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CIELE PRACE

V diplomovej praci sa budem venovat’ produkcii lipidov zelenymi riasami a ich naslednym pouZzitim
na vyrobu biopaliv. Dalej sa budem venovat’ experimentalnemu zvy$ovaniu produkcie lipidov kmefov
zelenej riasy Scenedesmus z mojej kolekcie vyizolovanie v ramci bakalarskej prace. V praci som si
vytvoril nasledujuce ciele:

1. Analyza produkcie lipidov v ramci celej kolekcie kmetiov riasy Scenedesmus.

2. Kultivacia vybranych kmefov vo vystupnej vode z COV a schopnost’ odstrafiovania N a P.

3. Experimentalne zvySovanie produkcie lipidov vybraného kmena pomocou stresového faktoru

salinity
4. Konstrukcia fotobioreaktora a vyprodukovanie dostato¢nej biomasy rias na vyrobu vlastného

biodiesla.



UVvOoD

Ludstvo v 21. storo¢i stoji pred ddlezitou ulohou, a to najst’ spol'ahlivi nahradu za fosilne paliva.
Zvysujuca sa globalizacia spOsobuje narast industrializacie a motorizmu, ¢o ma za nasledok
zvySovanie dennej spotreby fosilnych paliv. Priemerna dennd spotreba ropy na celom svete v roku
2020 je priblizne 98 tisic barelov ropy. Zasoba ropy na konci roka 2019 bola priblizne 1800 miliénov
barelov, ¢o by mohli pravdepodobne vystacit' do roku 2067 (Statistical Review of World Energy
2020). Najvhodnejsi alternativny zdroj energie predstavuju biopaliva, ktoré st vyrabané
z obnovitel'nej biomasy (Nigam & Singh 2011), ale nie v8ak vsetky typy biopaliv su perspektivne do

buducnosti.

1.1. Co je to biopalivo

Biopaliva na rozdiel od fosilnych paliv sa produkuju z biomasy, ktora vznikla pomocou
biologického procesu za vel'mi kratku dobu v podobne niekol’kych mesiacov alebo rokov. Na vyrobu
fosilnych paliv sa vyuziva biomasa, ktora vznika vel'mi pomalym geologickym procesom formacie
(Datta, Hossain & Roy 2019).Velkou vyhodou biopaliv proti beznym fosilnym palivam je ten, Ze
biopaliva st obnovitelné a ich produkcia je prakticky neobmedzena. Dalsou velkou vyhodou biopaliv

je nizky negativny dopad na zivotné prostredie (Biofuel Definition (investopedia.com)). Nie vsak

vSetky biopaliva maja rovnaky pozitivny dopad na zivotné prostredie a rovnaky potencial. EXistuje
mnozstvo typov biopaliv, najjednoduchsie rozdelenie biopaliv je na primarne a sekundarne (pozri obr.
1).

Ako primarny typ biopaliv vyuzivame biomasu, ktord mézeme vyuzivat ihned’ po zbere V jej
prirodzenej forme bez zlozitej upravy ako su palivové drevo, pelety alebo triesky (FAO 2008, Nigam
& Singh 2011)..

Pri sekundarnom type biopaliv je uz potrebné biomasu upravit’ a extrahovat’ z nej energetické
latky, ktoré st dalej vyuzivane ako biopalivo. Medzi sekundarne typy biopaliv patri napriklad
bioetanol, biodiesel alebo bioplyn (FAO 2008, Nigam & Singh 2011). Sekundarne typy biopaliv sa
nasledne d’alej rozdel'uju podl'a typu pouzitej biomasy do doposial’ troch znamych generacii (pozri
obr. 1).
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1.2. Typy biopaliv
1.2.1. Bioetanol

Bioetanol sa z biomasy tvori pomocou fermentacie Sest-uhlikatych sacharidov, ako je najéastejsie
glukéza. NajéastejSimi zdrojmi biomasy st cukrova repa, kukurica alebo iné konzumné obilniny.
Biomasa vSak vacsinou neobsahuje len glukozu, ale velké mnozstvo zlozitych latok. Tieto latky je
potrebné biologickou alebo chemickou cestu rozlozit' na glukézu, ktora podlicha fermentacii
apretvara sa na bioetanol. Bioetanol je mozné primiesat’ do benzina a pouzivat' ako palivo do
zazihovych motorov. Oproti benzinu a ma bioetanol asi len 66% z celkovej energie, ale na druhej
strane dokaze znizit' mnozstvo emisii oxidu uhol'natého a siry. Jedna z mensich nevyhod pouzivania
bioetanolu je jeho reakcia s dusikom v atmosfére, ¢o ma za nasledok vznik oxidov dusika (FAO 2008,
The Royal Society 2008).

1.2.2.Biodiesel

Biodiesel je na rozdiel od bioetanolu produkovany z biomasy, ktora je bohata na oleje. Su to

hlavne olejnaté plodiny, ako repka olejna, sdja, palmové a kokosové plody, ale medzi olejni biomasu
taktiez patri aj Zivocisny tuk. Vysledna kvalita a vyuzitie biodiesla zavisi na kvalite a type pouzitej
biomasy. Olejnaté plodiny aj Zivo¢iSny tuk maji rozne zloZzenie mastnych Kyselin a od toho zavisi aj
vysledna viskozita. (FAO 2008, The Royal Society 2008).
Biodiesel sa z biomasy vytvara pomocou chemického procesu transesterifickacie. Transesterifikacia sa
od beznej esterifikacie podstatne lisi. Pri esterifikacii reaguje mastna kyselina s alkoholom za vzniku
vody a esteru. Pri transesterifikacii do reakcie ester vstupuje uz ako reaktant a nie len ako produkt. Pri
transesterifikacii reaguje ester mastnej kyseliny s alkoholom za vzniku iného esteru (Otera 1993.).
(Podrobnejsi popis v kapitole 1.9)

Biodiesel sa mdze vyuzivat rovnako ako bezny diesel do vznetovych motorov. Mdze sa pouzivat
Cisty alebo zmiesany s beznym dieselom. Podobne ako bioetanol, ma biodiesel vyrazne niz§iu
produkciu sirnych emisii (FAO 2008).

Kvalita biodiesla zavisi na kvalite a type biomasy, z ktorej je vyrobeny. Mnozstvo uz uzivanych
biodieselov, ako napriklad biodiesel vytvoreny z repky olejnej, sa na zaéiatku zdal vel'mi potencialny
a po dlh§om cCase pouzivania sa ukazal ako neefektivny pre dlhodobu investiciu. Hlavnym dévodom
bolo znizovanie zivotnosti motorov. lde hlavne o mensie typy motorov, ktoré sa nachadzaji
v osobnych automobiloch. Vo vic¢sich motoroch, aku napriklad polnohospodarske stroje, je

pouzivanie biodiesla z dlhodobého hl'adiska dobra investicia (Nigam & Singh 2011).
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Kvalita biodiesla zalezi na type mastnych kyselin, ktorych su zloZené lipidy v danej biomase. Na
vyrobu kvalitného biodiesla je potrebné aby biomasa obsahovala vdc¢Sie mnozstvo nenasytenych
mastnych kyselin (Sajjadi et al. 2018) s dlhsimi retazcami, ako napriklad C:18 az C:22 (Knohte 2009,
Halim, Danquah & Webley 2012). Nenasytené mastné kyseliny s dlh$imi retazcami dokazu znizit
bod tuhnutia a zakalenia biodiesla (Sajjadi et al. 2018). Zakalenie biodiesla je samovolné tvorenie
tuhych krystalikov pri urcitej teplote. Nenasytené mastné kyseliny obsahuju dvojité véazby, ktoré
ohybaji molekularnu struktaru lipidov a zabranuje sa tak tvorbe agregatov alebo krystalikov (Halim,
Danquah & Webley 2012). Bod zakalenia alebo teplota, pri ktorej sa zac¢nt tvorit’ krystaliky, sa
u surového biodiesla pohybuje od 0 priblizne do 20 °C. (Mittelbach and Remschmidt 2005; Moser
2008). Pouzivanie takéhoto typu biodiesla by bolo vnaSich stredoeuropskych podmienkach

neprijatel'né, pretoze krystaliky by po dlh§om uzivani upchavali filtre v motore.
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Obr. 1: Delenie biopaliv (Modifikované podl'a Firoz et al. 2012).

Sposob ako znizit’ pod zdkalu a tuhnutia je proces odstranenia zvy$kovych nasytenych mastnych
kyselin zvany ,,winterization®. Dany proces dokaze znizit' bod tuhnutia a zakalenia pri kvalitnych
biodieseloch aZz na -40°C (pri menej kvalitnych na -7 °C). Na druhej strane nenasytené mastné
kyseliny majt nizku oxidativnu stabilitu a mézu podliehat’ autooxidacii nenasytenych vézieb. To moze

mat’ za nasledok tvorbu sedimentov v motore a jeho nasledného poskodenia (Sajjadi et al. 2018).
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Metoda ako predist’ autooxidacii biodiesla je pridanie antioxidantov. Rovnaky proces sa pouZiva aj na
osetrenie beznych jedlych olejov a dnesny vyskum ukazuje, Ze rovnaky proces je mozné pouzit’ aj na

biopaliva (Dunn 2008).

1.3. Generacie biopaliv

1.3.1. Biopaliva prvej generacie

Na vyrobu biopaliv sa vyuziva biomasa, ktora je beZzne vyuzivana na konzumaciu, tzv. ,edible
biomass*. Medzi tieto patri hlavne cukrova trstina, cukrova repa, kukurica, pSenica alebo zemiaky
(Nigam & Singh 2011, Lee & Lavoive 2013, Datta, Hossain & Roy 2019). Vsetky tieto plodiny su
energeticky bohaté, cenovo vyhodné a celkovy proces zu§lachtenia biomasy na finalne biopalivo je
pomerne jednoduchy. Velmi €asto pouzivanymi zdrojmi biomasy na vyrobu bioetanolu sa hlavne
kukurica a cukrova trstina. Cukrova trstina ma oproti inym vyhodu, Ze obsahuje jednoduché sacharidy,
ako je priklad glukéza, ktoré mézu byt’ spracované pomocou fermentacie na etanol. Na druhej strane
kukurica je energeticky viac bohatsia a je to dobry zdroj uhl'ovodikov a skrobu. Skrob je ale potrebne
hydrolyzovat’ na jednoduché sacharidy, a az tie mézu podliehat’ fermentacii. Ako enzym, ktory sa
vyuziva na hydrolyzu Skrobu je alfa-amyloza. Vyhodou vSak je, Ze enzym alfa-amyloza je dobre
dostupny a pomerne lacny. Vysledkom je, ze produkcia bioetanolu z kukurice je ekonomicky
rentabilna vyhodna. Podobne je to s vyrobou biodiesla. Biodiesel sa vyraba z biomasy bohatej na tuky
aoleje ado vysledného stavu sa pretvara pomocou chemického procesu transesterifickacie. Do
procesu transesterifikacie je vSak potrebné pridavat’ alkohol. Necastejsie sa vyuziva metanol, pretoze
je vel'mi lacny oproti inym alkoholom. (Lee & Lavoive 2013; Datta, Hossain & Roy 2019).

