pevna fazu a plynnou fazou [22-24].

Tieto zariadenia poskytujii ochranu pestovanému organizmu hlavne pred kontaminaciou
inymi mikroorganizmami a navyse sa v iom lep$ie udrzuji stale podmienky, ako napriklad pH,
koncentracia COz a kysliku alebo teplota. NavySe zabraniuju vyparovaniu vody, takZe sa zniZuje
jej spotreba. Dalsimi vyhodami si mensie straty CO2, vys§ie koncentracie buniek organizmu,
¢o vedie k niz§Sim finanénym vydajom a vysSej urovne produkcie biomasy, a vedlajSich
produktov. Medzi nevyhody patria vysoké finan¢né naklady na vyrobu a prevadzku samotného
bioreaktoru v porovnani s vodnymi nadrzami. Vyzaduju chladenie, striktni kontrolu privodu
kyslika anecistot. Ich vyuzitie sa zvyCajne Vv praxi obmedzuje len na produkciu
vysokohodnotnych vytazkov z rias, ktoré sa nedaju kultivovat’ v otvorenych systémoch [25].

PAra—e moltor zasobnik
4 pumpa kLselim/btze

“ Zplivod bunék a media )
A métic tlaky
para —a l
\Y b vypus( kontrola
o (——I— a registrace pH
b LS odvod chiadici vody
michadlo
odbér temperovaci
vzorku plast
b - { vzduchovy fiitr
Ped (
zaznam @
a kontrola leploliL
VSIUD kontrola
chladici vody a registrace
provzdusnéni
plivod
para —e - vzduchu

Obrazok 6: Schematické zobrazenie zostavy bioreaktoru [11]
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2.2.8.1.  Najvyuzivanejsie typy fotobioreaktorov

Plos$né bioreaktory maju najrobustnejSiu konstrukciu. ZjednoduSene povedané, ide o dva platy
spojené tak, aby sa vytvoril plochy reaktor s 'ubovolnou dizkou drahy svetla, v rozmedzi od
niekol’kych milimetrov az po 70 mm. Miesanie a dodavanie CO2 su zabezpecené vstrekovanim
vzduchu obohateného o oxid uhli¢ity. Pre predstavu, pre reaktor 0 rozmeroch
0,07 x 1,5 x 2,5 m autori uvadzaju prietok vzduchu 0,25 v/v/min, ¢o vedie k 150 sekundam
ako dobe mieSania média. Stale s kladnym ucinkom na kultaru boli pozorované aj vysSie
aeracie do 2 v/v/min. Inym variantom k ploSnému reaktoru je horizontalny plo$ny reaktor,
u ktorého je distribucia svetla zabezpecena deformovanim platov do cylindrického alebo
sférického tvaru. Prikladom je takzvany domovy reaktor s bublinovou aeraciou [24].

Stipcové prebublavané reaktory, ,bubble columns®, st Gasto pouzivané na experimenty
V interiéroch. Pre pracu s va¢$im objemom sa pouzivaji reaktory o priemere > 20 cm, ¢o
sposobuje vznik tmavej frakcie v strede reaktora. Tym padom je v tejto Casti rast mikrorias
obmedzeny alebo Gplne pozastaveny pre nedostatku svetla. Kvoli odstraneniu tejto tmavej Casti
bola vyvinuta tzv. prstencova kolona. Sklada sa z dvoch akrylovych valcov s vyskou 2 m,
s priemerom 40 a 50 cm umiestnenych jeden vo vnutri druhého tak, aby sa vytvorila prstencova
komora. Takyto tvar umoziiuje aplikaciu roznych svietidiel do vnutornej &asti reaktora. Co sa
tyka prevzdusnovania, pouzivaji sa podobné rozsahy ako u plosnych fotobioreaktorov [24].

Tubularne bioreaktory pozostavaju z priehl'adnej rurky usporiadanej v rovnobeznych liniach
spojenych rozvodmi, tzv. solarnymi kolektormi. Jednotlivé rurky mézu byt rovné alebo
kl'ukaté, umiestnené v rovine na zemi alebo usporiadané do panelov alebo cievok (Spiralovy
bioreaktor). Riry maju priemer 10 — 60 mm a dizku az niekol’ko stoviek metrov. Vd’aka tzv.
,»soSovkovému* alebo aj ,,zaostrovaciemu® efektu je svetlo rozlozené homogénne. Dopadajlice
svetlo sa rozptyluje pozdiz obvodu a je v radidlnom smere zaostrené na os trubice. Tymto
sposobom je exponencialna strata intenzity svetla, sposobena vzajomnym tienenim buniek,
Clastotne kompenzované geometricky vynutenym hyperbolickym narastom intenzity
vyzarovanie. Na dosiahnutie tohto javu vSak treba spravne usporiadat’ tribky. Pumpovanie
média je zabezpecené Cerpadlami anesmie presiahnut’ rychlost 1 m/s. Prekrocenie tejto
rychlosti by mohlo viest’ k zdvaznému poskodeniu buniek. Optimalna rychlost’ sa pohybuje
v rozmedzi 20 — 50 cm/s. Dal§im testovanym aspektom bol priemer trubice. Ukazalo sa, Ze
kultivicia je so zvySujicim sa priemerom efektivnejSia z pohl'adu tvorby biomasy, ale toto
pravidlo plati len po 40 mm. Pri rarach vécsich ako 40 cm, ktoré boli tiez otestované, boli
koncentracie biomasy vel'mi nizke a zZ pohl'adu prevadzkovych nakladov sa takéto konstrukcie
neodporacaju. Velké usporiadania tohto typu moézeme najst’ v lzralei v pusti Negev, alebo
Vv Spanielskej Almerii. Najvacsie sa vSak nachadzaju v Klotze v Nemecku, postavené
a prevadzkované firmou Bisantech, kde dizka reaktoru udajne dosahuje kombinovane az
500 km [24].

17



r

LT Tad

L &
\

— —
."'.'::j. ig ﬁ:]h rt

& ¢

Obrazok 7: Znazornenie jednotlivych typov bioreaktorov, a) plosny, b) prstencovy,
C) tubularny [26]

2.3. Scale up proces

Cielom scale up procesu je zvacsit' vyrobu tak aby bola dosiahnutd rovnaka alebo vyssia
produktivita srovnakou kvalitou vyrobku. Na to aby kultivacia rias mohla mat nejaky
vyznamnejsi socidlny, environmentdlny a ekonomicky dopad na l'udskt spolo¢nost’ je nutné
realizovat’ ju vo vel'kom, teda zvysit’ produkovany objem. Sklada sa z troch zékladnych krokov:
vyskum a vyvoj, poloprevadkova jednotka a komerc¢na produk¢na jednotka [47].

Scale up proces je klI'icovou témou vo vyvoji vSetkych procesov. RozSirovanie kultivacie
mikrorias z laboratornej mierky na komerénu velkovyrobu je velkou vyzvou kvoli naro¢nosti
odhadu a vymerania faktorov (teplota, svetlo, kyslik, zdroj uhlika a nutrientov) ovplyviujicich
scale up proces pocas kultivacie. ZvaéSovanie riasovych kultur na velmi vel'ké objemy je
komplexnou tlohou vyzadujiicou skaseny personal. Udrzba dlhodobej stabilnej produkujucej
vel'koprevadzky pod vplyvom vonkajSich faktorov ako je dazd’, teplota, zmena oZiarenia,
predstavuje prekazky, ktoré nie st v konStantnom prostredi laboratodria, ktory je prvym krokom
scale up procesu, bezné [47, 48].

Ako prvé je nutné zvazit' ako optimalizovat’ proces tak, aby bola zabezpecCena dostatocna
produkcia inokula do nadrze alebo fotobioraktoru scielom ¢o najviac zredukovat' Ccas
a finanéné néklady. Co sa tyka nakladov, kultivacia jedného kilogramu suchej biomasy vysla
v roku 2011 na zhruba 8 € pre Chlorellu a priblizne 4 € pre Spirulinu. Z ¢asového hl'adiska treba
zvazit krok zvicSovania, takzvany faktor. Pri kultivécii rias je najzauzivanej$i faktor 10 per
krok. To znamena, Ze ak kultivacia za¢ina na 10 ml pokrac¢uje 100 ml, potomna 11, 10 I, a tak
d’alej. Na to aby riasa dosiahla dostato¢ny narast k d’alSiemu kroku, je nutné ¢akat’ aspon 5 dni.
To znamena, Ze na dosiahnutie dostato¢ného mnozstvo inokula pre vel'koprodukciu o 10 000 |
a kultivacia zacala na 10 ml, je potrebny minimalne jeden mesiac (pri pouziti faktoru 10) na
spustenie produkcnej jednotky. Aby sa minimalizovala potreba reinokulacie zo zésobnej
kultary je tieZ potrebné zabezpecit' aby nedoSlo ku kontaminécii alebo kolapsu kultary.
Vzhl'adom na to, Ze scale up proces sa skladd z mnohych medzikrokov, sa toto riziko zvysuje.
Pritomnost’” mnohych rizikovych faktorov vyzaduje efektivny monitorovaci systém kultury,
ktory poskytuje v€asné varovanie akéhokol'vek problému, takZze mézu byt aplikované rychle
opatrenia, ktoré zabrania kolapsu kultary. Vizudlny monitoring je vSak mnohokrat
nedostatoény a dokéze detegovat len vicSie zmeny V kultire. NajbeznejSie monitorované
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parametre, okrem teploty a svetla, st pH a koncentracia Oz. Obe sa totiZ menia predvidateInym

spdsobom pocas celej doby aktivneho rastu mikrorias. Akakol'vek odchylka indikuje problémy
s kultarou [48, 49].

