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ABSTRAKT

Ptredlozena diplomova prace je zaméfena na optimalizaci kultivace kmenii Hameatococcus
pluvialis ve fotobioreaktorech a biotechnologickou produkci astaxanthinu. V teoretické Casti
byly shrnuty poznatky o podminkach pro optimalni rist a produkci sekundarnich metabolita.
Dale byly charakterizovany aktualni kultivacni systémy a moznosti monitoringu metaboliti a
Zivin.

V ramci experimentélni ¢asti byla stanovena riistova charakteristika kmenu z Biezové nad
Svitavou HMP — CCALA 375 za optimalnich podminek na bilém a Cerveném svétle. V
priabéhu ristu kultury byl studovan také profil karotenoidi a jejich koncentrace. Vyssi
vytézek biomasy byl dosazen v kultivaci s bilym svétlem (0,939 g/1). Z hlediska obsahu
karotenoidt byly u obou kultivaci dominujicimi pigmenty lutein a 3-karoten.

Dalsi experimenty byly zaméfeny na stanoveni optimalnich rastovych podminek pro
vybrané ¢&tyfi kmeny H. pluvialis z Némecka, Ameriky, Afriky a Svycarska. Jako
nejvhodnéjsi médium pro kultivaci bylo vyhodnoceno BBM, naopak nejhorsi vysledky byly
zaznamenany u BG11. Teplota kultivace 22°C byla v pfedchozich experimentech stanovena
jako optimum pro srovnavaci kmen HMP - CCALA 375. Vybrané ¢tyfi kmeny byly
podrobeny kultivaci nejen pii 22°C, ale i pii teplot¢ 25 °C. Kultivace pfi vyssi teploté se
ukdzala byt vhodnd hlavné pro Svycarsky, némecky i africky kmen. Analyzou zmény
osvétleni bylo zjisténo, ze je vyhodnéjsi kulturu predem adaptovat na niz§i osvétleni
(50 umol fotont-m?-s™) a poté zvysit intenzitu na 100-150 pmol fotoni-m2-s™. Nejlepsich
rastovych vysledkti dosahoval Svycarsky kmen, ktery by mohl byt vyuzitelny pro komercni
produkci astaxanthinu.

V posledni ¢asti prace byl zkouman vliv stresovych podminek na produkci astaxanthinu
kmenem z Bfezové nad Svitavou HMP — CCALA 375. Jako stresové faktory byly pouzity
vysoké osvétleni (1 000 pmol fotonﬁ-m'z-s'l), nizkd koncentrace dusiku (32,96 mg/l),
ptidavek chloridu sodného (0,5%), vliv octanu sodného (2,2 mM) a kombinace chloridu a
octanu sodného (0,5% NaCl, 2mM NaAc). P¥i vysokém osvétleni (1 000 pmol fotont-m?-s™)
bylo dosazeno nejvétsi akumulace astaxanthinu, kterd pfesahovala 20 mg/g susiny. Vyznamny
vytézek byl pozorovan i v kultivaci s pfidavkem octanu sodného (9,2 mg/g) vzhledem
k publikovanym hodnotam [103, 105]. Naopak minimalni narist vykazovala kultura rostouci
v prostiedi solného stresu (3,8 mg/qg).

V navazujicich experimentech bude zkouman vliv vhodnych kombinaci stresovych faktorii
nejen na kmen HMP — CCALA 375, ale i na jiné perspektivni kmeny H. pluvialis s cilem
dosahnout nadprodukce astaxanthinu vyznamné pro velkoobjemovou kultivaci.

KLICOVA SLOVA
Haematococcus pluvialis, karotenoidy, astaxanthin, cystace, fotobioreaktory



ABSTRACT

Presented diploma thesis is focused on the optimisation of Haematococcus pluvialis
cultivations in different photobioreactors and on biotechnological production of astaxanthin.
Theoretical part summarized the knowledge about optimal growth and production conditions
of secondary metabolites. Followed research was focused on actual cultivation systems and on
the possibilities of metabolite and nutrient monitoring.

In experimental part the growth characteristic of the strain from Biezova nad Svitavou
(HMP-CCALA 375) was analyzed under optimal cultivation conditions on white and red
light. During culture growth the profile and the concentration of carotenoid pigments were
determined. The best yield of biomass was achieved in the cultivation on white light
(0,939 g/l),carotenoids lutein and B-carotene were observed as dominant pigments.

In the next experiments optimal growth medium, temperature and light intensity were
determined for cultivations of four chosen HMP strains from Germany, America, Africa and
Switzerland. The most suitable cultivation medium was found BBM, oppositely the worst
results were obtained with BG11. In previous experiments cultivation temperature 22 °C was
determined as optimal value for comparative strain HMP — CCALA 375. Selected four strains
were cultivated at 22 °C, as well as at 25 °C. Higher temperature was more optimal mainly for
Switzerland, German and Africa strains. By analyzing of light intensity influence, it was
found that the best increase of biomass was induced by the adaptation of culture on lower
illumination (50 pmol  photones'm™®s™)  followed by higher light intensity
(100 - 150 umol photones'm?s™). HMP from Switzerland showed the best growth results
during all cultivation experiments, so this strain could be perhaps useful for industrial
production of astaxanthin.

In the last part of work, the influence of stress conditions on astaxanthin production by
strain from Bfezova nad Svitavou (HMP — CCALA 375) was studied. Followed stress factors
were used: high intensity of light (1 000 umol photones-m?'s™), low nitrogen concentration
(32,96 mg/l), addition of sodium chloride (0,5%), influence of sodium acetate (2,2 mM) and
combination of sodium chloride and sodium acetate (0,5% NaCl, 2mM NaAc). Due to strong
illumination (1 000 pmol photones'm™s™) the best yield of astaxanthin was obtained (more
than 20 mg/g). According to literature [103, 105] significant amount was also observed by
addition of sodium acetate (9,2 mg/g). Oppositely minimal astaxanthin production was
showed in presence of salt stress (3,8 mg/g).

In followed experiments should be studied the influence of stress combinations on
HMP — CCALA 375 strain as well as on other suitable strains of H. pluvialis with the aim to
achieve the maximal yield of astaxanthin significant for large scale cultivation.

KEYWORDS
Haematococcus pluvialis, carotenoids, astaxanthin, cystation, photobioreactors
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1 UvOD

V poslednich letech se vyuziti mikrofas a sinic jako fototrofnich organismii schopnych
konverze slunecni energie a oxidu uhli¢it¢tho na hodnotné produkty stalo rychle rostouci
oblasti védeckého zajmu. Jedna se o primarni zdroj organické hmoty, ktery nachazi uplatnéni
V biotechnologickych aplikacih, jako jsou produkce biopaliv, pigmentl a dalSich bioaktivnich
sloucenin, vyuzitelnych jako nutraceutika nebo 1éciva [1].

Skupinou primyslové vyuzitelnych pigmentt v mikrofasach jsou predevsim karotenoidy.
V téchto organismech slouzi jako fotosynteticka barviva, odvozené od pétiuhlikaté izoprenové
jednotky, které jsou enzymaticky polymerovany ve slouceniny o poctu ctyticeti atomu uhlikt.
Ze stovek druht téchto molekul jsou komeréné dostupné hlavné -karoten, ktery je ziskavan
kultivaci fasy Dunaliella salina v otevienych nadrzich. V mens$i mife jsou produkovany také
Iykopen, lutein a zeaxanthin [1, 2].

Jinym, velmi zddanym karotenoidem, ktery zastava vyznamnou pozici v biotechnologické
kultivaci mikrofas, je astaxanthin. Tento keto-derivat ma silnou antioxidacni aktivitu, ktera je
100krat vyssi nez u tokoferolu. Ve studiich jsou rovnéz uvadény jeho ochranné uGcinky proti
rakovin¢, zanétlivym onemocnénim a neurodegenerativnimu onemocnéni o¢i. Jeho
biotechnologicka produkce se stala skutecnosti diky vyvoji novych kultivaénich metod a
nalezenim vhodného zdroje — fasa Haematococcus pluvialis [1].

Jedna se o jednobunécnou, sladkovodni fasu, kterd se vyskytuje v mnoha lokalitdich po
celém svété. Vlivem neptiznivych podminek, jako je intenzivni osvétleni, nedostatek dusiku,
nebo vysoka salinita, dochdzi v buiice k indukci akumulace astaxanthinu. Béhem ristu a
cystace prochazi Haematococcus fadou morfologickych zmén, jako jsou ztrata pohyblivosti a
zvétSeni objemu bunky [2].

I kdyz je tato fasa masivné kultivovana, néckteré skutecnosti, jako napf. pohlavni
rozmnozovani, stale zistavaji ne zcela objasnény. Rovnéz rizné kmeny vyzaduji odlisné
podminky pro jejich optimalni rist, coz mize byt zpisobeno genetickou diverzitou fasy a
jejimi odlisnymi biologickymi vlastnostmi. Jejich zkoumanim vznikd moznost nalezeni
nového, vysoce produktivniho kmenu, ktery by vyhovél podminkdm daného klimatického
prostiedi [3, 4, 5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotoprotektivni pigmenty — karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou vSudypfitomnych pigmentl rozpustnych v tucich, zbarvenych
V odstinech od Zlut¢ do Cervené barvy. V piirodé bylo identifikovano ptfes 700 druht.
Strukturné se jedna o rodinu Cj isoprenoidnich polyenovych sloucenin [6].

NejvyraznéjSim strukturnim rysem je vnitini fetézec se stiidavymi dvojitymi a
jednoduchymi vazbami. Tento konjugovany systém dvojitych vazeb predstavuje svétlo
absorbujici chromofor, ktery je zodpovédny nejen za zbarveni karotenoidu, ale rovnéz za
jejich oxidativni degradaci.

Karotenoidy mohou byt acyklické (Iykopen), mohou obsahovat jeden (y-karoten, &-karoten)
nebo dva (B-karoten) Sesti¢lenné kruhy. Molekuly jako kapsanthin nebo kapsorubin obsahuji
péticlenné kruhy. Uhlovodikové karotenoidy (p-karoten, lykopen) jsou oznaCovany jako
karoteny, zatimco kyslikové derivaty jsou znamé jako xantofyly [7].

2.1.1 Astaxanthin
Astaxanthin je Cerveny ketokarotenoid ze skupiny xantofyll (karotenoidy obsahujici kyslik)
syntetizovany nékolika druhy fas, rostlin, bakterii a hub. Ma 13 konjugovanych dvojnych
vazeb a vykazuje silnou antioxida¢ni kapacitu pro neutralizaci volnych radikald (silné€jsi nez
B-karoten nebo vitamin E). V této souvislosti jsou zkoumany jeho mozné pozitivni ucinky
proti rakoving, kardiovaskularnim onemocnénim a degenerativnimu onemocnéni oci [8].
Dominantou trhu je synteticky pfipraveny astaxanthin s celkovou trzni hodnotou
240 milionG  dolarGi/rok. Odhadované naklady na jeho vyrobu se pohybuji kolem
1 000 dolart/kg, jeho prodejni cena je 2 000 dolarti/kg. Synteticky astaxanthin obvykle tvori
smes tii izomerd (3S,3'R; 3R,3’S a 3R,3'R v poméru 1:2:1), zatimco u izolovaného z fas
dominuje stereoizomer 3S,3’S. Z tohoto diivodu je poptavka po ptfirodnim produktu mnohem
veEtsi [8].

Obr. ¢. 1: Struktrura astaxanthinu [9]

2.1.2 Metabolismus astaxanthinu
Reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species), jako jsou naptiklad singletovy
kyslik, peroxid vodiku (H20,) nebo hydroxylovy radikal (OH), jsou kontinualné vytvareny
jako vedlejsi produkty fotosyntézy [10, 11, 12]. Tyto ROS mohou potencialné reagovat
s makromolekulami, zvlasté s DNA, lipidy a proteiny, coZ ma za nasledek poskozeni bunky
[13].

Velké mnozstvi ketokarotenoidll v butice je strategii pieziti buné€k za fotooxida¢niho stresu
a dalSich neptiznivych podminek, avSak specifickd role astaxanthinu jako neenzymatického
antioxidantu proti ROS neni zcela zndma. Hlavni hypotézou je, Ze velké nahromadéni esteri
tohoto pigmentu v cytoplazmatickych lipidovych téliskach funguje jako ochrana proti
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nadmérmému mnozstvi slune¢niho zareni dopadajiciho na svétlosbérné komplexy pigment-
protein a na fotosynteticka reakéni centra. Nicméné otazkou zlstava prostorova separace
produkce ROS (hl. chloroplasty) a misto skladovani astaxanthinu (lipidova téliska), ¢imz je
jeho schopnost jako antioxidantu diskutabilni [14]. Fan et al. navrhl, ze astaxanthin neni sdm
0 sob& ochrannym prvkem, tim jsou spiSe meziprodukty v procesu jeho biosyntézy [15].

Zakladnimi ,,stavebnimi bloky“ pro tvorbu astaxanthinu jsou molekuly aktivovaného
izoprenu isopentenyldifosfatu (IPP) a dimethylallyldifosfatu (DMAPP), které jsou
produkovany V plastidech. Po eliminaci difosfatového zbytku, IPP a DMAPP kondenzuji
(,,hlava k paté) prostiednictvim nukleofilni substituce na geranyldifosfat (GPP). Dalsi adici
dvou IPP dochazi k tvorbé diterpenu geranylgeranyldifosfatu (GGPP), pfimému prekurzoru
vSech karotenoidu [2].

Naslednou adici dvou molekul GGPP (,,pata k paté) je produkovan prefytoen pyrofosfat
(PPPP), z néhoz se tvofi prvni bezbarvy karotenoid fytoen. Tento krok je povazovan za
vstupni reakci v biosyntéze karotenoidi, ktera je katalyzovana fytoensyntazou (PSY) [2].

Systém konjugovanych dvojnych vazeb je prodluzovan ctyrkrokovou dehydrogenaci za
tvorby intermediatu &-karotenu, proneurosporinu, prolykopenu a vysledného cervené
zbarveného lykopenu. Tyto reakce katalyzuji enzymy fytoendesaturaza (PDS) a
&-karotendesaturaza (ZDS). Cyklizaci koncové molekuly lykopenu dochazi k tvorbé
B-karotenu a a-karotenu [2].
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Obr. 2: Metabolicka draha astaxanthinu [2]
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2.2 Zastupce karotenogennich mikroras Haematococcus pluvialis

Rasy (latinsky Algae) jsou pievazné fotoautotrofni organismy a lze je najit ve &tyfech
fisich: Bakterie, Prvoci, Chromista a Rostliny. Vyskytuji se v riznych formach, jako jsou
mikroskopické jednobunécné a makroskopické mnohobunééné organismy, kolonie nebo
slozitgjsi listnaté formy, podobné cévnatym rostlinam. Pocet druhti fas se odhaduje na jeden
az deset miliond, nejvetSim zastupcem jsou mikrotasy [16]. Jejich systematické zatazeni je
zobrazeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled systematického zarazeni ras [16]

Impérium Rise Oddéleni
Prokaryota Bakterie (Bacteria) Sinice (Cyanobasteria)
Eugleny (Euglenophyta)
Prvoci (Protozoa) Obrnénky (Dinophyta)
Chlorarachniophyta
. Skryténky (Cryptophyta)
Eukaryota Chromista Heterokontophyta
Glaucophyta
. Ruduchy (Rhodophyta)
Rostliny (Plantae) Zelené tasy (Chlorophyta)
Paroznatky (Charophyta)

Rasy se nachazeji vétsinou ve sladkych i slanych vodach s toleranci pro $iroké rozmezi pH,
teploty, zakalu a koncentrace kysliku a oxidu uhli¢itého. Zna¢ny pocet fas se piizpusobil
rovnéz zivotu na zemi. Vyskytuji se piedev§im na kmenech stromt, zvifeci srsti nebo
V poustich na skalach. V nékterych piipadech tvoii vzdjemné prosp€sné partnerstvi s jinymi
organismy. Jako liSejniky jsou ozna¢ovany symbionty hub a fas [1].

2.2.1 Haematococcus pluvialis — producent astaxanthinu

Haematococcus pluvialis (HMP) (Chlorophyceae, VVolvocales) je jednobunééna sladkovodni
mikrofasa, nachazejici se v riznych prostiedich. Za nepfiznivych podminek prochazi sérii
morfologickych zmén (Obr. 1) [2].

Obr. 1: Haematococcus pluvialis (zleva: flageloidni burika, palmela, aplanospora)

Existuje mnoho studii zabyvajici se rustem HMP v riznych médiich a v riznych
prostfedich (kultivacnich =zafizenich). AvSak variabilita ristu HMP je pravdépodobné
zpusobena odlisnymi populacemi nebo genetickou diverzitou této fasy z riznych koutl svéta.
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Vykazuje proto odlisné biologické vlastnosti, jako je rychlost rastu, produkce biomasy,
tloustka bunééné stény a biosyntéza astaxanthinu [3].

