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1 ÚVOD 

 Tuto diplomovou práci jsem vypracoval na Mikrobiologickém ústavu, AV ČR v.v.i., 

v Laboratoři buněčných cyklů řas v Centru Algatech v Třeboni. Skupina 

prof. (FH) RNDr. Milady Vítové, Ph.D, které mám tu čest být součástí, se zde zabývá regulací 

buněčného cyklu řas externími faktory, transportem kovů a jejich metabolismem 

a bioremediací za pomoci řas.  

 Vzácné kovy jsou nepostradatelné pro moderní průmysl, ale i v zemědělské produkci. 

Omezený export těchto kritických surovin a navyšující se cena nutí k hledání alternativních 

metod pro jejich zpětné použití. Průmyslové odpady poskytují v podstatě nevyčerpatelný zdroj 

pro možnou recyklaci. Zapojení mikroorganismů je jednou z vhodných možností, 

jak recyklovat kovy z různých odpadů.  

 Průmyslový odpad, který vzniká jako vedlejší toxický produkt Bayerova zásaditého 

procesu při výrobě hliníku, je znám pod názvem červený kal („red mud“ v anglickém jazyce). 

Po protržení hráze skladovacího odkaliště červeného kalu v Maďarsku v roce 2010 vznikly 

podněty k výzkumu bioremediace kovů z postižené oblasti.  

Ve své bakalářské práci jsem se zaměřil na výběr vhodného modelového organismu 

pro kultivaci řas s přídavkem surového červeného kalu. Z těchto poznatků jsem vycházel 

v této diplomové práci, zabývající se bioakumulací vzácných kovů z červeného kalu 

za pomoci řas. Po vytvoření kyselého extraktu červeného kalu, který měl za úkol vyřešit 

limitaci světlem způsobenou surovým červeným kalem, jsme tímto extraktem působili 

nejdříve na kultury mutantu La4 zelené řasy Desmosdesmus quadricauda a následně 

i extrémofilní červenou řasu Galdieria sulphuraria, kterou je možné pěstovat za různých 

trofických režimů. Oba modelové organismy jsme podrobili sérii pokusů a analýz, které měly 

ukázat, zda dochází ke změnám v buněčném cyklu ovlivněných řasových kultur a také, 

zda jsou tyto řasové modelové organismy schopny akumulovat vysoké množství vzácných 

kovů z extraktu červeného kalu.   
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Modelové organismy 

Jako modelové organismy byly zvoleny dva zástupci mikrořas. Prvním vybraným 

zástupcem byla zelená řasa z oddělení Chlorophyta, Desmodesmus quadricauda, přesněji 

jeho mutant selektovaný na vysokých dávkách lanthanoidů, který nese označení La4. Druhým 

zvoleným modelovým organismem byla jednobuněčná extrémofilní červená řasa Galdieria 

sulphuraria třídy Cyanidiophyceae. Oba modelové organismy se jeví, jako slibní zástupci 

pro biotechnologické účely.  

 

2.1.1 Desmodesmus qudricauda 

 Zelená cenobiální řasa Desmodesmus quadricauda (Turpin) Brébisson kmen 

Greifswald/15 byla dovezena ze Sbírky autotrofních mikroorganismů (CCALA – Culture 

Collection of Autotrophic Organisms) Botanického ústavu AV ČR, Dukelská 135, Třeboň. 

Ve sbírce je uváděna pod bývalou taxonomickou klasifikací Scenedesmus quadricauda 

(Turpin) Brébisson (kmen Greifswald/15), která se užívala v mnoha starších publikacích. 

Rod Desmodesmus (Chlorophyta, Sphaeropleales, Scenedesmaceae) byl separován  

od rodu Scenedesmus (An et al., 1999) a následná fylogenetická analýza zakládající 

se na plastidové genomice dále odlišuje Desmodesmus quadricauda od blízce příbuzného 

Desmodesmus communis (Buchheim et al., 2012).  

Rozmnožování buněk řasy Desmodesmus z jedné mateřské buňky vegetativním 

dělením je typické pro většinu zástupců rodu Scenedesmaceae. Vznikají vzácněji 

dvoubuněčná, obvykle čtyř-, nebo osmi-buněčná cenobia, která jsou tvořena propojením 

buněk společnou buněčnou stěnou. Na okrajových buňkách vynikají dva ostny. V buňce 

rozlišujeme jádro s okolním jednoduchým chloroplastem a pyrenoidem (Fott, 1967). 

 Řasy rodu Desmodesmus a Scenedesmus můžeme nalézt v nejrůznějších vodních 

biotopech, také tvoří nezanedbatelnou část fytoplanktonu stojatých vod, důležitou ve výživě 

živočichů (Fott, 1967).  
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Řasa Desmodesmus quadricauda slouží jako modelový 

organismus pro širokou paletu výzkumných projektů. Díky 

jejím vlastnostem, je na ní možno studovat efekty změn 

světelných podmínek nebo nutrientů v médiu, které působí 

na zásobní a jiné látky v buňkách, jako například na produkci 

luteinu (Xie et al., 2013), nebo biodieselu 

a omega-3 mastných kyselin (Nagappan & Verma, 2018). 

Je také často využívána na testy toxicity (Čížková et al., 

2019a). Díky těmto vlastnostem je tato řasa předurčena 

pro biotechnologické účely. 

Obrázek č. 1: Desmodesmus quadricauda – čtyř a osmibuněčné cenobium Náhlík, (2021).  

 

2.1.1.1 La4 mutant řasy Desmodesmus qudricauda 

 La4 mutant byl vytvořen na Mikrobiologickém ústavu, AV ČR v.v.i., v Laboratoři 

buněčných cyklů v Centru Algatech v Třeboni a doposud nebyl publikován. Záměrem byl 

výběr takových fenotypů mutované řasy D. quadricauda, které by nejlépe rostly v přítomnosti 

lanthanoidů. Lanthanoidové mutanty byly vytvořené EMS indukovanou mutagenezí 

a selektovány na agarových plotnách obsahujících lanthanoidy, se široce lišily ve svých 

reakcích na přítomnost lanthanoidů v médiu, přidaných nejprve v nízkých a poté ve vysokých 

koncentracích. Vysoká variabilita růstových reakcí byla způsobena náhodnou mutací DNA 

(Bökel, 2008). Takto vyselektovaný druh mutanta je využitelný v projektech pro recyklaci 

lanthanoidů in situ ze znečištěných odpadních vod, průmyslových odpadů atd. (Čížková et al., 

2019; Das & Das, 2013; Palmieri et al., 2000). Pro tuto práci byl vybrán nejslibnější mutant 

s označením La4. La4 mutant má identický buněčný cyklus jako kontrolní kmen řasy 

D. quadricauda s tím rozdílem, že vykazuje vyšší toleranci k lanthanoidům.  

  

2.1.2 Galdieria sulphuraria 

Červená jednobuněčná řasa Galdieria sulphuraria (Galdieri) Merola, 002 byla získána 

z the Algal Collection of Dipartimento delle Scienze Biologiche, Section of Plant Biology, 

University „Federico II“ of Naples, Italy. Řasa Galdieria sulphuraria je zařazena do třídy 

Cyanidiophyceae, která je rozdělena na tři rody Cyanidium, Cyanidioschyzon a Galdieria 
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(Ciniglia et al., 2014; Del Mondo et al., 2019; Gross et al., 2002). Třída Cyanidiophyceae 

je především známa obýváním různých přírodních lokalit včetně horkých sirných pramenů, 

potoků, skalních stěn, či endolitických stanovišť. Řasa Galdieria je extrémofilní organismus 

přežívající v sirných geotermálních podmínkách s velmi nízkými pH hodnotami mezi 1 - 3 

a vysokými teplotami kolem 40 ˚C. Vykazuje jedinečný metabolismus umožňující auto-, 

mixo- a heterotrofní růst (Čížková et al., 2019b; Vítová et al., 2016). Všestrannost 

ve využívání zdrojů uhlíku pro heterotrofní růst je obrovská, včetně velkého rozsahu cukrů 

a alkoholů (Gross & Schnarrenberger, 1995; Scherhag & Ackermann, 2021). 

Morfologie jednobuněčných taxonů Cyanidiales je poměrně jednoduchá. Silnostěnné 

buňky mají sférický tvar a obvykle obsahují jeden chloroplast, 1–3 mitochondrie, jádro, 

vakuolu a produkty energetické rezervy (Merola et al., 1981; Pinto et al., 2003; Sentsova, 

1994). Buňky G. sulphuraria jsou morfologicky nerozeznatelné od buněk řasy Cyanidium 

caldarium, jsou však dobře rozpoznatelné díky jejich schopnosti růst heterotrofně ve tmě 

(Ferris et al., 2005). Ve svém přirozeném prostředí, řasa G. sulphuraria má žlutou až zelenou 

barvu, pokud však roste heterotrofně v kapalném médiu, vypadá jako žlutozelená až tmavě 

modrozelená. Velikost buněk řasy G. sulphuraria je větší než řasy C. caldarium. Reprodukce 

endospór je v rozmezí od čtyř do dvaatřiceti. Jak bylo výše popsáno, řasa G. sulphuraria 

má jediný miskovitý parietálně lokalizovaný chloroplast, zahrnuje vakuolu a mitochondrie 

(Cozzolino et al., 2000; Čížková et al., 2019b). Morfologická podobnost mezi řasou 

G. sulphuraria a G. phlegrea je tak vysoká, že se používají metody pro rozpoznávání těchto 

druhů, jejich stanovišť a růstových požadavků, spolu s molekulárními analýzami 

(Čížková et al., 2019b).  

Místa výskytu řasy G. sulphuraria jsou známa v Itálii (Ciniglia et al., 2004; Yoon et al., 

2006), Yellowstonském národním parku v USA (Ferris et al., 2005; Skorupa et al., 2013), 

Novém Zélandě (Toplin et al., 2008), ale také nedávno byla popsána v České republice 

(Barcyte et al., 2018; Gross et al., 2002). Fylogenetické analýzy genu rbcL také ukázaly, 

že kmen řasy Galdieria z lokality těžby uhlí v Ostravě v České republice patří 

ke kosmopolitním druhům řasy G. sulphuraria, jakožto 

jediný eukaryotický organismus vytvářející viditelnou 

biomasu na hořících hromadách uhelného odpadu 

(Barcyte et al., 2018; Ciniglia et al., 2014). 

 Obrázek č. 2: Asynchronní kultura řasy G. sulphuraria 

(Náhlík, 2021). 
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2.2 Buněčný cyklus řas  

2.2.1 Buněčný cyklus řasy Desmodesmus quadricauda 

 Řasa D. quadricauda je charakteristická svým buněčným cyklem Cn, v literatuře 

též nazývaným následný model, nebo typ buněčného cyklu Scenedesmus (Zachleder et al., 

2016). Jedná se o násobné dělení, při němž se buňky dělí na 2n buněk (n je počet dělení) během 

jednoho buněčného cyklu. Po celý buněčný cyklus setrvávají buňky po rozdělení v cenobiích, 

tudíž sdílejí jednu společnou vrstvu buněčné stěny (Bíšová & Zachleder, 2014). 

 Hlavním znakem mnohonásobného dělení u řasy D. quadricauda je proběhnutí 

postupně několika (n) růstových a reprodukčních fází během jednoho buněčného cyklu, 

přičemž je možnost překrývání jednotlivých fází. Proto, aby mohla proběhnout růstová fáze 

G1 je zapotřebí dostatečné množství energie z CO2 a světla. Pokud buňka doroste potřebného 

objemu a nashromáždí energetické rezervy, může spustit kaskádu reprodukčních kroků 

regulačního bodu neboli „commitment pointu“ (dále jako CP), jako například dělení jader 

a protoplastů, replikaci DNA a vytváření dceřiných buněk (Šetlík et al., 1984). 

Prvním spuštěným reprodukčním pochodem po dosažení CP v buňce je presyntetická 

fáze – pS, která je následována replikací DNA a mitózou (Zachleder et al., 1997). Buňky 

mohou stále navyšovat svůj objem během tohoto reprodukčního období a dosáhnout druhého 

CP, který je spouštěčem kaskády reprodukčních procesů (Zachleder et al., 2016). 