Ako poloprevadzky ale aj vel’koprodukéné jednotky sa vyuzivaji uzavreté fotobioreaktory,
alebo otvorené nadrze. Detailnej$i opis oboch zmienenych je uvedeny v kapitolach 2.2.7
Kultivacia v otvorenom systéme a 2.2.8 Fotobioreaktory [49].
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Obrazok 8: Schéma scale up procesu [50]

2.4. Optimalizacia podmienok rastu a produkcie mikrorias

Existuje rad faktorov ovplyviiujucich rast mikrorias. Na doleZitost’ jednotlivych faktorov sa
prihliada podla ucelu kultivacie biomasy a konkrétneho kultivovaného druhu alebo dokonca
kmena riasy. Vo vSeobecnosti plati, Ze riasy nie st ndrocné organizmy a mozno ich kultivovat’
aj pri pouziti malého mnozstva Zivin. Medzi najdolezitejSie faktory ovplyviujuce tvorbu
biomasy avedlajsich produktov abiotického charakteru patria teplota, Zivné médium
a nutrienty, svetlo a svetelné periody, pH, aeracie, mieSanie a typ pouzitej mikroriasy. Hoci sa
medzi riasami nachadzaju aj extrémofyly, a kazda riasa preferuje iné prostredie, existuja urcité
vSeobecné podmienky pre kultivaciu rias (Tabulka 1). DetailnejSie sa budem venovat
jednotlivym faktorom v nasledujucich podkapitolach, pricom diskutované optima sa tykaju
vacsiny typickych mikrorias a st vyrazne odlisné od optim pre extremofilné riasy [27].

Tabulka 1: VSeobecné kultivaéné podmienky vhodné pre mikroriasy [28]

Parametre Rozsah Optimum
Teplota [°C] 16 - 27 18 - 24
Salinita [0.1'] 12 - 40 20-24
Intenzita svetla  [lux] 1000 — 10 000 2500 -5 000
: ) 16:8 (minimum)
Cyklus svetla svetlo : tma [h] 24:0 (maximum)
pH - 7-9 8,2-87
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2.4.1.Svetlo

Mikroriasy su fotosyntetizujice organizmy. To znamena, Ze spotrebuvaju anorganicky uhlik
a premienaju ho na organické latky a kyslik. Svetlo je zdroj energie, ktord pohéna tuto reakciu
a jej rychlost’ a kvalita zavisia na jeho intenzite a spektre. Povazujic svetlo za najdolezitejsi
zdroj energie u fotoautotrofnych rias, vzniklo vela $tadii zaoberajicich sa prave vplyvom
intenzity svetla. Okrem intenzity je podstatna aj vinova dizka [29].

2.4.1.1.  Cyklus svetla

Dizka svetelného cyklu je velmi dolezitym kritériom, ktoré musi byt’ zahrnuté pri zostavovani
fotobioreaktoru. Periody svetla maju vyznamny vplyv na fotosyntézu a rychlost’ rastu, ale treba
brat’ do tivahy, Ze pri nadmerné vystavenie svetlu dochadza k plytvaniu elektriny a spomaleniu
rastu buniek. V porovnani s 3h, 6 h a9 h svetelnymi cyklami doslo pri 12 h cykle takmer
k zdvojnasobeniu koncentracie biomasy. Zistilo sa, Ze rychlost’ rastu a maximalna hustota
buniek rias rastie imerne s dizkou svetelného cyklu nezavisle od intenzity svetla. Vynimkou
bol cyklus 12:12 h (svetlo : tma), kedy kultira vykazovala vyssiu produktivitu a maximalne
hodnoty hustoty buniek v porovnani s cyklom 14:10 h (svetlo : tma). Je preukazané, ze pri
autotrofnom spdsobe kultivacie je svetlo nutnostou. Pri vystaveni Chlorelly sp. len tme
nevykazovala tato riasa ziadne znamky rastu [16] [30-32].

24.1.2. Intenzita svetla

Okrem zdroja svetla je tiez vel'mi dolezita i jeho intenzita. Pri skimani vplyvu intenzity svetla
za pouzitia TL5 lampy sa rychlost’ rastu buniek C. vulgaris zacala spomal’'ovat’ pri vystaveni
svetlu o intenzite vysej ako 18 W/m?. Toto pozorovanie potvrdilo zavery zo §tadie z roku
2000, vedené Ogbonnom a Tanakom. NajvysSia rychlost’ rastu bola dosiahnuté prave pri svetle
o intenzite 18 W/m?, konkrétne 1,606 deni™>. Pri intenzite 9 W/m? bolo maximum 1,301 den™.
Z hladiska efektivity by teda bolo vyhodnejsie pouzivat’ intenzitu 9 W/m?, &im by sa znizili aj
naklady na elektricku energiu. Chang a spol. zase vyhodnotil ako najefektivnejSiu intenzitu
120 pmol-m™2s7%, ¢o je priblizne 26,16 W/m?, kedy rychlost rastu dosahovala hodnoty
1,872 deni %, pri¢om pouzitd lampa bola tiez fluorescenéna. Iné $tadia tvrdi, Ze pri pouziti LED
svetla moZze byt maximalna intenzita svetla, pri ktorej nedochddza k spomaleniu rastu, az
400 W/m?, Pri takomto osvetleni dosiahol maximalny rast buniek C. vulgaris hodnotu
0,840 den™. Ak by sme porovnali spotrebu a produkt, je tato metéda urdite neefektivnejsia
a dokazuje iba, ze C.vulgaris znesie aj vic8iu intenzitu svetla pri inom zdroji osvetlenia
[33 - 35].

2.4.1.3.  Zdroj svetla

Chlorella sp. obsahuje pigmenty, hlavne chlorofyl a karotenoidy, ktoré zachytavaju vinova
dizku v rozsahu 400 — 500 nm a 650 — 700 nm. Pri porovnani volframovej (700 - 850 nm)
a fluorescencnej lampy (450 — 650 nm) je efektivnejSie pouzitie prave druhej lampy. Pri
kultivacii Chlorella vulgaris s pouzitim lamp s konkrétnymi farebnymi spektrami — modra
(476 nm), zelena (510 nm), ¢ervena (650 nm) a s klasickym bielim svetlom bolo preukazané,
ze Cervené azelené svetlo nie je vel'mi efektivne z pohl'adu rastu koncentracie biomasy
v exponencialnej faze. Experiment s modrym svetlom sa sice priblizil koncentracii biomasy
pod bielym svetlom, ale vyzadoval dlhsi aklimatizacny cas. V tomto ohlade je teda
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najefektivnejSie vyuzit’ biele svetlo. Pri kombinacidch s vy$$imi intenzitami vSak moze byt
efektivne pre C. vulgaris aj ¢ervené svetlo. Rovnako efektivne sa ¢ervené svetlo preukazalo aj
pri kultivacii C. pyrenoidosa [29, 33].

2.4.2. Teplota

Teplota ovplyviiuje rychlost vsetkych chemickych reakcii suvisiacich s metabolizmom
arastom rias. Teplotné zmeny podsobia na biochemické zlozenie buniek, konkrétne lipidov
a proteinov. Teploty nad 30°C negativne ovplyviiuji rast buniek Chlorelly sp. Pri teplote 35 °C
zacinaju vykazovat pokles rychlosti rastu asi o 17 %. ZvySovanie teploty (38 °C) vedie k smrti
riasovych buniek. Bolo dokazané Ze optimélna teplota pre rast vacsiny druhov rias je medzi
20 °C — 30 °C. Pri inom vyskume bol najrychlejsi rast dosiahnuty pri teplote 32,4 °C. ISlo vSak
o C. vulgaris kultivovani v zmieSanej kulttre, pricom hlavnou zlozkou zivného média bol uhlik
v organickej forme — glukoze (koncentracia 0,75 mg/l). Pri va¢Sine experimentov sa vSak
udrzuje teplota okolo tej laboratornej, to znamena 25 °C [29, 36].

Chlorella je relativne citlivd na zmeny teploty. Ak teploty klesnil nizko, mé& tendenciu
spalovat’ cenné kalorie. NajlepSie optimum pre jej rozmnozovanie je okolo 25 °C. Z toho
vyplyva, ze v noci potrebuje zahrievanie a cez den klimatizaciu. Je to tiez jeden z dovodov,
preco je v sti€asnosti stale ekonomicky narocné pestovat’ tieto riasy vo velkom na Gcely akymi
je napriklad vyroba biopaliv [6].

2.4.3.pH

Hodnota pH, ktortt mé kultura na pociatku, m6ze mat’ vel’ky vplyv na koncentraciu biomasy
a produkciu lipidov u niektorych kmenov mikrorias. Pri prekro¢eni pH 9 moze dojst’ dokonca
k vyzrazaniu vapenatych soli. Mayo v roku 1997 zistil, ze Chlorella vulgaris toleruje nizke pH,
a dokaze prezit' ipri pH 3. Vyplyvajic zjeho vyskumu sa riase darilo najlepSie pri pH
6,31 - 6,84. Maximalne dosiahnuté pH (pH = 11) uz na rast C. vulgais vplyvalo negativne.
V inej Stadii sa ukézalo, riasy vSeobecne sa pri pH vys$Som ako 8 prestavaji rozmnoZovat’
a rychlost’ rastu klesa. Hodnotu pH ovplyviuje hlavne zivné médium, v pripade BG-11 je to
priblizne 7,4 a u BBM priblizne 6,6. To je aj dovod, preco vo vicsine $tadii narazime na pH
prostredia od 6 — 7,5 [22, 29, 33, 35, 37, 38].