2.2.2  Zivotni cyklus a zmény v bunééné morfologii

Haematococcus pluvialis ma slozity zivotni cyklus (Obr. 2). Je rozdélen do ¢tyf stadii, a to na
pohyblivé dvoubicikaté zooidy (velikost 10 —20 pm), zelené palmeloidy (20 —40 pm),
pfechodné palmeloidy a zralé Cervené cysty (aplanospory, 30 — 60 um). V zelené fazi jsou
dominujicimi pigmenty chlorofyl a, chlorofyl b, B-karoten, lutein, violaxanthin, neoxanthin a
zeaxanthin, jak bylo rovnéz zjisténo u Chlorophyta a v chloroplastech vyssich rostlin. Behem
cystace builkka prochazi morfogenezi, piedevsim ztratou biciki, zaokrouhlenim tvaru a
pfechodem ze zelenych bunck na Cervené cysty, které jsou pokryté velmi silnou bunécnou
sténou [17, 18]. Ta se sklada ze tii vrstev. Prvni sestava z tfivrstvého obalu tvofeného
algaenanem (siln¢ acetolyze-rezistentni material, chemicky podobny slouceniné
sporopoleninu), sekundarni vrstvu tvoii celul6za a manoza v homogennim uspofadani a tieti
vrstva obsahuje rovnéz celulézu a man6zu usporadané heterogenné. Ve fazi cystace dochazi k
akumulaci astaxanthinu (z nékolika pikogramt do stovek pikogramii na buriku) v lipidovych
téliscich, které mohou bunku zcela vyplnit. Z celkového mnozstvi karotenoidi je astaxanthin
zastoupen z 98 % a v ptepoctu na susinu dosahuje az 4 % [9, 19, 20].

Bunky se mnozi pomoci sporangii: bi¢ikovci jsou uvolfiovani ze zoosporangii, nepohyblivé
buriky pochazeji z aplanosporangii. Kromé vegetativniho ristu byl u této fasy zaznamenan
rovnéz sexualni reprodukéni cyklus, pii kterém se tvoii gametocyty se 16 — 32 isogametami.
Tento proces je ovsem velmi malo prozkouman [2, 17].

/bi
()
m. ‘y

Obr. 2: Zivotni cyklus Fasy Haematococcus pluvialis: | — vegetativni rist, Il — tvorba palmeloidnich
bunék, IIT — maturace, IV — germinace, V — tvorba sekunddrnich metabolitii [21]

2.2.3 Biosyntéza astaxanthinu a zmény aktivity bunék

U Haematococcus pluvialis (HMP) vychazi biosyntéza sekundarnich karotenoidii z
B-karotenu, tvorbou hydroxylové skupiny a/nebo keto skupiny ve dvou odlisnych krocich:
1) zavedeni keto skupiny na f-karoten a vytvofeni kanthaxantinu (cx), ktery je nasledné
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hydroxylovan, 2) oxidaci zeaxanthinu. Tyto reakce jsou katalyzovany [B-karotenketolazou
(BKT) a B-karotenhydroxylazou (CRTZ) [2].

V HMP je BKT piitomna v chloroplastu a v cytoplazmatickych lipidovych téliscich. PDS je
lokalizovana pouze v chloroplastu, coz znamend, ze B-karoten musi byt transportovan do
lipidovych télisek, kde dochazi k tvorbé keto skupiny. Tato téliska slouzi jako zasobarna
triacylglycerolii (TAG) a dochazi v nich k esterifikaci astaxanthinu [22, 2].

V HMP se 95 % astaxanthinu vyskytuje ve form€ mono nebo diesterd (70 % monoester
s ptevahou 16:0, 18:1 a 18:2 mastnych kyselin) a 5% ve volné formé. V prubéhu jeho
akumulace jako reakce na dany stres dochdzi rovnéz ke zvyseni biosyntézy mastnych kyselin
(MK). U vyssich rostlin a mikrotas biosyntéza MK zac¢ina v chloroplastu konverzi acetyl CoA
na malonyl CoA katalyzovanou enzymem acetyl-CoA-karboxylazou. Syntéza astaxanthinu a
mastnych kyselin je u fasy Haematococcus pluvialis propojena, avsak mechanismus propojeni
téchto dvou drah neni zcela objasnén [22, 2].

Nejmarkantngjsi fyziologickou zménou u Haematococcus pluvialis v pribéhu akumulace
astaxanthinu je snizeni fotosyntetické aktivity. Tento pokles je pfic¢itdn hlavné poSkozeni
komplexu fotosystému II (PSII), coz se projevuje poklesem vyvoje kysliku nebo sniZzenim
variabilni fluorescence Fv/Fm (viz. kapitola 2.6.3). Mnozstvi bunécného astaxanthinu je
nepiimo umeérné bunécné fotosyntetické aktivité, i kdyz mnozstvi chlorofylu a PSII reakénich
center zustavaji stejna. Dalsi pii¢inou poklesu je ubytek cytochromi f a tedy absence
linearniho toku elektront z PSII do PSI. Tyto zmény zptsobuji zvyseni produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS), coZz méa za nasledek peroxidaci membranovych lipidd a pozdéjsi
buné¢nou smrt. Proto se biochemické a molekularni studie zamétuji na identifikaci mista, kde
se poSkozeni ve fotosyntetickém aparatu piesné nachazi [20].

2.2.4 Kaultivaéni a produkéni podminky

Jednim z hlavnich probléml pro masovou produkci astaxanthinu je optimalizace rlstovych
podminek vegetativnich bunck. Existuje mnoho faktorti, které ovliviiuji tempo ristu fasy.
béhem kultivace neustale sledovat. Dal§imi parametry jsou dostupnost Zivin, vhodné¢ médium
a pH [23].

Nejvyssi teplota, kterou eukaryotické fasy toleruji, je 60 °C, zatimco spodni mez se nachazi
kolem 0 °C [24]. VétSina fas, véetné Haematococca, upfednostiiuji spiSe mezofilni teplotu
v rozmezi od 20 do 40 °C. Optimalni teplota pro druh Haematococcus pluvialis se lisi
s kazdou publikaci, coZ mize byt zpisobeno rozdilnosti kmend nebo odlisSnym nastavenim
ostatnich kultiva¢nich parametrii. Fan a kol. uvadi, Ze optimalni teplotni rozmezi se pohybuje
mezi 25 a 28 °C, ptekroceni teploty pak inhibuje rast fasy [24]. To potvrzuje i ¢lanek tymu
Borowitzka a kol., kde jako optimalni uvadi méné nez 28 °C, jinak dochazi ke zvySené tvorbé
aplanospor [78].

Jako fotosyntetické organismy jsou fasy vysoce zavislé na délce trvani a intenzité
viditelného svétla. Optimalni intenzita svétla pro rast fasy Haematococcus pluvialis se udava
85 — 90 umol fotont-m?-s?, zatimco pti osvétleni nad 130 pmol fotonti-m™-s™ dochézelo
k akumulaci astaxanthinu [23, 25]. Naopak bunky HMP maji vysokou miru pteziti a normalni
produkci biomasy za nizkého osvétleni, tzn. kolem 37 pumol fotond-m2-s™ [26].

K nejvétsimu ristu dochazi za dostate¢ného mnozstvi Zivin, a to pfedevSim pii optimalni
koncentraci dusiku v médiu. V tomto ptipad¢ se jako nejlepsi volba jevi dusi¢nan sodny nebo
dusi¢nan draselny. Dal§im zdrojem muze byt napiiklad mocovina [27].
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Haematococcus pluvialis muze rist stejné dobie za mixotrofnich i autotrofnich podminek.
Pro mixotrofni kultivaci je nejlepsi volbou acetat sodny jako zdroj uhliku. Je mozné rovnéz
kultivovat tuto fasu za heterotrofnich podminek, avSak tempo ristu je pfili§ pomalé a pro
biotechnologickou syntézu astaxanthinu bez osvétleni nepouzitelné. Nejlepsi variantou pro
rust se jevi mixotrofni podminky s piidavkem acetatu v médiu [28]

2.2.5 Indukce tvorby astaxanthinu

Akumulace astaxanthinu je indukovana za riznych environmentalnich podminek, které nejsou
piiznivé pro rast a jsou oznacovany jako stresové faktory. Tyto faktory narusuji rovnovahu
V metabolismu, coZ vyZaduje adaptivni odpoveéd’ organismu [2].

Stresové podminky spoustéjici syntézu astaxanthinu u fasy Haematococcus pluvialis jsou
ruzné, ale obecné mohou byt rozdéleny do nasledujicich skupin: nedostatek zivin (dusi¢nany,
fosfaty a sulfaty), vysoka intenzita svétla, sucho, vysoka salinita, vysoka teplota a mnozstvi
acetatu (vysoky pomér C/N) nebo jejich kombinace [29].

Nejdulezitéjsim faktorem pro indukci karotenoidii je svétlo. Za nizké osvétleni je
povazovana hodnota mensi nez 100 pmol fotonti-m?-s™, ktera predstavuje optimum pro rist.
Fotoindukce astaxanthinu byla zaznamendna pii osvétleni 350 pmol fotont-m?-s [30],
zatimco jiné publikace uvad&ji vétsi akumulaci pfi 1550 — 1 650 umol fotoni-m?-s™ [31].
Teorie, Ze svétlo neni nutné pro syntézu astaxanthinu, byla studovana Droopem (1955), ktery
poukazal, ze xanthofyl muze byt akumulovan i v neptitomnosti svétla po ptidavku octanu
sodného (6 mM). Tyto vysledky byly potvrzeny studii Kobayasiho v roce 1992 [20]. Pro
fotosyntetické kultury 1ze rovnéz dodéavat svételnou energii formou kratkych zableskl svétla.
Jejich spravné nastaveni a pouziti na vysokou buné¢nou koncentraci mize zvysit u¢innost
vyuziti svétla a tedy i produktivitu sekundarnich metabolitti v organismu. Kim a kol. [32] ve
své studii uvadi, Ze externi osvétleni v kombinaci se zablesky svétla zvySuje u fasy
Haematococcus pluvialis vytéznost astaxanthinu az o 60 %. Jesté lepsi variantou je vnitini
osvétleni s intenzitou 16 umol fotona-m?s™ a zablesky o intenzit¢ 1700 umol fotont-m?-s?,
kdy se produkce tohoto Cerveného pigmentu zvysi nejméné o 400 % v porovnani
s kontinualnim osvétlenim [32, 33].

DalS8im dtlezitym faktorem pro stimulaci syntézy karotenoidii je nedostatek Zivin, zejména
dusiku a/nebo fosforu, které indukuji expresi genti pro syntézu astaxanthinu. U H. pluvialis
dochazi za téchto podminek k transformaci z vegetativnich bunék na cysty. Jako zajimavé se
rovnéz jevi pouziti herbicidi, které zhorSuji asimilaci dusiku kvali inhibici glutamin
syntetazy. Aflalo a kol. studoval G¢inky herbicidu BASTA (glufosinat amonny), coz vedlo
k syntéze astaxanthinu, avSak rovnéz k inhibici bunééného déleni [20].

Produkci pigmentu je mozno navodit rovnéz chemicky. Naptiklad piidavkem kyseliny
jasmonové nebo kyseliny salicylové dochazi ke zvySené transkripci gend kodujici enzymy
specifické pro biosyntézu tohoto sekunddrniho karotenoidu. Obé kyseliny jsou rovnéz
vyuzivany ke studiu metabolismu astaxantinu, nebot’ kazda aktivuje jinou drahu pro jeho
tvorbu [34].

Dal$im induktorem akumulace astaxanthinu je solny stres. Bylo zjiSténo, Ze salinita vyssi
nez 1 % (w/v) NaCl muze byt pro bunky Haematococca letalni, pokud neni zvySena tvorba
palmeloidnich bunék. Dalsi vysledky ukazuji, Ze 0,8% NaCl zpiisobuje kompletni zastaveni
ristu a akumulaci astaxanthinu. Nejlepsi koncentraci pro produkci karotenoidi se zda byt
ptidavek 0,2% NaCl do kultivace. Rasa pak tvoii az 3 % astaxanthinu v susingé. U starich
kultur je mozno pouzit koncentraci 0,5% NaCl. Piidavek KCIl do fasové kultury, i v nizké

15



koncentraci (mén¢ nez 40 mM) zplisobuje vysokou miru bunééné mortality, 1 kdyz produkce
astaxanthinu dosahuje 350 pg/bunku 13. den kultivace [35, 36].

Ke tvorbé astaxanthinu muze dochazet pomoci ruznych metabolickych drah, avsak u
jednotlivych stresovych podminek nebyly pfesné popsany [36].

2.2.6 Diverzita kmeni Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis je kosmopolitni fasou, vyskytujici se na vSech kontinentech, véetné
Antarktidy. Odlisnosti kmend z riznych lokalit maji za nasledek rtiznorodé vlastnosti, jako
jsou tempo rastu nebo mnozstvi akumulovaného astaxanthinu [4].

V roce 2013 tym Klochkova a kol. popsal arkticky kmen ze Svalbardu, ktery je adaptovany
na rast a produkci astaxanthinu za nizké teploty (4 — 10 °C). Nachazi se hlavn¢ v podobé
nepohyblivych palmeloidnich bunék s tlustou bunécnou sténou a velkym mnoZzstvim
lipidovych télisek v Cervené i zelené fazi. Nevyhodu piedstavoval nizky vytézek biomasy [4].

Na pobieznich skalach Bilého mote (Rusko), kde vlddnou obrovské rozdily teplot,
slunecniho zéfeni a salinity, byl objeven kmen BMI. Po vystaveni kultury stresovym
podminkdm (zvySené osvétleni a snizené mnozstvi zivin) dochdzi k masivni akumulaci
astaxanthinu az do 5,5% mnozstvi suSiny. Vzhledem k toleranci na zvySené mnozstvi chloridu
sodného je tento kmen slibnym organismem pro biotechnologickou produkci karotenoida
v brakickych vodach [5].

Z teplejSich oblasti byly studovany australské kmeny z Nového Jizntho Walesu (NSW),
Jizni Australie (SA) a Queenslandu (QLD), které byly vystaveny solnému stresu 0,17 M NaCl
béhem deseti dni. Po této dobé doslo ke zvySeni mnozstvi astaxanthinu na 16,2 mg/g (NSW),
5,6 mg/g (SA) a 17,7 mg/g (QLD) [37].

Tym Noorozi a kol. porovnaval rlst a akumulaci karotenoidi deviti kment ze tfi zemi:
Iranu, USA a Finska v riiznych médiich (Bold, NIES, OHM, Mixotroph a COMBO) [3] a déle
dva kmeny z Chille, kde byla sledovana celkova produkce karotenoidu [38].

Sledovani téchto rozmanitosti je dilezité v kontextu biotechnologie, protoze poskytuje
ptilezitost pro vybér rychle rostoucich produktivnich kmend, které jsou ptizpiisobeny urcitym
podminkam daného uzemi [4, 5].

2.3 Metody kultivace ias

Co se tyce mechanismli pouzivanych pro kultivaci fas, hlavni zdjem lezi ve vyvoji riznych
technologii s cilem zlepSeni produktivity a vytéznosti biomasy. Obecné mohou byt kultivacni
systétmy rozdéleny do dvou hlavnich skupin: oteviené kultivacni systémy a uzaviené
fotobioreaktory. Mezi témito dvéma skupinami existuji vyznamné rozdily [39].

2.3.1 Otevrené kultiva¢ni systémy

I kdyz vétsina literatury vénujici se velkoobjemové kultivaci mikrotas je zaméfena spise na
uzaviené systémy, oteviené nadrze jsou nedilnou soucésti primyslové vyroby fasovych
produktti. Diivod je Cisté ekonomicky — mensi naklady na vystavbu a provoz a moznost
vyuziti ptimého slune¢niho svétla. Nicméné, ne vSechny kultury takto lze kultivovat. U
otevienych nadrzi dochazi k vétsimu odparovani vody, Spatnému michani a kontrole teploty a
zvySenému riziku kontaminace (zvlasté bakteriemi nebo jinymi druhy fas), coz ma za
nasledek niz§i produktivitu biomasy v porovnani s fotobioreaktory. Pro kultivaci mikrofas
byly vyvinuty razné typy nadrzi s riznorodou velikosti, tvarem a pouzitym konstrukénim
materialem [2, 40, 41].
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2.3.2 Fotobioreaktory

Termin ,,fotobioreaktor je pouzivan pro oznaceni uzavienych systémdi, které neumoziuji
pfimou vyménu plynli mezi kulturou a atmosférou. Tato zatfizeni poskytuji chranéné prostiedi
pred kontaminaci jinymi mikroorganismy a dovoluji kontrolu parametrii, jako jsou pH,
koncentrace oxidu uhli¢itého, osvétleni a teplota. Kromé toho zabranuji odpafovani vody a
ztrat¢ CO, Vv dusledku odplynéni, coz umoznuje produkci vétsiho mnozstvi biomasy.
omezeno na vyrobu vysoce-hodnotnych sloucenin z tas, které nemohou byt kultivovany
Vv otevienych nadrzich [1, 2].