Po dokončení každé fáze M, je na řadě fáze G3, při které dojde k pauze mezi mitózou 

a cytokinezí (Zachleder et al., 1997). Buňky se během této fáze stanou mnohojadernými 

a cytokineze může proběhnout až na konci buněčného cyklu, kdy jsou všechny 

fáze M ukončeny, viz obrázek č. 3 (Zachleder et al., 2002).  
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Obrázek č. 3: Zjednodušené zobrazení buněčného cyklu řasy D. quadricauda (Zachleder 

et al., 1997). Specifické vysvětlení je možné nalézt v textu nad obrázkem.  

 

Kromě běžných fází buněčného cyklu (G1, S, G2, M) je možno v buněčném cyklu řasy 

D. quadricauda rozlišit presyntetickou fázi (pS) a fázi G3. Spouštěčem presyntetické fáze 

je CP, a tato fáze je ukončena začátkem S fáze. Pokud buňka dosáhne CP, dojde k průběhu 

všech fází buněčného cyklu, i v případě zastavení růstu (např. tmou), za využití energetických 

rezerv, jako jsou například lipidy, polyfosfáty a škroby (Zachleder et al., 1997). 

 

Cn cykly jsou charakteristické pro většinu buněk řas Chlorococcales a Volvocales, 

jako jsou Chlorella, Desmodesmus, Scenedesmus nebo Chlamydomonas. Tyto řasy se staly 

populárními ve studiích buněčného cyklu (Lorenzen, 1957; Tamiya, 1966), 

protože je lze snadno synchronizovat střídáním časových etap světla a tmy, což je postup, 

který je považován za přirozený, a kde je indukovaná synchronie velmi vysoká. Vzhledem 

k přítomnosti více replikací DNA, jaderného a buněčného dělení, je cyklus mnohem složitější 

než klasické schéma a má řadu modifikací. Důležité je, že dochází k rozsáhlému překrývání 

duplikace genomu replikací DNA, separace genomu jaderným dělením a k dělení buněk. 

Všechny procesy buněčného cyklu komplikují navíc ekvivalentí procesy v mitochondriích 

i chloroplastech (Zachleder et al., 2016). Je zajímavé, že buněčný cyklus Cn sdílí některé 

společné rysy s prokaryotickým buněčným cyklem (Šetlík et al., 1972). 
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2.2.2 Buněčný cyklus řasy Galdieria sulphuraria 

Podobně jako některé jiné mikrořasy se i řasa G. sulphuraria dělí mnohonásobným 

dělením na čtyři nebo až 32 dceřiných buněk (Albertano et al., 2000; Jong et al., 2021; Merola 

et al., 1981). Vícenásobné dělení vede k uvolnění 2n dceřiných buněk z jediné mateřské buňky 

v rámci jednoho buněčného cyklu. Buněčný cyklus zahrnuje procesy buněčného růstu (růstová 

sekvence – G1 fáze) a reprodukce (reprodukční sekvence – replikace a jaderné dělení – S a M 

fáze, v tomto pořadí). Vícenásobný růst a reprodukční sekvence, překrývající se v cyklu 

mnohočetného dělení, jsou navzájem propojeny s buněčným dělením. Růstová fáze buňky 

vede k přibližnému zdvojnásobení velikosti i buněčné hmoty, a také ke zvýšení obsahu  

RNA a proteinů v buňce (Bišová et al., 2014; Zachleder et al., 2016). Zdvojnásobení 

nebo dosažení kritické velikosti buněk se zdá být nezbytným předpokladem pro vstup 

do buněčného cyklu v regulačním bodě (CP), který je funkčním ekvivalentem STARTu 

u kvasinek (Reed, 1980) a restrikčního bodu u savčích buněk (Pardee, 1974).  

Kultury řas jsou běžně synchronizovány střídáním režimu světlo/tma (L/D), 

které napodobují situaci v přírodě. Když řasy rostou autotrofně, buňky v temnostní fázi růst 

nemohou, ale jsou schopny se dělit. Proto definovaným střídáním světla a tmy se buňky 

sjednotí ve stejné životní fázi a čase, což vede k synchronní populaci (Zachleder et al., 2016). 

Zatímco metodika synchronizace zelených řas je dobře propracována (Hlavová et al., 

2016), synchronizace červených mikrořas zůstává omezená. U specializovaných 

extremofilních řas příbuzných řase G. sulphuraria, byl rozsáhle studován pouze jeden druh, 

řasa Cyanidioschyzon merolae, která se dělí binárním štěpením s fázemi S a M probíhajícími 

ve tmě. Úspěšná synchronizace byla provedena režimem střídání světla a tmy (L/D) 

(Miyagishima et al., 2014). Buněčný cyklus řasy C. merolae byl rozsáhle studován zejména 

z pohledu koordinace mezi mitotickým a organelovým dělením (Fujiwara et al., 2020; 

Ichinose & Iwane, 2021; Imoto et al., 2010). Podobně byl studován také buněčný cyklus 

mezofilní jednobuněčné červené řasy Porphyridium sp. (Simon‐Bercovitch et al., 1999) a 

synchronizace řas pomocí režimu světlo/tma byla popsána pro Porphyridium purpureum 

(Kopecký et al., 2004) a Porphyridium cruentum (Fuentes et al., 1999).  

Nedávno byl kmen G. sulphuraria 074W částečně synchronizován L/D režimem 12/12 h 

při nízké intenzitě světla (100 µmol fotonů m−2 s−1). Tento druh kultivace vedl k obohacení 

dělících se buněk v temné fázi, ale celkové procento dělících se buněk v populaci bylo 

poměrně nízké, 10–15 % (Jong et al., 2021). Tato studie umožnila mikroskopickou analýzu 
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počtu vzniklých dceřiných buněk a prokázala existenci kritické velikosti buněk pro CP, ale 

neumožnila důkladnější analýzu postupu buněčného cyklu. 

Synchronizace kultury G. sulphuraria za optimálních růstových podmínek L/D cyklem 

a charakterizace děju buněčného cyklu, jako dosažení CP, replikace DNA, jaderné a buněčné 

dělení byla popsána až v práci Náhlík et al., (2021). V této studii byl vyvinut protokol pro 

synchronizaci G. sulphuraria za optimálních podmínek (500 µmol fotonů m−2 s −1, 40 °C, 

pH 3). L/D cyklus byl stanoven na 16/8 h. Aplikací tohoto L/D cyklu bylo dělení na 4 dceřiné 

buňky dokončeno během 24 hodin v celé populaci. Podobně u řasy G. sulphuraria kmene 

074W bylo pozorováno dělení většinou na 4 nebo 8 a zřídka 16 dceřiných buněk (Jong et al., 

2021). Ostatní druhy Galdieria se dělí na 32 autospor nebo 16 autospor (Albertano et al., 

2000). Počet dělení může záviset jak na daném kmenu, tak na použitých kultivačních 

podmínkách. V našem případě synchronizovaná kultura dosáhla dvou CP se středními 

hodnotami přibližně v 10. a 13. hodině buněčného cyklu. Dosažení CP umožnilo dvě kola 

replikace DNA, která začala ve 12. hodině a byla dokončena ve 22. hodině. Pro replikaci DNA 

nebyl patrný postupný model, ale došlo k očekávanému čtyřnásobnému zmnožení DNA. 

Po replikaci DNA následovalo dělení jádra a dvě kola dělení protoplastů se středními 

hodnotami v 15. a 19. hodině. Dceřiné buňky G. sulphuraria zůstaly v mateřské buněčné stěně 

i během temnostní fáze, a byly uvolněny až na začátku další světelné fáze, což je v souladu 

s pozorováním G. sulphuraria kmen 074W dle Jong et al., (2021). 
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Obrázek č. 4: Fluorescenční mikrofotografie synchronní kultury Galdieria sulphuraria 

pěstované za optimálních podmínek (500 µmol fotonů m−2 s −1, 40 °C, pH 3). Dceřiné buňky 

((A) 0 h), rostoucí jednotlivé buňky ((B) 8 h), chloroplast a jádra se začínají dělit ((C) 12 h), 

dělení na 2 buňky ((D) 14 h), dělení na 4 buňky, patrné dělení protoplastů ((E) 16 h), čtyři 

dceřiné buňky rostoucí uvnitř původní mateřské buněčné stěny před jejich uvolněním 

((F) 24 h). Jádra (zeleně) byla obarvena SYBR Green I, chloroplasty 

(červeně) – autofluorescence chlorofylu. Měřítko představuje 5 µm. Převzato z Náhlík et al., 

(2021). 
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2.3 Vzácné kovy 

 2.3.1 Obecný úvod 

Společnost po celém světě čelí velkým výzvám v podobě změny klimatu, zásobování 

energiemi a dostupnosti vzácných, nebo také jinak nazývaných kritických kovů. Kovy jsou 

zásadním artiklem hospodářství a nepostradatelné v technologiích. Společnost stojí před 

řešením problému s nedostatkem těchto kovů a recyklací nejen v Evropské unii, ale ve všech 

průmyslových regionech na světě (Gunn, 2014). 

 

2.3.2 Charakteristika vzácných kovů 

Vzácné nebo kritické kovy jsou velice odlišné svými vlastnostmi napříč periodickou 

tabulkou prvků. Jejich chemické vlastnosti s obrázky a příklady použití blíže přiblíží tabulka 

č. 1, jenž byla převzata z Rema systém a.s., (2015). 

Tabulka č. 1: Základní vlastnosti a využití vybraných vzácných kovů. Tabulka byla převzata 

z Rema Systém, a.s.; (2015). 
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2.3.3 Výskyt a těžba kovů 

 Oproti energetickým surovinám, jako je například ropa a uhlí, se kovy, v principu 

nespotřebovávají, ale zůstávají ve „věčném“ životním cyklu. Po prvotní extrakci 

z minerálního depositu v „geosféře“ jsou kovy využity v infrastruktuře a v dalších výrobcích. 

Například, 80 procent světové těžby platinové skupiny kovů (PGM), prvků vzácných zemin 

(REEs), india a galia se vytěžilo od roku 1900 v posledních třech dekádách, a to díky zvýšení 

využívání těchto kovů pro automobily, elektroniku, baterie a další (Hagelüken & Meskers, 

2010). Kvůli průmyslu tak vzniká odpad, který však nemusí být vyhozen a nevyužit, ale může 

být velmi efektivně recyklován. Velkou výhodou je, že na rozdíl od hornin, jsou kovy 

v průmyslovém odpadu koncentrované. Těžba většiny kovů je velmi ekonomicky náročná 

a extrémně zatěžuje přírodu (Gunn, 2014). 

Velká část kovů je těžena v Číně, která je dominujícím vývozcem antimonu, hořčíku 

a lanthanoidů. Dalšími důležitými těžebními mocnostmi jsou Rusko (kobalt, wolfram), 

Turecko (boritany, magnezit) a USA (beryllium, lanthanoidy). Čína si stanovuje velmi 

náročné politicko-ekonomické podmínky a snížila objem exportu kovů pro ostatní části světa, 

které začaly řešit krizi pomocí recyklace a vyhledáváním nových nalezišť (Rema a.s., 2015; 

Mancheri et al., 2019). 

2.3.3 Působení vzácných kovů na rostliny a řasy 

Pro recyklaci, bioremediaci a bioakumulaci vzácných kovů a jejich působení na metabolismus 

jsou studovány nejen různé skupiny řas, ale také zástupci rostlin a hub (d'Aquino et al., 2009; 

Yang et al., 2020). Studie Lyu et al., (2019) poukazuje na použití yttria k bioakumulaci niklu, 

jakožto ochránce funkcí fotosyntézy u rdestu (Potamogeton crispus). Yttrium snižuje oxidaci 

a potřebnost vody pro fotosyntézu, zároveň navyšuje obsah chlorofylu typu b. Díky možnosti 

fungovat ve fotosyntetických jednotkách zabraňuje yttrium ukládání niklu v listech a stahuje 

ho do kořenů a stonků, čím přispívá k bioremediaci niklu ze zamořeného jezera.  