2.4.4. Zivné médium

Zlozenie zivného média ma vyrazny vplyv na rast rias a finalnu koncentraciu biomasy. Je
zname, ze najhojnejsi rast mikrorias prebieha v nutriéne bohatych, tzv. eutropickych, vodach.
Medzi jeden z najdolezitejSich a najskumanejsich prvkov, ddlezitych pre zivot kultary, patri
dusik. Bolo dokazané, ze ak sa v médiu nachadza vo forme amoniaku (NH4Cl) a sucasne vo
forme dusi¢nanu (KNOs3), ako prvy je C. vulgaris spotrebovany dusik z amoniaku a az potom
Z pritomnych dusi¢nanov [10,39].

Dalsou vyznamnou latkou je NaHCOs, ktora slizi ako zdroj anorganického uhlika. Vo
viacerych stadiach sa preukazalo, ze zvysenie jeho koncentracie podporuje rast C. vlgaris. Pri
pouziti koncentracii od 100 — 1600 mg/l (krok 100), rastla produkcia biomasy tmerne
s pridavkom hydrogén uhli¢itanu, az po dosiahnutie maximalnej koncentracie biomasy 0,6 g/l
pri pouziti 1 200 mg/l. Pri vysSich koncentracidch NaHCO3 zacalo dochadzat’ k nepatrnému
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ubytku biomasy, pravdepodobne kvoli zvySujucemu sa pH (>11). Viacero podobnych
experimentov dokazalo, Ze je vhodnejsie pouzit NaHCO3z ako Na2CO3 [33].

Medzi najéastejSie pouzivané médid patri BBM (Bold’s Basal Medium), BG11 - médium
(Blue — Green Medium), SGM (synthetic wastewater medium), WC médium, Chu #10
médium, V médium atd’. Mnoho $tadii sa tiez zaobera pouzitim SGM (synthetic wastewater
medium). Najviac vyskumov sa vykonava prave v BBM a BG11. Z mnohych stadii vyplyva,
ze médium BG11 je oproti BBM efektivnejsie. [23,32].

Velmi dolezitym aspektom, ktorému bolo venovanych mnoho vyskumov, si ekonomické
naklady na kultivaciu. V roku 2013 skimal M.F.Blair pouzitie nutricne ochudobneného média
3N-BBM. Médium BBM preslo réznymi modifikdciami navrhnutymi tak, aby vyhovovalo
Specifickym poziadavkam réznych druhov a kmenov rias. Do tejto skupiny patri aj 3N-BBM,
ktoré je trojnasobne obohatené na dusi¢nany. Blair pri kultivacii C. vulgaris vyuzil toto
médium, ale so zniZzenou koncentraciou makronutrientov na 25% a 50% a vysledky kultivacie
porovnaval s kultivaciou v 100% médiu. Zatial’ ¢o pri pouziti 50% a 25% média bola zahajena
takmer okamzite log faza, 100% médium takato drdhu nezaznamenalo, ¢o viedlo
k predpokladu, ze v odporu¢anom zloZeni je koncentracia niektorych latok zbytoéne vysoka.
50% médium udrziavalo log fdzu aj v dvanasty den, 25% vstupilo do staciondrnej fazy na
jedenasty den. 100% médium dosiahlo najvyssi objem biomasy na 4. den (0,0475 g/l za den),
50% na 8. den (0,0525 g/l za den) a25% na 7. den (0,0893 g/l za den). Najvyssia rastova
rychlost’ u 50% a 100% média bola rovnaka a nastala v 4. defi u oboch pripadov (0,38 d2).
Experiment trval 12 dni, pouzité bolo biele svetlo. Pokus s 50% médiom bol predizeny na 14
dni a kultura bola v stave log fazy aj v 14. deni. Z experimentu vyplyva, ze 50% zlozenie média
je dostacujuce a jeho redukcia je d’alS$im krokom k znizeniu finan¢nej naro¢nosti pestovania
chlorelly [29].

2.4.5.CO2 ako zdroj uhlika

Vzduch vSeobecne obsahuje priblizne 0,04 % CO». Takéto mnozstvo nezodpoveda kritériam
pre mnozstvo uhlika potrebného na fotosyntézu rias. Vzhl'adom na to, Ze oxid uhliCity je
hlavnhym plynom, sposobujuci sklenikovy efekt ajeho koncentracia sa stale zvacSuje
(predpokladané mnozstvo na rok 2100 je 26 miliard ton, pricom v roku 1997 bolo nameranych
»len® 7,4 miliardy ton) doSlo k mnohym snahdm o redukciu tohto plynu v atmostére. Jednou
Z moZnosti zniZenia obsahu oxidu uhli¢itého mozZe byt’ pouzitie mikrorias. Tie konvertuju CO2
na biomasu. Mikroriasy vyuZivaji CO2 velmi efektivne, pretoZe rychlo rasti a moézu byt
pomerne 'ahko pestované v réznych systémoch, ako napriklad vo fotobioreaktoroch [40].

245.1. Efekt CO: na rast pri roznej hustote buniek

Rychlost’ viazania oxidu uhli¢itého je priamo zavislé na hustote riasy a rychlost’ viazania CO2
zasa ovplyviiuje rychlost’ rastu buniek riasy. V roku 2007 pouzil Sheng-Yi aspol. 2 druhy
inokula. Inokulum s hustotou 8-10° buniek na 1 ml a inokulum s hustotou 8-10° buniek na 1 ml.
Obe kultary boli prevzdusnené roznymi koncentraciami CO». Pri oboch typoch sa ukazalo ako
najefektivnejSie prevzdusnenie pri obsahu 2% CO2. Mnozstvo biomasy bolo 1,211 g/l pre
kultaru s nizSou hustotou a 1,445 g/l pre kultaru s vy$Sou hustotou. Rychlost’ rastu bola
0,492 deni™ pre nizsiu a 0,605 dent™ pre vyssiu hustotu. Z pokusu vyplyva, ze efektivnejsie je
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pouzit’ kultiru s vy$Sou koncentraciou buniek. To, ze tolerancia rias na CO; a odpadové plyny
je zavisla na hustote buniek potvrdzuju aj iné stadie [40].

2.45.2. Efekt CO2 na rast buniek

Existujt $tadie, v ktorych vedci porovnavaju rézne koncentracie CO2 na rast buniek Chlorella
vulgaris. V jednom z takychto experimentov bolo dokazané, ze pocas prvych 40 hodin
kultivacie sa rast 1i$il len nebadane. Po 70 hodinach sa vSak ukazalo, ze kultura s 1% obsahom
CO: dosiahla najvyssiu koncentraciu (0,75 g/l) akultura s 6% a 12% dosahovali najmenegj
(0,65 g/l). Tento pokus taktiez dokazal, Ze hoci s riasi schopné rast’ aj bez pridaného CO, ich
rast je pomalsi [41].

Riasy st vSak natol’ko adaptivne, ze je mozné ovplyvnit’ ich toleranciu na koncentracie COs..
Napriklad u riasy Nannochloropsis oculata, ktora nebola schopna prezit’ pri koncentraciach
vyssich ako 5%, zistili, Ze ak ju pred naockovanim vystavia podmienkam s 2% CO>, bolo takéto
inokulum neskor schopné rastu aj pri koncentraciach 15% CO2. Obdobny pokus bol vykonany
aj na Chlorella sp. Ta normalne vykazuje inhibicie rastu uz od 10% CO2. Avsak, ak bola este
pred naockovanim adaptovand na 2% CO2 anedoslo k ziadnemu poskodeniu riasy, ani
zastaveniu rastu, rastla tato riasa aj pri koncentraciach 15% CO.. Rozdiel bol v schopnosti
produkcie biomasy - pri 2% to bolo 1,055 gramu suchej biomasy za den a pri 15% vyrazne
menej, len 0,74 g/l za den [40, 41].

V tomto pripade je teda vhodné zamerat’ sa na jeden ciel’. Bud’ optimalizovat’ podmienky tak,
aby rozmnozovanie riasy a vysledna produkcia biomasy bola ¢o najvyssia, to znamena pouzitie
nizsej koncentracie CO2 alebo pouzit’ vysSie koncentracie oxidu uhli¢itého, pricom riasa je
schopna akumulovat’ maximum 1,8 kg CO./1 kg biomasy, a tym znizit’ jej produkciu [11].
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1. Pouzité chemikalie, pristroje a mikroorganizmy

V nasledujicich  Kapitolach st uvedené  tabulky  Schemikaliami,  pristrojmi
a mikroorganizmami, ktoré boli vyuzité v experimentalnej Casti.

3.1.1. Pouzité chemikalie

(NH4)sM07024.4H20 p.a PENTA s.I.0
C0S04.7H20 p.a PENTASs.r.o
CuS04.5H0 PENTASs.r.o
FeS0O4.7H20 p.a PENTAs.r.o
Glukoza PENTASs.r.o
H3BOs PENTA Ss.r.o
KH2PO4p. a PENTA Ss.r.o
MgS04.7H20 p. a PENTA s.r.0.
MnCl..4H.0 PENTA s.r.o
NaNOs PENTA s.r.o
ZnS04.7H20 p.a PENTA s.r.0.

Dalej boli pouzité chemikélie bezne dostupné v laboratoriu.