Existuji rizné typy zafizeni, jako jsou napiiklad tubularni nebo plosné fotobioreaktory;
horizontalni, vertikalni, sloupcovité nebo spiralovité; jednofazové, naplnéné suspenzni
kulturou, kde vyména plynt probiha v samostatném plynovém vyméniku, nebo dvoufdzové
[1, 42].

Plosné reaktory jsou kvadrovitého tvaru s minimalni svételnou drdhou. Jsou vyrobeny
z pruhlednych materialt, jako jsou sklo, plexisklo nebo polykarbonat. Vyznacuji se vysokym
pomérem plochy povrchu k objemu a agitace je =zajiSténa probublavanim vzduchem
perforovanou trubici pomoci pumpy. Pro scale-up uspotadani je instalovano nékolik desek na
danou plochu [43].

Tubularni fotobioreaktory se vyskytuji bud’to v horizontalnim nebo vertikalnim (sloupcové
nebo airlift fotobioreaktory) usporadani. Jedna se o soubor transparentnich trubek, které
umoziuji prinik svétla. Michani je zajisténo probublavanim plynu (nebo smési plynt) [43].

Obr. ¢. 3: @) Plosny fotobioreaktor, b) vertikalni tubuldrni fotobioreaktor, C) plastové pytle, d)
horizontalni tubuldrni reaktor [44, 45, 46]
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Pro velkoobjemové kultivace jsou vhodné zejména bubble columns a tubulérni reaktory. Ve
studii provedené tymem Lopez a kol. byly vyuzity tyto dva systémy pro porovnani
produktivity biomasy a astaxanthinu fasou Haematococcus. Z vyslednych dat vyplynulo, Ze
vice efektivni je tubularni typ reaktoru a to zvlasté diky lepsi dostupnosti svétla [14].

2.3.3 Komer¢ni produkcee astaxanthinu

Biotechnologicka kultivace fasy Haematococcus pluvialis je zalozena na fotoautotrofni
kultivaci v otevienych nadrzich nebo uzavienych fotobioreaktorech. Pouzivanymi médii jsou
BBM (Bold Basal Medium) a BG11 (Blue-Green Medium). Cely proces je rozdélen do dvou
fazi. V prvni jsou fase poskytnuty optimalni podminky pro rast (osvétleni, pH, vyziva). V této
fazi mize byt pouzita heterotrofni kultivace pro dosazeni co nejvy$siho mnozstvi biomasy.
KdyZ pocet bun¢k dosdhne maxima, cela kultura je vystavena (nejcastéji fotooxida¢nimu)
stresu, pifi kterém dochdzi k transformaci zelenych vegetativnich bunék na cervené
aplanospory [38]. Pro kultivaci jsou vyuzivany oteviené nadrze s kapacitou od 30 000 do
1 000 000 litra kultury [3].

Jednou z nejvétsich vyzev pro vyvoj komeréné dostupnych procesu pro produkci fasovych
metaboliti je sklizeil biomasy a jeji suSeni. Sedimentace bunék vlivem gravitace je Casové
narocnd a navic nedokonald. Nejrozsifengjsi technikou pro sbér karotenogenni biomasy je
filtrace, centrifugace, bioflokulace, chemicka flokulace nebo kombinace téchto metod. Cysty
HMP bohaté na astaxanthin maji vys§i hustotu, nez kultivaéni médium, proto mohou byt
podrobeny sedimentaci nebo centrifugaci s nizkou rychlosti [47].

Dalsim stupném je extrakce karotenoidti z bun¢k mikrofas. Hlavnim problémem pro zisk
pigmentl je pritomnost tlusté bunééné stény. Bézné jsou pro tyto ucely pouzivana riizna
nepolarni rozpoustédla, zejména hexan. Selektivni extrakci astaxanthinu umozinuje také napf.
dodekan ¢i methanol. Jako nejslibnéjsi a mnohem rychlejsi metoda se vsak jevi extrakce
S pouzitim superkritického oxidu uhli¢itého, kterd nevyuZzivd toxicka a drahd organicka
rozpoustédla [47].

Pfednimi svétovymi spolecnostmi, které se vénuji prumyslové kultivaci HMP jako zdroje

astaxanthinu, jsou Cyanotech Inc. a Mera Pharmaceuticals na Havaji, Algatechnologies Ltd.
v lzraeli a Biogenic Co. Ltd a Fuji Chemical Industry Co. Ltd v Japonsku [48].
40 000 litrd. Poté nasleduje premisténi kultury do otevienych nadrzi o objemu cca
500 000 litrt, kde buiiky v prubéhu péti az sedmi dnli akumuluji astaxanthin. Po uplynuti této
doby je vysledna biomasa sklizena, promyta a vysuSena. Nasleduje extrakce astaxanthinu
s pouzitim superkritického oxidu uhli¢itého [49].

Naproti tomu firma Algatech v Izraeli vyuziva ptimého sluneéniho svétla a systému
uzavienych tubularnich sklenénych fotobioreaktorli o délce 300 km na deseti akrech vyprahlé
pousté. Extrakce astaxanthinu probiha rovnéz za pouziti superkritického oxidu uhli¢itého
[50].
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Obr. 4: a) Otevrené nadrze firmy Cyanotech na Hawai b) uzaviené reaktory firmy Algatech v Izraeli
[51, 52]

2.4 Monitoring Fasovych metaboliti a Zivin béhem kultivace
Pro vyzkum optimalnich podminek produkce biomasy a tvorbu kyzenych metabolitti jsou
velmi dulezité monitorovaci a instrumentalni systémy, které zobrazuji kontinudlni rust
fasovych kultur a dokazi analyzovat i jejich metabolickou aktivitu [60].

24.1 Stanoveni pigmentii metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie je dnes rozsifenou separac¢ni metodou pro stanoveni
netékavych sloucenin [53].

2.4.1.1 Princip metody

V pribéhu analyzy pomoci HPLC dochazi k rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé
nemisitelné faze: pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). Mobilni fidze protéka
pfes chromatografickou kolonu se sorbentem urcitych vlastnosti a je davkovana pomoci
Cerpadla za vysokého tlaku [53].

Separace a eluce jednotlivych slozek délené smési je ovlivnéna jak povahou stacionarni
faze, tak vlastnostmi mobilni faze. Eluce muize byt provedena isokraticky za pouziti mobilni
faze o konstantnim slozeni, nebo gradientové se zvySujici se elu¢ni silou. Separované zony
analytll jsou zaznamendvany pii prichodu detektorem, vysledny chromatograficky zdznam je
charakteristicky kiivkami gaussovského tvaru (piky) [53].

ODPLYNOVAC _ﬂ:&_

%“ 4 KOLONA W
L 4 it |_ POCITAC
DAVKOVAC l

ZASOBNIK

MOBILNi —+@-@— — <if=|

FAZE VZOREK

ODPAD
Obr. 5: Schéma HPLC [54]
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2.4.1.2 Aplikace HPLC ke stanoveni iasovych pigmentii

VétSina soucasnych metod vyuziva kK separaci mikrofasovych pigmentt reverzni fazi, kde jsou
slouc¢eniny dé€leny predevsim na zaklad¢ jejich polarity. Jako stacionarni faze jsou pouzivany
kolony s C8 az do C30 zbytky vazanymi na silikagel. Dalsimi kroky pro optimalizaci separace
je volba vhodné mobilni faze, gradientového programu a teploty [60].

Pocatky analyzy pigmenti jsou spjaty Spraci Manthoura a Llewellyna, ktefi vyvinuli
techniku HPLC sreverzni fazi pro rychlou separaci a kvantifikaci 17 karotenoidd a 14
chlorofyli z acetonového extraktu fasové kultury [61]. Modifikace této metody byla popséana
tymem Wrighta a Shearera, kde separovali fotosyntetické pigmenty linedrnim eluc¢nim
gradientem z 90% acetonitrilu do ethylacetatu. Dalsi metodou pro optimalni rozliSeni
polarnich chlorofylti bylo pfidani octanu amonného do methanolové mobilni faze jako iontové
parového ¢inidla a vzorek byl délen na kolon¢ s C18 zbytky. Zapata a kolektiv vylepsili tuto
metodu nahradou octanu pyridinem nebo tetrabutylammoniem (TBAA) [60, 80]. Teplota
separace pigmentu se pohybuje v rozmezi od 20 °C do 60 °C podle teplotni stability délenych
analyttl. Jako detektory jsou nejéastéji voleny UV-VIS detektory s diodovym polem (vétsinou
pro 410 a 676 nm) [62] a fluorimetrické detektory s excitaéni vlnovou délkou 430 nm a
emisni 670 nm [63, 62].

Nejnovejsi moznosti je vyuziti hmotnostni detekce, pti které dochézi k déleni vzorku podle
poméru hmotnost/naboj. Sestava ze tii ¢asti: iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor.
Pro karotenoidy a chlorofyly jsou jako iontovy zdroj vyuzivany elektrosprej (ESI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Z hmotnostnich analyzatora to jsou kvadrupolovy
analyzator, pruletovy analyzator nebo iontova past [62].

2.4.2 Elementarni analyza pomoci ICP/MS

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je technika pro analyzu
prvki, ktera nachazi uplatnéni v primyslu, medicing, geologii i na ekologickych a
akademickych pracovistich.

2.4.2.1 Princip metody

Jedna se o kombinaci indukéné vazaného plazmatu (Inductively Coupled Plasma — ICP) jako
zdroje kladné nabitych castic a hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry — MS), ktera
tyto Castice detekuje [55].

Vzorek, vétSinou v kapalném stavu, je davkovan peristaltickou pumpou do zmlzovace, kde
je konvertovan do formy jemného aerosolu. Aerosol je dale za pomoci injektoru smérovan do
plazmového vyboje generovaného intenzivnim magnetickym polem. Zde je vzorek ionizovan
a vysledné ionty putuji do interfacu, ktery zajistuje pfechod mezi atmosférickym tlakem
plazmového zdroje a vakuem hmotnostniho analyzatoru. V kvadrupdlu dochazi k vlastni
separaci prvku ze vzorku podle poméru m/z [56].
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Obr. 6: Schéma ICP-MS [55]

2.4.2.2 Priprava biologickych vzorki

Biologické vzorky je nutné pted prvkovou analyzou rozlozit. Za timto Gcelem se vyuziva
metody rozkladu suchou cestou, kdy je zkoumany material suSen, zuhelnén, zpopelnén a poté
jeho popel louzen v mineralnich kyselinach. Ve vétsin€ ptipada je pfidano pomocné ¢inidlo,
které zvysSuje G€innost procesu (nejCasteji se jednd o latky s oxida¢nimi schopnostmi, nebo
schopnosti pfevodu analytu do méné tékavych forem).

Dals$im zpuisobem mineralizace vzorku je rozklad mokrou cestou, tedy piimy rozklad smési
koncentrovanych mineralnich kyselin za zvySené teploty a atmosférického tlaku. U tohoto
procesu dochazi nejprve k rozruseni biologické matrice kyselou hydrolyzou a jeji nasledné
oxidaci. Rychlost reakce je zavisla na reakéni teploté. Mezi nejcastéji pouzivana ¢inidla patii
kyselina dusi¢na a jeji smési S peroxidem vodiku, S kyselinou sirovou nebo s kyselinou
chloristou [67].

Dnes nejcastéji vyuzivanym typem digesce je mikrovinné zafeni, které za vysokého tlaku
zpusobuje destrukci matrice. Nékteré typy mikrovinnych pfistrojii umoznuji po ukonceni
procesu odpafit prebyteéné mnozstvi reakéni smési a kvantitativné pievést vzorek do odmérné
banky. Timto se snizi moznost interference kyselin [67].

2.4.2.3 MozZnosti vyuZiti ICP/MS analyzy
Metodu ICP/MS je mozné vyuzit v mnoha aplikacich, nejvétsi zastoupeni ma
v environmentalni analyze. Mezi nejcastéjsi typy matric z této oblasti patfi pitné vody,
podzemni a odpadni vody, pevné odpady, pidy, kaly a sedimenty. V environmentalnich
vzorcich jsou vétSinou zjiStovany obsahy tézkych kovi (arsen, olovo, rtut’ atd.) a fosfor [64,
65]. Pro tyto ucely lze pouzit i rostlinné vzorky jako ukazatele kontaminace prostiedi [66].

Druhym nejvétSim trznim segmentem je biomedicina. Zde metoda poskytuje rychlé a
efektivni stanoveni toxickych prvkt v krvi, analyzu modi, determinaci mnozstvi nutri¢nich
prvki v lidském séru, analyzu tkani, sledovani hliniku u pacienti s dialyzou a Stanoveni
stopovych prvka v kostech a zubech. Dal§imi oblastmi ve vyuziti jsou farmacie, polovodice,
geochemie, agrikultura a petrochemie [56].

V tasovych kultivacich Ize ICP/MS pouzit k elementarni analyze biomasy nebo zbytkového
média. Je mozné tak monitorovat chybéjici ziviny béhem ristovych testi nebo akumulaci
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prvkl v buiikach. K nejsledovanéjSim analytim patii fosfor, Zelezo, v ptipad€ zelenych fas a
rostlin 1 hof¢ik nebo né€které mikroprvky jako zinek, méd’ ¢i mangan ucastnici se
biochemickych reakci [85, 86].

2.4.3 Stanoveni obsahu dusiku v kultivaénim médiu s vyuzitim TOC/TN

Monitorovani obsahu dusiku je velmi dilezité v mnoha prumyslovych odvétvich, jako napf.
Vv procesu biologického ¢isténi odpadnich vod, kde jsou sledovany nitrifika¢ni a denitrifika¢ni
pochody. Této detekce vyuziva rafinérie a petrochemicky pramysl pro sledovani vstupnich a
vystupnich surovin, stejné tak je sledovan celkovy dusik v plastech, pryskyficich, parafinech
apod. [69]. V fasovych kultivacich je nejcastéji monitorovan Ubytek celkového dusiku
z zivného média, jelikoz zmény v jeho koncentraci piimo souvisi s nartstem kultury. Lze
vSak stanovit i jeho akumulaci v fasovém peletu [87].

Ke stanoveni celkového dusiku je pouzivan TOC/TN analyzator, ve kterém je vzorek
unasen nosnym plynem (piecistény vzduch) do pyrolyzni kyvety a spalen pii teploté 720 °C.
Béhem spalovani vzorku dochazi Kk pfeméné vazané¢ho dusiku na jeho oxidy. Ty jsou i
snosnym plynem ochlazeny a transportovany do chemiluminiscenéniho detektoru, kde
reaguji sozonem za nasledné emise zafeni. Emitované svétlo je pak detekovano a
kvantifikovano jako mnozstvi celkového dusiku. Toto stanoveni je mozné provést
u kapalnych vzorkd i v riznych bunéénych suspenzich [68].

2.4.4 Fluorescen¢éni parametry u fotosyntetizujicich organismi

U fasovych a sinicovych kultur je mozné, vzhledem k obsahu chlorofylovych pigmentt
v bunikach a jejich zapojeni do metabolismu, monitorovat fotosyntetickou aktivitu a tim i
celkovy fyziologicky stav pomoci fluorescenéniho méfeni [73].

2.4.4.1 Fluorescence

Jako luminiscence je oznaovana emise ultrafialového, viditelného nebo infra¢erveného svétla
z jakékoliv latky, ktera se nachazi v elektronové excitovaném stavu. Pokud je zdrojem
excitaniho svétla elektromagnetické zatreni, jedna se o fotoluminiscenci, kterd je rozd€lena
do dvou kategorii: fluorescence a fosforescence, v zavislosti na povaze jejich excitovaného
stavu [70, 71].

Elektronové stavy a procesy, které se vyskytuji mezi absorpci a emisi svétla, popisuje
Jablonského diagram (viz. obr. 7). Singletovy stav, prvni a druhy elektronovy stav jsou
oznaceny jako So, S1 a Sp. V kazdém z té€chto energeticky odlisném stavu mliZe existovat cela
fada vibracnich energetickych hladin (oznaceno hladinami 0, 1, 2...). U fosforescence
dochazi k prechodu kvanta energie z tripletového stavu, u fluorescence jde o pfechod ze stavu
singletového. Elektrony jsou vétSinou excitovany do vysSich vibra¢nich hladin S; nebo S,,
poté rychle klesaji na nejnizsi hladinu. Tento jev je oznacovan jako vnitini konverze [70, 71].