Pozitivní efekt lanthanoidů na fotosyntézu a růst zelených řas byl prokázán ve vícero 

případech (Čížková et al., 2019a; Řezanka et al., 2016a; Vítová et al., 2019). Efekt 

lanthanových solí byl zkoumán i na řase Parachlorella kessleri a Trachydiscus minutus. Jejich 

účinek na pigmenty byl proměnlivý: přítomnost Ce3+, Gd3+, La3+ a Sc3+ způsobila zvýšení 

koncentrace hlavních pigmentů, jako je lutein, violaxanthin, β-karoten nebo chlorofyly, 

zatímco Pr3+ a Lu3+ je snížily (Goecke et al., 2017). Nízká koncentrace Ce3+ může pomoci řase 
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Haematococcus pluvialis ke zlepšení růstu a také vede ke zvýšení produkce astaxanthinu 

(Li et al., 2008). Obecně byly tyto účinky studovány spíše za účelem stanovení toxických 

koncentrací a akumulace v biomase, s ohledem na odtok z polí do potoků, při jejich využití 

v agronomii nebo při jejich těžbě a zpracování v dolech s vzácnými zeminami (Das et al., 

2013; Evseeva et al., 2010).  

Například použitím méně než 50 µM Gd3+ byl dokázáno zablokovaní flagelární reakce 

u zelených sladkovodních mikrořas Spermatozopsis similis (Hill et al., 2000), nebo bylo 

pozorováno snížení rychlosti plavání Chlamydomonas reinhardtii (Kam et al., 1999). Také 

u mořské nebičíkaté sinice Synechococcus sp., Pitta et al., (1997) použili Tb3+, jako blokátor 

vápníku, aby prokázali, že vápník je nutný pro motilitu. Další studie zahrnovaly Gd3+, 

jako inhibitor aktinu v rhizoidní morfogenezi zelené vláknité řasy Spirogyra sp. (Yoshida 

& Shimmen, 2009).   
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2.4 Červený kal (red mud) 

2.4.1 Obecný úvod 

 Červený kal je vysoce alkalický vedlejší produkt při výrobě hliníku, který se vytváří 

Bayerovým zásaditým procesem. Z rozdrceného bauxitu se za pomoci vodného roztoku 

hydroxidu sodného louží hydroxid hlinitý Al (OH)3. Zkoncentrovaný (10 – 30 %) odpadní kal 

je silně alkalický s pH kolem 13. Díky oxidům železa má kal typickou červenou barvu. Podle 

čistoty bauxitové horniny se při výrobě 1 tuny hliníku vyrobí od 1,9 do 3,6 tun odpadního 

červeného kalu (Redmud.org, 2015). Ročně se celosvětově tohoto odpadu vytvoří 178 milionů 

tun (Wang et al., 2019). V anglickém jazyce nazýváme červený kal nebo červené bahno 

„red mud“. 

 

2.4.2 Skladování a nové způsoby využití červeného kalu 

 Způsoby skladování a využití odpadního kalu se stále vyvíjejí a mění také díky 

vědeckému a technickému pokroku. Redukce tohoto odpadu je velmi důležitá, 

protože celosvětově je ho uloženo již kolem 4 miliard tun (Wang et al., 2019). Před rokem 

1980 byl kal čerpán do lagun či rybníků, často vytvořených z vyčerpaných bauxitových dolů, 

nebo do přehrad s betonovými hrázemi (Evans et al., 2012). Běžnou věcí také bylo vypouštění 

kalu do řek nebo moří za pomoci potrubí či lodí. Kal byl také vyvážen do hlubokých 

oceánských příkopů dostatečně daleko od pobřeží. Naštěstí se vypouštění kalu do řek, moří 

a oceánů plně zastavilo (Power et al., 2011). Kolem roku 2006 se začalo využívat filtračních 

lisů, které jsou schopny zahustit kal na tzv. filtrační koláč (˂ 40 % pevných látek). Poté se tento 

meziprodukt promyje vodou či párou pro snížení alkality. Takto zpracovaný kal je možné 

jednodušeji přepravovat a skladovat jako bezpečný polosuchý materiál (Sutherland, 2005). 

Momentálně je využití kalu velmi malé, pouze přibližně 3 miliony tun za rok se použijí jako 

příměsi pro beton a další konstrukce. Červený kal obsahuje velké množství cenných minerálů, 

které lze extrahovat, a tím i snížit objemové množství červeného kalu, a navíc navýšit hodnotu 

odpadu. Bauxitová hornina obsahuje velké množství železa, jeho extrakce je možná pomocí 

CO a H2 plynů, nicméně extrakcí lze získat i například titan, galium, ale také lanthanoidy 

(Archambo & Kawatra, 2021). Ty se ovšem z červeného kalu odstraňují kyselinou sírovou 

a dusičnou, kvůli této skutečnosti je tento proces náročný pro životní prostředí (Abhilash et al., 

2014; Alkan et al., 2017; Borra et al., 2016). 
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2.4.3 Ekologické nebezpečí 

 Dne 4. října 2010 došlo k poškození hráze a následnému úniku červeného kalu 

z odkaliště u města Ajka v Maďarsku. Oblast o rozloze přibližně 40 km2 byla zaplavena 

a zamořena zhruba 700 tis. m3 červeného kalu. V této oblasti došlo k zaplavení vesnice 

Kolontár a města Devescer, řeka Marcal byla zničena toxicitou kalu a celá událost si vyžádala 

10 obětí včetně dětí spolu s velmi vysokými škodami (Telegraph, 2010; Enserink, 2010). 

Dalším příkladem ekologického nebezpečí je Skotské jezero Kinghorn Loch, kde vědci sledují 

akumulaci arsenu (As). Arsen pochází z červeného kalu, který zde byl uložen před třiceti lety. 

Nejvyšší obsah As naměřený v kořenech Persicaria amphibia (L.) Gray (87,2 mg kg-1) 

výrazně překročil rozmezí 3–10 mg kg-1, které bylo navrženo jako potenciální fytotoxická 

úroveň. Akumulace toxických druhů As rostlinami naznačovala toxikologické riziko pro vyšší 

organismy, o nichž je známo, že využívají makrofyty jako zdroj potravy (Olszewska et al., 

2016). U makrofyt může absorpce As snížit obsah fosforu (P), dusíku (N), draslíku (K), 

chlorofylu a také bílkovin v tkáních a vzhledem k chemické podobnosti As k P může 

interferovat s některými biochemickými reakcemi (Mishra et al., 2008).  

2.4.4 Složení červeného kalu  

Vzorek červeného kalu odebraný v hloubce 1-1,2 m má velmi vlhkou a želatinovou 

konzistenci. Přibližně 70 - 80 % z celkového objemu červeného kalu v úložišti má obdobné 

vlastnosti, jako dodané vzorky. Na odkrytých místech se tvoří silně karbonizovaná povrchová 

skořápka o tloušťce 5-15 cm. Pod touto vrstvou až do hloubky přibližně 0,7 m se vyskytuje 

suché granulátové červené bahno (Náhlík, 2018). 
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Obrázek č. 5: Stehlík obecný (Carduelis carduelis) hledající potravu mezi „krunýřovitě“ silně 

karbonizovanou povrchovou skořápkou červeného kalu (Envirotis Holding Inc. Co., 2015). 

Kvalita bauxitové horniny a následná extrakce jsou rozhodující pro celkové složení 

červeného kalu. Červená barva typická pro kal je způsobena nejvíce zastoupeným 

prvkem – železem, které tvoří 53 % z celkového zastoupení kovových prvků v kalu. 

Ze seznamu analyzovaných lanthanoidů (tabulka č. 2) bylo zjištěno, že nejhojnější je cer, 

lanthan a neodym, a ty činí dohromady 68,4 % z celkového množství lanthanoidů. Rovněž 

byly nalezeny vysoké podíly skandia a yttria, 8,1 a 10,1 %. Podíl ostatních lanthanoidů byl 

relativně nízký a pohyboval se od 3,2 do 0,2 % viz tabulka č.2. Analýzy dalších prvků (tabulka 

č. 3) prokázaly jejich přítomnost na velmi vysokých hladinách, přibližně o tři řády vyšších 

(g·kg-1) než lanthanoidů (mg·kg-1) (Čížková et al., 2019).  
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Tabulka č. 2: Údaje o kvalitě a homogenitě lanthanoidů v červeném bahně z maďarského 

Almásfüzítő. Přeloženo z Čížková et al., (2019) (Avg – průměr, SD – směrodatná odchylka). 

Prvek Značka 
Obsah 

mg·kg-1 

Avg 
mg·kg-1 

SD Avg% 

Skandium Sc 80–110 95 12.2 8.1 

Yttrium Y 95–140 118 18.4 10.1 

Lanthan La 140–260 200 49.0 17.2 

Cer Ce 300–550 425 102.1 36.5 

Praseodym Pr 25–49 37 9.8 3.2 

Neodym Nd 132–210 171 31.8 14.7 

Samarium Sm 26–38 32 4.9 2.7 

Europium Eu 5–8 7 1.2 0.6 

Gadolinium Gd 20–32 26 4.9 2.2 

Dysprosium Dy 20–35 28 6.1 2.4 

Erbium Er 11–18 15 2.9 1.2 

Ytterbium Yb 11–15 13 1.6 1.1 

Celkově lanthanoidů  1167  100.0 
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Tabulka č. 3: Rozsah koncentrací hlavních složek červeného bahna z místa Depo #7 

z maďarského Almásfüzítő. Přeloženo z Čížková et al., (2019) (Avg – průměr, 

SD – směrodatná odchylka). 

 

Prvek Značka 
Obsah 

g·kg-1 

Avg 

g·kg-1 
SD Avg% 

Sodík Na 46.0–49.1 47.6 1.55 17.183 

Hliník Al 29.6–37.7 33.7 4.05 12.165 

Křemík Si 15.6–32.6 24.1 8.5 8.700 

Vápník Ca 20.3–45.2 32.7 6.2 11.804 

Titan Ti 19.5–19.6 19.6 0.05 7.057 

Mangan Mn 1.4–1.5 1.45 0.05 0.523 

Železo Fe 146–147.6 147 0.8 53.066 

  mg·kg-1 mg·kg-1   

Lithium Li 70.2–74.7 72.5 2.25 0.026 

Beryllium Be 4.4–4.7 4.6 0.15 0.002 

Bor B 54.6–65.6  60.1 5.5 0.022 

Hořčík Mg 480.5–667.5 574.0 93.5 0.207 

Baryum Ba 45.3–52.2 48.7 3.45 0.018 

Vanad V 741.6–750.7 746.6 4.8 0.270 

Chrom Cr 352.3–370.9 361.5 9.3 0.130 

Kobalt Co 35.3–33.9 34.6 0.7 0.012 

Nikl Ni 173.7–283.5 228.6 54.9 0.083 

Měď Cu 73.1–76.5 74.53 1.7 0.027 

Zinek Zn 112.5–113.4 112.95 0.45 0.041 

Gallium Ga 22.5–22.9 22.7 0.2 0.008 

Arsen As 98.1–100.8 98.85 1.35 0.036 

Rubidium Rb 1.3–1.3 1.3 0 0.000 

Stroncium Sr 584.0–623.2 603.6 19.6 0.218 

Zirkonium Zr 445.7–457.2 451.45 5.75 0.163 

Niob Nb 55.1–55.6 55.35 0.25 0.020 

Molybden Mo 11.8–12.1 11.95 0.15 0.004 

Palladium Pd 4.9–5.0 4.95 0.05 0.002 

Stříbro Ag 1.1–1.2 1.15 0.05 0.000 

Kadmium Cd 1.2–1.4 1.3 0.1 0.000 

Cín Sn 11.3–11.6 11.45 0.15 0.004 

Antimon Sb 11.6–11.7 11.64 0.05 0.004 

Tellur Te 1.2–1.4 1.3 0.1 0.000 

Hafnium Hf 11.2–11.7 11.45 0.25 0.004 

Tantal Ta 4.5–4.5 4.5 0 0.002 

Wolfram W 2.9–3.0 2.95 0.05 0.001 

Celkově prvků   309.7 g·kg-1  
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 2.4.5 Motivace pro výzkum červeného kalu 

Červeného kalu je ročně vyprodukováno zhruba 178 milionů tun. Tento fakt, spojený 

s vysokým pH kalu, způsobuje nemalou zátěž na životní prostředí. V průmyslu se začíná 

projevovat nedostatek většiny kovů, a proto se přechází k možnosti recyklace a bioakumulace. 