Velkou nevyhodou biopaliv prvej generacie, je ich negativny vplyv na Zivotné prostredie a na
potravinarsky priemysel. Plodiny, z ktorych sa biomasa vytvara, slizia bezne ako potravina a pri ich
masovej vyrobe, by sa vyrazne obmedzil zdroj potravin pre ¢loveka. To by malo za nasledok konflikt
potravinarskeho a energetického sektoru o podu alebo by sa zacali zarodiovat’ d’alSie plochy, ¢o by
malo za nasledok odlesiiovanie alebo vysusovanie mokradov a luznych oblasti. Dalsou nevyhodou je
vel’ka spotreba vody, pretoze polia s plodinami je potrebné neustale zavlazovat, atak isto aj
pouzivanie hnojiv a postrekov (The Royal Society 2008). Dalsou nevyhodou je pouzivanie tazkej
mechanizacie na obrabanie a zber biomasy, ¢o ma za nasledok vysSiu uhlikova stopu. Producenti
danej energetickej biomasy vyuzivaji fosilne paliva do pol'nohospodarskych strojov, aby znizili

produk¢né naklady na jednotku biomasy.
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1.3.2. Biopaliva druhej generacie

Biopaliva druhej generacie vyuzivaji na rozdiel od prechadzajucej generacie biomasu, ktora sa
nevyuziva ako potravina tzv. ,,non-edible biomass*, pretoze ¢asto obsahuje velké mnozstvo ligninu.
Medzi biomasu druhej generacie alebo inak ligninocelulozovi biomasu patri hlavne odpadova
biomasa z lesnickeho alebo pol'nohospodarskeho priemyslu, ato odpadové drevo, slama alebo trava.
(Datta, Hossain & Roy 2019). Tato biomasa obsahuje velké mnozstvo celulézy, ¢o je hlavny
komponent bunkovej steny a je energeticky vel'mi bohaty. Celuloza je polysacharid tvoreny rozne
dlhymi retazcami glukézy (100 az 1000 jednotiek) aje potrebné ju hydrolyzovat na jednotlivé
jednotky glukdzy. V tom nam vsak brani spominany lignin. Z biomasy je preto nutné pred hydrolyzou
celulézy, chemicky lignin odstranit. V&¢Sinou sa na upravu alebo aj na celkovy proces vyroby
biopaliv druhej generaciu vyuzivaji termochemické reakcie, ktoré su viac nakladné na energiu aj
financie nez chemické reakcie vyuzivané na zuslachtenie biomasy prvej generacie. (FAO 2008; The
Royal Society 2008; Datta, Hossain & Roy 2019).

Na druhej strane cena biomasy je vyrazne niz§ia ako pri biopalivach prvej generacie. Biomasa je
vécsinou klasifikovana ako odpad alebo vedl'ajsi produkt. Tym padom sa zniZia naklady na produkciu
biomasy. Dalsou vyhodou je nizky vplyv na Zivotné prostredie, pretoze biomasu dostavame véésinou
ako vedrlajsi produkt, napriklad pri potravinarskom priemysle ako je slama alebo odpadové drevo
(FAO 2008; The Royal Society 2008; Lee & Lavoive 2013; Datta, Hossain & Roy 2019). Na druhej
strane, niektoré rychlorastice rastliny obsahujuce ligninocelulozu, ako je napriklad topol’, sa moézu
kultivovat’ primarne pre Gcel vyroby biopaliv. Pri tomto pripade je vplyv na prostredie podobny
biopalivam prvej generacie atakisto aj zataz na prostredie, hoci na hektar pody mozeme
vyprodukovat’ viac pouZitej biomasy nez pri biopalivach prvej generacii (FAO 2008). Vic¢sinou sa
vsak ale pouziva odpadova biomasa, pretoze naklady na zuslachtenie si velmi vysoké a priama
kultivacia biomasy by bola ekonomicky nevyhodna (The Royal Society 2008).

Medzi biopaliva druhej generacie moézu patrit’ aj prepaleny rastlinny olej, ktory zlozenim je
podobny skor biopalivam prvej generacie. PretoZe neobsahuje lignin ani celulozu je taktiez brany ako
odpad a jeho vyroba nezatazuje Zivotné prostredie. Cena za produkciu biomasy je nizka az nulova, ¢o
je vel’kou vyhodou (Datta, Hossain & Roy 2019).

1.3.3. Biopaliva tretej generacii

Biopaliva tretej generacii vyuzivaju ako zdroj biomasy makro a mikroriasy. Zlozenie biomasy je
podobné ako pri prvej generacii. Obsahuji hlavne jednoduché oleje, ktoré nie su rezistentné voci
rozkladu a daju sa tak extrahovat’ bez zlozitych termochemickych reakcii, ako pri biopalivach druhej

generacie. Na druhej strane, pomer vyuzitenych casti biomasy vo¢i nevyuzitelnym je podobny ako
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pri biopalivach druhej genericie, pretoze vic¢Sina biomasy rias moze byt zuslachtena na biopaliva
(Datta, Hossain & Roy 2019). Kultivovanie biomasy rias pre energetické ucely ma oproti ostatnym
dvom generaciam mnozstvo vyhod. Kultivovanie rias je nenarotné na prostredie, podu a vodu.
Priblizne 92% vody, v ktorej sa riasy pestujti, méze byt vyuzita na d’al$iu kultivaciu. Straty vody su
len pri suseni biomasy a popripade odparovani, ak pouzivame otvorené nadrze (vysvetlené v d’alSej
kapitole). Riasy mozno kultivovat’ v sladkej, brakickej ¢i morskej vode aj s vel'mi vysokou salinitou.

Kultivacia rias ma oproti pestovaniu inej biomasy vel'ku vyhodu, a to nesezoénny zber a rychly rast.

Tab. 1: Porovnavanie vytaznosti produkcie lipidov na jednotku plochy a obsah lipidov (obsah lipidov pri vyssich rastlinach
sa vzt'ahuje len na plody a semend, pri riasach sa vztahuje na vahu celej suchej biomasy, prevzaté z Chisti 2007;Lam & Lee

2012; Sajjadi et al. 2018).

Plodina m?® / hektar Obsah lipidov %
Oil Palm (Elaeris guineensi) 5,7 35,3
Kokosovy orech (Cocos nucifera) 2,6 35,3
Avokado (Persea americana) 2,5 8-32
Jatrofa (Jatropha curcas) 18 28
Jojoba (Simmndsia chinensis) 1,7 48 — 56
Olivovnik (Olea europaea) 1,15 20
Repka olejna (Brassica napus) 1,14 30
Slneénica (Helianthus annuns) 0,92 47,3
Ryza (Oriza sativa) 0,9 10
Hor¢ica (Brassica alba) 0,55 36 — 46
Kava (Coffe arabica) 0,44 10-20
Soja (Glycine arabica) 0,44 17,7
Ovos (Avena sativa) 0,2 3,1-11,6
Kukurica (Zea mays) 0,17 4
Mikroriasy (nizky obsah lipidov) 58,7 30
Chlorella sp. 8-32
Dunaliella sp. 23
Scenedesmus sp. 10-30
Chlamydomonas sp. 22,7
Spirullina sp. 7,72
Mikroriasy (stredny obsah lipidov) 97,8 50
Nannochloropsis sp. 35-68
Scenedesmus obliguus 30-56
Phaeodactylum sp. 18 - 57
Microcystis sp. 40,1
Mikroriasy (vysoky obsah lipidov) 136,9 70
Schizochytrium sp. 50 -77
Botryococcus braunii 25-75
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Biomasu rias mozno kontinualne alebo semikontinudlne odoberat’ tak cCasto, ako tu umozni
rychlost’ rastu, kdezto iné plodiny vyssich rastlin je mozné odoberat’ len raz ro¢ne (Leite, Abdelaziz &
Hallenbeck 2013; Lee & Lavoive 2013; Alam, Mobin & Chowdhury 2015).

Nevyhodou kultivacie riasovej biomasy je vSak vysokd pociatocnd investicia do kultivaénych
zariadeni a cena energii pri zbere a spracovani biomasy na findlny produkt. Riasy na rast taktiez
potrebuju Specifické podmienky, ako je napriklad teplota, preto je problematické kultivovat' riasy
v severnych krajinach, kde teplota vzduchu v zimnych mesiacoch je niz§ia nez 0°C (Chisti 2007).
Pocas chladnych zimnych obdobi by vSak bolo mozné teplomilné riasy nahradit’ chladnomilnymi, ako
je napriklad Chlamydomonas reithadii alebo Skeletonema costatum, ktoré ma tak isto vysoky obsah
lipidov, ako teplomilné druhy rias. Nebolo by preto potrebné kultivacné zariadenia zahrievat,, ¢im by
bolo mozné znizit' vyrobné naklady (Ras & Steyer 2013; Sajjadi et al. 2018; Peng, Liu & Huang
2021).

Nevyhody ako vysoké pociatoéné naklady anizku produkciu pocas zimnych mesiacov, vsak
mozno dorovnat vysokou produkciou lipidov na hektar oproti biopalivam prvej ale aj druhej
generacie. Riasy mozu mat’ 10 aZ 100 nasobne vysS§iu produkciu lipidov, nez bezné pol'nohospodarske
plodiny (Tab. 1). Tym padom riasy predstavuju d’aleko leps$i zdroj biomasy na vyrobu biopaliv (Lam
& Lee 2012; Sajjadi et al. 2018).

1.4. Zlozenie lipidov

Lipidy st estery mastnych kyselin, ktoré sa skladaju z hydrofilnej hlavicky a hydrofébneho
retazca mastnej kyseliny. DiZka retazca mastnych kyselin je rozna, a viak pre vyrobu biodiesla su
najvhodnejsie 16 az 18 uhlikaté mastné kyseliny (Chisty 2007). Ak sa Vv retazci nachadzaju medzi
uhlikmi len jednoduché vizby, ide 0 nasytené mastne kyseliny (Obr. 2). Ak ma retazce aspon jednu
nasobnt vizbu, ide 0 nenasytené mastne kyseliny. Samotné lipidy d’alej delime podla polarity. Ak je
karboxylova skupina na konci retazca mastnych Kyselin napojend na neutralne nabitd molekulu,
najCastejSie glycerol, ide o0 neutralne lipidy. NajcastejSou formou neutralnych lipidov sa
triacylglyceroly (glycerol s tromi naviazanymi mastnymi kyselinami). Ak st vSak retazce napojené na
polarne molekuly, ako je komplex glycerolu a fosfatu, ide o lipidy polarne. Komplex glycerolu,
fosfatu a mastnych kyselin nazyvame inak aj fosfolipidy (Kates 1986a). Neutralne lipidy st hlavnou
energetickou zlozkou rias, a takisto najcennej$ia forma lipidov na vyrobu biodiesla. Polarne lipidy su
stcast'ou dvojitej vrstvy bunkovych stien rias a rastlin. Aj polarne lipidy je taktiez mozné vyuzit’ na
vyrobu biopaliv, ale ich extrakcia je zlozitejSia nez pri neutralnych lipidov, preto je ddlezité vybrat’

druhy riasy s vysokou produkciou neutralnych lipidov (Halim, Danquah & Webley 2012).