Fluorofory (molekuly vykazujici fluorescenci) se typicky vyskytuji u aromatickych
sloucenin (systém konjugovanych vazeb), azosloucenin nebo organokovovych sloucenin [70,
71].
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Obr. 7: Jablonského diagram [72]

2.4.4.2 Fluorescence chlorofylu a kvantovy vytéZek PSII

Analyza fluorescence chlorofylu je jednou z S§iroce vyuzivanych technik pro studium
ekofyziologie a fyziologie rostlin a dalSich fotosyntetizujicich organismi. Molekula
chlorofylu z anténniho komplexu absorbuje foton a dojde k excitaci elektronu do S; (absorpce
cerven¢ho fotonu) nebo do S; stavu (absorpce modrého fotonu) a poté k deexcitaci tiemi
moznymi zpusoby: 1) disipace tepla, 2) fluorescence, 3) energie fotond, kterd je vyuzita pro
fotosyntézu. Fluorescence zde tvofi pouhé 3 az5 % z absorbované energie, za pokojoveé
teploty je pfevazné emitovana z fotosystému II (PSII) [73, 74].

Efektivita procesti zavisejicich na svétle je oznaCovana jako kvantovy vytézek. Minimalni
fluorescenéni vytézek (Fo) nastane, pokud jsou oteviena vSechna reakéni centra PSII, dojde
k oxidaci plastochinonti (Qa) a absorbovand energie je maximalné vyuzitelna pro
fotochemické procesy. Tohoto stavu je dosazeno adaptaci ve tmé& a nasledném slabém
osvétleni, aby nedoslo k redukci Qa a uzavieni reakénich center. KdyZz je na vzorek
adaptovany ve tmé aplikovan svételny impulz o dostateCné intenzité¢ k uzavieni vSech
reak¢nich center (redukce vSech Qa), bude zanedbatelné nefotochemické zhaseni (NPQ) a
fluorescence dosahne svého skutecného maxima (Fy). Nicméné pokud vzorek neni adaptovan
na tmu, bude dochazet ke zhasSeni fluorescence a dosazeny maximalni vytézek bude niZsi
(Fm'). Pokles z Fy na Fy' je vyuzivan pro méfeni nefotochemického zhaseni. Jako maximalni
vytéZzek variabilni fluorescence chlorofylu ve stavu adaptovaném na tmu (Fy) je oznacovan
rozdil mezi Fy a Fo (v adaptovaném stavu na svétlo: F\'=Fy' — Fp'). Maximalni kvantovy
vytézek fotochemickych procesii ve PSII (®pg)) je pak vyjadien rovnici (1) [73, 74]:

F, F,-F
O, =Y ="M 07174
Psil = F = [74] [¢D)]

M M
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3 CiL PRACE
Cilem diplomov¢ préace byla optimalizace kultiva¢nich podminek pro vybrané karotenogenni
fasové kultury v raznych typech fotobioreaktori a nasledné vyuziti v biotechnologii,
predevsim pak k produkci primyslové Zadanych metabolitt.

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i ulohy:

1.

Literarni reSerSe zaméfend na mikrofasy, specifika jejich metabolismu, moZnosti
kultivace a vyuziti

. Literarni reSerSe zabyvajici se stanovenim potfebnych chemickych a potazmo i

fyziologickych parametrti vyuzitelnych k hodnoceni nartstu a produkce metabolitt u
vybranych tas

. Sledovani rGstu a metabolické aktivity mikrofas V optimalnim prostfedi V riznych

typech fotobioreaktorti

Monitoring ubytku zivin v médiich béhem kultivace fasovych kultur a hodnoceni
produkce sekundarnich pigmentt indukovanych stresovym faktorem s vyuzitim
modernich instrumentalnich metod

. Zhodnoceni vysledki uvedenych ve vySe stanovenych bodech, diskuze o moznostech

navyseni vytézkl zddanych produktii a vyuziti pro biotechnologickou praxi.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a mikroorganismy

4.1.1 Chemikalie a pFistroje - extrakce pigmentia a HPLC analyza
Chemikalie:

Aceton for HPLC, LabScan, Thailand

Methanol for HPLC, Chromservis, CR

Acetonitril for HPLC, J.T.Baker, USA

Petrolether, 99,5%, Roth, Némecko

Ethylacetat for HPLC, Chromservis, CR
2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol (Tris), Penta, CR
Cholesterolesteraza z Pseudomonas fluorescens, Sigma Aldrich, CR

Ptistroje:

Centrifuga Sigma 1-16 K (chlazend)

HPLC 1260 Infinity, Agilent Technologies
Lyofilizator FreeZone, Labconco

Vodni lazen Grant TC120

Ultrazvuk Elma S30, Elmasonic

Ptenosny spektrofotometr DR1900, HACH

4.1.2 Chemikalie a pfistroje - ICP/MS

Chemikalie a filtry:

Deionizovana voda pro ICP/MS

Kyselina dusi¢néd 67% (Analpure, pro stopovou analyzu), Analytika spol. s.r.o.
Filtry, Sartorius stedim, Minisart 0,2 um

Ptistroj:
ICP-MS 7700x Series, Agilent technologies

4.1.3 Chemikalie a pFistroje pro stanoveni TN

Kyselina chlorovodikova 35%, Penta, CR

Filtry Sartorius stedim, Minisart 0,2 um

TOC-VCSH & TNM-1, Schimadzu Scientific Instruments, Inc., USA

Vsechny ostatni chemikalie byly Cistoty p.a. a byly ziskdny od béznych distributort.

4.1.4 DalSi pouZzité pristroje

Sterilni box ESCO-PCR Cabinet

Mikroskop Olympus CX 41

Centrifuga Universal 320, Hettich Centrifugen

Analytické vahy XA 105 Dual Range, Mettler Toledo

Filtry pro susinu, Whatman Glass microfiber filtres CF/C™, Diameter 47 mm
UV-VIS spektrofotometr, Shimadzu UV-2450

Laboratorni exsikator
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4.1.5 Kultivaéni a monitorovaci p¥istroje firmy PSI

4.1.5.1 Multikultivator MC 1000-OD, Photon Systems Instruments

Multikultivator MC 1000 - OD (Obr. 8) sestava z osmi zkumavek o objemu 85 cm?, které jsou
samostatné osvétlené a aerované. Zkumavky jsou umistény v temperované vodni lazni.
Ptistroj méti absorbanci kazdé zkumavky pti vinové délce 680 nm a 720 nm podle zvolené¢ho
protokolu a umoznuje tak provedeni rychlého screeningu ristu mikroskopickych fas a sinic
[57]. V diplomové praci byl multikultivator pouzit pro optimalizaci kultiva¢nich médii a
fyzikalnich parametrii (teplota a osvétleni) u kmeni HMP izolovanych z riiznych lokalit.

|
DANGER

FRIRNEE S .

= PSI SN 57

Obr. 8: Multikultivator MC 1000

4.1.5.2 Fotobioreaktor FMT 150, Photon Systems instruments
Laboratorni fotobioreaktor FMT 150 (obr. 9) slouzi k precizni kultivaci predevsim
mikrofasovych kultur. Pfistroj je vybaven kyvetou o objemu 400, 1 000 nebo 3 000 ml a
zajistuje rovnomerné osvétleni kultury. Rist je sledovan on-line métenimi optické hustoty pfi
680 a 720 nm, okamzity fyziologicky stav kultury je charakterizovan kvantovym vytézkem
PSII (kapitola 2.4.4.2). K zatizeni je mozné pfipojit peristaltické pumpy K ptipadné regulaci
nartistu kultury (turbidostat) ¢i pH (chemostat) i sondy pro méteni pH, obsahu rozpusténého
0O, a CO;,. Reaktor Ize ovladat pomoci specialniho softwaru [58].

V diplomové praci byl pouzit fotobioreaktor o objemu 400 a 1 000 ml pro stanoveni ristové
kiivky a naslednému vystaveni kultury HMP stresovym podminkdm. V prabéhu kultivace
byla méfena opticka hustota, pH a dostupné fluorescen¢ni parametry (kvantovy vytézek).
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Obr. 9: Fotobioreaktor FMT 150 [58]

4.15.3 AquaPen-C AP-C 100, Photon Systems Instruments
AquaPen-C (obr. 10) je kapesni ptistroj pro rychlé a snadno opakovatelné méteni suspenznich
vzorki. Je vybaven modrym a cervenym LED emitorem s intenzitou svétla az
3000 pmol fotont-m™?-s™. Modré excitatni svétlo (455 nm) je uréeno pro excitaci chlorofylu,
tj. pro méfeni fluorescence chlorofylu v fasovych kulturach s citlivosti 0,5 pg /I [59].

V diplomové praci byl pfistroj vyuzivan k monitorovani kvantového vytézku PSII a optické
hustoty pti 680 a 720 nm Vv odebranych vzorcich béhem kultivaci mikrotas (kap.5.2).

L3

Obr 10: AquaPen-C AP-C 100 [59]

4.1.6 Pouzité mikroorganismy

V praci byly pouzity nasledujici kmeny fasy Haematococcus pluvialis, které pochazi ze sbirky
autotrofnich organismii (CCALA) v Tieboni a z Experimentalni fykologie a kolekce fasovych
kultur (EPSAG) v Goettingenu:

HMP — CCALA 357, Ceska Republika, Biezova nad Svitavou
HMP — EPSAG 34-1d, Svycarsko, Basel

HMP — EPSAG 44.96, Jizni Afrika, Cape Town

HMP — EPSAG 49.94 USA, Virginia

HMP — EPSAG 192.80 Némecko, Bruchberg
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4.2 Inokulum

Kmeny fasy HMP byly kultivovany fotoautotrofn¢ v BG11 médiu v Erlenmeyerové bance pii
teploté 25°C za stalého osvétleni a probublavani vzduchem po dobu 14 dnt. Pro optimalizaci
kultivace byly pouzity média BBM a obohacené médium BG11 s desetinasobnou koncentraci
vybranych prvka (BG11+).

4.2.1 Slozeni kultiva¢nich médii
Pii zmén¢ kultivaéniho média byly fasové kultury centrifugovany 5 min p#i 5000 rpm.
Supernatant byl odlit a k sedimentu bylo pfidano ¢erstvé médium.
Médium BGI11+ bylo optimalizovano pro kmen HMP — CCALA 357 v ptedeslych
experimentech zamétenych na nadprodukci biomasy v ristové fazi. Jeho slozeni se 1iSi od
média BG11 10tinasobnym navySenim koncentrace vybranych prvki (Fe, Zn, P).
Pro indukci cystace a akumulaci astaxanthinu vlivem nutriéniho stresu bylo pouzito MCM
médium se snizenym mnozstvim dusiku.

Slozeni jednotlivych médii je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni kultivacnich médii

Koncentrace [g/l]
Slozka BG11 BG11+ BBM MCM
NaNOs; 1,496 1,496 0,75 0,2
MgS0,.7H,0 0,0748 0,0748 0,075 0,08
CaCl,.2H,0 0,036 0,036 0,025 0,08
Kyselina citronova 0,006 0,006 - -
Na2-EDTA.2H20 0,00123 0,00123 | 4,5-10° -
Ferric ammonium citrate 0,006 0,06 - -
Na,COs3 0,02 0,02 - -
NaCl - - 0,01 -
K,HPO, 0,0305 0,305 0,075 0,02
KH,PO, - - 0,175 -
Komplexon Il EDTA - - - -
EDTA - - - 1,98-10°
FeCls-6H,0 - - 582:-10% | 2,44-10°
FeS0,.7H,0 - - - -
H3BO3 0,00286 0,00286 - 6,1-107
ZnS0,.7H,0 2,2:10™ 0,0022 - -
MnCl,.4H,0 1,81-10° | 1,81-10° | 2,46-10™ 6:10°
Na,M00,.2H,0 3,9-10 3,9:-10* | 24-10° -
CuS04.5H,0 7,9-10° 7,9-10° - 6:10°
Co(NOs),.6H,0 4,9-10° 4,9-10° - -
ZnCl, - - 3-10° 4,1-10°
CoCI?6H,0 - - 1,2:10° 5,1-10°
Vitamin B12 - - 1,5:107 4-10°
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4.3 Stanoveni suSiny

Na stanoveni susiny bylo odebrano 15 ml vzorku fasové suspenze, ktera byla filtrovana pies
predem zvazeny 0,2 um filtr (Whatman Glass microfiber filtres CF/C™, Diameter 47 mm).
Rasovy pelet na filtru byl vysousen pii 100 °C po dobu 24 hodin. Vzorek byl posléze
ochlazen v exsikatoru a znovu zvazen. Z rozdilu hmotnosti bylo vypo¢itino mnozstvi
biomasy.

4.4 Stanoveni poctu bunék

Pocet bun€k byl stanoven pomoci Biirkerovy komirky pod svételnym mikroskopem pfi
zvétseni 100X. Vzorek byl fixovan Lugolovym roztokem. Po stanoveni poctu bunék v 75
¢tvercich byl vypocitan celkovy pocet bunék v suspenzi dle nasledujiciho vzorce (1) :

Pocet bunck = =222 1 900 )
O PIEE = 750,004

4.5 Stanoveni ristové faze

Pod optickym mikroskopem se zvétsenim 40x100 byly ve vzorku vzdy u padesati bunék
stanoveny rustové faze (flagela, tvotici se palmela, palmela, délici se buiika a dezintegrovana
buiika). V grafu bylo vyjadieno procentudlni zastoupeni jednotlivych ristovych fazi.

4.6 Stanoveni rustové rychlosti (growth rate) a doby zdvojeni (doubling time)
Doubling time je Cas, za ktery dojde ke zdvojnasobeni poctu bunck. Lze jej vypocitat
stanovenim rustové rychlosti (1) podle nasledujici rovnice (2), kde OD; a OD; jsou optické
hustoty v ¢ase t; a to. Doubling time (DT) byl pak ur¢en pomoci rovnice (3).

Hodnoty doby zdvojeni pro kulturu HMP byly pocitany vzdy po 24 hodinovych periodach
(interval (tp-t;) vrovnici (1)). Pro porovnani rychlosti nartistu biomasy v jednotlivych
experimentech jsou pouzivany nejkratsi DT po 24 h, ptipadné 48 h kultivace.

_InOD, -InOD,
u t, -t 2
In2
DT = " [75] 3

4.7 Analyza spotieby Zivin z média metodou ICP-MS
Vyuziti zivin kmeny HMP béhem nardstu biomasy bylo stanovovano jako tubytek
jednotlivych elementt v médiich béhem kultivace.

K prvkové analyze byly odebrany 2 ml fasové suspenze. Vzorek byl filtrovan pies filtr
(Sartorius stedim, Minisart 0,2 um), supernatant bez bunék byl fedén podle typu kultiva¢niho
média 3% HNOj3 a analyzovan na ptistroji ICP-MS.

Pii praci s ICP/MS bylo nutné pouzivat specialni plastové laboratorni nadoby a pomticky
uréené pouze pro elementarni analyzu, aby nedochazelo ke kontaminaci vzorka [76]. Pouzité
nadobi bylo obvykle dekontaminovano minimalné 48 hodin 5% kyselinou dusi¢nou a umyto
deionizovanou vodou pro ICP/MS.
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Vypocet koncentrace studovanych prvka probihal automaticky pomoci softwaru
Masshunter na zakladé externich kalibrac¢nich kiivek pro jednotlivé prvky, které byly
stanovovany pii kazdém novém métent.

4.8 Monitoring spoti‘eby dusiku

Dusik predstavuje vyznamnou vyzivovou slozku pro tvorbu biomasy nejen u fasovych kultur.
Jeho spotfeba z média béhem kultivace HMP byla sledovdna pomoci rychlé instrumentalni
metody TOC/TN.

Vzorek tasové suspenze (5 ml) odebrany v prubéhu kultivace byl prefiltrovan pies 0,2 pm
filtr (Sartorius stedim, Minisart 0,2 um). Supernatant bez bun¢k byl nafedén podle typu
kultiva¢niho média destilovanou vodou. U takto pfipraveného vzorku byla prométena celkova
koncentrace dusiku TOC/TN analyzatorem.

Obsah dusiku byl stanoven automaticky na zaklad¢ externi kalibracni kiivky ulozené v
softwaru k TOC/TN analyzatoru. Regresni rovnice, ukazka chromatogramu a vypoctu
celkového dusiku byly vlozeny do ptilohy 9.

4.9 Stanoveni vybranych pigmenti produkovanych buiikami H. pluvialis

Béhem kultivace HMP za optimalnich podminek i v pribéhu cystace vyvolané stresovymi
faktory byly zbunék extrahovany a analyzovany nasledujici pigmenty: astaxanthin,
neoxantin, violaxanthin, lutein, chlorofyl a, chlorofyl b a B-karoten. Extrakce i analyza
karotenoidu byly provedeny pii minimalnim osvétleni, aby nedoslo k fotooxidaci vzorku.