Složení červeného kalu v zastoupení železa, titanu, vzácných kovů a dalších se jeví, 

jako potenciální možnost jeho využití, coby sekundárního zdroje těchto kovů. Již prvotní 

výzkum (Čížková et al., 2019a) potvrdil, že řasy kultivované s příměsí červeného kalu mohou 

akumulovat, a tedy i recyklovat vzácné a další kovy. Tato práce má za úkol tyto poznatky 

rozšířit.  
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3 CÍLE PRÁCE 

1) Kultivace synchronní kultury La4 mutanta řasy D. quadricauda s přídavkem 

extraktu červeného kalu a stanovení množství naakumulovaných vzácných kovů 

z biomasy za pomoci ICP-MS. 

Hypotéza:  

a) Rozpuštěním červeného kalu v kyselině a odfiltrováním pevných částic 

by mělo dojít ke zvýšení bio-dostupnosti vzácných kovů a zlepšení 

dostupnosti světla pro řasové kultury.  

b) Přidané vzácné kovy z extraktu červeného kalu ovlivní růst mutantního 

kmenu La4 řasy D. quadricauda a také složení jeho fotosyntetických 

barviv. 

c) Mutantní kmen La4 D. quadricauda bude akumulovat vysoké množství 

vzácných kovů z extraktu červeného kalu.  

 

2) Kultivace synchronní kultury červené extrémofilní řasy G. sulphuraria 

s přídavkem extraktu červeného kalu a stanovení množství naakumulovaných 

vzácných kovů z biomasy za pomoci ICP-MS. 

Hypotéza:  

a) Extrémofilní řasa G. sulphuraria bude vykazovat, díky své ekologii, lepší 

růst v kyselém prostředí způsobeném extraktem červeného kalu, 

než mutantní kmen La4 D. quadricauda. 

b) Ovlivnění kultury extraktem červeného kalu může způsobit změny 

ve složení fotosyntetických barviv.  

c) Akumulace vzácných kovů bude závislá na fázi buněčného cyklu. 

 

3) Porovnání akumulace vzácných kovů z červeného kalu v odlišných trofických 

režimech řasy G. sulphuraria za pomoci ICP-MS.  

Hypotéza:  

a) Mixotrofní režim řasy G. sulphuraria bude vykazovat vyšší a rychlejší růst 

než režim autotrofní.  

b) Akumulace vzácných kovů bude u mixotrofního režimu 

vyšší než u autotrofního. 
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4 METODIKA 

4.1 Odebrání vzorků červeného kalu. 

Ve spolupráci s Dr. Balász Kovács ze společnosti Envirotis Holding Inc. Co. 

(Budapešť, Maďarsko) byly vzorky červeného kalu odebrány a zaslány do Laboratoře 

buněčných cyklů, Mikrobiologického ústavu, AV ČR v.v.i. Centra Algatech v Třeboni.  

 Vzorky pochází z místa sonického jádrového vrtání s označením #25 z RSA červeného 

kalu nesoucí název Depo #7 z místa Almásfüzítő. Souřadnice místa odběru (592155; 264730) 

Hloubka vrtání při odběru vzorku byla v rozmezí 1-1,2 m. (viz mapa níže obrázek č. 6). 

Podobné vzorky bahna byly již použity v předchozí práci, viz Náhlík, (2018).  

 Firma Envirotis Holding Inc. Co. (Budapešť, Maďarsko) pracuje na rekultivaci 

a revitalizaci poškozené oblasti, která bude brzy dokončena (obrázek č. 7).  

 

Obrázek č. 6: Mapa rekultivované oblasti Almásfüzítő s označenými Depy (Envirotis 

Holding Inc. Co., 2015). 
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Obrázek č. 7: Rekultivovaná oblast Almásfüzítő. Depo #7 se nachází v popředí, v pozadí 

Depo #1-6 (Envirotis Holding Inc. Co., březen 2012). 

4.2 Příprava kyselého výluhu červeného kalu (RM). 

Kal byl rozpuštěn v 10 % HNO3 v koncentraci 50 µg mL-1. Pro lepší rozpuštění 

se nechal extrakt třepat 15 min na třepačce a poté stát při pokojové teplotě po dobu 12 hodin. 

Po odstátí se roztok nechal třepat 3 h na střední rychlost a byl zcentrifugován při 2772 rcf 

10 min. Následně byl extrakt přefiltrován skrz 0,45µm filtr. Skladování bylo možné v chladné 

komoře.  
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4.2.1 Kultivace La4 mutantu řasy D. quadricauda 

  Pro kultivaci La4 mutantu D. quadricauda bylo použito standartní živné médium 

½ ŠS (Šetlík – Simmer) (Zachleder & Šetlík, 1982).  

 Synchronizace kultur byla provedena režimem světlo/tma v poměru 15 h světla a 9 h 

tmy. Osvětlení fotobioreaktoru z jedné strany zajistily zářivky (Osram DULUX L, 55W/840) 

jejichž vlnová délka se pohybovala mezi 400 a 720 nm. Tyto hodnoty odpovídají viditelnému 

světlu, které je nepostradatelné pro fotosyntetické reakce. Kultivace probíhala při intenzitě 

světla 500 μmol.m-2·s-1. Konstantní teplota pro kultivaci byla 30 ˚C a kultury byly 

provzdušňovány směsí vzduchu obsahujícího 2 % (v/v) oxidu uhličitého.  

 Pro přípravu dostatečně husté synchronní kultury byly použity skleněné válce (objem 

300 mL), které obsahovaly ½ ŠS médium s naočkovanou kulturou z agarové plotny. 

K zachování kultur se využívalo Petriho misek s živným médiem, obsahujícím agar 

o koncentraci 1,5 %. Směs 1,5 % agaru s živným médiem prošla sterilizací v autoklávu 

při 121 ˚C po dobu 30 minut. Do misek (vrstva cca 0,5 cm) bylo možno tuto směs přelévat 

po vychladnutí na zhruba 50 ˚C. Kultury na miskách byly pravidelně přeočkovány každé 

tři týdny (Náhlík, 2018).  
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Tabulka č 4: Složení živného média ½ ŠS dle Zachleder a Šetlík, (1982). 

Sloučeniny Výsledná koncentrace v médiu 

KNO3 2,021 g·L-1 

K2HPO4 0,140 g·L-1 

KH2PO4 0,340 g·L-1 

MgSO4·7H2O 0,988 g·L-1 

CaCl2·2H2O 0,011 g·L-1 

Fe/NaEDTA 0,018 g·L-1 

H3BO3 3,10 mg·L-1 

ZnSO4·7H2O 1,43 mg·L-1 

MnSO4·4H2O 1,20 mg·L-1 

CuSO4·5H2O 1,24 mg·L-1 

CoSO4·7H2O 1,40 mg·L-1 

(NH4)6MoO24·4H2O 1,84 mg·L-1 
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4.2.2 Kultivace řasy G. sulphuraria 002 

Jednobuněčná červená řasa Galdieria sulphuraria (Galdieri) Merola, 002 byla 

pěstována v modifikovaném Galdieria mediu (viz tab. 5) upraveným na pH 3 pomocí HNO3. 

Kultivace probíhala autotrofně, pokud bylo zapotřebí mixotrofního režimu, ke kulturám 

byl přidán 1 % glycerol jako zdroj uhlíku. Suspenze řas ve fotobioreaktorech byly 

provzdušňovány plynnou směsí vzduchu a CO2 (2 % (v/v)) při průtoku 15 L h−1 (Náhlík et al., 

2021; Řezanka et al., 2016b).  

Suspenze řas byla pěstována ve válcích o objemu 300 mL ve fotobioreaktorech 

ozařovaných z jedné strany zářivkami (Osram DULUX L, 55W/840) o intenzitě světla 

500 μmol.m-2·s-1 a teplotě 40 ˚C. Přechovávání kultur na Petriho miskách probíhalo velmi 

podobně jako u D. quadricauda, s rozdílem v koncentraci agaru, která pro kyselé Galdieria 

médium byla navýšena na 3 %. Pro kontrolu bioakumulace kovů byla provedena 

synchronizace kultury režimem světlo/tma v poměru 16 h světla a 8 h tmy (Náhlík et al., 2021).  
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Tabulka č 5: Složení modifikovaného Galdieria média, všechny chemikálie pochází z Penta, 

Chrudim, Česká republika (Řezanka et al., 2016b). 

 

Sloučeniny (makroelementy) Výsledná koncentrace v g·L-1 

(NH4)2SO4 1,31 

KH2PO4 0,27 

MgSO4·7H20 0,25 

C10H12O8N2NaFe 0,02 

CaCl2·2H2O 0,14 

Mikroelementy ředěné 500x ze zásobního roztoku ve výsledné koncentrace v mg·L-1 

H3BO3 31 

CuSO4·5H2O 1,25 

Mn SO4·4H2O 22,3 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0,88 

ZnSO4·7H2O 2,87 

Co(NO3)2·6H2O 1,46 

V2O4(SO4)3·16H2O 0,014 

Na2NO4·7H2O 0,3 

KBr 1,19 

KI 0,83 

CdCl2 0,91 

NiSO4 0,78 

CrO3 0,12 

Al2(SO4)3K2SO4·24H2O 4,74 

  



29 

 

4.2.3 Kultivace modelových organismů mikrořas s přídavkem extraktu z 

červeného kalu 

Pro posouzení ovlivnění růstu a následné akumulace kovů bylo zapotřebí přidat 

červený kal ve formě kyselého výluhu (viz. Kap. 4.2) ke kulturám La4 mutantu řasy 

D. quadricauda nebo ke kultuře řasy G. sulphuraria. Kultury byly pěstovány v triplikátu 

v plochých kyvetách (o objemu 2,5 L) za stejných podmínek, které jsou popsány v kapitolách 

výše. Rozdílem však bylo, že kultury ovlivněné kyselým výluhem RM byly ředěny médiem 

s přídavkem výluhu RM a pH bylo upraveno NH4OH na pH 7,4 pro La4 mutanta řasy 

D. quadricauda nebo na pH 3 pro řasu G. sulphuraria. V kyvetách byly kultury ředěny 

v poměru 1900 mL média ku 100 mL extraktu, to odpovídá celkové koncentraci kalu v médiu 

rovné 0,25 g·L-1.  

Odběry pro jednotlivá měření a analýzy u pokusů se synchronními kulturami probíhaly 

každé dvě hodiny v průběhu 22 h (pro La4 D. quadricauda) a 28 h (pro G. sulphuraria), poté 

byl pokus ukončen, protože v kulturách byl dokončen buněčný cyklus. 

Koncentrace 0,25 g·L-1 extraktu červeného kalu byla použita i při experimentu 

s různými trofickými režimy, pouze k mixotrofním kulturám byl navíc přidán 1 % glycerol 

na začátku experimentu a po 48 h. 

4.3 Měření optické density a stanovení sušiny  

Spektrofotometrické měření (Spekol, Německo) optické density (OD) bylo 

vykonáváno několikrát denně při vlnové délce 750 nm ve skleněných kyvetách o průměru 

0,5 cm. Kontrolní vzorky byly měřeny proti základním médiím (blank). Jako blank pro vzorky 

ovlivněné červeným kalem bylo použito médium s přídavkem extraktu červeného kalu, blíže 

popsaného v kapitole 4.2.2 (Čížková et al., 2021). 