16


https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.611080

Nasytena mastna kyselina Nenasytena mastna kyselina

= - Triacylglycerol
Karboxylova skupina O\ /o O\ //O B
C C Glycerol Mastné kyseliny
CHH{0—CO—C H,,
CH-H{O—CO—C H,,
Uhlovodikovy retazec |
CH-{O—CO—C H,,

Obr. 2: ZlozZenie lipidov.

1.5. Kultivacia rias

Na vyrobu biopaliv sa najéastejSie pozivaju mikroriasy prirodzene Zijuce vo vode, preto aj ich
velkokultivacia musi byt vo vodnom prostredi. Voda vtom pripade, oproti beznému
pol'nohospodarskemu priemysly, nahradzuje pédu ale takisto aj zdroj zivym. Mozeme vyuzit' vodu
s akoukol'vek salinitou od nizkej ako v sladkych vodach alebo s vysokou salinitou ako v mitvom
mory. Zalezi vSak na druhu riasy, ktoru chceme kultivovat’, hoci viacero druhov rias dokaze prezit
v §irokej $kale salinity. Dal§im potrebnym zariadenim je kultivaéna nadrz, kde bude voda cirkulovat’.
Kultiva¢né nadrze alebo zariadenia sa delia na dve hlavné skupiny, a to otvorené a zatvorené (Wijffels
& Barbosa 2010; Leite, Abdelaziz & Hallenbeck 2013; Ruiz et al. 2016;).

1.5.1. Otvorené nadrze alebo race-way pondy

Otvorené nadrze, alebo medzinarodne zname pod nazvom race-way pondy, sa na kultivaciu rias
pouzivaju priblizne od 50tych rokov minulého storoéia (Milledge 2010). Stale st najobl'ibenejSou
vol'bou zariadenia na kultivaciu rias vo velkom (Jerney & Spilling 2018). Nadrze mézu mat’ rdzne
tvary avelkosti, zalezi na tom kolko biomasy chceme kultivovat. Najcastejsi tvar je vSak
podlhovasty, na konci zaobleny a v strede rozdeleny bariérou na dve casti (Obr. 3 a 5). Voda v nadrzi
musi neustdle cirkulovat, aby riasy nezacali sedimentovat na dno, aaby sa potrebné ziviny
rovnomerne rozlozili pozdiz celej nadrze. Nadrze by mali mat’ pohanacie zaradenie, ktoré udrzuje
neustaly prad vody. Vécsinou je to lopatkové koleso so 5 az 8 lopatkami (Sompech, Chisty &
Srinophakur 2012). Priemerna rychlost pradu v nadrzi by mala byt priblizne 25 az 30 cm/s.
Minimalna rychlosti pradu, pri ktorej riasy eSte nezacinajii sedimentovat’ je priblizne 10 cm/s (Chisty
& Srinophakur 2012; Eustance et al. 2015; Satpati & Pal 2018). Hibka vodného stipca v nadrzi by

mala byt vel'mi nizka od 10 do 30 cm (Sundararaghavan & Suraishkumar 2021), aby sa zabranilo javu
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zvany ,,self-shading* (Obr. 4). Tento jav nastava vtedy, ked’ sa kvoli vel'kej hustote rias v nadrzi alebo

médiu nedostava dostatok svetla k bunkach v spodne;j Casti nadrze.

Obr. 3: Race-way pond, pohyb média zabezpecuje listova vrtul’a alebo koleso.

Tym sa tak znizuje celkova efektivita produkcie (Eustance et al. 2015). Objemova produkcia biomasy
Vv otvorenych systémoch mé6ze byt od 0,021 g /I/denn do 0,117 g/l/den (Hase et al. 2000; Chisty 2007,
Zou et al. 2020).

AV \Y] AV \Y) \Y, AV, AV, AV, AV \¥

Obr. 4: Prierez race-way pondom, vlavo race-way pond skolmymi stenami s véacSou zatienenou plochou; vpravo so

zaoblenymi stenami s menSou zatienenou plochou; Gervené plocha znazorfiuje zatienenie.

Velkou vyhodou pouzivania race-way pondov je ich nenarocnost’ a nizke investicné naklady oproti
uzavretym systémom. DO nadrzi nie je potrebné pridavat CO, (ale moze sa ak chceme zvysit
produkciu), ¢i ochladzovat’ vodu poc¢as hortcich obdobi. Podmienky v nadrzi s podobné v tim
Vv prirodzenych tonach ¢i malych jazerach. Voda sa ochladzuje pomocou evaporacie a CO; si riasy
st'ahuju z atmosféry (Chisti 2007).
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Obr. 5: Moderny race-way pond, pohyb média zabezpecuje aeracie pomocou hadi¢ku umiestnenej na dne nadrze, nadrz sa

aeruje pomocou neupraveného vzduchu alebo obohateného o COz, modifikované podl'a Zuckermann et al. 2015.

Race-way pondy maju vSak mnozstvo nevyhod, s ktorymi musime pocitat’, ak si vyberieme race-
way pondy ako lacnej$iu variantu. Nadrz je otvoreny systém, takze je zloZité zabranit’ vnikaniu inych
organizmov do kultivatnej nadrze, ako napriklad iné riasy alebo plankton poZierajuci riasy.
Kontaminacia moZe byt problémom, ak biomasu rias vyuZivame ako potravinu (Chisti 2007). Dal3imi
nevyhoda je napriklad silna evaporacia pocas horucich dni (Satpati & Pal 2018), zlozita kontrola
a ovplyviiovanie vnutornych dejov ako pH, svetelna dostupnost’ do vSetkych miest. Vel'mi velkou
nevyhodou je vSak slaba schopnost’ obohacovat’ nadrz o CO», pretoze mnozstvo plynu sa z vody
odpari bez toho aby ho riasy boli schopné asimilovat’. Nizka asimilacia CO, ma za nasledok omnoho

niz8iu produktivitu biomasy nez v uzavretych systémoch (Sundararaghavan & Suraishkumar 2021).

1.5.2. Uzavreté systémy alebo fotobioreaktory

Fotobioreaktory predstavuju modernejsi a efektivnejsi systém kultivacie rias. Na rozdiel od race-
way pondov je kultiva¢né médium oddelené od vonkajSieho prostredia a CO; sa tak neuvolniuje pre¢
z0 systému do atmosféry (Obr. 6). To ma za nasledok lep$iu asimilaciu CO; a tym aj efektivnejsiu
produkciu biomasy (Satpati & Pal 2018). Uzavreté fotobioreaktory maju velmi nizku
pravdepodobnost’ kontaminacie biomasy inou riasou alebo algifignym zooplanktonom (Narala et al.
2016; Jerney & Spilling 2018; Satpati & Pal 2018). Fotobioreaktor prestavuje systém priehl'adnych
potrubi alebo panelov, cez ktoré pretekd zivné médiu s riasovou kulturou. Rovnako ako v race-way
pondoch, je potrebné udrzat neustdlu cirkulaciu média pomocou cCerpadiel. Dobra volba pre
fotobioreaktor je peristaltické membranové Cerpadlo, ktoré bunky vystavuje vyrazne menSiemu stresu
nez bezné vrtulové (Masojidek & Torzillo 2008). Hritbka fotobioreaktora je ovela nizsia nez hibka

race-way pondu, ato od 3 do 6 cm (Masojidek & Torzillo 2008; Rodolfi et al. 2009; Narala et al.
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2016) Ako material na vyrobu reaktorov sa vyuziva najme plexisklo, plast, akrylové sklo alebo bezné
sklo (Masojidek & Torzillo 2008; Narala et al. 2016).

Obr. 6: Tubularny fotobioreaktor, 1 — Senzory na teplotu, ph a prietok; 2 — po¢ita¢; 3 — vypustny ventil; 4 — napustaci ventil,

5 — gerpadlo; 6 — zdroj COz; Cervené $ipky znazorfiuju smer pridenia média.

Fotobioreaktory sa delia do dvoch kategorii, a to do podla tvaru systému a podl'a umiestnenia. Podl'a
tvaru systému sa delia na tubularne a lamindrne, podla umiestnenia na vertikalne a horizontalne.
Tubularne fotobioreaktory su tvorené systémom potrubi a laminarne s tvorené z tenkych panelov
s vel’kym povrchom. Podl'a umiestnenia sa fotobioreaktory delia na vertikalne a horizontalne (, Chisti
2007; Jerney & Spilling 2018; Satpati & Pal 2018).

Nevyhodou fotobioreaktorov je vysoka pociato¢na investicia, ktora moze byt niekol’ko nasobne
vyssia oproti race-way pondom (Masojidek & Torzillo 2008). Dalsou nevyhodou uzavretého systému
je manualne sytenie média s CO», ¢o navySuje prevadzkové naklady (Jerney & Spilling 2018; Satpati
& Pal 2018). Potrubie je oproti otvorenym nadrziam naroc¢nejSie na Cistiacu udrzbu, pretoze biomasa
rias sa casto prichycuje na potrubi, ¢o znizuje intenzitu svetla (Masojidek & Torzillo 2008). Je preto
lepsie skonstruovat’ systém fotobioreaktoru tak, aby sa dal po dlh§om obdobi podl'a potreby rozobrat’
a vycistit’.

Vyhodou fotobioreaktoru je obrovska objemova produkcia od 0,25 do 0,6 g/l/den (Rodolfi et al.
2009; Satpati & Pal 2018), Chisty (2007) dokonca zaznamenal az 1,5 g/l/den.
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1.5.3. Typy kultiva¢nych rezimov

Riasy sa daja kultivovat’ vo viacerych kultivaénych rezimoch, ktoré si vyrobcovia mézu vyberat’
podl'a potreby. Riasy mozno kultivovat’ v troch doposial’ znamych rezimoch, a to v jednostupiiovom,
dvojstuptiovom a semikontinuédlnom rezime.

Pri jednostupniovom rezime sa riasy pestujii az do momentu, kedy dosiahnu stacionarnu fazu
rastu, kedy sa rast spomali az zastavi z dovodu limitécie ziviny.