3.1.2. Pouzité laboratorne zariadenie

Analytické vahy Adam equipment, USA

Autoklav SANYO Labo Autoclave, USA
Automatické pipety Vitrum, VWR, CZ

Centrifuga Spectrafuge 6C, Labnet International, USA
Flowbox Safe FAST Classic 212, Italie

Kultiva¢né flasky CELLSTAR®, greiner bio-one, Nemecko
Kultivator SANYO Gallenkamp, USA
Spektrofotometer Spekol 11, Carl Zeiss AG, Nemecko
Sugicka Chirana HS 62A, CR

Skrizeny gradient Briklis, spol s.r.o., CR

Trepacka yellow line RS10 basic, IKA®, Nemecko

3.1.2.1.  Kultivac¢na kaskddova ploSina

Kultivaéna kaskddova ploSina, alebo aj ploSinovy bioreaktor, je zariadenie sliziace na
kultivaciu mikrorias vo vonkajSich podmienkach v poloprevadzkovom rezime. Médium
s riasami tvoriace tenku, niekol’ko milimetrov hrubt vrstvu, preteka po celej ploche reaktoru
do zbernej bane, odkial’ je pomocou Cerpadla prepumpované opét’ na ploSinu a cyklus sa
opakuje. Je nevyhnutné aby roztok dosahoval turbulentného toku, aby nedochadzalo
k usadzaniu rias na dno a napokon aj na samotnt ploSinu. Pre lepSiu predstavu plosiny su
prilozené obrazky (Obrazok 9 a Obrazok 10) modelu zariadenia, ktoré som vytvorila v
programe SketchUp, software pre tvorbu 3D modelov.
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Obrazok 10: Model kaskadovej plosiny zboku, pripravené v programe SkatchUp

3.1.2.2.  SkriZeny gradient

Skrizeny gradient je zariadenie schopné kombinovat’ dva rastové faktory, teplotu a intenzitu
osvetlenia. Toto zariadenie bolo pouzité pri pokusoch optimalizacie rias Chlorella sp. kmena
C1A a Coccomyxa, v kapitole 4.4.1 a 4.4.2. Skrizeny gradient pozostava z hlinikovej platne,
na ktoru sa umiestiujt skiimané vzorky. Teplotu je mozno regulovat’ vdaka vyhrievacej $pirale,
ktora je umiestnena na l'avej strane a chladiacej tekutine, ktora pradi napravo. Umiestnenie
tychto jednotiek na konce dosky spdsobuje ochladenie v smere doprava alebo naopak postupné
oteplovanie v smere k vyhrievacej spirale, ¢o vytvara rovnomerny teplotny gradient naprie¢
celou hlinikovou plochou. Teplotné spektrum je mozné vidiet’ na Obrazok 11.
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Obrazok 11: Zobrazenie regulacie teploty na skrizenom gradiente

Princip réznej intenzity svetla je jednoduchy. Vo vrchnej Casti zariadenia je umiestnena
lampa, ktora intenzivne osvetl'uje vzorky priamo pod fiou. Smerom nadol, teda d’alej od zdroja
Ziarenia, svetla ubtida - kles4 jeho intenzita. Jav je zobrazeny na Obrazok 12.

Obrazok 12: Rozdiel intenzit svetla na skrizenom gradiente

3.1.3. Pouzité mikroorganizmy

V kapitole je uvedeny zoznam pouzitych mikroorganizmov, ich taxonomické zaradenie
(Tabul’ka 2, Tabulka 3) a fotky ziskané 600nasobnym zvaésenim na mikroskope (Obrazok 13,
Obrazok 14, Obrazok 15 a Obrazok 16).
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Tabul'ka 2: Zoznam pouzitych kmenov a ich taxonomické zaradenie [42]

Kmen riasy Nézov riasy

Taxondmia riasy

H14 Chlorella

Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta
Trieda
Trebouxiophyceae
Rad

Chlorellales

255 Chlorella

Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta
Trieda
Trebouxiophyceae
Rad

Chlorellales

ClA Chlorella

Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta
Trieda
Trebouxiophyceae
Rad

Chlorellales

Gl1 Chlorella

Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta
Trieda
Trebouxiophyceae
Rad

Chlorellales

Coccomyxa

Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta
Trieda
Trebouxiophyceae
Rad

Trebouxiophyceae ordo

incertae sedis
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Obrazok 13: Coccomyxa, zvacSenie 600x

Okrem kultivacie Vv sterilnych kontrolovanych podmienkach, ktora sa tykala
mikroorganizmov uvedenych v Tabul'ka 2, bola vykonana aj kultivacia na ploSine Vv exteriéry.
Pre tento pokus bola vyuzita riasa Dictyosphaerium chlorelloides kmen CCALA 330.

Tabul'ka 3: Taxonomické zaradenie Dictyosphaerium chlorelloides [42]

Kmer riasy Nazov riasy Taxondmia riasy
Eukaryota
Oddelenie
Chlorophyta

CCALA 330 Dictyosphaerium chlorelloides Trieda
Trebouxiophyceae
Rad
Chlorellales
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Obrazok 16: Dictyosphaerium chlorelloides, zvac¢senie 600x

3.2. Kultiva¢né média
3.2.1.Heterotrofné chlorellové médium

Pre heterotrofna kultivaciu mikrorias bolo pouzité heterotrofné chlorellové médium, ktorého
zloZenie je uvedené v Tabulka 4. Rovnaké médium bolo pouzité aj pri kultivacii kmena C1A
na skrizenom gradiente. pH média sa pohybovalo v neutralnych hodnotach. Zlozenie média
bolo prevzaté z Mikrobiologického tistavu AV CR, z vedeckého pracoviska v Tieboni.

Na autotrofnt kultivaciu bolo pouzité rovnaké médium ako na heterotrofnu kultivaciu, teda
heterotrofné chlorellové médium, ale bez pridavku glukozy. Jeho zloZenie mozno vidiet
v Tabul’ka 5.

Tabul’ka 4: Zlozenie heterotrofného chlorellového média

Zlucenina Koncentracia [g/1]
Makroelementy

Glukoza 20
NaNQOs3 2,597
KH2PO4 0,422
MgS04.7H20 0,313
Mikroelementy

FeS04.7H20 0,0249
H3BOs 0,0057
CuS04.5H,0 0,0016
ZnS04.7H.0 0,0022
C0S04.7H20 0,0019
MnCl2.4H20 0,0026

(NH4)sM07024.4H,0  0,0009
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Tabul'ka 5: ZloZenie média pouzitého na autotrofnt kultivaciu

ZIlucCenina Koncentracia [g/1]
Makroelementy

NaNOs 2,597
KH2PO, 0,422
MgS04.7H20 0,313
Mikroelementy

FeS04.7H20 0,0249
H3BOs 0,0057
CuS04.5H20 0,0016
ZnS04.7H20 0,0022
C0S04.7H20 0,0019
MnCI2.4H20 0,0026
(NH4)6M07024.4H20 0,0009
3.2.2.Florium

Florium, alebo ,,zizalovy ¢aj“, je Cisto prirodny produkt dazd’oviek, ktory neskodi rastlinam ani
v koncentrovanej forme. Vyrabaju ho dazd’ovky prirodzenou cestou. Vd'aka tomu obsahuje
prospesné latky v nativnej forme, ktoré st lepsie vstrebatel'né (80-90%). Florium neobsahuje
patogény ani toxické prvky. Obsahuje dusik, draslik, fosfor, vapnik, hor¢ik, sodik, med’, zinok,
mangan, a bor. Okrem toho obsahuje radu inych vyznamnych latok: vitaminy, enzymy
(stimulatory rastu), auxiny (natahovanie buniek), cytokininy (delenie buniek), gibereliny a
vol'né aminokyseliny, huminové kyseliny a mycorhizae - prospesné podne huby. Obsah
niektorych latok v médiu je uvedeny v Tabulka 6. Pouzitim tohto vyrobku ako média na
kultivaciu rias by bolo legislativne mozné pripravit’ produkty s ozna¢enim BIO [43].

Tabul’ka 6: ZloZenie produktu Florium

Vlastnost Hodnota
Susina v % 1,0
Celkovy dusik jako N v % 0,1
Celkovy fosfor jako P v % 0,1
Celkovy draslik jako K v % 0,2
Hodnota pH 7,7

3.2.3.Porovnanie zloZenia pouzitych kultivaénych médii

Vzhl'adom na vyrazne odlisné vysledky kultivacii v zavislosti na pouzitom médiu, boli
vypocitané zastlipenia makronutrientov v tychto médidch. Vypocitané koncentracie sti uvedené
v Tabul’ka 7.
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Tabul’ka 7: Koncentracia makronutrientov v jednotlivych médiach

Makronutrienty Chlorellové médium Florium 20x zriedené  Florium 50x zriedené

N [g/1] 0,428 0,05 0,02
P [g/1] 0,096 0,05 0,02
K [g/1] 0,121 0,10 0,04

Z uvedenych cisel je mozné vidiet' vyrazny rozdiel medzi koncentraciami dusika, ¢o bol
zjavne kl'a¢ovy faktor rozdielov v kultivacii mikrorias.

3.3. Pouzité metody

Nasledujuce kapitoly boli venované metdédam a postupom pouzitym v experimentalnej Casti.
Bol opisany spdsob a podmienky kultivacie a metédy merania rastu mikrorias. Vo vsetkych
pripadoch sa jednalo o kultivaciu typu batch.

3.3.1. Heterotrofna kultivacia

V heterotrofnej kultivacii boli pouzité kmene Chlorella H14, C1A a G11l. Ako prvé boli
kultivované inokula, ziskané zaoCkovanim ¢istej kultary zagaru do heterotrofného
chlorellového média. Inokulum rastlo pri teplote 30°C, prirodzenom osvetleni a bolo
premie$avané na trepacke po dobu 7 dni. Bola zmerana absorbancia inokul pri vinovej dizke
750 nm. Inokulum kmena G11 dosahovalo absorbanciu o hodnote 14,02. Kmene C1A a H14
dosiahli hodnotu 6,34.