Pro stanoveni karotenoidti bylo odebrano 1,5 ml kultury, ktera byla podrobena lyofilizaci za
teploty -96 °C a tlaku 1hPa po dobu 24 hodin.

K lyofilizatu byl pfidan 1 ml acetonu a sklenéné kuli¢ky a smés byla vortexovana po dobu
30 sekund. Vzorek byl centrifugovan pfi 5 000 ot.min™ po dobu 5 minut pfi 4 °C. Tento
postup byl opakovan s 0,5 ml acetonu az do vybéleni peletu. Jednotlivé frakce byly spojeny a
byla zméfena absorbance pii 465 nm. Méfenim byla kontrolovana absorbance (vhodny rozsah
0,75 - 1,25), aby pfi nasledné aplikaci optimalizovaného mnozstvi enzymu k deesterifikaci
astaxanthinu doslo ke kompletni konverzi na jeho volnou formu [77].

Ke 2 ml acetonového extraktu bylo ptidano 1,3 ml Tris-HCI o neutralnim pH a vzorek byl
inkubovan pii 37 °C po dobu 3 min. Poté bylo pfidano 300 pl roztoku cholesterolesterazy
(0,86 mg enzymu bylo rozpusténo v 1 ml 0,05M Tris-HCI 0 pH=7), smés byla inkubovana pfi
37 °C po dobu 45 minut. Extrakce uvolnénych pigmentti pak probihala do 2 ml petroletheru
s pfidavkem Na,SO4-7H,O proti oxidaci. Smés byla vortexovana a centrifugovana pti
3 000 ot/min po dobu 3 minut. Etherova faze byla pipetovana do mikrozkumavky o objemu
2 ml s ptidanym NaSO4. Vzorek byl vysuSen dusikem a uschovan ve tmé pti -20 °C.

Odparek byl rozpustén v 0,5 ml methanolu za pouziti vortexu (30s), centrifugovan pii
15 000 ot.min™ po dobu 5 minut pii 4 °C a supernatant byl pipetovan do vialky. Analyza
pigmentti pak probihala metodou HPLC. Podminky separace jsou uvedeny v tabulce 3,
slozeni mobilnich fazi v tabulce 4.
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Tabulka 3: Podminky separace [77]

Kolona: Kinetex, C18
Mnozstvi nastiiku vzorku: 15 - 60 pl
Eluce: gradientova

Prtbéh eluce:
(sloZzeni mobilnich fazi viz. tab. 4)

0 —13 min: ze 100% A do 100% B linearng
13 —-19 min: 100% B
19 — 20 min: ze 100% B do 100% A linearné

20 — 25 min: 100% A

Teplota: 25 °C
Analyzéator PDA: astaxanthin: 476 nm
ostatni pigmenty: 436 nm
Doba analyzy: 25 minut
Tabulka 4. Slozeni mobilnich fazi [77]
A B
Slozka Mnozstvi Slozka Mnozstvi
Acetonitril 840 ml Methanol 680 ml
Methanol 20 ml Ethylacetat 320 ml
0,1M Tris-HCI (pH = 8) 140 ml - -

Ukéazkovy chromatogram z déleni HMP pigmenti metodou HPLC/DAD byl vlozen do
ptilohy 8. Koncentrace jednotlivych pigmenti byly vypocteny na zdkladé externich

kalibra¢nich kiivek, regresni rovnice pro jednotlivé pigmenty jsou také uvedeny v piiloze 8.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Riistova kiivka HMP — srovnani riizného typu osvétleni

Optimélni podminky pro riist se obecné odviji od geografického ptvodu kmentit HMP
(kap. 2.2.6). Pro prvotni kultivaéni experimenty byl vybran kmen z Ceské republiky HMP-
CCALA-357, jehoz zakladni ristové parametry a charakteristické vlastnosti byly studovany v
prabéhu rustové kiivky.

Kultivace HMP byla vedena ve fotobioreaktoru FMT 150 o objemu 1 litr, K osvétleni
kultury bylo pouzito bud’ ¢ervené, nebo studené bilé svétlo. Rust probihal za podminek, které
byly v ptedeslych experimentech stanoveny jako optimalni pro uvedeny kmen HMP: teplota
22 °C, osvétleni 100 umol fotonii-m™-s™, vzdugnéno smési 2% CO, a 98% vzduchu.

5.1.1 Monitoring naristu kultury a zmény fluorescencnich parametri

Béhem kultivace byly sledovany nasledujici parametry: pocet bunék, ristové faze, kvantovy
vytézek (QY), ubytek dusiku v médiu (kap. 4.8) a tvorba pigmentt (kap. 4.9). Prib¢h ristové
ktivky byl monitorovan méfenim optické hustoty (OD).

5.1.1.1 On-line méieni optické hustoty v PBR

Z grafu 1 a 2 je patrné, Ze na bilém svétle dochazi k vétSimu naristu OD. Stacionarni faze je
dosazeno jiz po 300. hodin¢ kultivace, kdezto u cervené¢ho svétla se kultura dostdva do
stacionarni faze az v 600. hodin¢. Divodem pro rychlejsi riist na bilém svétle je jeho svételné
spektrum, ve kterém jsou zastoupeny i niz§i vlnové délky o vyssi energii, na rozdil od
samotného cCerveného svétla. Tyto vysledky potvrzuje 1 studie, kde byl lepsi vytézek
zaznamenan na bilém, poptipadé modrém svétle [88]. Cervené svétlo je vyuzivano spise
v kombinaci s modrym, a to ve fazi produkce astaxanthinu, kdy je bunécna kultura jiz dobie
narostla [89].
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Graf 1: Zavislost optické hustoty pri 680 nm na case
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Graf 2: Zavislost optické hustoty pri 735 nm na case

5.1.1.2 Stanoveni susiny a poc¢tu bunék ve vzorcich v priubéhu kultivace

Obdobn¢ jako u méfeni optické hustoty (grafy 1 a 2) je pozorovan v pribéhu kultivace vyssi
nardst susiny u experimentu s bilym svétlem (graf 3). Jejiho maxima je vSak u obou svétel
dosazeno kolem 500. hodiny kultivace a neptekroc¢i hodnotu 1 g/l.

V literatufe se produkce biomasy H. pluvialis vyznamné lisi, pohybuje se od 0,4 do 2,5 g/l
[81, 82, 83], v ojedinélych piipadech az 7 g/l [84] nebo 12,3 g/l [14]. Rozdilnosti jsou
zpusobeny odlisnymi podminkami kultivace (osvétleni, médium, teplota), pouzitym kmenem
HMP nebo typem fotobioreaktoru.
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Graf 3: Zavislost susiny na case

V grafu 4 jsou uvedeny vysledky z méfeni poctu bunék v pribéhu kultivace. U bilého
svétla mnozstvi bun€k nepiekro¢ilo hodnotu 1400000 bun./ml, zatimco u cerveného
osvétleni bylo dosazeno 1 800 000 bun./ml. Pribéh rustové kiivky byl on-line monitorovan
podle optické hustoty pii 680 a 720 nm. Kiivka OD 680 (graf 1) jiz kolem 300. hodiny
kultivace naznacovala pfechod kultury na bilém svétle do stacionarni faze. Experiment
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pokracoval jesté dalsich 200 hodin bez vyznamnych zmén (graf 1) a byl proto ukoncen, i kdyz
pocty bun¢k a OD 720 (graf 2) by mohly naznacit jesté dalsi rast kultury.
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Poéet bunék/ml

Graf 4: Zavislost poctu bunék/ml na case

Vsechny méfené parametry (optickd hustota, suSina a pocet bunék) charakterizuji rast
fasové kultury HMP v pribéhu kultivace. U ¢erveného svétla bylo naméfeno vétsi mnozstvi
bunék, 1 kdyz vyssi hodnoty OD byly pozorovany u bilého svétla (graf 1). Vysvétlenim je
variabilita rastovych fazi HMP (graf 5 a 6, kap. 5.1.1.3).

5.1.1.3 Studium tvorby bunécnych (ritstovych) fazi béhem ristové kiivky

Na zacatku Kultivace ptevazuji pohyblivé flageloidni bunky o velikosti 10 — 20 pm.
S postupem cCasu bunky ztraceji svou pohyblivost, ztraci bi¢iky a dochazi k tvorbé
palmeloidnich bunék. U ¢erveného svétla je v celém priubéhu kultivace pfitomno velké
mnoZzstvi menSich flageloidnich bun€k a délicich se bunék, kdeZto u bilého svétla maji
vyznamny podil velké ptechodné bunky (40 um) transformujici se z flagel v palmely, palmely
samotné (60 pum) [17] a rovnéZ vys$§i mira dezintegrovanych bunék. Proto také maximalni

vytézek biomasy (susiny) je na obou svétlech (graf 3) prakticky stejny, kdezto pocty bunék se
V obou experimentech 1isi.
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Graf 5: Prithéh bunécnych fizi v pribéhu kultivace za bilého osvétleni
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Graf 6: Prithéh bunécnych fazi v pribéhu kultivace na cerveném osvétleni

5.1.1.4 Vztah mezi kvantovym vytéikem fluorescence a obsahem chlorofylii

V pribéhu kultivace ve fotobioreaktoru byl rovnéz zaznamenavan on-line kvantovy
vytézek fluorescence (graf 7). Ten zidstava vyssi u Cerveného svétla, zatimco bilé svétlo
zpusobuje rychlejsi pokles QY. Tento jev je spojen s rychlej$im a vy$Sim nartstem biomasy
na bilém svétle a vétSim mnoZstvim dezintegrovanych bunék (graf 5), a tedy i sniZenim
fotosyntetické aktivity [33].
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Graf 7: Zavislost kvantového vytézku v pritbéhu kultivace

800

S kvantovym vytéZzkem pak piimo souvisi graf 8, ktery pfedstavuje zménu mnozstvi
sledovanych chlorofyli v ¢ase b&hem ristu kultury. U bilého svétla dochazi ve staciondrni
fazi k mirnému poklesu obsahu chlorofylii, coz je spojeno se snizujicim se kvantovym
vytézkem (graf 7) a zvySujicim se mnozstvim dezintegrovanych bunék (graf 5). Naopak u
¢erveného svétla se koncentrace chlorofyli na zacatku zvysSuje a po 200. hoding jen osciluje.
V suspenzi je pfitomno mnohem vice flageloidnich bungk, jelikoz na né ptsobi Cervené svétlo
s men$i energii a tim jsou vystaveny i méné stresovému prostiedi. Buiiky si pak zachovavaji
svou fotosyntetickou aktivitu a mnozstvi chlorofylu zustava prakticky neménné.
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Graf 8: Zavislost plochy chlorofylit na ¢ase u bilého a cerveného svétla

5.1.1.5 Rust biomasy a spotieba dusiku
S riistem fasové kultury je rovnéZ spojena spotieba dusiku (graf 9). Pii pouziti bilého svétla je

v

narst fasové biomasy rychlejsi, a proto i spotfeba dusiku z média je vyssi. Naopak u
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pomalejsiho rastu na Cerveném osvétleni je jeho vyuziti nizsi. Limitni koncentrace dusiku pro
rast HMP je v literatufe uvadéna od 1,4 az po 14 mg/l [78, 96]. V zadné z obou kultivaci se
kultura nepfiblizila uvadénému ristovému limitu dusikatého zdroje.
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Graf 9: Analyza spotieby dusiku v pritbéhu kultivace

5.1.1.6 Rustovad rychlost HMP a hodnoty doubling time
V tabulce 5 jsou shrnuty hodnoty ristovych rychlosti a doubling time pro oba experimenty.
Nejrychlejsiho nartistu dosahuje kultura na bilém svétle, kdy dochazi ke zdvojeni bunék za
byla stanovena na 43,1 hodin (odpovida riistové rychlosti 0,321 d?). Uvedené hodnoty
koresponduji s vysledky namétenych optickych hustot (graf 1 a 2), kde vétsi nartst byl
pozorovan u bilého svétla.

V literatuie se pro HMP kmeny uvadi rozmezi DT od 22 do 85 hodin [90], coz znamena, ze
vV nasem experimentu dosahuje doba zdvojeni prumérnych hodnot.

V extrémnich piipadech mize byt rust velmi rychly (12 hodin) [91] a nebo naopak velmi
pomaly (az 192 hodin) [92]. Pfi¢inou je samoziejmé volba rozdilnych podminek, zptsobt
kultivace a také diference mezi kmeny HMP.
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Tabulka 5: Srovndni doby zdvojeni U bilého a cerveného svétla

DT cervené svétlo DT bilé svétlo GR c¢ervené svétlo GR bilé svétlo
t[h] [h] [h] [d”] [d*]
24 43,1 41,7 0,321 0,385
48 49,0 51,4 0,328 0,339
72 69,5 57,5 0,238 0,289
96 77,3 68,6 0,215 0,242
120 101,2 89,2 0,172 0,194
144 125,8 109,5 0,126 0,144
168 153,5 1424 0,106 0,119
192 191,0 168,5 0,089 0,098
216 203,5 196,7 0,082 0,086
240 301,7 282,0 0,053 0,059
264 330,0 286,4 0,052 0,058
288 235,3 390,6 0,071 0,043
312 377,1 678,5 0,044 0,025
336 450,3 940,2 0,038 0,018
360 648,6 1473,5 0,025 0,002

5.1.2 Biosyntéza karotenoidi béhem rustu kultury HMP
Stanoveni karotenoidd bylo provedeno podle postupu uvedeného v kap. 4.9.

V grafu €. 10 je zobrazena produkce astaxanthinu béhem ndrGstu kultury. Bilé svétlo
zpusobuje zvySeni obsahu astaxanthinu po 200. hoding kultivace. Jeho maximum dosahuje az
1,6 mg/g susiny. U Cerveného svétla dochazi ke zvySeni syntézy astaxanthinu u H. pluvialis
rovnéz po 200. hodiné kultivace. Markantni nardst je pozorovan od 500. hodiny, kdy kultura
prechazi do staciondrni faze. AvSak maximalni koncentrace astaxanthinu nepfevysuje hodnotu
0,6 mg/g, jedna se tedy v porovnani s bilym svétlem 0 vice nez 2,5x nizsi vytézek. Divodem
je vyssi energie bilého svétla a fotoprotektivni tloha astaxanthinu v burice [8].

V literatute je jako optimalni osvétleni uvedena hodnota v rozmezi od 85 do
90 pmol fotont-m?-s? [23, 25], coz pii pouzitém svétle 100 pmol fotoni'm™?-s™ mize do
Jisté miry zptsobit indukci tvorby astaxanthinu.

U luteinu pfi kultivaci na bilém svétle dochazi spise k oscilacim koncentrace po dobu ristu,
ke konci kultivace (od zacatku stacionarni faze) se jeho mnozstvi mirné€ snizuje (graf 11). Na
cerveném svétle lze zaznamenat ze za¢atku mirny nartst, po 200. hoding se jeho koncentrace
pohybuje v rozmezi od 3 do 4 mg/g susiny.

Graf 12 zobrazuje produkci B-karotenu, ktera po celou dobu ristu kultury na bilém svétle
osciluje a na zaCatku stacionarni faze je pak patrny mirny pokles. Obdobné je tomu i u
cerveného svétla stim, ze pokles v produkci B-karotenu ptichdzi az pozd€ji v pribéhu
stacionarni faze. Produkce dalsich sledovanych pigmenti (neoxanthin, violaxanthin — graf 79,
80 v priloze 1) na bilém svétle je velmi podobnd tvorbé B-karotenu. Naopak u cerveného
svétla na konci kultivace se jejich koncentrace zvysuje.
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Graf 11: Zavislost koncentrace luteinu

Profil karotenoidl zelenych vegetativnich buné¢k je tvofen z nejvétsi ¢asti luteinem (78 az
80 %) a B-karotenem (10 az 20 %) [93]. To koresponduje s naméfenymi vysledky. Pii
zvySovani mnozstvi astaxanthinu dochazi ke snizovani mnozstvi jinych karotenoidt (hlavné
B-karotenu, violaxanthinu a neoxanthinu), které slouzi jako prekurzory jeho biosyntézy [2].
Tento jev je pozorovan spiSe u bilého svétla, kde 1 produkce astaxanthinu je mnohem vyssi,
nez je tomu u cerveného svétla.
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Graf 12: Zavislost mnoZstvi b-karotenu

5.2 Optimalizace ristového média pro kmeny HMP z riznych lokalit
Kazdy mikroorganismus vyzaduje pro svij optimalni rist vhodné médium, ve kterém jsou
zastoupeny vSechny potiebné ziviny. V tomto experimentu jako testovaci byla zvolena média
BGl11, obohacené¢ BG11 a BBM (kapitola 4.2.1). Ke kultivacim byly vyuzity Ctyfi kmeny
HMP uvedené v tabulce 6.