Dvojstupniovom rezime je kultivacia rozdelena na dve fazy. V prvej faze sa riasy pestuju taktiez
do zaciatku stacionarnej fazy aby sa vytvorilo dostatok biomasy. V druhej fize sa musia manualne
zmenit’ podmienky v kultivaénom systéme, tak aby boli pre riasy stresujuce. Tie nasledne zaénu tvorit’
zasobné latky, ako su napriklad lipidy a biomasa je tak viac hodnotnejSia (Stresovym faktormi sa
budem venovat’ v d’al$ej kapitole). Pri obidvoch reZzimoch sa po skonéeny kultivacie odobera cela
biomasa a kultivacia sa za¢ina na novo.

Treti typ je semikontinualny rezim, pri ktorom sa odobera biomasa postupne a nikdy nie cela na
raz. Biomasa sa odobera tak, aby efektivita produkcie biomasy bola ¢o najvyssia. Frekvencia zberu
biomasy by mala by nastavena tak, aby v kultivatnom systéme nebola vysoka denzita buniek
a zabranilo sa tak fotoinhibicii. Odoberany objem biomasy by mal byt taky, aby sa zvy$na biomasa
v systéme rychlo obnovila. Do systému je takze pravidelne pridavané cerstvé médium, aby sa

zachovala neustala produkcia biomasy (Rocha et al. 2019).

1.6. Zelena riasa Scenedesmus ako zdroj biopaliv

Riasy, ako zdroj lipidov, maju velky potencial oproti beznym hospodarskym plodinam, ktoré sa
momentalne vyuZivaju ako zdroj biopaliv. No v§ak nie vSetky druhy riasy st dostato¢né efektivne, aby
sa financne vyplatila ich kultivacia. Pri vybere druhu rias na vel'kokultivaciu je nutné zvazovat medzi
rychlostou rastu, obsahom lipidov, narocnosti kultivacie a kultivaéného média. Rychlost’ rastu
biomasy a obsah lipidov v bunke st parametre, ktoré spolu ¢asto negativne koreluji. Preto je nutné
zvazit, ¢o je pre nas v danych podmienkach viac rentabilné, ¢i rychlo dopestované velké mnozstvo
biomasy s nizkym obsahom lipidov alebo biomasa s vysokym obsahom lipidov, ale vel'mi dlhym
¢asom produkcie (Benemann 2013). Naro¢nost’ kultivacie a kultivaéného média z finanéného alebo
technologického hl'adiska sa hodnoti podla typu kultivovanej riasy a polohy kultivaéného zariadenia.
Niektoré typy rias st vel'mi $pecifické na podmienky kultivacie, ako je napriklad koncentracia zivin,
salinita, pH a hlavne teplota. Ak aby sa podmienky v kultivacnom systéme dostali do stavu, ktoré
danym riasam nevyhovuju, mdze to spdsobit’ znizenie efektivity alebo ireverzibilné stratu biomasy

(Masojidek & Torzillo 2008). Pri vybere rias je nutné dbat’ aj na lokalitu, kde je kultivaéné zaradenie
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umiestnené ana dostupné zdroje kultivaéného média. Napriklad kultivacia teplomilnych rias
v chladnom prostredi alebo kultivacia morskych rias vo vnatrozemi, by nebolo finan¢ne efektivne.

Druh riasy, ktory ma velké predpoklady byt efektivnym zdrojom lipidov na tvorbu biopaliv, je
riasa Scenedesmus sp. (Feng et al. 2014). Scenedesmus ma vysoku rychlost’ produkcie biomasy, a to
priblizne 0,26 az 0,48 g/l/den, oproti ostatnym sladkovodnym riasam, ktoré dosahuj rychlost’ rastu
mensiu ako 0,1 g/l/den (Rodolfi et al. 2009; Feng et al. 2014; Bagchi & Mallick 2016). Dana
produkcia biomasy je dosiahnutd za autotrofnych podmienok, kedy riasa vyuziva ako zdroj uhliku
rozpusteny atmosféricky CO. No Scenedesmus sa dokaze vyzivovat’ aj mixotrofne, kedy okrem CO;
dokaze prijimat’ uhlik aj z organickych latok. Produkcia za mixotrofnych podmienok moéze byt
v uzavretom fotobiorekatore az 0,6 g/L/denn (Bagchi & Mallick 2016). Obsah lipidov v bunke
Vv porovnani Sinymi sladkovodnymi riasami nemaju vel'mi vysoky, ato v priemere okolo 20%
(Griffiths & Harrison 2009). Rychlou produkciou biomasy sa vSak radia medzi najlepSich producentov
lipidov z pomedzi sladkovodnych rias. Najvys$si obsah lipidov dosahuje zelena riasa Botryococus,
ktory méze dosahovat’ az 70%, ale jeho vel'kou nevyhodou je pomala produkcia biomasy (Banerjee et
al. 2002). Na druhej strane Chlorella sp. ma vysoku rychlost’ rastu ale zasa nizky obsah lipidov.
(Spolaore et al. 2006). Dalsia vyhoda riasy Scenedesmus je jej nenaroéna kultivacia Vo vonkajsich
podmienkach aj Vv nizko nakladovych médiach, ako je napriklad odpadova voda z chovu
hospodarskych zvierat s obsahom mo&oviny alebo vygistenej vode z COV s vy$§im obsahom dusiku a
fosforu (Esakkimuthu et al. 2016; Leite, Paranjape & Hallenbeck 2016; Xia et al. 2019). V odpadovej
vode tvori Scenedesmus kvalitnejSie zloZenie lipidov (pozri nizSie) nez v Standardom chemickom
médiu (Peng et al. 2017)

Dalsou velmi podstatnou vyhodou riasy Scenedesmus je lipidové zlozenie. Lipidy riasy
Scenedesmus obsahuji z viac ako 70% C:16 a C:18 mastné kyseliny (Viner, Champagne & Jessop
2013; Peng et al. 2017; Qu et al. 2019; Xia et al. 2019). Mastné kyseliny s dizkou retazcu C:16 az
C:18 st vhodné na vyrobu biodiesla, pretoze znizuju bod tuhnutia a zakalenia (Knohte 2009).

Na ¢o si vSak treba pri kultivacii riasy Scenedesmus davat’ pozor je kyslé pH. Optimalne pH na vysoku
produkciu biomasy a lipidov je 7 az 9, v tomto rozmedzi sa produkcia biomasy vyrazne nemeni. Ale
pri poklese pod 6 az 5 sa produkcia biomasy prudko znizi priblizne o 5 nasobok. Je preto nutné pri

kultivacii neustale sledovat’ hladinu pH a zabranit’ okysleniu média (Difusa et al. 2015 ).

1.7. Ovplyvnenie produkcie lipidov

Mnozstvo a zloZenie lipidov mdzeme ovplyvilovat azvySovat, ak zvolime spravny postup
kultivacie a spravne nacasovanie jednotlivych krokov. Znasobenie produkcie lipidov mézeme docielit’
vystavenim riasy stresovym podmienkam (Anand et al. 2021). Stresové faktory su napriklad deficit

alebo urcita forma N alebo P, silna svetelna intenzita, pH, salinita a mnoho inych (Wu, Yu & Hu
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2014; Cheng et al. 2017; Gour, Garlapati & Kant 2019). Stresové faktory sa vSak moézu lisit’ pre
jednotlivé druhy ¢i taxony. Podmienky, ktoré mozu byt pre jeden druh priaznivé, pre iné druh mézu
predstavovat’ stres (Leite, Paranjape & Hallenbeck 2016). Spravny postup a nacasovanie je vel'mi
dolezité, pretoze produkcia lipidov a biomasy spolu vel'mi ¢asto negativne koreluju (Peng et al. 2017).
Preto sa na kultivaciu rias, uréenych pre produkciou biopaliv, ¢asto pouziva dvojstupiiovy rezim.
Cielom prvého stupna kultivacie je dosiahnut’, ¢o najvacésiu produkciu biomasy Nasledne v druhom

stupni kultivacie je riasova kultura vystavena stresu, aby produkovala viac lipidov (Peng et al. 2017).

1.7.1.Koncentracia a formy dusiku

Dusik patri medzi biogénne prvky, ktoré riasy a vyssie rastliny potrebuju pre Zivot a rast. Dusik je
vel'mi potrebny pri produkcii proteinov, bunkovom deleni a raste biomasy (Miller et al. 2010). Deficit,
nadbytok alebo urcité forma dusiku v kultivatnom médiu méze vyrazne ovplyvnit’ produkciu biomasy

a lipidov.

1.7.1.1. Dusikovy deficit

Dusikovy deficit negativne ovplyviiuje produkciu proteinov, ¢o ma za nasledok zniZenie intenzity

fotosyntézy a metabolické drahy sa tak presmeruju na produkciu lipidov (Ho et al. 2014). Pomocou
dusikového deficitu je mozné az 3 nasobne zvysit koncentraciu lipidov v médiu a obsah lipidov
v bunkdach. (Xia, Song & Hu 2015; Anand et al. 2021).
Pri nepritomnosti dusiku za¢nu bunky rias rozklad latky bohaté na dusik (Kudahettige, Pickova &
Gentili 2018;). Jedny s najbohatsich latok na dusik su chlorofyl, DNA a proteiny. Postupny rozklad
tychto latok v bunkach vyrazne negativne ovplyvni rast biomasy. Na druhej strane ziskany dusik
bunky vyuzivaju na tvorbu energeticky bohatych latok, ako su lipidy. (Cervantes et al. 2013; Pancha
2014). Pri rozklade chlorofylu sa farba riasovych kultar postupne meni zo zelenej cez zItt az na hnedu
farbu. Postupnou zmenou farby je mozné predpokladat’ narast obsahu lipidov v bunkach (Okcu 2019)

Ako stresovy faktor mézeme pouzit’ aj limitaciu dusikom, kedy je dusik v médiu pritomny, ale
V pomere s ostatnymi biogénnymi prvkami, ako je napriklad fosfor, je vo vel'mi nizkej koncentracii
(Sterner & Elser 2003). Pri tychto podmienkach fotosyntéza pokracuje, na rozdiel od dusikového
deficitu, kedy sa fotosyntéza zastavuje. Hoci fotosyntéza pokracuje, ziskana energia sa uz vSak
nevyuziva na produkciu latok bohatych na dusik ale produkuje viac energeticky bohaté latky ako su
lipidy (Okcu 2019).

Deficit dusiku sposobuje vel'mi nizky rast biomasy (Anand et al. 2021), a preto je dolezité pouzit’

.....
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v médiu S normalnou koncentraciou dusiku a nasledne biomasy presunat’ do média s deficitom dusiku.
(Cheng 2018; Okcu 2019).

1.7.1.2. Limitacia dusiku

Pri limitacii dusikom by bolo mozné pouzit’ aj jednofazovi kultivaciu stakou koncentraciou
dusika, ktorti by riasy mohli po vyprodukovani dostatocného mnozstva biomasy uplne spotrebovat’. Po
uplnom spotrebovani by si riasy sami vytvorili podmienky deficitu dusiku a zacali vo velkom
akumulovat’ lipidy (Liu, Chen, Wang & Liu 2019). Tento proces by bol ale ¢asovo naro¢ny a jeho
zvolenie by zaleZalo na tom, ¢i by bol v uréitych podmienkach finanéne efektivnejsi nez dvojfazovy.
(Okcu 2019).