Na kultivaciu sa pouzilo 5 ml inokula a 100 ml média, pri¢om pre kazdy kmen boli pouzité
tri druhy médii - heterotrofné chlorellové médium a 50 krat a 20krat zriedeny roztok pripravku
Florium (Zizalice) s pridavkom glukozy (20 g.I™). Suspenzia v 250 ml Erlenovej banke bola
umiestnend do kultivatora, kde rastla pri teplote 25°C, stalom premieSavani a bez prisunu svetla.
Rast kultary bol sledovany pravidelnym meranim biomasy po dobu 11 dni.

3.3.2. Autotrofna kultivacia

Na autotrofnt kultivaciu boli vybraté kmene H14, 255 a Coccomyxa. Postup ziskania inokula
pri kmeni H14 bol rovnaky ako v predchadzajicom pripade. Inokulum pre kmen 255 bolo
ziskané obdobne, ale za pouzitia heterotrofného chlorellového média bez glukozy. Inokulum
kmetiu Coccomyxa bolo obdrzané z Botanického ustavu AV CR v Prithonicich. Podmienky
rastu boli rovnaké ako v pripade inokul pre heterotrofnti kultivaciu. Dosiahnuté absorbancie,
pri vinovej dizke 750 nm, boli nasledovné: 255 dosahovalo hodnoty 5,54, Coccomyxa 1,31
aH14 6,34.

Na kultivaciu sa pouzilo 5 ml inokula a 100 ml média, pricom pre kazdy kmen boli pouzité
tri druhy médii - heterotrofné chlorellové médium bez glukdzy a 50 krat a 20krat zriedeny
roztok pripravku Florium (Zizalice). Suspenzia v 250 ml Erlenovej banke bola umiestnena do
kultivatora, kde rastla pri teplote 25°C, osvetleni o intenzite 200 pE.m2s? a stalom
premieSavani. Rast kultiry bol sledovany pravidelnym meranim biomasy po dobu 11 dni.
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3.3.3.Kultivacia na skrizenom gradiente

Na skrizenom gradiente kombinujicom rbézne hodnoty intenzity svetla a teploty boli
kultivované riasy Chlorella kmenn C1A a Coccomyxa. Obrazok 17 a Obrazok 18 znazoriuju
schému rozloZenia.

900 ml inokula Coccomyxy o0 Arso=0,222 bolo zriedenych s 300 ml heterotrofného
chlorellového média bez glukozy, jednalo sa teda o fotoautotrofnt kultivaciu. 35 ml suspenzie
bolo naliatej do 24 sterilnych suspenznych 250 ml plastovych fTasiek s filtrom. Kultivacia
prebiehala v rozmedzi teplot 39,5 °C — 13 °C pri intenzite osvetlenia 320 — 100 pE.m 2.5 %, Po
uplynuti dvoch tyzdilov bola kultivacia ukoncend a bol stanoveny narast ¢i pokles mnozstva
biomasy.

320

00000000
00000000
000000006

[MEm2s7!]

.
.
.

| 1]

b— 100

.
39.5 el 13,0

Obrazok 17: Schéma kultivacie riasy Coccomyxa na skrizenom gradiente

U Chlorelly, kmena C1A, bol sledovany heterotrofny aj mixotrofny rast. 2 ml inokula
zaoCkovaného zagaru do 100 ml heterotrofného chlorellového média, rasticeho pri
laboratérnej teplote a prirodzenom osvetleni po dobu 5 dni, 0 absorbancii 14,82 boli zriedené
s 38 ml rovnakého média a vzniknuta suspenzia bola rozliata do 24 sterilnych suspenznych
250 ml plastovych flasiek s filtrom. Kultivacia prebiehala v rozmedzi tepl6t 33,5 °C - 19 °C a
pri intenzite svetla 320 a 100 pE.m 2.s™%. Na heterotrofna kultivaciu nevplyvalo Ziadne svetlo
(0 pE.m2.s7%). Po uplynuti 7 dni bola kultivacia ukonéena a bola zmerana zmena mnoZstva
suchej biomasy.
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Obrazok 18: Schéma kultivacie Chlorelly C1A na skrizenom gradiente

3.3.4.Kultivacia na kaskadovej ploSine

Na kaskadova plosinu bolo aplikovanych 1501 inokula mikroriasy Dictyosphaerium
chlorelloides o absorbancii A7so = 5,8, zriedenych so 100 | vody. Po celi dobu kultivacie mala
riasa zabezpeCeny prisun COz a vzhl'adom na vonkajs$ie umiestnenie ploSiny a obdobie, kedy
kultivacia prebiehala (oktober — december), sa teplota vzduchu pocas dna pohybovala
v rozmedzi 20 °C — 6 °C. Kultira mala pristup len k prirodzenému slne¢nému osvetleniu.
Meranie zmien v mnozstve suchej biomasy bolo vykonavané v pravidelnych intervaloch,
dvakrat tyZzdenne, meranim susiny a absorbancie po dobu 5 tyzdnov. Po uplynuti tejto doby
musela byt’ kultivacia predcasne ukoncena kvoli nizkym noénym teplotam, ktoré sposobovali
zamfzanie suspenzie.

Obrazok 19: 3D model kaskadovej ploSiny pripraveny v programe SkatchUp
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Obrazok 20: Fotka kaskadovej kultivacnej ploSiny

3.3.5. Stanovenie biomasy

Pri stanovovani biomasy z heterotrofnej a fotoautotrofnej kultivacie, kapitola 3.3.1a 3.3.2, bol
zvoleny postup nasledovny: do predom zvazenych sklenych skumaviek bolo odobratych 5 ml
kultary. Biomasa bola od média oddelena v centrifuge po dobu 4 minit pri maximalnej
rychlosti 3 000 rpm, &o predstavovalo odstredivé zrychlenie 0,86 - 10° g. Médium bolo zliate
a biomasa sa nechala ususit’ v suSiarni po dobu 20 hodin. Po vyschnuti boli skimavky
S biomasou umiestnené do exikatoru a po vysuseni opit’ zvazené.

Pri merani biomasy zo skrizeného gradientu bol postup obdobny ako v predchadzajicom
odseku az na odber suspenzie, ktory ¢inil 10 ml a zvoleni maximalnu rychlost’ ota¢ok, ktora
bola 2 500 rpm ( odstredivé zrychlenie asi 0,59 - 10° g).

Zo suspenzie kultivovanej na ploSine bolo v pravidelnych intervaloch odobratych 10 ml
kultary. T4 bola sto¢ena v centrifige po dobu 5 minut pri rychlosti otacok 5000 rpm
(=~ 2,38 - 10% g). AZ na tieto rozdiely bol postup rovnaky ako v predchadzajicich pripadoch.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané data boli spracované v programe Excel a prevedené do dvoch typov grafov. Grafy
V kapitolach 4.1, 4.2, 4.3 a 4.5 vyjadruju zavislost’ narastu suchej biomasy (DW) v jednotkach
g/l na ¢ase vyjadrenom v hodinach. Grafy v kapitole 4.4 ukazujt rozdiely v kone¢nom naraste
suchej biomasy (DW) v jednotkach g/l v zavislosti na teplote (T) v °C a intenzite svetla (1)
Vv jednotkach pE.m2.s'. Boli porovndvané u¢inky rdznych médii: heterotrofné chlorelové
médium (HChM), autotrofné chlorelové médium (AChM), 50krat zriedeny a 20 krat zriedeny
Zizalova &aj (Z 50 a Z 20) v autotrofnom a heterotrofnom prevedeni.

4.1. Heterotrofna kultivacia

Heterotrofna kultivacia bola aplikovana na 3 kmene riasy, H14, C1A a G11. Pouzité boli 3
druhy médii, heterotrofné chlorellové médium (HChM) a 20krat (Z 20) a 50krat (Z 50) zriedeny
zizalovy ¢aj. Vsetky média obsahovali 20 g/l glukozy. V pravidelnych intervaloch bola po dobu
11 dni merana suSina gravimetricky. Ako prvé st uvedené grafy zamerané na porovnanie rastu
jedného kmena v roznych médiach (Graf 1, Graf 2 a Graf 3). Data boli namerané s presnost'ou
+0,08 g/l.
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Graf 1: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena H14

Z dat ziskanych v priebehu kultivacie, zobrazenych do Graf 1, mozno jednozna¢ne vycitat,,
ze kultivacia v heterotrofnom chlorellovom médiu (HChM), bola vyrazne efektivnejsia.
Maximum 7,10 g/l, ziskané na Siesty den, vyznamne prevysuje kultiru v zriedenej zizalici,
ktoré sice dosiahli svoje maximum na treti defi, konkrétne 1,08 g/l u 20krat (Z 20) a 1,28 g/l
u 50krat zriedeného roztoku (Z 50), ale hodnoty susiny st mnohonasobne niZsie ako pri pouZiti
klasického média.
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Graf 2: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena C1A

Graf 2 zobrazuje kultivaciu chlorelly, kmen C1A. Aj tu, podobne ako v predchadzajucom
pripade, bolo maximum suSiny zaznamenané pri pouziti heterotrofného chlorellového média.
Riasa dosiahla pik o0 hodnote 5,14 g/l v priebehu troch dni. V zizalici bolo maximum
zaznamenan¢ na Siesty def, jeho hodnoty vSak boli opat’ vyrazne nizsie. 1,58 g/l v dvadsatkrat
zriedenom a 1,30 g/l v pat'desiatkrat zriedenom floriu.
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Graf 3: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena G11

V Graf 3 mozno pozorovat' rovnaky jav ako v prvych dvoch pripadoch. Riasa dosiahla
maximum suSiny (priblizne 5,9 g/l) v heterotrofnom chlorellovom médiu medzi Siestym
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a deviatym dnom. V zriedenych roztokoch Zizalice bol narast opat’ nizky. Pri 20krat zriedenom
roztoku to bolo 1,98 g/l a pri 50krat zriedenom 1,60 g/I.