Sušina byla stanovena z 5 mL suspenze řas zcentrifugované při 2100 rcf po dobu 

3 minut ve vysušených a předem zvážených 5 mL zkumavkách. Pelet byl vysušen při 105 °C 

po dobu 12 hodin a zvážen na analytických vahách Sartorius TE214S-0CE (Sartorius, 

Göttingen, Německo). Data v grafech jsou prezentována jako průměr z triplikátu (Branyikova 

et al., 2011). 
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4.4 Mikroskopie 

Pro kontrolu průběhu buněčných cyklů a růstové kondice obou modelových organismů 

byl použit fluorescenční mikroskop Olympus BX51 vybavený filtračním blokem U-MWIBA2 

(excitace/emise: 460–490/510–550 nm) (Olympus, Tokio, Japonsko) viz podkap. 4.4.1 a 4.4.2.  

 

4.4.1 Barvení buněk pomocí DAPI 

Pro rutinní počítání jader byly buňky obarveny 2,5 µg·mL-1 

 40,6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloridu (DAPI) v S pufru (0,25 % (w/v) sacharóza, 

1 mM EDTA, 0,6 mM spermidin, 0,05 % (v/v) merkaptoethanol, 10 mM Tris.HCl, pH 7,6) 

podle (Zachleder & Cepák, 1987) a jádra byla vizualizována fluorescenční mikroskopií. 

 

4.4.2 Počítání buněk v Bürkerově komůrce 

Bürkerova komůrka je speciální podložní sklíčko, které se využívá při stanovení počtu 

červených či bílých krvinek, ale i jiných buněk (Gunetti et al., 2012). 

Do komůrky bylo napipetováno 10 μL řasové kultury a poté bylo vložena 

do mikroskopu. Buňky byly počítány v jednotlivých čtvercích po diagonálách v celkovém 

počtu 24. Počet buněk v 1 mL byl vypočítán pomocí vzorce: n* ¼ * 106, přičemž n je průměrný 

počet buněk na 1 čtverec. Výsledky byly poté vyneseny do grafů viz kapitola 5. 

4.4.3 Barvení buněk pomocí SYBR Green 

Pro vizualizaci jaderného a buněčného dělení konfokální mikroskopií byly buňky 

obarveny SYBR Green podle (Vitova et al., 2005). Pět mikrolitrů čerstvě rozmraženého 

buněčného peletu bylo smícháno s 2,5 µl SYBR Green I (ThermoFisher Scientific, Linz, 

Rakousko), promícháno a udržováno po dobu 5–10 minut ve tmě při pokojové teplotě. Dále 

byly buňky pozorovány pod konfokálním mikroskopem LSM Zeiss 880 (Carl Zeiss, Jena, 

Německo) s použitím následujících vlnových délek excitace: chlorofyl-633 nm 

a SYBR Green I-405 nm. Rozlišení: Zoom 6, objektiv 63 x, pixel size 40 x 40 mm.  
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4.5. RNA, DNA, Proteinová analýza 

Celkové nukleové kyseliny byly extrahovány podle Wank, (1962) s modifikací 

Lukavský et al., (1973). Vzorky byly odstředěny v 10 mL centrifugačních zkumavkách, 

které sloužily i ke skladování vzorků. Pelety buněk řas byly skladovány v 1 mL ethanolu 

při -20 °C. Řasy byly 5x extrahovány 0,2 M kyselinou chloristou v 50 % ethanolu po dobu 

50 minut při 20 °C a 3krát směsí ethanol-ether (3:1) při 70 °C po dobu 10 minut. Takto předem 

extrahované vzorky bylo možné skladovat v ethanolu při -20 °C. Celkové nukleové kyseliny 

byly extrahovány a hydrolyzovány 0,5 M kyselinou chloristou při 60 °C po dobu 5 hodin. 

Po hydrolýze byla přidána koncentrovaná kyselina chloristá, aby se dosáhlo konečné 

koncentrace 1 M kyseliny chloristé ve vzorku. Absorbance celkových nukleových kyselin 

v supernatantu byla měřena spektrofotometricky při 260 nm (A260).  

Světlem aktivovaná reakce difenylaminu s hydrolyzovanou DNA, jak je popsána 

Decallonne & Weyns, (1976), byla použita s modifikací Zachleder, (1984): Difenylaminové 

činidlo (4% difenylamin v ledové kyselině octové, w/v) bylo smícháno se vzorky celkových 

extraktů nukleových kyselin v poměru 1:1 a směsi ve zkumavkách byly osvětleny ze dvou 

stran zářivkami (Tesla Z, 40 W, Tesla lighting, Praha, ČR). Dopadající záření z každé strany 

bylo 150 µmol fotonů·m−2·s−1. Po 6 hodinách osvětlení při 40 °C byl změřen rozdíl mezi 

A600 a A700 nm. Obsah RNA byl vypočten z rozdílu mezi celkovými nukleovými kyselinami 

a obsahem DNA. 

Sediment zbývající po extrakci nukleové kyseliny byl použit pro stanovení proteinu. 

Zbytkový sediment byl hydrolyzován 1M NaOH po dobu 1 h při 70 °C. Koncentrace proteinu 

byla kvantifikována pomocí Folina a Ciocalteuova fenolového činidla (Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Německo) podle postupu popsaného Lowry et al., (1951) Stejný postup byl 

proveden pro sestavení kalibrační křivky nastavené různými koncentracemi hovězího 

sérového albuminu.  
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4.6. Měření maximálního kvantového výtěžku (Fotochemie RCII) 

Fluorescenční poměr variabilní ku maximální fluorescenci (Fv/Fm) je obecným 

indikátorem snížení funkce nebo poškození reakčních center (RC) fotosystému II. 

Alikvoty o objemu 2 mL byly odebrány z kultury a umístěny do plastových kyvet 

10 x 10 mm po dobu 30 minut ve tmě. Data byla měřena pomocí AquaPen-C 100 

(Photon Systems Instruments, Drasov, Česká republika) dle Zachleder et al., (2021). 

 

4.7 Stanovení fykobiliproteinů u řasy G. sulphuraria 

Celkové fykobiliproteiny byly stanoveny dle Bennett & Bogorad, (1973) a Johnson 

et al., (2014). 

Pro extrakci fykobiliproteinu bylo odebráno 10 mL homogenizované kultury, 

která byla zcentrifugována při 2772 rcf po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Buněčný pelet 

byl promyt 2-3 krát destilovanou vodou a resuspendován ve 20 mM acetátovém pufru (pH 5,1) 

obsahujícím 40 mM NaCl a 0,02 M azid sodný. Poté následovalo opakované zmrazení 

a rozmrazení, dokud se shromážděný supernatant nestal bezbarvý. Odebraný supernatant byl 

použit pro stanovení fykobiliproteinů vyjádřených v mg mL-1 pomocí následující rovnice: 

PC = (A615 – 0.474 × A652)/ 5.34                                                                      

APC = (A652 – 0.208 × A615)/ 5.09                                                                   

PE = [(A562 – (2.41 (PC) – (0.849 × APC)]/ 9.62                                            

Celkové fykobiliproteiny = PC+APC+PE                                                          

Zde PC-fykocyanin, PE-fykoerythrin a APC-allofykocyanin, A615, A652 a A562 jsou absorbance 

při 615 nm, 652 nm a 562 nm. Měřeno v UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu 1800-UV, 

Shimadzu Corp., Japan).  



33 

 

4.8 Stanovení chlorofylu a a karotenoidů u řasy G. sulphuraria 

Pro změření chlorofylu a (Chl a) a karotenoidů (car) bylo odebráno 10 mL kultury, 

která byla zcentrifugována při 2772 rcf po dobu 5 minut při pokojové teplotě, promyta 

a následně byl pelet resuspendován v 10 mL 80 % acetonu a uchováván přes noc v chladničce 

při 4 °C, aby se mohl vyextrahovat pigment. Po centrifugaci, při 2772 rcf, po dobu 5 minut 

při pokojové teplotě, byla absorbance čirého supernatantu měřena při 663 nm a 470 nm  

v UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu 1800-UV, Shimadzu Corp., Japonsko). Množství 

Chl a a Car bylo vypočteno pomocí specifického absorpčního koeficientu podle Mackinney, 

(1941). 

4.9 Stanovení pigmentů u La4 mutanta řasy D. quadricauda 

Pro stanovení Chl a, Chl b a karotenoidů (car) bylo odebráno 10 mL řasové suspenze, 

která byla stočena při 2772 rcf po dobu 5 min. Po odsátí byl na pelet přidán 1 mL fosfátového 

pufru a 10 µg MgCO3. 

Fosfátový pufr: (0,1M KH2PO4: 0,1M Na2HPO4.12H2O, 1:9; pH 7,7) 

Dalším krokem bylo přidání 500 µL 0.75-1.00 mm skleněných kuliček pro rozbití stěn 

a drcení po dobu 5 min na vortexu (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, 

USA). Poté bylo přidáno 4 mL 100 % Acetonu, vzorek byl promíchán a zcentrifugován 

při 2772 rcf po dobu 5 min. Supernatant byl přesunut do kalibrovaných zkumavek se špuntem 

a byly uloženy do tmavého bloku. Ke zbývajícímu peletu bylo přidáno 4 mL 80 % acetonu, 

vzorek byl promíchán a podruhé zcentrifugován při 2772 rcf po dobu 5 min. Nový supernatant 

byl přesán do kalibrovaných zkumavek se zátkou s již odebraným supernatantem z prvního 

kola a uložen do tmavého bloku. Kalibrované zkumavky se vzorky byly doplněny 

80 % acetonem do 10 mL. 

Měření absorbance spekter při 750, 664, 647, 470 a 450 nm bylo provedeno 

na spektrometru UV–1800 Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan)  

Obsah chlorofylu a karotenoidů byly vypočteny rovnicemi: 

C (Chl a) = 12.25 A664 -2.79 A647 (µg mL-1) 

C (car) = ((1000 A470) - (1.82 C (Chl a)) /198 (µg mL-1) 

Analýza byla provedena dle Wellburn, (1994).  
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4.10. Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 

(ICP – MS)  

 Tato metoda se označuje v anglickém jazyce „Inductively coupled plasma-mass 

spectrometry“, jelikož je toto označení v textu velmi dlouhé bude v textu využito běžně 

používané zkratky ICP-MS. 

4.10.1 Příprava vzorků pro ICP – MS 

 Biomasa obou modelových organismů byla po odebrání třikrát promyta destilovanou 

vodou, zcentrifugována po dobu 5 min na 2772 rcf a zamražena na - 80 °C. Následně byly 

vzorky lyofilizovány.  

Lyofilizované vzorky řasových kultur (0,1 g) byly rozštěpeny se 3 mL 67 % HNO3 

a 0,5 mL 30 % H2O2 v PTFE nádobě v mikrovlnné troubě MLS1200 MEGA při 250 – 600 W 

po dobu 20 minut. Zbylá kyselina byla odpařena a výsledný roztok byl přenesen do odměrné 

baňky. Baňka byla následně doplněna 0,67 % HNO3 (Vítová et al., 2011; Náhlík, 2018). 

 

4.10.2 Elementární analýza vzorků (ICP – MS) 

 Stanovení obsahu kovů v řasové biomase za využití ICP – MS bylo realizováno 

na pracovišti Státního zdravotního ústavu (SZÚ) v Praze za použití Elan DRC – e (Perkin 

Elmer, Canada) vybaveného PTFE rozprašovačem koncentrátu, cyklonickou sprejovou 

komorou, kvarterovým hořákem a „Academic Response Cell“ (DRC) pro snížení spektrálních 

interferencí. IS roztok nutný pro kompletní stanovení kovů obsahoval Ge, In a Re (10 μg L-1) 

ve zředěné (1:100) HNO3. Destilovaná a demineralizovaná voda byla použita pro přípravu 

všech analyzovaných vzorků. Vzorky byly přefiltrovány přes 0,45 mL filtr a naředěny 

1:10 s vodou. Referenční vzorky (kontroly) byly analyzovány totožně jako ostatní vzorky. 