1.7.1.3. Formy dusiku

Nie len deficitom alebo limiticiou dusiku je navysit produkciu lipidov, ale takisto aj jeho
pritomnostou. Zalezi v8ak na tom aku formu dusiku pouzijeme. Pri tejto stratégii kultivaciu nie je
potrebna dvojfazova kultivacia, ale tUplne posta¢i jednofazova alebo najéastejSie vyuzivana
semikontinualna kultivacia (Han, 2013). Je vSak taktiez vel'mi ddlezité vybrat’ taky zdroj dusiku, ktory
je dobre dostupny a finanéne vyhodny. V najéastejSie uzivanym zdrojom dusiku v laboratornych
kultivaénych mediach je forma NOs’, napriklad NaNOs, v médiu BG-11 (Andersen 2004). Mnohé
riasy vSak nemaju enzym nitrat reduktazu, pomocou ktorého by mohli spracovat’ NOs™ a preferuja skor
formu NH,*, ktora je pre nich lah$ie prijatel'na. Ako nahradu dusikatych Zivin je mozné pouzit’ latky
s obsahom amoniaku alebo mocovinu. To moézZe byt pre pestovatel'ov rias velkou vyhodou, pretoze
mocovina je vel'mi lacnym zdrojom dusiku (Covell et al. 2020). Okrem nizkej ceny ma moc¢ovina
vel’ky potencial ako zdroj uhliku, pretoze pozitivne vplyva na rast biomasy a taktiez aj obsah lipidov
v bunkach a produkciu lipidov (Cheng et al. 2018, An et al. 2019; Covell et al. 2020). Rast biomasy
moze byt v pritomnosti mocoviny priblizne rovnako vysoky ako v pritomnosti NOs™ a priblizne
dvojnasobne vyss§i nez v pritomnosti NH4". Koncentracia mo¢oviny pozitivne koreluje s produkciou
biomasy (Cheng et al. 2018; An et al. 2019). Niektoré publikacie vSak uvadzaju, ze vplyv NH4* na
rast biomasy méze byt priblizne rovnako dobry ako pri mocovine (Covell et al. 2020). Rozdiel vo
vysledkoch je pravdepodobne sposobeny rozdielnymi latkami obsahujicimi NH.". Autori ¢lanku
Covell et al. (2020) uvadzaji, ze NHs ma rovnako pozitivne vlastnosti ako mocovina. Ako zdroj
amoniaku autori pouzili NHsH2POs. Iny autori dalej pouzili aj NH4Cl, NHiCOs a NHsNOsa.

Pozitivnejsie vysledky autorov Covell et al. (2020) pravdepodobne sposobila pritomnost’ fosforu.
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Mocovina ma tak isto pozitivny vplyv na produkciu lipidov. Obsah lipidov v bunkach zelenych rias
Scenedesmus sp., kultivovanych v pritomnosti mocoviny, je priblizne 25 az 30%, ¢o je priblizne
rovnako ako pri ostatnych formach N (Cheng et al. 2018; An et al. 2019; Covell et al. 2020;).
Mocovina nijak vyrazne nezvysuje produkciu lipidov a obsah lipidov v bunkach riasy Scenedesmus
oproti NHs" a NOgz, ale vdaka jej nizkej cene a vysokej dostupnosti je dobrou nahradou zdroju N
(Cheng et al. 2018; Covell et al. 2020).

1.7.2. Salinita

Salinita ako stresovy faktor je ekonomicky vyhodny najme primorskych krajinach, kde maju
neobmedzeny pristup k morskej alebo brakickej vode. Vystavenim sladkovodnych rias vysokej
koncentracii NaCl mézeme docielit’ vel'mi vysoku kumulaciu lipidov v bunkach a niekol’ko nasobne
zvysit produkciu lipidov. Nevyhodou pouzitia salinity je vysoky negativny vplyv na produkciu
biomasy, ktory pozitivne koreluje skoncentraciou NaCl (Kaewkannetra, Enmak & Chiu 2012;
Kudahettige, Pickova & Gentili 2018; Gour, Garlapati & Kant 2019; Rocha et al. 2019; Anand et al.
2021; Liu et al. 2022). Bunky sladkovodnych rias s vystavené osmotickému stresu, ktory znizuje
aktivitu Na*/H* antiportov, ¢o moze negativne vplyvat na priebeh fotosyntézy atvorbu kysliku
(Srivastava & Goud 2017). Nizkej produkcii biomasy sa da vSak zabranit’ pomocou dobre nastaveného
rezimu kultivacie. Vel'mi dobrou vol'bou je dvojfazova kultivacia, kedy v druhej faze je biomasa rias
vystavena vysokej salinite. Prekvapivo u¢inné oproti ostatnym rezimom kultivacie je rezim
semikontinualny (Rocha et al. 2019). V danom rezime kultivacie st riasy permanentne vystavované
salinite, ale biomasa je pravidelne odoberana nahradzovana Cerstvym médiom. Dany rezim vykazuje
vyssiu efektivitu v produkcii biomasy aj lipidov. Oproti ostatnym rezimom je v8ak vV bunkach nizsi
obsah lipidov (Rocha et al. 2019).

Vhodna koncentracia NaCl je vemi $pecifika pre kazdy druh rias. Scenedesmus ma vysoku
toleranciu voci salinite a dokaze prezit v médiu so salinitou podobnou morskej. Maximalna
pozorovana koncentracia salinity uvadzana v literatire, v ktorej riasa Scenedesmus dokaze rast
priblizne je 20 g/l. (Kaewkannetra, Enmak & Chiu 2012; Kudahettige, Pickova & Gentili 2018; Gour,
Garlapati & Kant 2019; Rocha et al. 2019; Anand et al. 2021; Liu et al. 2022). Vplyv NaCl nie je vSak
velmi jednoznaény, podla niektorych publikacii je rast obsahu lipid priamo tmerny s rastom
koncentracie NaCl (Gan et al. 2016; Rocha et al. 2019). Iné publikacie sa vSak svojimi vysledkami
lisia a uvadzaju, ze vplyv koncentracie NaCl na obsah lipidov ma skoér tvar gausovej krivky, ktorej
maximum je priblizne okolo 5 az 10 g/L, (Anand et al. 2021) a pri 18 g/L je obsah lipidov nizsi nez
v kontrolnej vzorke (Liu et al. 2022).

25



Salinita ako stresovy faktor zlepSuje kvalitu vyprodukovanych lipidov, tym Zze zvySuje mnozstvo
neutralnych lipidov, ktoré si vhodné na vyrobu biopaliv, ato lipidy s mastnymi kyselinami C16 az

C18.

1.7.3. Odpadova voda

Dal$ou moznostou, ako efektivne produkovat’ biomasu a lipidy, je pouzitie odpadovej vody
z ¢isticky odpadovych vod alebo chovov ryb, ¢i inych vodnych Zivocichov. Odpadova voda nesluzi
uplne ako stresovy faktor, pretoZe riasy sa v nej bez problémov mnozia a rastu. (Eida, Darwesh &
Matter 2018).

Odpadova voda sa da vyuzit’ ako lacné kultivaéné médium a nezavislé na pridavnych nutrientoch.
To znamena, Ze riasy su schopné rast v odpadovej vode bez toho, aby sme ju nejak upravovali alebo
pridavali nutrienty na podporu rastu. Jediny typ upravy je sterilizacia alebo filtracia, a v§ak aj bez toho
je riasa Scenedesmus schopna rast bez vyrazne zniZenej produktivity (Pandey, Srivastava & Kumar
2022). V odpadovych vodach z ¢isticky odpadovych vod sa nachadza aj po vycisteny vel’ké mnozstvo
dusiku a fosforu, ktoré bezné Eisticky pomocou aktivovaného kalu nedokazu uplne vycistit. To je
v nasom pripade vel'mi vyhodne, lebo vd’aka tomu maju riasy idealne prostredie na rast a dostato¢ny
zdroj zivin (Adamek et al. 2010).

Dalsou velkou vyhodou vyuZzivania odpadovej vody na kultivaciu rias je jej ocistenie od
spominanych prvkov a zlepSenie kvality vody, ktora méze byt’ po kultivacii rias vratena do vodného
recipientu. Riasy dokazu znizit" hladinu koncentracie N a P takmer 0 98% za 4 az 10 dni. (Shen et al.
2015; Eida, Darwesh & Matter 2018; Pandey, Srivastava & Kumar 2022). V bode, kedy riasy
vycerpali vacsinu zivim mozeme pozorovat’ zniZenie az zastavenie rastu biomasy. Vtedy je nutné riasy
preniest do iného média alebo cast' vody odobrat’ a pridat’ novi Eerstvii odpadova vodu (Eida,
Darwesh & Matter 2018). Riasy dokazu oistit’ vodu aj od latok ovplyviiujicich CHSK (chemicka
spotreba kysliku), ¢o su organické latky, ktoré je nie mozné rozlozit' alebo odstranit’ pomocou
biologickej oxidacie ako latky BSK (biologicka spotreba kysliku) (Adamek et al. 2010). CHSK preto
nie je mozné znizit'" biologickou formou na disticke odpadnych vod. Odstranovanie latok CHSK
pomocou kultivacie rias sa ukazuje ako vel'mi efektivna pomoc. (Eida, Darwesh & Matter 2018; Gao
et al. 2019; Pandey, Srivastava & Kumar 2022). Kultivaciu rias je tak mozné zapojit' ako terciarny
stupeni oéist'ovania odpadnych vod v mestskych ¢istiGkach, celkovo tak zlepsit’ kvalitu povrchovych
vod a zabranit’ tak nadmernej kumulécii eutrofnych latok a Zivin.