Rasy byly kultivovany v multikultivatoru MC 1000-OD za podminek doposud stanovenych
jako optimélni pro kmen CCALA-357 (teplota 22 °C, osvétleni 100 umol fotont-m?-s™,
vzdusnéno smési 2% CO, a 98% vzduchu).

Tabulka 6. Oznaceni jednotlivych kmenit HMP

Kmen Oznaceni
HMP-EPSAG 34-1d, SV}'/carsko, Basel S
HMP-EPSAG 44.94, Jizni Afrika, Cape Town AF
HMP-EPSAG 49.94, USA, Virginia AM
HMP-EPSAG 192.80, Némecko, Bruchberg G

5.2.1 Monitoring nariistu kultury a bunééné faze

Nartst kultury byl monitorovan obdobné jako v kapitole 5.1 studiem zmén v on-line
ziskanych hodnotach OD, pocitanim bunék v odebranych vzorcich, analyzou bunécénych fazi a
sledovanim kvantového vytézku v Case.

5.2.1.1 Narust jednotlivych kmenii HMP v zavislosti na pouZitém médiu

V grafech 13, 14 a 15 jsou uvedeny optické hustoty kmenit HMP stanovené pii 680 nm
v prub¢hu kultivace v riznych médiich (BG11, BG11l+ a BBM). Ve vsech ptipadech,
nejlepsich vysledkl dosahuje $vycarsky kmen, ktery vykazuje v kultiva¢nich médiich BG11+
a BBM nejvyssi rist. V priloze 2 (grafy 81 — 86)jsou uvedeny optické hustoty odebranych
vzorkt, které¢ byly pro kontrolu méfeny na kapesnim piistroji AquaPenu. Pribéhy ristu jsou
obdobné.
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Pro americky kmen je nejlepSim rustovym prostiedim BBM médium, naopak nejhuie
kultura rostla v BG11. V BG11+ médiu dochazi k pifechodu do stacionarni faze jiz po 150.
hodiné.

Stejn¢ jako u amerického, tak i u némeckého kmenu je nejvhodnéjsi volbou BBM médium,
kde byla naméiena nejvyssi opticka hustota. Nejmensi nariist je pozorovan opét u BG11.

Ctvrty, africky kmen, vykazoval nejmensi nartst ze viech pouZitych kmentt HMP, zvI4std
pak v BG11 médiu. Nejoptimalnéjsim se jevi slozeni obohaceného BG1l média s 10ti-
nasobnou koncentraci vybranych prvka (P, Zn, Fe).

Obdobn¢ vysledky byly pozorovany pii méieni OD 720, kde nejvétsiho nartstu dosahl opét
Svycarsky kmen a nejmensiho africky. Grafy 84, 85 a 86 jsou uvedeny v piiloze 2.
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Graf 13: Ruist kmemi HMP v BG11 médiu pri OD 680 nm
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Graf 14: Rust kmenit HMP v BG 11+ médiu pii OD 680 nm
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Graf 15: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm

5.2.1.2 VIiv odlisného slozeni kultivacnich médii na pocet bunék

V grafu 16 je mozné pozorovat nartst po¢tu bunék HMP béhem kultivace v BG11 médiu.
Kmen ze Svycarska dosahl nejvyssich hodnot, zatimco u kmenti z Ameriky a Némecka je
pocet bunék v médiu az 3x mensi. U afrického kmenu dochazi k minimalnim zménam (grafy

16, 17, 18).
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Graf 16: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm

Pocet bunek pro vsechny kmeny HMP kultivované v BG11+ médiu jsou zobrazeny v grafu
17. Nejvyssi narist vykazoval svycarsky kmen, s maximem 1 500 000 bunék/ml. Nejmensi
mnozstvi bun€k bylo naméteno opét u afrického kmenu, ktery nepiekrocil hodnotu
1 000 000 bungk/ml.
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Graf 17: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm

V BBM médiu byl nejvétsi pocet bunék stanoven u Svycarského kmenu (graf 18),
2 500 000 bun€k/ml. Zatimco minimum vykazuje opét kmen z Afriky.
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Graf 18: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm

Obdobné vysledky potvrzuje studie Dominguez-Bocanegra, kde rovnéz bylo dosazeno na
zakladé méfeni poctu bunék/ml nejvetsiho ristu v BBM médiu a naopak nejnizsi vytézek byl
pozorovan u BG11 média [79].

Me¢fteni poctu bunck uzce souvisi s analyzou optické hustoty. V obou ptipadech, nejvetsi
pocet bunék 1 nejvySsi hodnoty optické hustoty byly pozorovany u Svycarského kmenu.
Naopak nejmensi odezvy na rist (OD, pocet bun¢k) byly stanoveny u afrického kmenu.

5.2.1.3 Zmény bunécnych fazi v prostiedi riiznych kultivaénich médii

V BG11 médiu dochazi u vsech studovanych kmenti na zac¢atku kultivace k nartstu kultur s
pievahou flageloidnich bunék (grafy 19, 20, 21 a 22). V priabéhu rustu vznikaji prechodné
formy flagela/palmela a kolem 170. hodiny Ize pozorovat zvysenou tvorbu klidového stadia —
palmel piedeviim u kmenti z Némecka a Ameriky. Svycarsky kmen vykazuje vyznamnou
produkci palmel az po 200. hodin¢ kultivace. U afrického kmenu jejich tvorba v BG11
prakticky neni pozorovana, jelikoz kmen vykazuje velmi nizky nardst biomasy. Vznik palmel

43



v druhé poloviné kultivace souvisi vétSinou S ubytkem zivin v médiu nebo s pfitomnosti
jiného stresového faktoru [106].
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Graf 19: Faze Svycarského kmenu béhem kultivace v BG11 médiu
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Graf 20: Faze afrického kmenu béhem kultivace v BG11 médiu
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Graf 21 Faze némeckého kmenu béhem kultivace v BG11 médiu
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Graf 22: Faze amerického kmenu béhem kultivace v BG11 médiu

V prostiedi BG11+ se u afrického kmenu vyskytuje zvySené mnozstvi palmeloidnich bunék
(graf 23). K opa¢nému jevu dochazi u amerického kmenu, ktery je charakterizovan pievahou
pohyblivych flagel (graf 24). Zbylé vysledky vykazuji obvykly prabéh ristovych fazi
(kapitola 5.1.1.3). Jsou proto uvedeny v piiloze 3 (grafy 87 — 89).
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Graf 23: Faze afrického kmenu béhem kultivace v BG 11+ médiu
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Graf 24: Faze amerického kmenu béhem kultivace v BGI 1+ médiu

V BBM médiu bylo u kment z Némecka a Ameriky pozorovano po celou dobu kultivace
vysoké mnozstvi flageloidnich bunék. V tomto médium dochéazelo rovnéz k jejich nejlepsimu
rastu (graf 15). U Svycarského kmenu dochazi k postupné tvorbé palmel po predchodu do
stacionarni faze.
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Graf 25: Faze Svycarského kmenu béhem kultivace v BBM médiu
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Graf 26: Faze amerického kmenu béhem kultivace v BBM médiu
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Graf 27: Faze némeckého kmenu béhem kultivace v BBM médiu

5.2.1.4 Hodnoty dob zdvojeni u kmenit H. pluvialis

V tabulce 7 jsou zobrazeny nejkratsi doby zdvojeni (DT) u jednotlivych kmeni HMP
Vv riiznych médiich. Nejkratsi DT z celého experimentu (25 h) byl zaznamenan u $vycarského
kmenu v BBM médiu. Americky (31,2 h), némecky (35,3 h) a africky (33,1 h) kmen
vykazovaly nejlepsi vysledky rovnéz v BBM médiu, naopak jako nejhorsi se jevi BGI1
médium, kde ¢asy zdvojeni byly nejvyssi.

Tabulka 7: Doba zdvojeni

Doba zdvojeni [h] AF AM G S

BG11 54,9 34,9 40,1 | 339
BG11+ 46,9 34,3 410 ]305
BBM 33,1 31,2 353 |248

5.2.2 Monitoring kvantového vytéZzku béhem kultivace jednotlivych kmenu HMP
Ve vSech médiich vykazovaly kmeny zprvu lepsi fyziologicky stav s kvantovym vytéZzkem
v rozmezi od 0,65 do 0,75 (graf 28, 29, 30), v pribéhu kultivace v8ak dochazi k jeho poklesu.
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cv w7

v BBM médiu, coz nasvédéuje na lepsi podminky pro nardst biomasy.

Kvantovy vytézek se u H. pluvialis za optimalnich podminek pohybuje v rozmezi 0,65 az
0,8. SniZzovani tohoto parametru mize byt pficitano starnuti kultury nebo jako reakce na
nepiiznivé podminky prostfedi [100, 101]. Nejnizsi QY je pozorovan u kmenu z Afriky, to
znamena, ze fasa nejen $patn¢ rostla (grafy 13, 14, 15), ale i jeji fotosynteticka aktivita byla
snizena oproti ostatnim studovanym kmenim.
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Graf 28: Riist kmenit HMP v BBM médiu pii OD 680 nm
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Graf 29: Rust kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm
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Graf 30: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm

5.2.3 Spotieba Zivin z média
Obdobné¢ jako u ristového testu s HMP — CCALA 375 byla i v tomto experimentu s riznymi
kultivaénimi médii sledovana spotfeba dusiku béhem ristu kultury. Kromé toho byly

Monitorovany koncentrace vybranych prvkii za ucelem vyhodnoceni sloZeni optimalniho
média pro rust jednolivych kmentt HMP.

5.2.3.1 VyuZiti zdroje dusiku

Nejmensi ubytek dusiku byl zaznamenan u BG11, kde jeho hodnota neklesla pod 140 mg/l au
BG11+ se zbytkova koncentrace pohybovala kolem 50 mg/l. Tato dvé média se nelisi
obsahem dusiku, ale 10tinasobn¢ vys$§im mnozstvim vybranych prvki - zelezo, fosfor a zinek.
Rozdil ve sloZzeni médii ma za nasledek leps$i narust bunék HMP (viz grafy 13, 14 a grafy 16,
17) a tudiz zvySenou spotiebu dusiku v prostiedi s BG11+.

Spotieba dusiku (BG11)
280

~.
36&\
AN

N
o]
o

N
S
o

N
N
o

T, AM

—4%—AF

=
[e)
o

Koncentrace dusiku [mg/1]
[ N
[e)] o
o o
) i

/
y

[y
N
o

0 50 100 150 200 250 300
Cas [h]
Graf 31 Spotieba dusiku v BG11 médiu
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Graf 32: Spotieba dusiku v BG11+ médiu

V experimentu s BBM médiem (graf 33) bylo mnozstvi celkového dusiku vyéerpano jiz po
200. hodin¢ kultivace HMP u Svycarského, némeckého a amerického kmenu. Vyuziti dusiku u
afrického kmenu bylo mnohem pomalejsi vzhledem k nizkému nariistu biomasy.

Limitni koncentraci dusiku pro rust kultury HMP je podle odbornych zdroji rozmezi
1,4 — 14,0 mg/ml [78, 96]. V BBM médiu se k této limité ptiblizily v§echny kmeny kromé
afrického jiz po 200. hoding kultivace (tabulka 8). V navazujicich experimentech by bylo tedy
vhodné zvysit obsah dusiku jiz pfi pfipravé samotného média pro mozny vétsi vytézek
biomasy.
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Graf 33: Spotieba dusiku v BBM médiu

Tabulka 8: Limitni koncentrace kmenii HMP v BBM médiu

Kmen Limitni koncentrace dusiku [mg/l]
AM 5,95
G 5,45
S 3,52
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5.2.3.2 Elementdrni analyza média v priubéhu kultivace
Analyza prvki v pribéhu kultivace byla pouzita ke sledovani tbytku mnozstvi zivin z média.
V BG11 médiu bylo zaznamenano zvySené vyuziti fosforu, zinku a Zeleza (graf 34, 35, 36).
Vysoka spotieba fosforu je pravdépodobné spojena s jeho participaci V energetickém
metabolismu a zaroven se znamou schopnosti mikrofas si vytvofit jisté zasoby (pool) tohoto
prvku [97, 98]. Krom¢ toho se fosfor z kultiva¢niho prostiedi ziejmé adsorbuje na povrchové
struktury fasovych buné¢k [97, 98]. Snizeni koncentrace Zeleza a zinku mulze znamenat
zapojeni prvka v oxido-redukénich aktivitach v bunice, hlavné u Svycarského kmenu.
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Graf 34. Spotreba fosforu v BG11 médiu
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Graf 35: Spotreba zinku v BG11 médiu
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Graf 36. Spotreba zeleza v BG11 médiu

Béhem kultivace v BG11+ dochazi u vSech kment k velkému tubytku zeleza, jenz se v
médiu vyskytuje v desetinasobné vyssi koncentraci. Stejné je tomu i u zinku, coz muiZe
souviset se zvySenim oxido-reduk¢ni aktivity spojené s naristem optické hustoty (graf 14)
V porovndni s kultivaci v neobohaceném médiu BG11. U obou prvka je nejvetsi pokles
zaznamenan kolem 200. hodiny kultivace, tedy s pfechodem bunééné kultury do stacionarni
faze. V disledku vyssi koncentrace v obohaceném médiu mize mit na celkovy obsah Zeleza
vliv 1 zapojeni prvku ve Fentonové reakci pii tvorbé hydroxylového radikalu. Tento jev je
studovan pro mozné vyuziti k indukei biosyntézy karotenoidl jako odpovéd’ na oxidacni stres
[94]. Jak je vidét na obrazku 10, po 200. hodin¢ kultivace dochazi ke zméné barvy kultury,
coz souvisi S vyss$i akumulaci astaxanthinu (reakce na tvorbu radikal). Bezbarvy mlécny
zakal afrického kmenu je disledkem slabého riistu S usazenym peletem na dné zkumavky.

Obr. 10: a) Kultivace ve 150. hodiné, b) Kultivace po 200. hodiné

Draslik je v BG11+ médiu piitomen ve vyssi koncentraci (diky obohaceni média fosforem
ve form¢ fosfatu draselného) nez v BG1ll. Obdobné je tomu u slozeni média BBM
(tabulka 2). Tento prvek hraje vyznamnou roli v transportu vody a zivin. Je-li jeho mnozstvi
sniZeno, je snizen rovnéz transport jinych prvkd, jako jsou dusi¢nany, fosfaty, vapnik, hotfc¢ik
a jiné [99]. Proto jeho vyssi obsah v kultivacich s BG11+ i s BBM pravdépodobné provokuje
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také zvySenou spotiebu dusiku (graf 32, 33), hoi¢iku a manganu, ktera nebyla pozorovana u
predeslych kultivaci s neobohacenym médiem BG11. Je rovnéz mozné, ze se jednd napft. o
stresovou reakci na piitomnost osmoaktivni latky [99] (grafy 37 a 38). Nebyla vsak u
kultivaci v BG11+ ani v BBM pozorovana limitace fosforem a prakticky ani zinkem (grafy 92
- 95, priloha 4), jako tomu bylo u pfedeslych experimentti s BG11 (grafy 34, 35)

Z hlediska jednotlivych kmenti dochazelo k pomalejsi spotiebé prvka u afrického kmenu
(zvlasté manganu a zeleza). To je zplsobeno jeho pomalym rlstem.
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Graf 37: Spotieba horciku v BG11+ médiu
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Graf 38: Spotieba manganu v BG11+ médiu
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Graf 41: Spotieba manganu v BBM médiu
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Graf 42: Spotreba zeleza v BBM médiu
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5.3 Kultivace H. pluvialis za zvySené teploty

Pfi kultivaci HMP je teplota dulezitym faktorem ovliviujici koncentraci biomasy. Studie se
V tomto sméru zabyvaji hodnotami od 20 do 28 °C a v mnohych ptipadech se jako optimalni
jevi 25 °C. A pravé tato teplota byla pouzita pro monitoring ristu studovanych kmeni
(tabulka 6, kapitola 5.2). V experimentu jako testovaci médium bylo zvoleno BG11 médium a
BBM (kapitola 4.2.1).

Rasy byly kultivovany v multikultivatoru MC 1000-OD za nasledujicich podminek:
osvétleni 100 umol fotonﬁ-m'z-s'l, vzdusnéno smési 2% CO, a 98% vzduchu. Hodnoty
optickych hustot a kvantovych vytézkt v odebranych vzorcich byly méfeny kapesnim
piistrojem AquaPen-C AP-C 100. Vysledky (grafy 43, 45, 47 a 49) byly srovnany s OD
hodnotami namétfenymi v kontrolnich vzorcich béhem kultivace HMP kmena v riiznych
médiich za teploty 22 °C (kap. 5.2.1.1 a grafy 44, 46, 48 a 50).