Pro exaktnost výsledků a kontrolu přístrojů byly využity při měření standardy. Aby bylo 

dosaženo stejné koncentrace referenčních vzorků, byly vzorky vždy naředěny jako v Náhlík, 

2018 a Čížková et al., 2019.  
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4.11 Zpracování dat  

Všechna data z provedených měření byla zpracována v programu SigmaPlot 10.0. 

Fotografie z mikroskopů byly upraveny v programu ImageJ 1.8. 
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5 VÝSLEDKY 

 V této práci se zabýváme bioakumulací vzácných kovů z červeného kalu za pomoci 

vhodných mikrořasových kmenů. Představujeme zde, jak zvládá a ovlivňuje akumulace 

vzácných kovů mutantní kmen La4 zelené řasy D. quadricauda (kap. 5.1) a červené 

extrémofilní řasy G. sulphuraria (kap 5.2). Také jsme otestovali akumulaci vzácných kovů 

u řasy G. sulphuraria pod různými trofickými režimy (kap 5.3). 

 

5.1 Kultivace synchronní kultury La4 mutantu řasy 

D. quadricauda s přídavkem extraktu červeného kalu a stanovení 

množství naakumulovaných vzácných kovů z biomasy za pomoci 

ICP-MS. 

 

 Hodnoty optické density (OD) byly skoro stejné pro kontrolní i ovlivněné kultury RM 

na začátku pokusu tj. 0,057 pro K a 0,053 pro RM. Do 12. hodiny cyklu byl pozorován totožný 

růst pro obě varianty. Kontrolní kultury přibližně zdvojnásobily svou hustotu na konečnou 

průměrnou hodnotu 0,397, avšak ovlivněné kultury RM dosáhly nejvyšší hodnoty 

OD v 16. hodině cyklu (0,213) a poté se OD začalo snižovat,  

až na konečné průměrné OD 0,183 viz graf č. 1.  

 Velmi podobný trend v růstu bylo možné pozorovat stanovením sušiny, kdy rostly obě 

varianty velmi podobně až do 12. hodiny cyklu, a poté došlo ke strmému nárůstu sušiny 

u K až na 4,9 mg·mL-1. U ovlivněných kultur došlo od 14. hodiny k postupnému zastavení 

navyšování sušiny a konečná hodnota u RM byla 2,3 mg·mL-1 viz graf č. 2. 
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Graf č. 1: Optická densita při 750 nm pro synchronní pokus mutantního kmenu La4 řasy 

D. quadricauda. Černou barvou je znázorněna kontrolní kultura (K), červenou barvou 

je znázorněna průměrná hustota ovlivněných kultur extraktem červeného kalu (RM). 

Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné odchylky 

byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části 

grafu.  
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Graf č. 2: Stanovení sušiny v mg·mL-1 ze synchronního pokusu s mutantním kmenem 

La4 řasy D. quadricauda. Černou barvou je znázorněna kontrolní kultura (K), červenou 

barvou je znázorněna průměrná hustota ovlivněných kultur extraktem červeného kalu (RM). 

Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné odchylky 

byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části 

grafu.  
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 Růst synchronní kultury La4 D. quadricauda byl dále sledován analyzováním změn 

v růstových parametrech a změnách celkového obsahu RNA, DNA a proteinů (kap. 4.5). 

Celkový obsah RNA se u kontrol strmě navyšoval v první polovině cyklu, ve druhé navyšoval 

již nepatrně až na celkovou hodnotu 18,15 pg na buňku. U ovlivněných kultur RM nebylo 

navýšení tak strmé, ale začínalo na vyšší hodnotě 4,8 pg na buňku a konečná hodnota byla 

14,27 pg na buňku. Obsah DNA se u kontrolních kultur poprvé navýšil mezi 8. až 14. hodinou 

a poté mírně mezi 20. a 22. hodinou. Naopak u ovlivněných kultur RM docházelo 

k pozvolnému navyšování DNA po celou dobu pokusu až na hodnotu 0,94 pg na buňku oproti 

hodnotě 1,2 pg na buňku u K. Obsah proteinů se skokově navyšoval po celou dobu světelné 

fáze u obou variant, avšak v temné fázi docházelo k dělení buněk a tím i ke snižování obsahu 

proteinu viz graf č. 3. 

 

Graf č. 3: Syntéza RNA, DNA a proteinů v pg na buňku vůči času (h) ze synchronního pokusu 

s mutantním kmenem La4 řasy D. quadricauda. Červeně – RNA, modře – DNA, 

zeleně - proteiny. Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány 

a směrodatné odchylky byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým 

obdélníkem v horní části grafu. 
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Byl pozorován velký rozdíl v nárůstu obsahu chlorofylu a během temné fáze 

u ovlivněné kultury RM, který dosáhl hodnoty u chl a 1,88 µg·mL-1 oproti 1,1 µg·mL-1 

u kontrolních kultur (viz graf č. 4). 

U ovlivněných kultur RM jsme také mohli pozorovat vyšší obsah chlorofylu b 

tj. ve 22.h cyklu 1,19 µg·mL-1 (ve 20. hodině 0,44 µg·mL-1). Došlo také k navýšení celkového 

obsahu karotenoidů u RM s nejvyšší hodnotou 0,52 µg·mL-1 v 18. hodině cyklu. V kontrolních 

kulturách bylo nejvíce karotenoidů naměřeno až ve 22. hodině cyklu o obsahu 0,44 µg·mL-1 

(viz graf č. 4). 

 

 

Graf č. 4: Obsah fotosyntetických pigmentů v µg·mL-1 vůči času (h) ze synchronního pokusu 

s mutantním kmenem La4 řasy D. quadricauda. Světle zeleně chlorofyl a, tmavě zeleně 

chlorofyl b, oranžově karotenoidy. Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly 

zprůměrovány a směrodatné odchylky byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze 

je označena černým obdélníkem v horní části grafu.  
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U kontrolních kultur bylo pozorováno postupné navyšování hodnot Fv/Fm 

až na hodnotu 0,73, která je velmi podobná startovací hodnotě 0,75. U kultur ovlivněných 

extraktem RM v temné fázi můžeme pozorovat propad až na hodnotu Fv/Fm 0,57 v 16. hodině 

cyklu. Poměr se ke konci cyklu navyšoval až na 0,63 (Graf č. 5). 

 

Graf č. 5: Fluorescenční poměr variabilní ku maximální fluorescenci (Fv/Fm) v čase (h) 

pro synchronní kultury La4 D. quadricauda. Tmavě zelená – K (kontrola), světle zelená – RM 

(red mud). Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány 

a směrodatné odchylky byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým 

obdélníkem v horní části grafu.  
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Pro stanovení obsahu vzácných kovů v řasové biomase kultivované s přidaným 

extraktem červeného kalu byla provedena analýza ICP-MS. Tato data byla zpracována 

do grafu č.6. 

Majoritními sledovanými prvky v extraktu byly V a Mn (110,1; 164,1 µg·g-1). Celkový 

obsah námi kontrolovaných vzácných kovů byl 374,1 µg na g řasové biomasy. Nejvíce 

zastoupené byly v tomto obsahu prvky Ce, La, a Nd (98,6; 63,4 a 62,9 µg·g-1).  

 

Graf č. 6: Sloupcový graf akumulace kovů v µg na g řasové biomasy La4 D. quadricauda. 

Vzorky byly analyzovány ICP-MS po smíchání triplikátu kultur. Jednotlivé kovy jsou 

seřazeny popořadě v barevných sloupcích.  
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5.2 Kultivace synchronní kultury extrémofilní řasy G. sulphuraria 

s přídavkem extraktu červeného kalu a stanovení množství 

naakumulovaných vzácných kovů z biomasy za pomoci ICP-MS. 

 

Startovací hodnoty optické density (OD) byly velmi podobné a to 0,161 pro kontrolní 

kulturu (K) a 0,143 pro ovlivněnou kulturu červeným kalem (RM). U kontrolních kultur 

dochází ke strmému nárůstu OD až do 16. hodiny cyklu na průměrnou hodnotu 1,06. 

Ovlivněné kultury RM byly v nárůstu pomalejší s nejvyšším bodem v 16. hodině při OD rovné 

0,86. Během temné fáze došlo k snížení OD u K na 0,64 a k většímu propadu u RM na 0,32 

viz graf č. 7. 

 Podobná snižující se tendence během temné fáze byla pozorován i u stanovení sušin. 

Z nejvyššího objemu sušiny v 16. hodině (0,52 pro K a 0,49 mg·mL-1 pro RM) se hodnota 

sušiny propadla až na konečný objem 0,48 pro K a 0,46 mg·mL-1 pro RM viz graf č. 8. 
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Graf č. 7: Optická densita při 750 nm pro synchronní pokus s G. sulphuraria a extraktem 

červeného kalu. Černou barvou je znázorněná kontrolní kultura (K), červenou barvou 

je znázorněná průměrná hustota ovlivněných kultur extraktem červeného kalu (RM). Obě 

varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné odchylky byly 

označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části 

grafu.  
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Graf č. 8: Stanovení sušiny v mg·mL-1 pro synchronní pokus s G. sulphuraria a extraktem 

červeného kalu. Černou barvou je znázorněná kontrolní kultura (K), červenou barvou 

je znázorněná průměrná sušina ovlivněných kultur extraktem červeného kalu (RM). Obě 

varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné odchylky byly 

označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části 

grafu.  
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Synchronnost buněk byla pozorována konfokálním mikroskopem. Na začátku cyklu 

řasy G. sulphuraria (obr. č. 8) se jednobuněčné dceřiné buňky držely v mateřské stěně u obou 

variant, avšak během 2. h cyklu mateřskou stěnu opustily. V 8. h cyklu byl pozorován začátek 

dělení chloroplastů a jader, které do 12. h cyklu bylo dokončeno. V 16. h cyklu docházelo 

k přípravě druhého dělení chloroplastů a jader. Ve 20. h cyklu bylo pozorováno 2. dělení u K, 

které bylo dokončeno do 24. h cyklu, avšak ovlivněné kontroly byly rozděleny 

až ve 28. h cyklu, kdy došlo k ukončení experimentu.     
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Obrázek č. 8: Fluorescenční fotografie synchronních kultur řasy G. sulphuraria během cyklu. 

Horní řada zobrazuje kontrolní kultury – K. Spodní řada zobrazuje ovlivněné kultury 

extraktem červeného kalu – RM. U ovlivněných kultur je patrný přídavek extraktu červeného 

kalu v okolí buněk. Jádra (zelená) byla obarvena SYBR Green I, 

chloroplasty (červeně) – autofluorescence chlorofylu.  
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Růst synchronní kultury G. sulphuraria byl dále posouzen podle změn v růstových 

parametrech a celkového obsahu RNA, DNA a proteinů (dle kap. 4.5) Celkový obsah RNA 

se u kontrol postupně zvyšoval v po celou dobu cyklu až na celkový obsah 27,1 µg·mL-1. 

U ovlivněných kultur RM bylo navyšování stupňovité ve 12. a 18. hodině cyklu s konečným 

obsahem 33,9 µg·mL-1. Obsah DNA se u kontrolních kultur se postupně navýšil až na celkový 

obsah 4,6 µg·mL-1. Nejvyšší obsah u ovlivněných kultur RM byl pozorován ve 22. hodině 

cyklu (0,95 µg·mL-1) a poté se snižoval až ke konečnému obsahu DNA 0,51 µg·mL-1. Obsah 

proteinů se u kontrolních kultur strmě navyšoval po celou dobu světelné fáze 

a poté do 24. hodiny stagnoval (73,6 µg·mL-1), následně došlo k velkému propadu 

(32,8 µg·mL-1), za který nejspíše mohlo prodloužení temné fáze. Hodnoty u kultur 

ovlivněných kyselým extraktem dosahovaly nejvýše 19 µg·mL-1, což je velice nízká hodnota 

a značí, že tato analýza není prokazatelná pro tuto variantu s řasou G. sulphuraria 

viz graf č. 9. 