Ako druha nasleduje sada grafov porovnavajicich zmenu suchej biomasy v ¢ase u réznych
rias v rovnakom médiu (Graf 4, Graf 5 a Graf 6).
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Graf 4: Porovnanie vplyvu heterotrofného chlorellového média na ré6zne kmene rias

Vo vsetkych troch pripadoch bol rast v heterotrofnom chlorellovom médiu s koncentraciou
glukozy 20 g/l vyrazne efektivnejsi ako v oboch zriedenych roztokoch Floria. Ako mdézeme
vidiet' v Graf 4, najviac sa darilo kmenu H14, ktory dosiahol maximum susiny, 7,10 g/l, na
Siesty del.
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Graf 5: Porovnanie vplyvu 50krat zriedeného Floria, pouzitého ako médium, na rézne
kmene rias
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Graf 6: Porovnanie vplyvu 20krat zriedeného Floria, pouzitého ako médium, na r6zne
kmene rias

Pri pouziti zriedeného roztoku Floria ako zivného média, vid’ Graf 5 a Graf 6, nenastali
vyznamné rozdiely v raste kultur a ani v jednom pripade nepresiahla koncentracia susiny 2 g/l.
Ukéazalo sa, ze z vybranych kmenov bolo médium najvhodnejsie pre kultiru G11 a to v oboch
pripadoch riedenia. Pri dvadsatkrat riedenom roztoku dosiahla maximum1,98 g/l suchej
biomasy. Naopak v tom istom roztoku sa najmenej darilo riase H14, ktora na treti dent dosiahla
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pik 1,08 g/l. Zastavenie rastu mohlo byt sposobené znec€istenim neznamym kontaminantom,
ktoré bolo pozorované po tretom dni kultivacie Vv tejto kulttre.

4.2. Autotrofna kultivacia

Autotrofna kultivacia prebichala rovnako ako heterotrofna, po dobu 11 dni a boli v nej vyuzité
rovnaké média ale bez pridavku glukézy. Spracovanie dat bolo zhodné s experimentom v
kapitole 3.2.1. Data boli namerané so smerodajnou odchylkou +0,14 g/l pre autotrofné médium.
Pri pouziti Floria bola odchylka nizsia, +0,08 g/l.
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Graf 7: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena H14

Z Graf 7, ktory charakterizuje rast kmena H14, mozno vy¢itat’, Ze najvyssiu koncentraciu
v najkratSom ¢ase dosahovala riasa pri pouziti 20krat zriedenej Zizalice (Z 20) a to na §iesty
den, konkrétne 0,78 g/l. AvSak zatial’ ¢o sa rast v tomto médiu zastavil hned’ po dosiahnuti
maxima, biomasa Vv klasickom chlorellovom médiu (AChM) aj v 50krat zriedenej ZiZalici sa
zvySovala aj v denl ukon¢enia experimentu. Maximum dosiahnuté v klasickom médiu dosiahlo
hodnoty 0,80 g/l na 11 den. Na 11 den dosahovala maximum aj riasa v 50 krat zriedenom
médiu, 0,72 g/l.
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Graf 8: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena 255

Kmenu 255, vid’ Graf 8, sa najmenej darilo v chlorellovom médiu, v ktorom dosiahla sice
obdobné maximu ako v 50krat zriedenom Floriu, ale az o tri dni neskor. Naopak najvyssiu
susinu dosahovala pri kultivacii v 20krat zriedenom Floriu, konkrétne 0,72 g/l, v Siesty den
kultivécie.
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Graf 9: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u kmena Coccomyxa

U riasy Coccomyxa, ktorej priebeh kultivaciu odzrkadl'uje Graf 9, bol pozorovany vo
vSetkych pripadoch velmi nizky nérast suchej biomasy. Vzhl'adom na to, Ze kultira bola
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kontrolovana pod mikroskopom a nedo$lo k nalezu kontaminacie, pri¢ina tohto javu nie je
uplne jasna. Maximum 0,38 g/l bolo namerané na treti deni v 20krat zriedenom médiu.

Tak ako v kapitole 4.1, aj tu nasleduju grafy porovnavajice vplyv rovnakého média na
rozli¢né pouzité kmene. Vid’ Graf 10, Graf 11 a Graf 12.
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Graf 10: Porovnanie vplyvu heterotrofného chlorellového média na r6zne kmene rias

Graf 10 zobrazuje priebeh autotrofnej kultivacie v chlorellovom médiu, kedy bol rast

v

najprudsi narast od pociatku kultivacie a vykazoval tendencie k zvySeniu biomasy aj Vv Case,
kedy bol experiment ukonceny. Dosiahol koncentraciu susiny 0,80 g/l. Trochu nizsi pik
dosiahla riasa 255 na 9. den, konkrétne 0,62 g/l.
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Graf 11:Porovnanie vplyvu 50krat zriedeného Floria, pouzitého ako médium, na r6zne
kmene rias

V 50krat zriedenom médiu pripravku Florium mozno pozorovat maximalny narast kmena
255 na Siesty den, kedy dosiahol hodnotu 0,64 g/l. H14 ako v predchadzajicom pripade
vykazovala znamky rastu aj v posledny deni s maximom 0,72 g/l. Narast biomasy v ¢ase mozno
vidiet' v Graf 11.
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Graf 12: Porovnanie vplyvu 20krat zriedeného Floria, pouzitého ako médium, na rézne
kmene rias
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V tretom pripade (vid’ Graf 12) bol opit’ zaznamenany najvyssi rast u kmefia H14, bol vSak
len vel'mi malo odlisny od kmena 255. Oba dosiahli maxima na 6. den experimentu. H14
0,78 g/l a 255 0,72 g/l suchej biomasy.

4.3. Porovnanie heterotrofnej a autotrofnej kultivacie

V experimentalnej Casti bol pouzity jeden kmen, H14, na ktorom boli otestované oba typy
kultivacie, heterotrofna aj autotrofnd. Pouzité bolo rovnaké inokulum aj rovnaky pomer média
a inokula a obe kultivacie prebehli pri rovnakej teplote. Pre lepSie sledovanie rozdielov v raste
st prilozené grafy, Graf 13 - Graf 15.
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Graf 13: Zmena biomasy v Case u heterotrofne a autotrofne rasticeho kmena v
chlorellovom médiu
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Graf 14: Zmena biomasy v ¢ase u heterotrofne a autotrofne rasticeho kmena H14 v 50krat
zriedenom Floriu
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Graf 15: Zmena biomasy v ¢ase u heterotrofne a autotrofne rastuceho kmena H14 v 20krat
zriedenom Floriu

Z grafov jednoznatne vyplyva fakt, Ze heterotrofna kultivicia je pre tento kmen
mnohonasobne efektivnejSia v porovnani s fotoautotrofnou kultivaciou. V Graf 13, ktory
zrovnava oba typy kultivacie pri pouziti klasického chlorellového média s abez pridavku
glukozy je rozdiel azda najpozorovatelnejSi. Zatial Co riasa Cerpajica ziviny z glukozy
presiahla hodnotu 7 g/l suchej biomasy, autotrofne zijuca vzorka nepresiahla ani len 1 g/l
susiny. Pri pouziti Floria neboli rozdiely aZ také drastické. V pat'desiatkrat zriedenom roztoku
dosiahla heterotrofna kultara susinu 1,3 g/l, autotrofna 0,7 g/l. V poslednom experimente
modzeme vidiet, Ze heterotrofnd kultura dosiahla maximum hodnoty suchej biomasy na treti def
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(1,08 g/l), potom nastal pokles v raste. Autotrofna kultira zaznamenavala rast pocas celej doby
kultivacie, avSak ani na posledny den nedosiahla hodnoty suSiny vysSie ako heterotrofna
vzorka.

4.4. Kaultivicia na skriZenom gradiente
4.4.1. Kultivacia kmena Coccomyxa

Pri kultivécii riasy Coccomyxa na skrizenom gradiente bolo pouzité rozlozenie 3x8, teda takeé,
pri ktorom bolo pouzitych 8 roznych teplot v rozmedzi 13-39,5 °C atri rézne intenzity
osvetlenia, 320, 200 a 100 uE.m2.s”!. Pretoze kultira rastla velmi pomaly, kultivacia
prebiehala 14 dni, aby rozdiely Vv raste a spravani rastliny boli ¢o najviditeI'nejsie.
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Tabulka 8: Kultivacia na skrizenom gradiente, Coccomyxa

DW [g/1]

Zn. C. T [°C] I[pEm2s"] |to At329

1A 1 39,5 320 0,07 0,89
2A 2 36,0 320 0,07 1,07
3A 3 32,5 320 0,07 1,18
4A 4 28,5 320 0,07 0,75
5A 5 24,5 320 0,07 0,63
6A 6 20,5 320 0,07 0,65
7A 7 17,0 320 0,07 0,56
8A 8 13,0 320 0,07 0,39
1B 9 39,5 200 0,07 1,27
2B 10 36,0 200 0,07 1,22
3B 11 32,5 200 0,07 1,22
4B 12 28,5 200 0,07 0,93
5B 13 24,5 200 0,07 0,74
6B 14 20,5 200 0,07 0,69
7B 15 17,0 200 0,07 0,79
8B 16 13,0 200 0,07 0,43
1C 17 39,5 100 0,07 0,57
2C 18 36,0 100 0,07 1,19
3C 19 32,5 100 0,07 0,88
AC 20 28,5 100 0,07 0,50
5C 21 24,5 100 0,07 0,37
6C 22 20,5 100 0,07 0,44
7C 23 17,0 100 0,07 0,64
8C 24 13,0 100 0,07 0,42