Kvalita odpadovej vody je vSak rozna a zavisi od obdobia alebo vytazenosti ¢isticky. Od toho sa
odvija mnozstvo zivin ako dusik a fosfor, takisto aj salinita a dalsie latky, ako napriklad lieciva
a antibiotika.(Adamek et al. 2010; Nordio et al. 2023). Kvalita odpadovej vody silno ovplyviuje

produkciu biomasy a lipidov. Preto je dolezité poznat' zlozenie odpadovej vody pred zacatim
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kultivacie a podla toho vodu zriedit’ s ¢istou vodou. Podl'a mnohych §tadii je efektivne pouzivat' len
extrakty a riedit’ odpadovt vodu Eistou vodou alebo kultivaénym médiom (Eida, Darwesh & Matter
2018). Odpadova voda neslusi tplne ako stresovy faktor, ale skor napomaha K zlepSeniu produkcie
biomasy, tym Ze obsahuje velké mnozstvo zivin. Na druhej strane, voda s prili§ velkym mnozstvom
zivym moéze produkciu biomasy skor inhibovat' ako podporovat. Vtedy uz mdzeme povaZovat
odpadovu vodu za stres, ktory ale moze zvysit' akumulaciu lipidov. Mnozstvo §tadii, ktoré sledovali
rast biomasy a lipidov v odpadovej vode pouzivali vsak len simulovanii odpadovi vodu, ktora
obsahovala rovnaké koncentracie N,P a CHSK ako bezna odpadova voda. Ich vysledky ukazovali
pozitivnu korelaciu koncentracie nutrientov a rastom biomasy (Shen et al. 2015; Eida, Darwesh &
Matter 2018; Pandey, Srivastava & Kumar 2022). Pri skutoénej odpadovej vode s Cisti¢iek alebo
chovnych nadrzi pre ryby sa vSak pri vysokych koncentraciach rast biomasy zastavuje a zvysuje sa
koncentracia lipidov ako pri strese (Wong et al. 2015; Apandi et al. 2017; Pandey, Srivastava &
Kumar 2022). To znamena, Ze Ziviny nie su jediny faktor, ktory ovplyviiuje produkciu biomasy
a lipidov, ale aj pritomnost’ inych latok, salinity alebo organizmov (Nordio et al. 2023). Po zriedeni
odpadovej vody avytvoreni 25 az 50% extraktu riasa Scenedesmus, nema problém efektivne
produkovat’ biomasu S dostatoénym mnozstvom lipidov (Eida, Darwesh & Matter 2018).

Ak chceme kultivovat’ riasy v odpadovej vode o0 nie¢o efektivnejsie, mézZzeme to docielit’
pridanim Stopovych prvkov kovu, ako je napriklad Zelezo. Odpadové vody z Cisticky véacsinou
neobsahuju Ziadne kovy. Kovy pravdepodobne boli odstranené v sekundarnom ¢isteni a akumulované
v aktivovanom kale. (Adamek et al. 2010). Tieto prvky st vSak pre produkciu biomasy a lipidov vel'mi
dolezité a ich nizka koncentracia alebo nepritomnost’ produkciu inhibuju (Ren et al. 2014). Napriklad
zelezo ovplyviuje elektron-transportny retazec, fixaciu dusiku a uhliku a pri jeho nedostatku sa rast
biomasy zastavuje (Chen et al. 2011). Pridanim tychto stopovych prvkov kovov, je mozné zvysit
efektivitu kultivacie rias v odpadovej vode. Nie je potrené pridavat do média vel'ké mnozstvo, ked’ze
ide 0 stopové prvky. Z toho hladiska sa nijak vyrazne nezvysia naklady na kultivaciu, ale zvysi sa jej
efektivita (Han et al. 2019).

1.7.4. Mixotrofna Kkultivacia

Vicsina rias sa vyzivuje fotoautotrofne, ¢o znamend, ze ako zdroj energie vyuzivaju slne¢né
Ziarenie a ako zdroj uhlika vyuzivaju atmosféricky CO,. Tym sa liSia od vacSiny baktérii, ktoré sa
vyzivuju chemoheterotrofne, ¢o je pravy opak fototrofie. Chemoheterotrofné organizmy ako zdroj
energie vyuzivaju oxidaciu organickej hmoty a ako zdroj uhliku vyuzivaji uhlik viazany
v organickych latkach (Rulik et al. 2013). Niektoré druhy rias su vSak schopné prijimat’ okrem
atmosférického aj organicky uhlik, ¢o moze vyrazne zvysit' produkciu biomasy. Schopnost’ vyuzivat

oba zdroje uhliku sa nazyva mixotrofia (Rulik et al. 2013). V mixotrofnych podmienkach je mozné
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kultivovat’ aj riasu Scenedesmus a zefektivnit’ tak jeho produkciu. Ako zdroj organického uhliku sa
vyuziva napriklad glukoza, acetat, glycerol alebo aj vysSSie spominana odpadova voda (Leite,
Abdelaziz & Hallenbeck 2013; Rai & Gupta 2016; Mansouri & Nezhad 2020; Liu et al. 2022).

1.7.4.1. Glycerol

Ak chceme kultivovat’ riasy vV mixotrofnych podmienkach vel'mi dobrou vol'bou je glycerol.
Glycerol je vel'mi u¢inny pri nizkej koncentracii priblizne 1% extrakte. Pri danej koncentracii dokaze
zdvojnasobit’ produkciu biomasy aj akumulaciu lipidov. Pri vyssej koncentracii uz moze posobit’ ako
inhibitor produkcie biomasy. Ako pri kazdom stresovom faktore, aj pri pritomnosti vysokej
koncentracie glycerolu mézeme pozorovat’ vyssi obsah lipidov. Glycerol by sa tak dal vyuzit' pri
dobrom nacasovani aj ako stresovy faktor, ktory znasobi percentualny obsah lipidov v bunkach, ale uz
vsak nie samotna biomasu.

Glycerol je vel'mi dobra vol'ba, ak produkujeme biomasu za téelom vyroby biopaliv, pretoze
glycerol vznika ako vedlajsi produkt pri transesterifikacii mastnych kyselin na biodiesel (kapitola
1.10). Tym padom znizime naklady na produkciu biomasy a vyuzime odpadovy medzi-produkt po
transesterifikacii (Gupta & Rai 2016).

1.7.4.2. Xyléza

Xyloza je jeden z hlavnych komponentov, ktory sa nachadza v bunkovych stenach vyssich rastlin.
Je taktiez vo vysokej koncentracii obsiahnuta v ¢iernom luhu, ¢o je odpadova latka vznikajica
v papierenskom priemysle pri odstranovani ligninu a hemicelul6sy (Stenius et al. 2000). Xyloza je
stavbou podobna glukéze, ale je pre mnohé riasy toxicka. Iné riasy ju naopak dokazu absorbovat’ a
vyuzit' ako zdroj C. Toxicita pravdepodobne spociva v inaktivacii hexokinasi a naslednu inhibiciu
glykolyzy.

Pri niektorych fylogeneticky vel'mi pribuznych riasach je mozno sledovat’ radikalne rozdiely
Vv zivotaschopnosti za pritomnosti xylézy. Autori ¢lanku Leite, Paranjape & Hallenbeck (2016)
kultivovali Chlorellu a Scenedesmus v médiu s pritomnost'ou xyldzy. Zatial’, o u riasy Scenedesmus
neboli vidiet' Ziadne rozdiely v produkcii biomasy po celu dobu experimentu, u Chlorelly bolo vidiet’
degradaciu chlorofylu uz po prvych 48 hodinach. Pri kultivacii Chlorelly nie je mozné pouzivat’
xylézu ako zdroj C, ale je mozné ju pouzit ako stresovy faktor na kumuléciu lipidov. Pritomnost
xylézy zvysila obsah lipidov 02,5 az 4 nasobok. Riasu Scenedesmus vsak mozno kultivovat
Vv pritomnosti xylozu a ten ju bude vediet’ vyuzivat’ ako zdroj C. Autori ¢lanku vsak spominaji, ze je

nutné riasu aklimatizovat’' v médiu S pritomnost'ou xyldzy, nez ju zacneme vo velkom kultivovat'.
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Aklimatizacia je dblezita pre navysenie tvorby enzymov pento-fosfatovej drahy, pomocou ktorej mézu
riasy premenit’ xylozu na Xxylosu-5-fosfat, ¢o je forma nutna pre asimilaciu. Autori iného ¢lanku
vyuzivajuici taktiez xylozu ale spolo¢ne so salinitou. Autori kultivovali riasu Scenedesmus
V pritomnosti xylozy apo istom Case zaznamenali prudky narast produkcie biomasy (Fernandez,
Herrero & Moreno 1985).

Pouzitim xylozy ziskame vel'mi lacny organicky zdroj uhlika a mézeme tak riasu Scenedesmus
kultivovat’ v mixotrofnych podmienkach. Alebo mézeme xyloézu vyuzit' ako stresovy faktor na
zvysenie produkcie lipidov pri kultivacii Chlorelly. Dalsou velmi velkou vyhodou je remediacia
odpadovej vody z papierenského priemyslu od xylozy a zabranenie jej vypustaniu do povrchovych

vod.

1.8. Zber biomasy

Zber biomasy je jednou z najzlozitejSich Casti kultivacie riasovej biomasy. Obtaznost’ spociva
vV tom, Ze mikroriasy st velmi malé a oddelit’ ich od zivného média je vel'mi naroéné na energiu
a financie. Existuje mnozstvo sp6sobov na zber biomasy, ktoré sa mézu navzajom kombinovat® tak,
aby spotrebovana energia na jednotku biomasy bola ¢o najnizsia. Spotrebovana energia na oddelenie
biomasy z média sa moze vysplhat’ az na priblizne 90% z celkovej energie spotrebovanej od zaciatku
kultivacie az po vysledny biodiesel a priblizne 30% z celkovych néakladov na kultivaciu (Singh &
Patidar 2018; Kumar et al. 2022).

Zber biomasy pozostava z dvoch po sebe nasledujucich krokov. Hustota media s riasami pocas
kultivacie je priblizne 0,05% (Uduman et al. 2010; Muylaert et al. 2017). Zberom biomasy
dosiahneme zahustenie zmesi na 1 az 5%. Nasledny krok sa nazyva ,,dewatering®, zahusti vyslednu
biomasu na kontrakciu 15 az 25% (Singh & Patidar 2018; Kumar et al. 2022). Obidva kroky je mozno
vykonat’ pomocou rovnakej metody, ale efektivnejsSie je vSak metody striedat’. (Muylaert et al. 2017;
Kumar et al. 2022). Vsetky typy zberu biomasy maji priblizne rovnaké mnozstvo vyhod ako aj
nevyhod, preto doteraz neexistuje jednoznaéna zhoda, Kktora znizSie uvedenych metdd je
najefektivnejSie. Vyber metody opdt’ zalezi na pestovatelovi a ¢i je biomasa uréena na konzumaciu
alebo biopaliva. Pri niektorych metodach je nutné pouzit’ chemické latky, ktoré zostavaju v biomase

a ta nasledne prestava byt nevhodna pre konzumaciu.

1.8.1.Centrifugacia

Jednou s najpouzivanejSich metod hlavne v laboratériach na zber biomasy je centrifugacia. Tato

metdda zberu je dobra na zber vel'mi cennej a kvalitnej biomasy. Jej vyhody pozostavaju v tom, ze
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dokaze velmi dobre oddelit médium od biomasy. Centrifugaciou mézeme dosiahnut’ zahustenie az
20% (biomasa/médium) (Jerney & Spilling 2018; Singh & Patidar 2018). Efektivita centrifugacie vsak
nie je vzdy uplne jednoznac¢na pri kazdom pouziti. Ovplyviiuju ju najme pociatocna koncentracia
biomasy, schopnost’ bunieck usadzovat’ sa adoba zotrvania usadeniny po centrifugacii (Grima,
Fernandez & Medina 2013).