5.3.1 Vliv zvySené teploty na rist a studium bunéénych fazi
V grafu 43 jsou zobrazeny vysledky kultivace Svycarského kmenu pti 25 °C (680 nm).
Zvysena teplota v kombinaci s BBM médiem se jevi jako nejvhodnéjsi volba, jelikoz dochazi
k vétsSimu nartstu OD v porovnani se snizenou teplotou (graf 44). Ke zlepSeni doslo i
Vv ptipad¢ kultivace v BG11 médiu.

Pro némecky kmen bylo vybrano pouze kultivatni BBM médium, jelikoz ptedchozi
experiment (kap. 5.2.1.1, graf 13, 14) prokazal, ze v médiu BG11 i v BG11+ byl pozorovan

cvwr

hustoty oproti kultivaci p¥i 22 °C (graf 45 a 46) jako u kmenu ze Svycarska.
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Graf 46: Ruist néemeckého kmenu pri 22 °C v BBM - srovndni

V grafu 47 jsou zobrazeny rustové kiivky afrického kmenu. Zna¢né vyssich hodnot optické
hustoty dosahuje v prostftedi BBM média, nezli je tomu v BG11. V porovnani se sniZzenou
teplotou (graf 48) doslo také k lepSimu nartistu biomasy pii 25 °C.

V ptipad¢ amerického kmenu (graf 49) je rast pii teploté¢ 25 °C niz$i v porovnani
s experimentem s ristovou teplotou 22 °C (graf 50). Nartst biomasy je vSak i za zvySenné
teploty signifikantné lepsi v BBM médiu (dvojnasobné hodnoty OD) nez v prostfedi BG11,
kde je pozorovano jen nepatrné zvyseni optické hustoty.
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Graf 47: Rust afrického kmenu za zvysSené teploty
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Graf 48: Riist afrického kmenu pri 22 °C v BBM a BG11 — srovnani
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Profily rastovych fazi u vSech kment v experimentech se zvySenou teplotou vykazovaly
obvykly trend s flagelami v lag fazi a béhem exponencialni faze ristu a jejich prechodem do
palmel s pocatkem stacionarni faze, piipadné vyskytem dezintegrovanych bunék ke konci
kultivace. Grafy 96-101 jsou uvedeny v piiloze 6.

5.3.2 Monitoring kvantového vytéZzku a rychlosti ristu kultury

V grafech 51 az 54 jsou zobrazeny kvantové vytézky jednotlivych kmend, které se pohybuji
vrozmezi od 0,7 do 0,8. U Svycarského (zejména v BG11 médiu) a némeckého kmenu
dochazi s postupem casu k poklesu, zatimco u amerického kmenu tyto hodnoty u BG11 mirné

rostou.
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Graf 52: Kvantovy vytézek némeckéhho Kmenu za zvysené teploty
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Graf 54: Kvantovy vytézek amerického Kmenu za zvysené teploty

V tabulce 9 jsou uvedeny doby zdvojeni pro jednotlivé kmeny. Nejmens$i hodnoty
(nejrychlejsi rust) byly vypocitany u $vycarského (29,0 h) a amerického kmenu (29,6 h)
v BBM médiu. Obecné je v BG11 dosazeno pomalejsiho rustu s ohledem na vyssi hodnoty
DT.

Tabulka 9: Nejkratsi doby zdvojeni jednotlivych kmenii za zvysené teploty

Doba zdvojeni [h]

S BG11 31,9
BBM 29,0

G BBM 31,9
BG11 32,6

AF BBM 31,1
BG11 31,8

AM BBM 29,6
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5.4 Intenzita svétla pro optimalni rist H. pluvialis

metabolickou aktivitu mikrofas. Pfeména svételné energie v procesu fotosyntézy v bunce je
V pfimém vztahu s nartistem biomasy. Pfi pfekroceni optiméalniho mnozstvi dochazi u HMP
k indukci tvorby astaxanthinu a sniZzeni buné¢ného déleni [95].

V experimentu bylo jako testovaci médium zvoleno BBM (Kapitola 4.2.1). Rasy byly
kultivovany v multikultivatoru MC 1000-OD za podminek: teplota 22 °C, vzdusnéno smesi
2% CO; a 98% vzduchu. Hodnoty optickych hustot a kvantovych vytézkt byly méfeny
V odebranych vzorcich na kapesnim pfistroji AquaPen-C AP-C 100.

V prvnim kroku byla intenzita svétla nastavena na 50 pmol fotont-m?-s* z davodu
adaptace bun¢k. Po lag fazi (48 hodin) byla hodnota zvySena. V tabulce 10 jsou uvedeny
pouzité intenzity osvétleni. Jako kontrolni slouzily zkumavky, kde intenzita osvétleni byla po
celou dobu kultivace nezménéna (50 a 100 pmol fotonti-m-s™).

Tabulka 10: Studované intenzity osvétleni

Preadaptace na niz8i intenzitu svétla Zména intenzity po 48. hodiné
1 100 pmol fotond-m™s™ 100 umol fotoni-m?-s*
2. 50 pmol fotond-m™-s™ 50 pmol fotonti-m™>-s™
3. 50 umol fotont-m™*-s™ 100 umol fotoni-m?-s™
4. 50 pmol fotond-m™-s™ 150 pmol fotont-m?-s™

5.4.1 Zména ristovych parametri v zavislosti na pouZitém osvétleni

V grafu 55 jsou zobrazeny vysledky optimalizace osvétleni béhem kultivace Svycarského
kmenu. Nejvhodnéjsi volbou pro rist je adaptovat kulturu pii pocate¢nim osvétleni S nizsi
intenzitou a poté ji zvysit na 100 umol fotoni-m?-s™. Rasy pak dosahuji nejvyssich hodnot
OoD. U vysokého osvétleni S preadaptaci na nizkou intenzitu
(50 + 150 pmol fotonti-m?-s™) se kultura dostava do stacionarni faze v nejkratsim Gase (pred
200. hodinou) a zaroven vytézek biomasy podle OD neni zanedbatelny. Navic byl vlivem
vysokého osvétleni v priabéhu kultivace vizudln€ zaznamenan postupny prechod do Cervené
faze, coz nasvédCuje indukci tvorby astaxanthinu (ptiloha 5). Naopak nejhorsi nardst byl
zaznamenan u osvétleni 50 umol fotont-m?-s,

Jako nevhodné osvétleni pro némecky kmen (graf 56) se jevi 150 pumol fotonti-m?-s™?, kde
bylo dosazeno nejniz§ich hodnot OD. U 50 umol fotoni-m?-s™ dochazi k prodlouZeni
pfechodu kultury do stacionarni faze (350. hodina). Ve vzorcich s intenzitou svétla
100 pmol fotont'm™-s nedochazi k zadné vyrazné zmeéng, a to ani v kontrolni zkumavce, ani
pfi adaptaci kultury na niz8i osvétleni.
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Graf 56: Riist nemeckého kmenu za riizného osvétleni

V grafech 57 a 58 jsou uvedeny vysledky optimalizace osvétleni afrického a amerického
kmenu. Africky kmen vykazoval nejlepsi nartist pfi 100 pmol fotont-m?-s? s pocate¢nim
niz$im osvétlenim, u zbylych hodnot dochazi spiSe k oscilaci optickych hustot, cozZ mohlo byt
zpisobeno velkym usazovanim buné€k na dné zkumavek.

Pro kultivaci amerického kmenu bude zfejmé 1épe =zvolit nizsi osvétleni
(50 pmol fotonii-m?-s™), poptipadd 100 pmol fotond-m™?-s™ po adaptaci na mensi intenzitu
svétla.
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Graf 58: Rust afrického kmenu za ruzného osvétleni

5.4.2 Tvorba ristovych fazi vlivem riizné intenzity svétla

Béhem kultivace némeckého a Svycarského kmenu dochazi k postupnému zvySovani poctu
palmeloidnich bungk, zv1a§td u vyssich osvétleni. U 50 umol fotoni-m?-s™ (graf 59 a 60)
prevazuji flageloidni bunky, coZ souvisi s pomalejsim naristem kultury. Obdobné vysledky
byly uvedeny rovnéz v literatute, kde mély bunky HMP vysokou miru pieziti v kultivaci
s nizkou intenzitou svétla [26].

U afrického kmenu béhem celé doby kultivace u vSech osvétleni mély prevahu palmeloidni
bunky, naopak u amerického kmenu flageloidni buniky. Tato skute¢nost mize byt zpiisobena
rozdilnostmi kmenti s ohledem na genetickou vybavu a odlisné biologické vlastnosti [3].

Grafy, které zobrazuji obvykly profil (kapitola 5.1.1.3 a 5.2.1.1) bunéénych fazi béhem
kultivace, jsou uvedeny v piiloze 7 (graf 102 — 113).
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Graf 61: Bunécné fize afrického kmenu pri osvétleni 50 umol fotoniim™-s™
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Graf 62: Bunécné fize amerického kmenu pii osvétleni 100 umol fotonii-m™?-s™

5.4.3 Vlivzmény osvétleni na fyziologii kultury
V grafech 63 az 66 jsou zobrazeny kvantové vytézky jednotlivych kmend. U §vycarského a
némeckého kmenu se hodnoty pohybuji v rozmezi od 0,77 do 0,79 a v prabéhu kultivace
postupné klesaji (nejmensi je tento pokles u nejniz§iho osvétleni).

U amerického a afrického kmenu (graf 65, 66) dochazi béhem kultivace k oscilacim
zpisoben externi sinicovou kontaminaci kmeni v pribéhu méfeni experimentalni ¢asti. Po
dekontaminaci bohuzel kmeny HMP nebyly zpét ve zcela suspenznim stavu.
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Graf 63: Kvantovy vytézek Svycarského Kmenu za riizného osvétleni
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V tabulce 11 jsou uvedeny doby zdvojeni jednotlivych kment pro rizna osvétleni.
Nejmensi hodnoty (nejrychlejsi rust) se vyskytuji u §vycarského kmenu (33,4 h) a némeckého
kmenu (29,7 h) s konstantni hodnotou 100 pmol fotonti-m-s™.

Vypoétené doby zdvojeni pro africky a americky kmen se mohou od skute¢nych hodnot
lisit pravé z davodu piedeslé externi kontaminace a usazovani bunék v prubéhu kultivace na
dno zkumavky.

Tabulka 11: Doba zdvojeni pro rizna osvétleni

Doba zdvojeni [h]

Kon.100 umol fotontirm™®s™ | 50 umol fotonirm™®-s™ | 50+100 pmol fotond'm™>-s* | 50+150 umol fotond-m™>-s™
S 33,4 44,2 36,3 35,2
G 29,7 37,2 34,4 40,5
AF 42,0 25,8 61,8 98,7
AM 56,0 32,8 82,4 45,7

5.5 Stresové podminky pro biotechnologickou produkci astaxanthinu
Nahla zména environmentalnich podminek vyvolava u mikrotas dva druhy odpovédi. Jsou to
zmény v jejich metabolismu, biochemické kompozici a zmény morfologické struktury.
V disledku téchto zmén dochazi k produkei a akumulaci riznych molekul, jako jsou mastné
kyseliny, steroly a pigmenty. Studium této stresové fyziologie a adaptace hraje dulezitou roli
pro aplikace a dal$i rozvoj biotechnologii pro masovou kultivaci fas a jejich produkta [2].
Kmen HMP - CCALA 357 byl kultivovan ve fotobioreaktoru FMT 150 o objemu 400 ml za
optimalnich podminek (kap. 5.1) v médiu BG11. Jakmile kultura dorostla do stacionarni faze
(v rozmezi 200. — 250. hodiny kultivace ), byl aplikovan externi stresovy faktor k indukci
tvorby karotenoidd. Nasledna cystace byla vedena bez vzduSnéni, za stileho michani
suspenze a teploty 25 °C.
Pouzité stresové podminky jsou zobrazeny Vv tabulce 12.

Tabulka 12: Stresové podminky pro indukci biosyntézy astaxanthinu

Stres Hodnota, vysledna koncentrace
Intenzivni osvétleni 1 000 pmol fotontm™?-s™
Nedostatek dusiku 32,96 mg/l

Chlorid sodny 0,5%

Octan sodny 2,2 mM

Kombinace octanu sodného a chloridu sodného 0,5% NaCl; 2,2 mM octan sodny

5.5.1 Zména optické hustoty a fyziologie bunék ve stresovém prostiredi
V grafu 67 je uvedena zavislost optické hustoty pti 720 nm na Case V pfitomnosti jednotlivych
stresovych faktort. Z grafu je patrné, ze v prubéhu cystaci se vSemi stresovymi faktory
dochazi k postupnému sniZzovani biomasy.

Vyznamny pokles optické hustoty byl zaznamenan u stresu s vysokou intenzitou svétla,
ktery poskozuje fotosystémy a buiiky rychle odumiraji, i kdyz dochazi k indukci biosyntézy
karotenoidu jako fotoprotektantt (grafy 76, 77, 78 a ptiloha 8).

67



Piidavek chloridu sodného a kombinace octanu a chloridu sodného pravdépodobné u
kmenu HMP — CCALA 375 zptsobuji zasadni odumirani bunék, coz zpusobuje jak pokles
Vv hodnotach OD (graf 67), tak vyskyt zna¢ného mnozstvi desintegrovanych bunék b&hem
cystace (graf 68, 69).

U snizeného mnozstvi dusiku byl az do cca 100. hodiny cystace dokonce zaznamenan
narist optické hustoty (graf 67), jelikoz koncetrace dusiku v médiu MCM byla stale
dostate¢na pro vyzivu bun¢k. Dusledkem jeho nedostatku pak byl pokles OD 720 b&hem
nasledujicich hodin cystace.
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X

Graf 67 Zména optické hustoty pro rizné stresové podminky

5.5.2 Morfologicky profil bunék béhem cystace

Paralelng¢ s fotometrickym métenim zakalu (graf 67) byly pozorovany i morfologické zmény
bunék a jejich piechod do jednotlivych fazi (grafy 68 - 72). U ptidavku chloridu sodného,
octanu sodného i kombinace chloridu a octanu vice méné ptevladl pocet dezintegrovanych
bunék jiz po 48. hodiné. Souvislost s vysokou mortalitou ma nejspi§ vysoka koncentrace
sodnych iont v médiu. Naopak intenzivni osvételni vyvolava ve vétsi mife tvorbu Cervenych
prechodnych bun¢k flagela/palmela, i kdyz k poskozeni bunék rovnéz dochazi, ale az
mnohem pozd¢ji - kolem 168. hodiny. Odolnost viuéi svétlu je dana piedevsim nadprodukci
astaxanthinu (graf 76) a tudiz ochranou pied fotooxidaci a negativnim u¢inkem volnych
radikald. Zcela jiny profil ristovych fazi lze pozorovat pii nutricnim stresu, za sniZené¢ho
mnozstvi dusiku, kde se predevs§im postupné zvySuje mnozstvi cervenych plamel.
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Graf 68: Bunécné faze v prostredi chloridu sodného
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Graf 69: Bunecné faze v prostiedi chloridu sodného a octanu sodného
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Graf 70: Bunécné faze v prostredi octanu sodného
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Graf 71: Bunécné faze v priubéhu kultivace za intenzivniho osvétleni
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Graf 72: Bunécné faze v pribéhu kultivace za snizeného mnozstvi dusiku

5.5.3 Vliv cystace na fluorescen¢ni parametry
Vlivem stresovych podminek dochazi ke snizovani mnoZstvi Zivych bunék a rovnéZz obsahu
chlorofylu (grafy 74, 75). To se projevuje poklesem kvantového vytézku (graf 73).

Buniky kmenu HMP — CCALA 375 v pfitomnosti chloridu sodného a kombinace chloridu a
octanu sodného nejsou prakticky schopny fotosyntézy z divodu vysokého mnozstvi sodnych
iontd v médiu. V grafu 73 tak lze pozorovat radpidni pokles QY spjaty s velmi nizkou
koncentraci chlorofylt v buiikach (graf 74, 75).

Vlivem silného svétla dochazi k poskozeni fotosystému, snizeni fotosyntetické aktivity a
tim K postupnému poklesu kvantového vytézku (graf 73) i obsahu chlorofyla (graf 74, 75).

V ptipadé dusiku a octanu sodného (nizké koncentrace NaAc lze vyuzit jako zdroj
organického uhliku pro heterotrofni rist [2]) je po dlouhy ¢as kvantovy vytézek vysoky (u
octanu pokles po 150. hodin€) z diivodu dostate¢ného mnozstvi zivin v médiu.
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Graf 73: Kvantovy vytézek v pritomnosti stresovych faktori
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Graf 74: Zména chlorofylu a po aplikaci stresovych podminek

71



Chlorofyl b

7,0

)
S~
b0
£
g
©
]
(=4
3
[ =
S
b4
T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Cas [h]

—>»—QOsvétleni —>¢—=Dusik —¢—Chloridsodny —¢—Octansodny —¢— Kombinace

Graf 75: Zmeéna chlorofylu b po aplikaci stresovych podminek

5.5.4 Analyza vybranych karotenoidii

V prubéhu experimentu byly v odebranych vzorcich analyzovany obsahy karotenoidnich
pigment (kapitola 4.9). Ve stresovém prostfedi dominuje tvorba astaxanthinu, ktery je u H.
pluvialis nejvyznamnéj$im metabolitem pro biotechnologickou praxi.