Z uvedenych udajov (Tabulka 8) vyplyva, Ze najvyssi narast (1,27 g/l) dosiahla kulttra pri
strednej teplote 24,5 °C a najmensom osvetleni 100 uE.m2.s™!. Ak sa zameriame na vplyv
svetla, je jednoznacné, Ze riasam sa najlepSie darilo pri strednom osvetleni, pricom mnozZstvo
kone¢nej biomasy klesalo so znizujucou sa teplotou. Priemerne najmensiu biomasu dosiahli
vzorky rastice pri najmensom osvetleni. Pri pouZiti najvysSieho osvetlenia pdsobili vysoké
teploty inhibicne, €o si moZeme vSimnut’ z narastu mnoZstva biomasy s klesajiicou teplotou az
do dosiahnutia teploty 32,5 °C, kedy dosiahla kultira v ramci radu A najvys§iu hodnotu. Dalej
nasleduje trend klesania susiny s teplotou.
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Graf 16: Zavislost rastu biomasy v zavislosti od intenzity svetla a teploty

Popisané vysledky je mozné interpretovat’ aj z trojrozmerného Graf 16, znazoriiujuceho
zavislost rastu biomasy na oboch faktoroch - teploty a intenzity svetla. Tento graf bol vytvoreny
z experimentalnych dat pomocou softwaru Expert Design 8. Z grafu jasne vyplyva trend
klesania biomasy s klesajucou teplotou a je mozné sledovat’ pokles aj pri odchyleni sa od
trovne strednej intenzity svetla danej hodnotou 200 pE.m2.s".

4.4.2. Kultivacia kmena C1A

Rozlozenie pri kultivacii tohto kmena bolo obdobné ako V predoSlom pripade. Jedinym
rozdielom bolo pouZité rozmedzie teplot, 33,5-19 °C. Dalsim odli$nym aspektom bolo pouzitie
réznych typov kultivacii, konkrétne mixotrofia a heterotrofia. Kultivacia prebiehala 7 dni.

47



Tabul’ka 9: Kultivacia na skrizenom gradiente, kmen C1A

» DW [g/l] Typ kultivacie
Zn. |C. T [°C] I[uEm?2s!'] |t Aties
1A 1 33,5 320 0,28 11,46
2A 2 31,5 320 0,28 11,16 =
3A 3 29,5 320 0,28 11,23 ™
4A 4 275 320 0,28 11,02 S
5A 5 255 320 0,28 10,76 z
6A 6 23,5 320 0,28 10,71 T
7A 7 215 320 0,28 10,56 >
8A 8 19 320 0,28 10,86
1B 9 33,5 0 0,28 1,64
2B 10 31,5 0 0,28 1,90 =
3B 11 29,5 0 0,28 2,11 m
4B 12 27,5 0 0,28 2,29 3
5B 13 25,5 0 0,28 2,48 -~
6B 14 23,5 0 0,28 2,20 o
7B 15 21,5 0 0,28 2,13 >
8B 16 19 0 0,28 2,17
1C 17 33,5 100 0,28 1,96
2C 18 31,5 100 0,28 217 o =
3C 19 29,5 100 0,28 2,72 2w 3
AC 20 27,5 100 0,28 2,59 o> 3
5C 21 255 100 0,28 2,30 = 2.0
6C 22 23,5 100 0,28 2,20 ZZ3
7C 23 215 100 0,28 213 = @
8C 24 19 100 0,28 2,43

Z datuvedenych v Tabul’ka 9 vyplyva, Ze mixotrofia pri intenzivnejSom osvetleni bola oproti
heterotrofii a mixotrofii v slabom osvetleni omnoho efektivnejsia. Tie dosahovali porovnatel'né
hodnoty susiny a nepresiahli hranicu 3 g/l.

U mixotrofie pri intenzite svetla 320 uE.m 2.s™! dosiahla najvyssiu su$inu kultirra rastaca pri
najvyssej pouzitej teplote. Bolo to az 11,46 g/l, ¢o predstavuje priblizne 40nasobny narast
suSiny za sedem dni. S niZ8imi teplotami sa mnozstvo biomasy sice zniZzovalo, ale v porovnani
s inymi kultivaciami na skrizenom gradiente predstavovala prave tato najefektivnejsi sposob
kultivacie za G€elom ziskania €o najvySSiecho mnoZstva suchej biomasy a jej hodnoty sa drzali
nad 10 g/l.
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U heterotrofie mala najvyssiu t¢innost’ stredna teplota 25,5 °C. Smerom k niz§im aj k vysSim
teplotam biomasa klesala. Mixotrofia so slabym osvetlenim vykazovala rovnaky jav ale pokles
nastaval od teploty 29,5 °C.
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Graf 17: Zavislost rastu biomasy v zavislosti od intenzity svetla a teploty

Z nameranych dat bol aj v tomto pripade spracovany trojrozmerny graf (vid Graf 17)
pomocou softwaru Expert Design 8 zobrazujuci vplyv teploty a intenzity svetla na rast suSiny.
V grafe mozno jasne od¢itat’ sklon riasy rast’ hlavne pri vyssich intenzitach osvetlenia. Vplyv
teploty nie je az taky vyrazny a mozno ho zaznamenat' az pri pouziti vysokej intenzity
osvetlenia, kedy mierne stipa koncentracia biomasy so zvysujlicou sa teplotou.

4.5. Kultivacia na kaskadovej ploSine

Pre fotoautotrofni kultivaciu na plosine bola zvolena mikroriasa Dictyosphaerium
chlorelloides, ato z technickych dévodov — plosinovy fotobioreaktor bol k dispozicii po
ukonceni beznej kultivacnej sezény v novembri, za klimatickych posmienok, pri ktorych by
viac teplomilna chlorella uz nerastla. Bola preto zvolena technologicky zaujimava mikroriasa
D. chlorelloides kmen CCALA 330, znama vysokou produkciou ziadanych exopolysacharidov,
ktoré mozu mat’ vyuZitie v potravinarskom, kozmetickom a farmaceutickom priemysle. Jej rast
bol zaznamendvany meranim koncentracie suSiny v pravidelnych casovych intervaloch.
Priebeh kultivacie azmeny koncentracie suchej biomasy mozno pozorovat v Graf 18,
vyjadrujucom zavislost’ zmeny susiny v jednotkach g/l na ¢ase v hodinach.
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Graf 18: Zaznam zmeny biomasy v ¢ase u riasy Dictyosphaerium chlorelloides

Graf 18 charakterizujici zmenu suchej biomasy v ¢ase vznikol z priemeru koncentracii
dvoch vzoriek odobratych v rovnakom ¢ase za rovnakych podmienok. Hodnoty koncentracie
susiny boli stanovené s presnostou = 0,04 g/l.

Z grafu mozno vycitat' pociatocny pokles rastu riasy. Po adaptacii na nové podmienky bol
zaznamenany narast biomasy az do 24. dna, kedy nastala kritka stacionarna fdza, trvajica
priblizne 3 dni, a po nej nasledoval uz len pokles rastu. Hodnota maximalnej koncentracie
biomasy bola 1,85 g/l, pricom na pociatku mala kultira koncentraciu susiny 0,9 g/l. Z toho
vyplyva, Ze kultira po dobu 24 dni naréstla pribliZzne dvojnésobne.

Vzhladom na to, ze kultura bola pravidelne sledovand pod mikroskopom a zévazna
kontaminacia bola vylt¢ena, jednalo sa pravdepodobne o inhibiciu teplotou a nedostatkom
sine¢ného Zziarenia. Podla zdznamov CHMU zobdobia november, mesiaca tvoriaceho
najvyznamnejsie ¢asoveé obdobie kultivacie, sa priemerna mesacna teplota vzduchu pohybovala
okolo 5°C a pocet jasnych dni sa blizil k nule. Dalej bolo zaznamenanych 8 mrazovych dni.
Tieto data boli ziskané na meteorologickej stanici Brno-Tufany a slazia len pre ilustraciu
podnebne;j situacie v konkrétnom obdobi. PloSinovy bioreaktor bol totiz umiestneny v skleniku,
v ktorom bola teplota zvycajne vyssia oproti vonkajSej. PocCas odberu bola preto vzdy
zaznamenana aj teplota kultury. Prehl'ad teplot je uvedeny v Tabul'ka 10 [44].
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Tabulka 10: Prehl'ad stanovenej suSiny a teploty suspenzie v ¢ase odberu vzorky

.

Datum Cas At [h] Susina [g/1] T [°C]
28.10.17 17:00 0 0,90 13,4
31.10.17 11:00 66 0,71 14,1
03.11.17 9:00 136 0,99 13,7
07.11.17 12:00 235 1,29 20,0
10.11.17 15:30 310 1,39 12,5
14.11.17 13:00 404 1,54 14,0
16.11.17 13:00 452 1,58 9,9
21.11.17 12:30 571 1,85 10,4
24.11.17 15:00 646 1,83 9,5
28.11.17 12:00 739 1,62 12,3
30.11.17 15:00 789 1,59 6,1
05.12.17 13:00 908 1,34 8,4

Moézeme si vSimnut, Ze zakial sa teplota drzala nad 10 °C, kultura sice pomaly, ale stabilne
rastla. Po ndhlom poklese teplot pod 10 °C sa zacal rast mikroriasy spomal'ovat’ az nakoniec
klesal. Nasledne musela byt kultivacia po 38 dnoch ukoncena, pretoze nizke no¢né teploty
sposobovali zamfzanie suspenzie. Tymto experimentom bolo dokazané, ze kultivacia D.
chlorelloides umoziuje mimo iné efektivne vyuzit' plosinovy fotoboreaktor za klimatickych
podmienok nizkych teplot, kde by napriklad Arthrospina sp. ¢i Chlorella sp. prakticky nerastli.
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5. ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo ziskanie teoretickych poznatkov o kultivacii mikrorias
predovsetkym rodu chlorella, ale aj inych, a nasledne ich aplikacia za ciel'om optimalizovania
podmienok kultivacie. Experimentalne bol sledovany priebeh a rychlost’ rastu Siestich r6znych
kmenov mikrorias V roznych podmienkach. Vysledky réznych typov kultivacii boli porovnané.