Nevyhody tejto metody st vSak vysoké pociatoéné naklady a spotreba energie. Pre kultivacie
vel’kych objemov je tato metdda vel'mi finan¢éne nakladna (Satpati & Pal 2018; Kumar et al. 2022).

1.8.2. Sedimentacia

Podobna gravimetrickd metdda ako centrifugacia, a vSak o mnoho lacnejSia, je sedimentacia.
Sedimentacia je dej, ktory vyuziva len gravitacnl energiu a nie je preto potrebné do deja energiu
dodavat, ¢im sa podstatne ¢ast’ naklady na jednotku biomasy. Nie je potrebné pridavat nijaké
chemické latky, ktoré by mohli ovplyvnit’ vyslednu kvalitu biomasy (Muylaert et al. 2017; Kumar et
al. 2022). Pri dodani chemickych koagulantov uz nehovorime o sedimentacii, ale flokulacii alebo

koagulacii. Sedimentacia je dobra volba ako prvy krok pri zbere biomasy, kedy sa biomasa viac

zahusti

Pt 4

Obr. 6: Pristroje na zber biomasy; A — Sedimenta¢na nadrz; B — Flota¢né zariadenie; 1 — vypustny ventil; 2 — potrubie na

2

odvadzanie Cistého média a privadzanie biomasy; 3 — napust’aci ventil erstvej biomasy; 4 — vypustanie zahustenej biomasy;
5 — zhrabavacie zariadenie na biomasu; 6 — odvadzanie ¢istej biomasy; 7 — pretlakova komora na obohatenie média kyslikom;

8 — fl'aska so stlacenym vzduchom; 9 — privod biomasy; 10 — zberna nadoba na zahustent biomasu.

a nasledne moze byt pouzitd ind metdda ako je napriklad spominana centrifugacia. Vysledna spotreba

energie a naklady na jednotku biomasy sa tak vyrazne znizia (Muylaert et al. 2017).
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Dani metdédu je mozné pouzit' aj pre riasu Scenedesmus, ktord vdaka cendbiam je schopna
sedimentacie. Efektivita sedimentacie riasy Scenedesmus, ¢o je rozdiel absorbancie pri ODeso za
hodinu, je priblizne 50 az 80% (Xia et al. 2019).

1.8.3. Flotacia

Flotacia je proces opacny ako sedimentacia, pretoze biomasa sa zhromazd'uje na hladine zbernej
nadrze. Biomasa na hladine sa nasledne zbera pomocou ,,skimmeru“, ¢o je nadoba uréena na zber
neCistot alebo predmetov z hladiny. Lepsie zhlukovanie buniek na hladine dosiahnut’" pomocou
prevzdusinovania kultivaéného média. Bublinky vzduchu interaguji s bunkami rias a vynesu ich na
hladinu. Tento proces je oproti sedimentacii vel'mi rychly. Je velmi efektivnou volbou aj pre
kultivaciu rias vo velkom. Je vhodny pre sladkovodné ako aj pre morské riasy (Muylaert et al. 2017;
Kumar et al. 2022)

Pri flotacii sa vSak odporu¢a pouzivat’ koagulanty a flokulanty, aby sa zvysila pravdepodobnost’
interakcie bublin s biomasou a zber bol efektivnejsi. Tym sa vSak znizi kvalita biomasy a nie je ju
spotrebovat’ ako potravinu, pretoze dané chemikalie moézu obsahovat véc¢sie mnozstvo hliniku
(Kumar et al. 2022).

Existuji v8ak rozne typy flotacie, kde nie je potrebné pridavat’ Ziadne chemické latky. Je to
napriklad elektrolyticka flotacie, pomocou ktorej sa na bunkach vytvaraji bublinky vodiku. DalSou
dobrou metodou je napriklad ozoniza¢na flotacie, pri ktorej biomasa stapa na hladinu pomocou
ozonovych bubliniek, ktoré su do kultivatného média pridavané. Ozon rozrisa bunky rias a uvoltiuje
polyméry z buniek, ktoré uvolfiuju biopolyméry a tie sluzia ako koagulant (Muylaert et al. 2017;
Jerney & Spilling 2018; Kumar et al. 2022).

1.8.4. Flokulacia a koagulacia

Koagulacia je proces zhlukovania castic, ktoré urychluje sedimentaciu alebo zefektiviiuje
filtraciu. Koagulaciu biomasy je najCastejSie mozné dosiahnut pomocou chemickych koagulantov.
Tieto chemické koagulanty obsahuju tazké kovy, ¢o méze znehodnotit’ biomasu. Existujii samozrejme
aj iné metddy neZ chemické, a to autoflokulacia a bioflokulacia.

Autoflokulacia je proces, kedy sa zhlukovanie biomasy dosiahne vplyvom environmentalneho
stresu, ako je napriklad zmena pH, dusikovy deficit alebo vysSia koncentracia kyslika (Satpati & Pal
2018; Singh & Patidar 2018;). Zmena pH moze byt’ vyvolana pridanim soli vapnika alebo magnézia,

ktoré nie su toxické ani po zrazeni. Hodnoty pH moZu narést’ aj bez pridania chemickych latok, a to
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pomocou fotosyntézy. Mikroriasy dokazu absorbovat’ velké mnozstvo CO; atym zvysit pH na
hodnoty 9 az 10 (Muylaert et al. 2017; Liu et al. 2022).

Bioflokulacia je proces, kedy biomasa mikrorias vlockuje v pritomnosti baktérii alebo inych
mikroorganizmov. Dovod preco riasy za¢nt tvorit’ vlo¢ky nie je presne znamy (Muylaert et al. 2017,
Satpati & Pal 2018).

1.8.5. Filtracia

Filtracia je jeden z neznamej$ich metody oddelovania pevnych latok od kvapalnych a da sa
pouzit’ aj na zber rias. Pri tejto metode sa bunky nijak neposkodia a ani nie je potrebné pridavat’ ziadne
chemické latky. Nevyhodou vSak je vyuzitie len pre védcSie druhy rias (viac ako 50um).
V laboratérnych podmienkach je filtracia velmi G¢inna metdda a vSak pri komerénej kultivacii je
vel'mi neefektivna a draha najma kvoli neustalemu Eistenie filtratnych membran (Muylaert et al. 2017;

Jerney & Spilling 2018).

1.9. Extrakcia lipidov

Extrakcia lipidov je predposlednd, ale najzlozitejSia faza produkcie biodiesla. Poznanie
jednotlivych technik a krokov extrakcie je vel'mi doélezité v laboratornych ako aj velkovyrobnych
podmienkach k docieleniu ¢o najefektivnejSej produkcii biopaliv. Oproti kultivacii rias je samotna
extrakcia vel'mi rychla a trva iba niekol’ko hodin, kdezto kultivacia je merana v ramci dni az tyzdniov.
Od efektivity extrakcie sa odvija objem a mnozstvo kultiva¢nych zariadeny a vyber kultivovanej riasy.
Pri nizkej efektivite je potrebné vypestovat’ va¢sie mnozstvo biomasy, aby sme vykompenzovali nizky

vysledny objem biodiesla.

Obr. 7: Bead-mill homogenizator 1 — privod biomasy; 2 — vypGstanie biomasy; 3 — mlecie gul'6¢ke; 4 — rotor; otaéanim
rotora sa gulicky rozpohybuji aako na seba nardzaju tak melu biomasu medzi nimi (modifikované podla

www.igsdirectory.com a Ashizawa Finetech Ltd 2019).
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Proces extrakcie sa sklada ztroch krokov: pred-upravy biomasy (rozbitia buniek), samotnej
extrakcie a post-extrakénej purifikacii.

Aby bola extrakcia uc¢innejSia je potrebné biomasu pred-upravit, medzi to patri rozbitie alebo
rozrusenie bunkovej steny a vysusenie (nemusi byt 100%). Bunkova stena znizuje pravdepodobnost’
kontaktu lipidov s chemickym rozpustadlom, ktoré je pouzité v procese samotnej extrakcie, ako je
napriklad metanol alebo chloroform. RozruSenie bunkovej steny moéze zvysit' GCinnost extrakcie
0 50% (Halim, Danquah & Webley 2012; Concas, Pisu & Cao 2015). Rozrusenie bunkovej steny

moézeme dosiahnut’ mechanicky alebo chemicky.

1.9.1. Mechanické rozrusovanie bunkovej steny

Mechanickou formou moézeme bunkovi stenu rozru§it pomocou lisovania, pomletia,
homogenizacii vysokym tlakom, ultrasonifikaciou, autoklavovanim alebo pomocou mikrovin. Vi&§ina
tychto technik je energeticky vel'mi naro¢na a je efektivna len pre laboratorne a vyskumné ucely.
A vsak ako velmi vyhodou mechanickou technikou pre velko-kultivaéné tcely sa ukazuje byt
pomletie tzv. ,,bead-mill* (Obr. 7). Ide o gul'6¢kovy mlyn, ktory sa pouZiva na zjemnenie materialu
(Ashizawa Finetech Ltd 2019). Tato technika vel'mi efektivne rozruSa bunkovi stenu, ale

neposkodzuje lipidy, enzymy a proteiny vo vnutri buniek (Lee et al. 2010). Dalsou efektivnou

technikou na velkovyrobu je tlakovy homogenizator (Obr. 8), ktory rozrasa steny lisovanim (Concas,
Pisu & Cao 2015).

Obr. 8: Vysokotlakovy lis na rozri$anie buniek v biomase 1 — piest; 2 — hydraulicky motor; 3 — primarny nastavovatelny

lisovaci zub; 4 — sekundarny zub; 5 — zlisovana biomasa (modifikované z www.homogenizers.net).
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1.9.2. Chemické rozrusSovanie bunkovej steny

Chemické postupy rozruSovania bunkovych stien nie su také variabilné ako mechanické. Medzi
chemické postupy patria mieSanie biomasy s kyselinami alebo zasadami, osmotickym Sokom alebo
pomocou enzymov. Vo vel'kokultivacii rias su tieto postupy kvoli vysokym cenam chemickych latok,
nie velmi uzivané. Dal§ou nevyhodou byva kontaminacia alebo znehodnotenie intracelularnych latok
ako su proteiny a lipidy. ST'ubnou metédou sa vSak ukazuje byt rozrusovanie buniek pomocou
enzymov, pretoze su na rozdiel od kyselin viac selektivne a neposkodzuji lipidy a proteiny. Dal$ou

vyhodu je Ze ich cena postupne klesa, ¢o znizuje naklady na jednotku objemu vyrobenych biopaliv.

1.9.3. VysuSenie biomasy

Medzi pred-upravu biomasy sa zaraduje aj uplné vysusenie biomasy, pretoze zostatkova voda
moze pri niektorych metédach extrakcie prekazat a znizit' vytaznost extrakcie. Uplné vysudenie
biomasy je vSak vel'mi nékladné a pre velkovyrobu vel'mi neefektivny postup. Na $tastie nie vSetky
metody extrakcie potrebuju suchu biomasu, a preto hlavnym bodom zaujmu komerénych pestovatel'ov

rias je zefektivitovat’ a vyuzivat’ hlavne metody vyuzivajicej vlhkt zahustenti biomasu.