Z grafu 76 je patrné, Ze nejvétsi produkce astaxanthinu bylo dosazeno za zvySeného
osvétleni (1000 pmol fotond'm™?-s™). Druhy nejvétsi vjtéZek byl zaznamenéan u piidavku
octanu sodného, dale u deficience dusiku, pfidavku chloridu sodného a nejmensi mnozstvi
bylo pozorovano u kombinace chloridu a octanu sodného.

Maxima jednotlivych kiivek se nachazely v rozmezi od 50. do 75. hodiny od aplikace
stresu. Tento fakt mlize byt uzitecny pro uréeni ukonceni kultivace s maximalnim vytézkem
astaxanthinu.
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Graf 76: Produkce astaxanthinu viivem stresovych podminek
V tabulce 13 jsou porovnany vysledky maximalni koncentrace astaxanthinu dosazené

Vv prubéhu experimentii s publikovanymi hodnotami, které byly namétfeny v obdobnych
stresovych podminkéach. Vétsina vysledki diplomové prace spadd do rozmezi mnoZstvi
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astaxanthinu uvadéném v literatufe (tab.13). Srovnani vysledki se zavéry jinych autord je ale
velmi obtizné, jelikoz kultivaci a nadprodukci metaboliti ovliviluje fada faktord vcetné
genové vybavy dostupnych kmeni HMP. Z tabulky je vSak patrné, ze ptidavek chloridu
sodného neni pro pouzivany kmen HMP — CCALA 357 vhodny, protoze produkované
mnozstvi astaxanthinu nedosahuje ani spodni hranice publikovanych koncentraci. Kromé
osvétleni, bylo dosazeno relativné vysokého vytézku xanthofylu v kultivaci s pfidavkem
ocatnu sodného - Vv podstaté témet nejvyssi koncentrace uvedené v literature. Dalsi strategii
v experimentech s cystacemi tedy jist¢ bude zkombinovat vhodné stresové faktory pro
dosazeni co nejvétsi akumulace astaxanthinu.

Tabulka 13: Namérené mnozZstvi astaxanthinu a udaje v literatuie

Stres Namérena koncentrace Udaje z literatury
e, 1,98 — 98 mg/g [102, 103,

Osvétleni 20,6 mg/g 89, 79]

Snizené mnozstvi dusiku 6,2 mg/g 0,12 — 77 mg/g [103, 26]

Chlorid sodny 3,8 mg/g 4,7 —13,5 mg/g [104, 36]

Octan sodny 9,2 mg/g 3,48 — 9,78 mg/g [103, 105]

Kombinace chloridu a octanu sodného 1,29 mg/g 1,3 mg/g [103]

V grafech 77 a 78 jsou uvedena mnozstvi luteinu a B-karotenu v zavislosti na dob¢ cystace.
Stejn€ jako u astaxanthinu, je nejvy$s$i koncentrace luteinu zaznamendna u intenzivniho
osvétleni, kde rovnéz dosahuje maxima kolem 75. hodiny. Zatimco u B-karotenu (graf 78) je
pozorovan spiSe pokles od zacatku aplikace vSech typt stresu. Obdobny trend vykazuji kiivky
produkce neoxanthinu a violaxanthinu (ptiloha 8, grafy 114, 115).
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Graf 77: Produkce luteinu viivem stresovych podminek
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6 ZAVER

Cilem ptedlozené diplomové prace byla optimalizace kultivace kment fasy Haematococcus
pluvialis a sledovani jejich metabolické aktivity. Pro tyto ucely byly pouzity ¢tyfi kmeny
z riznych svétovych lokalit, a to ze Svycarska, Némecka, Jizni Afriky a Severni Ameriky, u
kterych byl analyzovan rist ve vybranych kultiva¢nich médiich, za zvysené teploty a vlivem
rozdilného osvétleni. Jako srovnavaci byl vybran kmen z lokality Bifezova nad Svitavou
(HMP — CCALA 375), u n¢hoz byla monitorovana produkce karotenoidi (hlavné
astaxanthinu) vlivem riznych stresovych podminek. V prubéhu experimentalni ¢asti byly
zjistény nasledujici vysledky:

Rychlejsi nartst vykazoval srovnavaci kmen (HMP — CCALA 375) na bilém svétle
V porovnani s ¢ervenym osvétlenim, kde dosahl vysSich hodnot optické hustoty a
mnozstvi biomasy. Souvislost s uvedenymi vysledky mé spotieba dusiku, ktera je
vyssi rovnéz na bilém svétle. Bylo potvrzeno, ze 1 béhem rustu jsou buiky HMP
v malé mife schopny produkovat astaxanthin, jehoz koncentrace na Cerveném svétle
dosdhla 0,6 mg/g, zatimco na bilém bylo toto mnozstvi vice nez 2,5x vysSi
(1,6 mg/g). To potvrdilo fotoprotektivni ulohu pigmentu. V ptipadé ostatnich
karotenoidt (lutein, B-karoten, violaxanthin a neoxanthin) nedochazelo k vyraznym
zméndm, stejné jako u dalSich studovanych pigmentt - chlorofylt.

Optimalnim médiem pro kultivaci vybranych kmenit HMP je BBM médium, ve
kterém bylo dosazeno nejintenzivnéjSiho ristu. Vysoky vytézek biomasy podtrhla
nejvyssi spotteba dusiku v tomto prostfedi, dokonce bylo dosazeno az podlimitnich
koncentraci TN. Elementarni analyzou pomoci ICP/MS bylo zjisténo, ze za
zvySeného mnozstvi drasliku v médiu (BBM a BG11+) dochdzi k vyraznému ubytku
hoi¢iku, manganu, zinku a zeleza. ZvySenim koncentrace téchto prvka by teoreticky
bylo moZné dosahnout vyssich vytézki biomasy. Z hlediska jednotlivych kment bylo
nejlepsiho ristu dosazeno u §vycarského kmenu, naopak nejméné rostl kmen africky.

Dalsim zkoumanym parametrem byl vliv teploty. Bylo zvoleno 25 °C, hodnota
uvadéna v literatufe [24] jako optimalni pro fadu kmend H. pluvialis. Rist kultur byl
porovnavan s kultivacemi pti 22 °C. Tato teplota byla v ptedchozich experimentech
stanovena jako optimalni pro ¢esky kmen HMP — CCALA 375. 25 °C v kombinaci
s BBM médiem se jevila jako vhodnéjsi volba pro Svycarsky, némecky a africky
kmen. Naopak u kmenu z Ameriky byl pozorovan mensi rist, nez-li za teploty 22 °C.

Analyzou vlivu zmény osvétleni bylo u §vycarského kmenu zjisténo, Ze je vyhodnéjsi
kulturu ptedem adaptovat na nizsi osvétleni (50 umol fotoni-m?-s?) a poté intenzitu
svétla zvysit na 100 pumol fotoni-m2-s™. Casové nejvyhodn&jsi piechod do produkéni
faze doprovazeny pomérné vysokym vytézkem biomasy byl pozorovan u kultury
adatované na nizkou intenzitu svétla a poté rostouci pfi 150 pmol fotont-m?-s™.
Navic pii vys$sim osvétleni byl u Svycarského kmenu zaznamenan rychly ptechod do
cervené faze, coz nasvédCuje vyrazné akumulaci astaxanthinu. Pro némecky kmen
bylo optimalni osvétleni stanoveno na 100 umol fotond-m2-s™, bez rozdilti s nebo
bez adaptace na nizsi svétlo. Vzhledem k problémum s kontaminaci, precisténé
kmeny HMP AM a AF ockované z pevného média nebyly v dobé experimentt v
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dostate¢né suspenznim stavu. Nicméné bylo nutné svételné experimenty realizovat, a
proto je mozné u vysledkl pozorovat znacné kolisdni v méfeni optické hustoty. I pies
komplikace lze uzaviit, Ze pro kultivaci amerického kmenu bude ziejmé 1épe zvolit
nizs$i osvétleni (50 pumol fotonﬁ-m'z-s'l), poptipad¢ po adaptaci zvysit osvétleni na
100 pmol fotond-m™?-s™. Nejlepsi narGst biomasy kmenu AF byl pozorovan po
adaptaci a nasledném zvySeni svételné intenzity na 100 pumol fotonii- m?2-s™.

e Za ucelem biotechnologické produkce astaxanthinu byl Haematococcus z Biezové
nad Svitavou vystaven stresovym podminkam, kde nejvétSiho vytézku bylo dosazeno
vlivem zvySené¢ho osvétleni (1 000 pmol fotonﬁ-m'z-s‘l). Maximalni koncentrace
astaxanthinu vzrostla na vice nez 20 mg/g, coz jsou primérné vysledky v porovnani
s literaturou (tabulka 10). Ptidavek octanu sodného vyvolal produkci astaxanthinu
kolem 9 mg/g suSiny. Toto absolutni mnozstvi pigmentu indukované vlivem NaAc je
naopak pomérné vysoké V porovnani s literarnimi zdroji [103, 105]. Nejmensi
produkci astaxanthinu vykazoval pfidavek chloridu sodného. Co se tyka kombinace
octanu a chloridu sodného bylo stanoveno mnozstvi astaxanthinu 1,29 mg/g susiny,
které odpovida udajum v literatuie (tabulka 10), Naopak za snizeného mnoZstvi
dusiku byla namétena podprimérna koncentrace 6,2 mg/g. Pouzité¢ médium MCM pro
nutriéni stres bylo zfejmé jesté dostatecné vyzivné, a proto podporovalo do jisté miry
rust kultury a nikoliv produkci pigmentt.

Dle vyse uvedenych zjisténi a charakteristik je patrné, ze kazdy kmen fasy Haematococcus
pluvialis vyzaduje pro sviij optimalni rist rozdilné podminky, pokud jde o vybér vhodného
média, teploty nebo osvétleni. Sledovani téchto ristovych pozadavkli ma obrovsky vyznam
Vv biotechnologiich, protoze miize slouzit pro rozsiteni kultivace do dalSich koutd svéta a
vybér produktivnich kment, které jsou ptizptisobeny podminkdm daného tzemi.

Moznym vhodnym produkénim kmenem pro biotechnologické aplikace se jevi Svycarsky
kmen. V pribéhu experimentu dosahoval nejvyssiho narustu biomasy. Optimalni podminky
pro kultivaci jsou: BBM médium, 25 °C, adaptace kultury na 50 pmol fotont-m?s* a poté
iluminovat na 100-150 pmol fotoni-m?-s™. Narist s vysokym vyt&zkem biomasy a rychly
pfechod do stadia cyst je pfedpokladem pro maximalni vytéZek astaxanthinu za kratkou dobu.

Druhym krokem je volba stresoru nebo kombinace stresovych faktorti s ohledem na
vytézek astaxanthinu a celkovou cenu jeho produkce. Vysokd intenzita svétla spliuje
poZadavek na mnozstvi tohoto karotenoidu, avSak miize byt vyuzita spiSe ve slunnych a
teplych oblastech s minimalnimi vykyvy pocasi, nebot’ konstrukce svételnych zdroji pro
velkovyrobu a jejich nasledny provoz jsou finanéné velmi naroc¢né.

Teoretickou moZznosti, jak zvySit akumulaci astaxanthinu, je vhodna kombinace vybranych
stresovych podminek, jako tfeba zvySené osvétleni a nizka koncentrace dusiku nebo octanu
sodného. Tyto experimenty budou ndmétem dalsi prace.
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10 PRILOHY

Priloha 1 — Koncentrace violaxanthinu a neoxanthinu v pribéhu ristové krivky
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Graf 79: Koncentrace neoxanthinu a violaxanthinu — bilé svétio
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Graf 80: Koncentrace neoxanthinu a violaxanthinu — cervené svétlo

Priloha 2 — Opticka hustota pri 680 a 720 nm HMP v riiznych médiich
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Graf 81: Rust kmenit HMP v BG11 médiu pii OD 680 nm
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Graf 82: Rust kmenit HMP v BG 11+ médiu pri OD 680 nm
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Graf 83: Riist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 680 nm
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Graf 84: Rust kmenit HMP v BG11 médiu pri OD 720 nm
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Graf 86. Ruist kmenit HMP v BBM médiu pri OD 720 nm
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Priloha 3 — Ruistové faze kmenit HMP v riiznych médiich
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Graf 87: Ruistové faze svycarského kmenu v BG11+ médiu
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5 Rastové faze G (BG11+)
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Graf 88: Rustové faze némeckého kmenu v BG 11+ médiu
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Graf 89. Ruistové fize afrického kmenu v BBM médiu

Priloha 4 — Prvkova analyza pri kultivaci v riiznych médiich
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Graf 90: Zmeéna hovciku v pribéhu Kultivace v BG11 médiu
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Graf 91: Zmena manganu v pritbéhu kultivace v BG11 médiu
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Graf 92: Zména fosforu v pribéhu kultivace v BG11+ médiu
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Graf 93: Zména zinku v pribéhu kultivace v BG11+ médiu
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Graf 94: Zmeéna fosforu v pritbéhu kultivace v BBM médiu
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Graf 95: Zmeéna zinku v pritbéhu kultivace v BBM médiu

Priloha 5 — Ukadzka kultivace v multikultivatoru — optimalizace osvétleni svycarského a

némeckého kmenu
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Obr. 11: Optimalizace osvétleni Svycarského kmenu

Priloha 6 — Bunécné faze kmenit HMP za zvySené teploty
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Graf 96. Rustové fize némeckého kmenu v BBM médiu
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Graf 97. Rustové fize svycarského kmenu v BG11 médiu
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Graf 98: Rustové faze afrického kmenu v BG11 médiu
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Graf 99: Ruistové faze afrického kmenu v BBM médiu
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Graf 100: Rustové faze amerického kmenu v BG11 médiu
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Graf 101: Riistové faze amerického kmenu v BBM médiu

Priloha T — Bunecné faze kmenit HMP za optimalizace osvétleni
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Graf 102: Riistové faze svycarského kmenu pri kons. 100 umol fotonii'm'2 st
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Graf 103: Riistové faze svycarského kmenu pri 100 umol fotonii‘m'z's'l
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Graf 104: Riistové fize Svycarského kmenu p#i 150 pmol fotoniim?-s™*
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Graf 105: Riistové faze némeckého kmenu pii konst. 100 umol fotonﬁ'm'z's'1
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Graf 106: Riistové fize némeckého kmenu p#i 100 umol fotoniim?s™
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Graf 107: Riistové faze némeckého kmenu pri 150 umol fotomfi'm'z's'1
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Graf 108: Riistové faze amerického kmenu pri 50 umol fotonii'm'2 st
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Graf 109: Riistové faze amerického kmenu pii konst. 100 umol fol‘omfi'm'z's'1
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Graf 110: Riistové faze amerického kmenu pri 150 umol fotomfi'm'z's'1
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Graf 111: Riistové faze afrického kmenu pii konst. 100 umol fotonii'm'z's'l
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Graf 112: Riistové fize afiického kmenu pii 100 umol fotonii-m2-s™
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Graf 113: Riistové faze afrického kmenu pii 150 umol fotom‘i'm'2 st

Priloha 8 — Koncentrace violaxanthinu a neoxanthinu ve stresovych podminkdch
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Graf 114: Zména mnozstvi neoxanthinu viivem riiznych stresovych podminek
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Graf 115: Zména mnozstvi violaxanthinu viivem riiznych stresovych podminek
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Priloha 9 — Ukazkovy chromatogram a kalibracni rovnice analyzy karotenoidii a chlorofylii
metodou HPLC

Tabulka 14: Rovnice kalibracnich kriivek karotenoidii a chlorofyli a regresni koeficienty

Regresni rovnice

Neoxanthin y =0,0754x —-0,7904; R =0,9995
Violaxanthin y =0,0866x —0,2608; R =0,9976
Lutein y =0,0728x —0,2553; R =0,9976
Astaxanthin y =0,0751x —-0,5021; R =0,9986
Chlorofyl a y =0,0283x +0,4092; R =0,9978
Chlorofyl b y =0,0283x +0,4092; R =0,9978
[-karoten y =0,4193x +7,7024; R =0,9986
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Obr. 12: Ukadzkovy chromatogram analyzy karotenoidii pomoci HPLC

Priloha 10 — Vysledky analyzy celkového dusiku

Tabulka 15: Regresni primka pro stanoveni celkového dusiku
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Obr. 13: Ukazka vysledkii analyzy celkového dusiku
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