V prvej cCasti experimentu bola porovndvana kultivacia v troch réznych médiach,
Vv chlorellovom médiu a v roztoku Floria zriedenom dvadsat a patdesiatkrat. Kultivacia
prebichala na dva spdsoby — heterotrofne, s pridavkom glukézy abez pristupu svetla,
a autotrofne. Autotrofne boli kultivované riasy Chlorella H14, 255 a Coccomyxa. Heterotrofne
Chlorella H14, C1A a G11.

U autotrofnej kultivacie sa ukdzalo ako najefektivnejSie pouzitie dvadsatkrat zriedeného
roztoku Floria, ato vo vSetkych troch pripadoch. Treba vSak podotknut, ze rozdiely boli
minimalne a pri vol'be média by teda rozhodovali iné faktory, ako napriklad ucel kultivacie
alebo ekonomicka dostupnost’ média. Ani pri jednej zo vzoriek nedoslo k presiahnutiu hranice
1 g/l. Maximalny narast sme sledovali u kmenia H14 (0,78 g/l). Pri pouziti inokula o biomase
0,11 g/l tak doslo k sedemnasobnému zvySeniu biomasy v priebehu 11 dni. Vzhl'adom na to, ze
biomasa chlorelly obsahuje v priemere priblizne 40% bielkovin, ¢o je V prepoéte 6,4 g dusika
na 100 gramov biomasy a 20krat zriedené Florium obsahovalo 0,05 g dusika, predstavuje
dosiahnuté mnozstvo biomasy (0,78 g/l) maximum, ktoré je mozné pri takomto zastipeni
dusika v médiu dosiahnut’.

Kultivécia heterotrofného typu trvala taktiez 11 dni. Zatial’ o pri autotrofii bola kultivacia
vo Floriu uspes$na a dosahovala porovnatel'nych kvalit ako ta v chlorellovom médiu, v pripade
heterotrofie doSlo presne k opacnej situdcii. NajvySSich hodnoét dosahovali vzorky
v syntetickom heterotrofnom chlorellovom médiu. Ich maxima boli mnohonasobne vysSie
a v podstate neporovnatel'né so vzorkami rastucimi v zriedenom roztoku Floria. Pre priklad,
najvyssou dosiahnutou susinou bolo 7,10 g/l uriasy H14, ¢o predstavuje 65nasobny narast
suSiny voci inokulu. Pri pouziti Floria to bolo 18ndsobné zvySenie hodnoty biomasy aj v 50krat
aj v 20krat zriedenom pripravku.

Kmen H14 bol kultivovany aj heterotrofne aj autotrofne a preto mohlo byt vykonané
dokladné porovnanie vplyvu pouZitia jedného z uvedenych typov na mikroriasy. Vo vSetkych
pripadoch, teda pri pouziti chlorellového média a Floria v oboch variantoch mala vyrazne
navrch kultivacia heterotrofna. Najvyssi rozdiel bol dosiahnuty pri pouziti heterotrofného
a autotrofného chlorellového média, 7,10 g/l oproti 0,74 g/l. Najmensi rozdiel nastal pri pouziti
20krat zriedeného roztoku Floria. Heterotrofna kultara dosiahla maximum 1,08 g/l a autotrofna
0,78 gll.

Hoci by sa na prvy pohl'ad mohla zdat’ kultivacia v pripravku Florium v porovnani so
syntetickym chlorellovym médiom menej Gi€inn4, treba najprv zvazit’ viac faktorov. Z Tabul'ka
7, V ktorej je uvedené porovnanie koncentracii makronutrientov ako je dusik, fosfor a draslik je
znacné, ze v tak zriedenom mnozstve, V akom bolo Florium pouzité, je zastipenie vsetkych
prvkov nizsie ako v chlorellovom médiu, pricom najvyraznejsi rozdiel je v zastipeni, pre riasy
vel'mi dolezitom, dusika. Zatial' co v chlorellovom médiu je to 0,428 g/l dusiku, v 20krat
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zriedenom Floriu je to priblizne o 10krat menej. V patdesiatkrat zriedenom floriu az 25krat
menej. Aby sa mohli obe média zrovnavat’ bolo by vhodné pouzit' niz$ie riedenie, asi len
dvojnasobné. Dalsim faktorom je mozna limitacia niektorym z mikronutrientov. Nakolko
nebola vykonana ziadna podrobna prvkova analyza Floria, nie je mozné vylucit absenciu
niektorého z prvkov dolezitych pre rast mikroriasy. Aj napriek tomu sa Florium ukazalo ako
potencialne vhodny substrat na kultivaciu mikrorias a bolo by potrebné vykonat’ viac pokusov
na zistenie optimalneho riedenia tohto pripravku.

Dal$im bodom praktickej Gasti bola kultivacia na skrizenom gradiente. Ako prva bola
testovana riasa Coccomyxa pri teplotach 39,5-13 °C a intenzite svetla 320-100 pE.m2.s™".
Najvys§i narast biomasy bol zaznamenany pri kombinacii najvysSej teploty a stredného
osvetlenia (200 pE.m2s™!). Celkovo mala na riasu pozitivnejsi vplyv vyssia teplota
a Vv pripadoch kazdého z osvetleni dochadzalo po prekroceni 28 °C smerom k niz§im teplotam
k rapidnemu upadku biomasy. Najefektivnejsie bolo osvetlenie 200 pE.m2.s".

U riasy CIA, ktord bola d’alSou riasou testovanou na skrizenom gradiente, boli rozdiely
biomasy viditel'né volnym okom uz po jednom tyzdni. V tomto pripade bola sktsSana
heterotrofnd a mixotrofna kultivacia v rozmedzi teplot 33,5 az 19 °C. Jej vysledky boli
porovnatel'né s kultarou rastiicou autotrofne pri najslabsom osvetleni. Trendom u heterotrofie
bolo klesat’ od strednej teploty, 25,5 °C, kedy dosiahla maximum 2,48 g/l, do oboch stran, teda
pokles biomasy nastal aj so zvySujucou aj so zniZujucou sa teplotou. Mixotrofna slabo osvetlena
kultira zaznamenala rovnaké tendencie ale stredovou teplotou bola 29,5 °C, s maximalnou
susinou 2,72 g/l. Najlepsie obstala mixotrofna kultivacia osvetlena najintenzivnej$im Ziarenim
320 uE.m 25!, V3etky dosahovali susiny nad 10,5 g/l. Maximum, 11,46 g/I, bolo dosiahnuté
pri najvyssej teplote 33,5 °C.

Ako posledny je vedeny experiment kultivacie na ploSnom bioreaktore v exteriéry. Pouzita
riasa Dictyosphaerium chlorelloides bola kultivovana po dobu priblizne jedného mesiaca (907
hodin) v obdobi oktober az december.. Jednalo sa o autotrofnu kultivaciu, pricom jedinym
zdrojom svetla bolo slne¢né ziarenie. To aeSte hodnoty teplét vtomto cCase malo
pravdepodobne za nasledok vel'mi maly narast kultary. Riasa totiz dosiahla maximum 1,85 g/I.
To znamena, Ze pri pouziti inokula o velkosti biomasy 0,9 g/l doslo za dobu troch tyzdiiov iba
k zdvojnasobeniu hodnoty biomasy. Podl'a vSetkého bol tento jav spdsobeny nepriaznivymi
teplotnymi podmienkami a nedostatkom slne¢ného svetla. |za tychto velmi nevyhodnych
klimatickych podmienok vSak doslo k narastu riasovej biomasy, ¢o ukazuje, Ze vyuZitim rias
s toleranciou Kk niz3ej teplote je mozné predizit’ kultivaéné obdobie priemyselného pestovania
na plosine.
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7. PRILOHY

Obrazok 21: Optické zmeny pozorované pri zavere autotrofnej
kultivacie Chlorelly, kmefi 255. Zl'ava: Chlorellové médium, Z50 a 720

Obrazok 22: Optické zmeny pozorované pri zavere autotrofnej kultivacie Chlorelly,
kmeti H14. Zl'ava: Chlorellové médium, Z 50 a Z 20
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Obrazok 23: Optické zmeny pozorované pri zavere hetetrofnej kultivacie
Chlorelly, kmeit G11. Zlava: Chlorellové heterotrofné médium, Z 50 a Z 20

Obrazok 24: Optické zmeny pozorované pri zavere hetetrofnej kultivacie
Chlorelly, kmet C1A. Zl'ava: Chlorellové heterotrofné médium, Z 50 a Z 20
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Obrazok 23: Optické zmeny pozorované pri zavere hetetrofnej kultivacie
Chlorelly, kment H14. Zl'ava: Chlorellové heterotrofné médium, Z 50 a Z 20

Obrazok 22: Optické zmeny pozorované pri zavere kultivacie na skrizenom gradiente,
Chlorella, kmen C1A
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Obrazok 24: Optické zmeny pozorované pri zavere kultivacie na skrizenom gradiente,
Coccomyxa

Obrazok 25: 3D model kaskadovej plosiny vyrobeny v programe SkatchUp
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Obrazok 26: Model kaskadovej plosiny zhora, vyrobeny v programe SkatchUp

Obrazok 27: Skrizené gradienty
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