 

Graf č. 9: Syntéza RNA, DNA a proteinů v µg·mL-1 vůči času (h) ze synchronního pokusu 

s červenou řasou G. sulphuraria a extraktem červeného kalu. Černě – RNA, červeně – DNA, 

zeleně – proteiny. Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány 

a směrodatné odchylky byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým 

obdélníkem v horní části grafu. 
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 Obsah chlorofylu a se u kontrolních kultur vlnovitě navyšoval s menší stagnací mezi 

18. až 22. hodinou, kdy se chl a v kontrolách začal navyšovat až do ukončení pokusu na finální 

průměrný obsah chl a u K roven 10,2 mg·L-1. Nárůst chl a u ovlivněných kultur RM byl 

celkově nižší než u K a na grafu č. X jsou viditelné dva propady obsahu ve 14. a 18. hodině 

cyklu. Celkový finální průměrný obsah chl a byl u RM roven 8,5 mg·L-1 (viz graf č. 10) 

 

Graf č. 10: Celkový obsah chlorofylu a v synchronních řasových kulturách G. sulphuraria 

v mg·L-1 vůči časové ose. Světle zeleně chlorofyl a u kontrolních kultur, tmavě zeleně 

chlorofyl a u ovlivněných kultur extraktem červeného kalu. Obě varianty byly pěstovány 

v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné odchylky byly označeny jako chybové 

úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části grafu.  
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Ovlivněné kultury RM měly více než dvojnásobně vyšší obsah karotenoidů až do 22. h 

cyklu, kdy se jejich obsah začal rychle navyšovat i u kontrolních kultur. Obsah karotenoidů 

u RM kultur stagnoval od 16. hodiny cyklu s průměrným finálním obsahemem 456 µg·mL-1. 

Kontrolní kultury navýšily svůj obsah z 307 µg·mL-1 (24. h) na finální obsah ve 28. h rovný 

491 µg·mL-1 viz graf. č. 11.   

 

Graf č. 11: Celkový obsah karotenoidů v synchronních kulturách G. sulphuraria v µg·L-1 vůči 

časové ose. Vínová barva značí kontrolní kultury, oranžově jsou značeny ovlivněné kultury 

extraktem červeného kalu. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části grafu.  
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Obsah fykocyaninu se u řasy G. sulphuraria úměrně navyšoval u obou variant, 

i když ovlivněné kultury byly pomalejší v syntéze během světelné fáze. V temné fázi cyklu 

již nedošlo k výraznějšímu navýšení a nejvyššího obsahu u K bylo dosaženo ve 20. h cyklu 

(215 mg·L-1). U RM bylo nejvyššího obsahu dosaženo ve 24. h cyklu (204 mg·L-1) 

viz graf č.12. 

 

Graf č. 12: Celkový obsah fykocyaninu v synchronních kulturách G. sulphuraria v mg·L-1 

vůči časové ose. Tmavě modrá – kontrolní kultury, světle modrá – ovlivněné kultury extraktem 

červeného kalu. Temná fáze je označena černým obdélníkem v horní části grafu. 
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U kontrolních kultur byla pozorována vyšší aktivita ve světelné fázi, nicméně v temné 

fázi ji RM kultury převýšily a ke konci pokusu dorovnaly. Nejnižší hodnoty Fv/Fm byly 

zaznamenány v 6. h cyklu a to 0,27 pro K a 0,26 pro RM. Nejvyšší hodnoty Fv/Fm pro obě 

varianty nepřesáhly počáteční hodnoty, 0,61 pro K a 0,53 pro RM viz graf č. 13. 

 

Graf č. 13: Fluorescenční poměr variabilní ku maximální fluorescenci (Fv/Fm) v čase (h) 

pro synchronní kultury řasy G. sulphuraria. Tmavě zelená – K, světle zelená – RM. Obě 

varianty byly pěstovány a měřeny v triplikátu. Hodnoty byly zprůměrovány a směrodatné 

odchylky byly označeny jako chybové úsečky. Temná fáze je označena černým obdélníkem 

v horní části grafu.  
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 Z předchozího experimentu s La4 D. quadricauda bylo navrženo sledovat akumulaci 

vzácných kovů v průběhu cyklu. Pro pokus s červenou řasou G. sulphuraria byly tedy 

navrženy pro studium akumulace kovů odběry po 8 hodinách cyklu. Přijatá data byla 

zpracována do grafu č. 14. 

 Nejvíce akumulovanými pro řasu prospěšnými kovy byly Ce a Nd. Nejvyšší hodnoty 

akumulace Ce a Nd byly zaznamenány na začátku cyklu a to 29,7 a 17,3 µg·g-1 DM. 

 Zajímavým jevem byla u řasy G. sulphuraria vysoká akumulace Lu, Th a U. Nejvyšší 

hodnoty Lu, Th a U byly zaznamenány ve 24. hodině cyklu a to 28,3; 28,4 a 21,2 µg·g-1 DM.  

 

Graf č. 14: Sloupcový graf akumulace kovů v µg na g řasové biomasy G. sulphuraria. Vzorky 

byly odebírány smícháním triplikátu kultur každých 8 h v průběhu experimentu. Jednotlivé 

kovy jsou seřazeny popořadě v různých barvách podle legendy. 

 

  

RM 0 h RM 8 h RM 16 h RM 24 h

A
k
u

m
u
la

ce
 k

o
v
ů

 (
µ

g
·g

-1
)

0

5

10

15

20

25

30
Y 

La 

Ce 

Pr 

Nd 

Sm 

Eu 

Gd 

Tb 

Dy 

Ho 

Er 

Tm 

Yb 

Lu 

Th 

U 



53 

 

5.3 Kultivace nesynchronní kultury řasy G. sulphuraria v 

různých trofických režimech s extraktem červeného kalu. 

 

Kultury byly nasazeny na hodnotu sušiny 0,18 mg·mL-1 a po dobu 48 h rostly 

identicky. Posledních 24 h rostla nejlépe mixotrofní kontrola s výslednou sušinou 

3,52 mg·mL-1, autotrofní kontrola dosáhla výsledné sušiny 3,1 mg·mL-1. Autotrofní kultura 

ovlivněná extraktem červeného kalu (RM) rostla lépe (3,42 mg·mL-1) než ovlivněná 

mixotrofní kultura s výslednou hodnotou sušiny 2,62 mg·mL-1 viz graf č. 15. 

 

Graf č. 15: Stanovení sušiny v mg·mL-1 z nesynchronních auto- a mixotrofních kultur řasy 

G. sulphuraria. Vínová – autotrofní K, oranžová – autotrofní s RM, žlutá – mixotrofní K, 

zelená – mixotrofní s RM. Obě varianty byly pěstovány v triplikátu. Po 48 h byl přidán 

1 % glycerol k mixotrofním kulturám.  
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Při analýze dat z ICP-MS byl kladen, na základě předchozích poznatků, vyšší důraz 

na akumulaci lanthanoidů (REEs). Celkové množství naakumulovaných REEs 

v auto- i mixotrofních kontrolách bylo nižší než 0,1 µg na g řasové biomasy (DM). Autotrofní 

kultura ovlivněná extraktem RM naakumulovala nejvíce yttria a ceru, a to v obsahu 

5,4 a 0,5 µg·g-1 DM.  Naopak mixotrofní kultura i přes nejnižší růst naakumulovala 

94,3 µg·g-1 DM yttria a 9,8 µg·g-1 DM europia. V grafu č. 16 není započítán obsah 

naakumulovaného Th a U, který byl pro autotrofní kulturu 8,0 a 1,4 µg·g-1 DM 

a pro mixotrofní kulturu 10,1 a 2,4 µg·g-1 DM. 

 

Graf č. 16: Sloupcový graf akumulace REEs v µg na g z auto- a mixotrofní řasové biomasy 

G. sulphuraria. Auto K – autotrofní kontrola, Auto + RM – autotrofní kultura ovlivněná 

extraktem červeného kalu, Mixo K – mixotrofní kontrola, Mixo + RM – mixotrofní kultura 

ovlivněná extraktem červeného kalu.  
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6 DISKUZE 

  Globální úložiště červeného kalu okupují rozsáhlá území, což vede, kvůli toxicitě 

a zásaditému pH kalu, k poškozování životního prostředí (Zinoveev et al., 2021). Tento odpad 

se přitom jeví jako téměř nevyčerpatelný zdroj kovů, např. železa, nebo mikroprvků, které 

jsou v případě řas potřebné pro jejich růst (Laguna et al., 2011). V neposlední řadě by mohl 

sloužit jako cenný zdroj lanthanoidů a jiných kritických kovů. Zejména v případě lanthanoidů 

(cca 170 mg·kg-1 kalu) se zdá být vhodnější hovořit o opětovné těžbě než o recyklaci 

(Čížková et al., 2019a). 

 Mnoho studií se zabývalo biologickým loužením různých rud a průmyslových odpadů 

(Brisson et al., 2016; Dev et al., 2020; Faramarzi et al., 2020), pouze několik z nich však 

zahrnuje bioloužení červeného kalu, zejména pro extrakci REEs (Qu et al., 2019a; Qu & Lian, 

2013). Zkoumány byly plísňové kmeny jako Penicillium tricolor (Qu, et al., 2019a) 

a Aspergillus niger (Pedram et al., 2020; Qu et al., 2019b) a mikrořasy (Čížková et al., 2019a) 

jako Desmodesmus quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii a Parachlorella kessleri. 

Hlavními nevýhodami použití hub a mikrořas oproti bakteriím je tvorba velkého množství 

biomasy a spór, které prodražují proces a způsobují sekundární znečištění (Qu et al. 2019b). 

Náročná je také separace částic RM z biomasy hub (Qu et al., 2015). 

 Předchozí studie prokázaly, že surový rozpuštěný kal v řasových kulturách způsobuje 

limitaci světla již při koncentraci 0,05 g kalu na litr média (Náhlík, 2018), a proto byl připraven 

kyselý extrakt červeného kalu. Analýza ICP-MS ukázala, že nejvhodnější pro rozpouštění kalu 

byla 10 % HNO3. Takto koncentrovaná kyselina nejvíce louhuje námi požadované vzácné 

kovy a tím i navyšuje jejich bio-dostupnost. Díky přefiltrování byl extrakt RM bezbarvý 

a nezpůsobil tak limitaci světla. Kultivace řas probíhala s přídavkem extraktu o koncentraci 

0,25 g·L-1, což je pětkrát více než uvádí Náhlík, (2018). Kyselý výluh snižoval pH po přidání 

do médií (1/2 ŠS a Galdieria) na hodnotu kolem 1,8. Pro zvýšení pH byl použit amoniak, 

jenž způsobil lehké zakalení kultur, které však neovlivnilo dopadající intenzitu světla.  

 Vhodným modelovým organismem pro základní i aplikovaný výzkum se jeví některé 

jednobuněčné zelené řasy, protože jsou velmi dobře prozkoumány v oblasti regulace 

buněčného cyklu, fyziologie, molekulární biologie či fotosyntézy a biotechnologických 

aplikací (Schroda et al., 2015; Umen, 2018; Milada Vitova et al., 2015; Zachleder et al., 2016). 

Řasa Desmodesmus quadricauda byla vybrána, jako nejlepší akumulátor REEs 

v Čížková et al., (2019a). Na základě těchto zkušeností byl pro první experiment použit 
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La4 mutant řasy D. quadricauda. Tento mutant vznikl indukovanou mutagenezí a následnou 

selekcí na vysokých dávkách lanthanoidů. Mohl by být dále užitečný v projektech 

pro recyklaci vzácných kovů in situ ze znečištěných odpadních vod, průmyslových odpadů, 

nebo jako bioremediační prostředek pro vychytávání anorganického a organického znečištění 

z vod (Das et al., 2013; Kim et al., 2007; Palmieri et al., 2000; Salama et al., 2019). 

 Kontrolní kultura mutantního kmene La4 D. quadricauda přibližně zpětinásobila svůj 

růst během svého buněčného cyklu (Graf č. 2), což vypovídá o vyšší růstové rychlosti 

než u divokého typu D. quadricauda (2,7x), který byl pěstován za stejných podmínek v práci 

Čížková et al., (2019a). Ovlivněná kultura RM ztrojnásobila svůj objem, ale její OD i sušina 

začali klesat během temné fáze cyklu (Graf č. 1 a 2). U řas mohou být významné části denní 

fotosyntetické produktivity ztraceny v noci, kdy probíhá dýchání (Edmundson & Huesemann, 

2015). Noční úbytek biomasy zůstává zanedbávaným aspektem optimalizace produktivity řas 

při kultivaci (Hu et al., 1998).  

 Velký důraz byl také kladen na analýzy fotosyntetických pigmentů, protože jejich 

syntézu a funkci mohou některé vzácné kovy ovlivnit. Byl pozorován velký nárůst všech 

fotosyntetických pigmentů u ovlivněných kultur RM (Graf č. 4). Navýšení celkového 

množství chlorofylu v biomase D. quadricauda za přítomnosti solí REEs byl popsán 

Řezankou et al., (2016a). Relativní konstantní poměr chlorofylu a/b lze podstatně změnit 

podmínkami prostředí (Gevaert & Rees, 2015), jako je intenzita světla, spektrální složení 

(kvalita) světla (Melis, 1991) nebo přítomnost těžkých kovů (Maina & Wang, 2015; Rocchetta 

et al., 2012). 

Vliv RM na účinnost fotosyntézy byl posuzován stanovením poměru Fv/Fm. 

Zatímco u kontrolních kultur bylo pozorováno postupné zrelaxování RC, stres způsobený 

extraktem RM zapříčinil postupné poškození RC, jak je patrné z dosažení nejnižší hodnoty 

Fv/Fm 0,57 v 16. hodině cyklu, kdy začala temná fáze cyklu (Graf č. 5). Podobnou inhibici 

popsal Ouyang et al., (2012) u C. vulgaris, která podobně reagovala na vysoké koncentrace 

Cr a Cd. K částečnému zrelaxování RC u C. vulgaris došlo až po 96 h. V reakci na zvýšení 

koncentrace chrómu byly pozorovány významné změny maximální fotochemické účinnosti 

poměru PSII (Fv/Fm) i u řasy Ulva lactuca (Ünal et al., 2010).  

Analýza ICP-MS potvrdila vysoké hodnoty naakumulovaných vzácných kovů 

v biomase. Kyselý extrakt červeného kalu navýšil bio-dostupnost prvků více než vodný roztok 

surového červeného kalu, který byl použit v Čížková et al., (2019a). Mutantní kmen La4 řasy 
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D. quadricauda s vyšší schopností akumulace REEs ve spojení s kyselým extraktem RM 

naakumuloval 3krát více Ce a 4x více La a Nd, než uvádí Čížková et al., (2019a) (Graf č. 6). 

 Jako další modelový organismus pro kultivaci s kyselým extraktem červeného kalu 

byla vybrána extrémofilní červená řasa G. sulphuraria. Tuto řasu se podařilo 

zesynchronizovat teprve nedávno (Jong et al., 2021; Náhlík et al., 2021). U kontrolních kultur 

bylo dělení na 4 dceřiné buňky dokončeno během 24 hodin v celé populaci podobně 

jako v práci Náhlík et al., (2021). U ovlivněných kultur RM byl cyklus dělení pomalejší 

a buněčný cyklus byl dokončen po 28 hodinách. U ovlivněných kultur bylo také pozorováno 

dělení na 8 dceřiných buněk (≤ 1 % v populaci), jak bylo popsáno v práci Jong et al., (2021). 

Nárůst sušiny byl velmi podobný, jako zmiňuje Čížková et al., (2021). 

 Analýzou nukleových kyselin podle Wank, (1962) s modifikací od Lukavský et al., 

(1973) bylo možné stanovit obsah nukleových kyselin u K i RM podobně jako v Náhlík et al., 

(2021) (Graf č. 9). Proteinová analýza podle postupu popsaného Lowry et al., (1951) 

u ovlivněných kultur RM nebyla funkční. Možným důvodem je nízké pH Galdieria média 

(Řezanka et al., 2016b), nebo interference některého z kovů obsažených v červeném kalu. 

Nicméně stanovení proteinů nebylo možné ani dle Bradford, (1976) nebo BCA metodou 

dle He, (2011), tudíž metodika pro stanovení proteinů řasy G. sulphuraria s přídavkem 

extraktu červeného kalu není zatím vypracována.  

  Stejný důraz na analýzy fotosyntetických pigmentů jako u La4 D. quadricauda byl 

kladen i u extrémofilní červené řasy G. sulphuraria, i přesto, že červené řasy mají jiné složení 

pigmentů. Obsah chlorofylu a byl u ovlivněných kultur RM nižší než u kontrolních kultur, 

ale obsah karotenoidů byl mnohem vyšší u RM, než u K (Graf č. 10 a 11). Takové 

mnohonásobné navýšení obsahu karotenoidů, ale i chlorofylu a je popsáno také 

v Čížková et al. (2021), ale v případě naší práce nedošlo k navýšení chlorofylu a, který je 

u ovlivněných kultur RM zde nižší než u K. Obsah fykocyaninu (Graf č. 12) je nižší 

u ovlivněných kultur, ale jeho nízký obsah můžeme pozorovat i u K, tudíž není možné tuto 

metodiku použít pro biotechnologické získávání této látky (Wan et al., 2016). Obsah 

fykocyaninu je možné navýšit např. změnou trofického režimu za přidání cukrů (Sloth et al., 

2006; Wan et al., 2016). 

 Celkový propad v poměru Fv/Fm, následovaný jeho zpětným navýšením 

až na hodnoty ≥ 0,5, ukazuje na částečné zrelaxování RC II (Graf č. 13). Při nízkém 

pH a zdrojem dusíku z amoniaku a dusičnanů, byly podobné hodnoty Fv/Fm mezi 0,5 – 0,6 
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naměřeny u G. maxima (Iovinella et al., 2020). Podle Ley & Butler, (1977) a Butler, (1978) 

je světlo absorbované fykobilisomy sbíráno téměř výhradně do malých jednotek RC II, 

zatímco 95 % světla absorbuje chlorofyl a je distribuováno do velkých jednotek RC I. Světlo 

vlnových délek absorbovatelných chlorofylem a, tedy umožňuje pouze nepatrnou produkci 

kyslíku. V řase Ulva sp., jak naznačuje Franklin et al., (1992), je rychlý pokles Fv/Fm 

způsobený zvýšením Fo, které je citlivé na chloramfenikol, a může reflektovat poškození 

RC II. 

 Závislost akumulace vzácných kovů na fázích buněčného cyklu se nepotvrdila. 

Zajímavý byl trend snižování akumulace kovů v časovém rozmezí cyklu (Graf č. 14). 

Také řasa G. sulphuraria překvapivě naakumulovala až o třetinu méně kovů 

než La4 D. quadricauda. Zajímavým jevem byla u řasy G. sulphuraria vysoká akumulace 

Lu, Th a U, tyto prvky dosahovaly ve výsledku vyšších hodnot než nejvíce akumulované 

lanthanoidy, tj. Ce a La. Obsah naakumulovaných vzácných kovů v sušině je podobný 

jako u řasy D. quadricauda v Čížková et al., (2019a). Dostupnost skupin vázajících kovy 

v řasách vždy závisí na pH média. Tyto skupiny mohou udržovat záporně nabitý povrch 

za kyselých podmínek. Nicméně extrémně nízké pH (< 2) biosorpci kovů mikrořasami snižuje. 

Vysoké koncentrace H+ iontů snižují biosorpci kovů tím, že jim brání ve vazbě na ligandy 

na buněčném povrchu (Volesky, 2007; Zeraatkar et al., 2016).  

Protože předešlé výsledky neprokázaly závislost akumulace vzácných kovů 

na buněčném cyklu, nebylo zapotřebí udržovat pro další pokus synchronní kulturu. Řasu 

G. sulphuraria je možné kultivovat za mixotrofního režimu s přidáním glycerolu (Náhlík 

et al., 2021). Proto bylo vyzkoušeno ovlivnění mixotrofní kultury extraktem červeného kalu. 

I přesto, že ovlivněná autotrofní kultura rostla lépe než ovlivněná mixotrofní kultura, 

tak mixotrofní kultura naakumulovala desetkrát více vzácných kovů (Graf č. 16). Nejvíce bylo 

akumulované yttrium. Mixotrofní kulturou řasy G. sulphuraria byla úspěšně popsána 

akumulace cesia (Fukuda et al., 2018) nebo Nd, Dy a La (Minoda et al., 2015). Akumulace 

lanthanoidů z luminoforových odpadů FL a CFL za využití mixotrofní kultury řasy 

G. phlegrea byly mnohonásobně vyšší než jejich akumulace z červeného kalu u G. sulphuraria 

(Čížková et al., 2021).  
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7 ZÁVĚR 

 Kyselý extrakt červeného kalu zvýšil bio-dostupnost vzácných kovů, navíc nelimitoval 

světelné podmínky, protože je bezbarvý. Přidané vzácné kovy z extraktu červeného kalu 

negativně ovlivnily růst a navýšily obsah fotosyntetických pigmentů u ovlivněných kultur 

La4 D. quadricauda. Analýza ICP-MS potvrdila vysoké hodnoty naakumulovaných vzácných 

kovů v biomase mutantního kmenu La4 D. quadricauda z extraktu červeného kalu. 

Po vyhodnocení analyzovaných dat z pokusu je patrné, že byla řasa G. sulphuraria 

ve zvýšeném stresu z přidání extraktu červeného kalu a nevykazovala tak lepší růst než 

mutantní kmen La4 D. quadricauda. Řasa G. sulphuraria ovlivněná extraktem červeného kalu 

navýšila obsah karotenoidů, avšak snížila obsah chlorofylu a. Závislost akumulace kritických 

kovů na fázi buněčného cyklu u řasy G. sulphuraria se nepotvrdila, navíc byla akumulace 

kovů až o třetinu nižší, než u La4 D. quadricauda. Mixotrofní kultura řasy G. sulphuraria 

s extraktem z červeného kalu rostla nejpomaleji, avšak akumulovala vyšší obsah kritických 

kovů než její autotrofní varianta.  

Tyto poznatky o akumulaci vzácných kovů mikrořasami a jejich vliv na buněčný růst 

a tvorbu fotosyntetických pigmentů pomůžou v dalším výzkumu regulace buněčného cyklu 

řas externími faktory a bioakumulace kovů z průmyslových odpadů. 
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10 SEZNAM ZKRATEK 

CP   „commitment point“ neboli regulační bod 

DAPI   2-(4-Amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidine 

DNA  Deoxyribonukleová kyselina 

EMS  Ethylmethansulfonát 

Fv/Fm   Fluorescenční poměr variabilní ku maximální fluorescenci  

G1   1. přípravná fáze buněčného cyklu 

G2   2. přípravná fáze buněčného cyklu 

G3   3. přípravná fáze buněčného cyklu 

ICP-MS  „Inductively coupled plasma-mass spectrometry“  

K   kontrolní kultura 

L/D    režim světlo/tma (light/dark) 

La4  označení mutantního kmene řasy D. quadricauda 

M   mitotická fáze buněčného cyklu  

OD   optická densita 

PGM   kovy platinové skupiny 

pS   předsyntetická fáze buněčného cyklu 

RC I   Reakční centrum fotosystému I 

RC II  Reakční centrum fotosystému II 

rcf   „relative centrifugal force“ neboli relativní centrifugační síla 

REEs „rare-earth elements“ neboli Prvky vzácných zemin či lanthanoidy 

RM    „red mud“ – červený kal  

RNA  Ribonukleová kyselina 



77 

 

S   syntetická fáze buněčného cyklu  

SYBR GREEN I  N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-

ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-

diamine 

SZÚ Státní zdravotní ústav 

v/v   objemová procenta 

 