1.9.4. Extrakcia

Po pred-uprave biomasy nasleduje samotna extrakcia, ktora vykona len chemickou cestou a nie aj

fyzikélnou ako pri pred-tuprave.

Obr. 9: Schéma extrakcia lipidov organickym rozpustadlom;1 - Nepolarne rozptstadlo; 2 — Polarne rozpustadlo; 3 — polarne

fosfolipidy naviazané na bunkovu stenu; 4 — neutralne lipidy; 5 — naviazanie rozpustadla na lipidy; 6 — nevyextrahované

lipidy; 7 — vyextrahované lipidy v rozpustadle.
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1.9.4.1. Extrakcia pomocou organického rozpust'adla

Cielom extrakcie je previest' cielovy produkt alebo latku, ¢o st vV nasom priklade lipidy, do
kompatibilného rozpustadla. Neutralne lipidy su nepolarne latky arozpustné len v nepolarnych
rozpustadlach, ako je napriklad hexan alebo chloroform (Bligh & Dyer 1959; Kates 1986a; Kates
1986b;. Medina et al. 1998 ). Neutralne lipidy interaguju s rozpustadlom pomocou slabych
wanderwalosovych vézieb avytvoria srozpustadlom komplex. Rozpustadlo s lipidmi dokaze
difundovat’ aj cez bunkovu stenu, ¢o je vel'mi vyhodne, ak by pri tprave biomasy neboli dokonale
rozrusené bunkové steny na vsetkych bunkach. Lipidy vsak nemaju vzdy charakteristicky nepolarny
charakter. Preto sa najCastejSie na extrakciu lipidov vyuziva zmes polarnych a nepolarnych
rozpustadiel ako je napriklad chloroform : metanol (Folsch et al. 1951; Bligh & Dyer 1959).
Nepolarny chloroform sa naviaze na lipidy pomocou wanderwalsovych vizieb, a vsSak tie nedokazu
odtrhnut’ lipidy od proteinov. Na to je tu v8ak polarne rozpustadlo ako je metanol alebo izopropanol,
ktory sa naviaze na polarne lipidy pomocou vodikovych vézieb, ktoré su také silné ze dokazu odtrhnat’
lipidy od proteinov (Obr. 9).

Tym, Ze v danej extrakcii vyuzivame naraz polarne a nepolarne rozpustadla, ktoré sa vzajomne
nemiesaju, vznikn nam tak dve fazy (Obr. 10). Horn4 faza je organickd, v ktorej sa nachadza
nepolarne rozpustadlo (chloroform alebo hexan) s lipidmi, a dolnd vodna faza obsahuje polarne
rozpustadlo (metanol alebo izopropanol) s proteinmi a inymi kontaminantami a rezidualnou vodou
z biomasy. Vd’aka tejto bifazickej separacii, sme oddelili pre nas dolezité lipidy od kontaminantov

a zvyskovej vody (Lee et al. 2010; Halim, Danquah & Webley 2012).

A — — — — B
2 3 4
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Obr. 10: Extrakcia lipidov pomocou organickych rozptstadiel A — metoda extrakcie pomocou chloroform: metanolu; 1 —
homogenizacia suchej biomasy; 2 — pridanie zmesi chloroform: metanolu 3:1 ; 3 — pridanie 0,9 % NaCl a vytvorenie
bifazickeho rozdelenia; 4 — odobranie spodnej vrstvy s chloroformom a lipidmi; 5 — odparovanie chloroformu; 6 — horna
vrstva s vodou a inymi polarnymi latkami; 7 — dolnéa vrstva s chloroformom a lipidmi; 8 — odpad z bunkovych stien; B —

metdda extrakcie pomocou hexan: izopropanol.
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1.9.4.2. Soxhlet extraktor

NajcastejSie pouzivany laboratorny separacny pristroj, ktory vyuziva chemicky princip
bifazickej alebo aj jednofazovej extrakcie je Soxhlet extraktor Je to velmi jednoduchy skleneny
pristroj, ktory neustile omyva biomasu cCerstvym rozpustadlom, pokym lipidy nie st uplne
vyextrahované. Rozpustadlo je neustale zahrievané, ¢o sposobuje jeho odparovanie do chladica, kde
kondenzuje asteka do biomasy. Rozpustadlo na seba naviaze lipidy a vzniknuty komplex, ktory
preteka do zasobnej komory. Po naplneni komory sa vyleje do druhého zasobnika k Cerstvému
rozpustadlu, kde sa lipidy oddelia a rozpustadlo sa znovu odparuje. Cely cyklus sa niekol'ko krat
zopakuje. Dany typ extrakcie patri medzi jedni z najlepSich a najpreciznejSich technik, a mozno
pomocou neho vyextrahovat’ vel’ké mnozstvo lipidov (Lee et al. 2010). Na druhej strane je energeticky
velmi naro¢ny, pretoze je nutné rozpustadlo neustdle zahrievat' aje vyuzivany zatial' len pre

laboratérne ucely.

1.9.4.3. Supercritical fluid extration (SFE)

SFE je ckologicka technologia extrakcie, ktora vyuziva superkriticka formu CO, a mohla by tak
nahradit’ organické rozpustadla. Superkritickd forma CO; vznika pri uritom tlaku a teplote (20-30
MPa a 31.1°C). Tato technologia ma oproti predchadzajicej mnozstvo vyhod. Hlavna vyhoda je ta ze
nie je potrebné pouzivat’ toxické chemikalie ako je napriklad chloroform, a Ze nie je potrebna energia

na oddelenie lipidov od rozpustadla.
C% co,
., Co

— 7 )

5/

6 ——»

Obr. 11: Aparat na SCCO: extrakciu lipidov; 1 — flaska s CO2; 2 — &erpadlo; 3- ohrieval; 4 — extrakénd nadoba; 5 —
mikrometricky ventil; 6 — surové lipidy; 7 — uvolneny COg; 8 — filtre; (modifikované podla Halim, Danquah & Webley
2012)
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Stlaceny CO; je do $pecialne nadoby s biomasou rias, kde je pomocou Specifického tlaku a teploty
premienani na superkriticki formu SCCO, ktory obklopi biomasu (Obr. 11). Okolo biomasy sa tak
vytvori staticka oblast SCCO>, do ktorej pomaly desorbuju lipidy z biomasy. Desorbované lipidy su
naviazané na SCCO; atvoria s nim komplex, ktory prechadza do dynamickej oblasti, kde SCCO;
prudi. Na obidvoch koncoch nadoby sa nachadzaju filtre, ktoré zabratnuju prechodu zvyskov buniek
a ktoré by sposobili kontaminaciu. Filtre prepustaju len komplex SCCO;, samotny SCCO; bez
naviazanych lipidov a rezidualnu vodu. Na konci zariadenia je mikrometricky prepustaci ventil
a zberna nadoba na lipidy. Ventil znizuje tlak v koncovej Casti zariadenia, SCCO; sa meni na oby¢ajny
plynny CO> a komplex s lipidmi sa rozpadne. Surové lipidy sa zachytavaju v zbernej nadobe. Spolu
s CO; sa odparuje aj rezidualna voda. SCCO; ma nepolarny charakter, ¢o je vel'mi vyhodné ak
chceme extrahovat’ prave nepolarne lipidy. Problém vSak nastdva u polarnych lipidov, ale da sa
jednoducho vyriesit' pridanim metanolu alebo vody. Tato technoldgia umoziuje purifikaciu zmesi
lipidov od zvyskovych ¢asti buniek a vody bez pridania energie, ¢o pri extrakcii pomocou organickych
rozpustadiel nie je mozné. Tato technologia si vSak ziada vysoké instalacné naklady a je potrebné
dodéavat’ vigsie mnoZzstvo energie na udrzanie SCCO, formy. DalSou nevyhodou oproti organickym
rozpustadlam je nizSia efektivita pri vysokom obsahu vody v biomase. Je preto nutné biomasu viac
zakoncentrovat’. Tak isto je potrebné rozruSenie bunkovej steny, aby bola extrakcia u¢inna. Aj napriek
uvedenym nevyhodam ma SFE potencial v komer¢nej vyrobe biopaliv (Halim, Danquah & Webley
2012).

1.9.4.4. Liquid CO, (ICO»)

LCO:; je novsia a efektivnejsia technoldégia podobna ako SCCO,, ale pracuje pri nizSom tlaku
(15MPa) a nizsej teplote (25°C) nez SCCO,. Podobne ako SCCO, ma 1CO; tiez nepolarny charakter
aje nutné pridat metanol. Pouzivanie metanolu ma dvojaké vyuzitie. Jednym je prave polarny
charakter a schopnost’ extrahovat’ polarne lipidy, a druhym Ze zmes lipidov nijak nekontaminuje,
pretoze jeho pritomnost’ je potrebna v nasledujicom kroku transesterifikacii (Fukuda, Kondo & Noda
2001). Efektivitu 1CO, extrakcie vyrazne ovplyviiuje metéda rozrusenia buniek. ZIa volba techniky
méze znizit' celkovi vytaznosti extrakcie aj 0 50%. Podl'a vyskumu Lee et al. (2010) je efektivnejSie
rozrusit bunkova stenu pomocou mikrovin aako polarne rozptstadlo pouzit vodu. Pri pouZiti

metanolu ako rozpustadla bola vytaznost’ extrakcie o 55% nizsia.
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1.9.4.5. Subcritical organic solvent extraction

Pre komerénu kultivaciu rias je velmi vyhodné pouzivat' extrakciu organickych rozpustadiel
v subkritickom stave. Dana technologia ma vela podobnych vlastnosti ako SCCO, stave, ale
energetické naroky na vyvolanie subkritickéj formy su ovela nizsie. Chen et al. (2011) extrahovali
lipidy zo zahustenej biomasy riasy Nannochloropsis sp. (65% obsah vody) vo forme pasty a zistili, Ze
dany typ extrakcie je velmi efektivny a dokaze vyextrahovat az 90% z celkovych lipidov. Ako
rozpustadlo pouzili hexan s etanolov v pomere 3:2. Extrakcia prebieha pri teplote 90 °C ale pri ovela
nizSom tlaku nez pri predchadzajucich technikach len 1,4 MPa. Aj napriek vySsej teplote potrebnej na
priebeh extrakcie je dant techniku mozno vyuzivat’ aj komercnej vyrobe biopaliv (Halim, Danquah &
Webley 2012).

1.9.5. Odstraiiovanie kontaminantov a purifikacia lipidov

Po samotnej extrakcii dostaneme zmes neutralnych, polarnych, neutralnych lipidov
neacylglycerolového charakteru (non-acylglycerol neutral lipids), odpadu z bunkovych stien a latok
nelipidového charakteru. V nasledujicom kroku sa extrakt musi purifikovat, pretoze na vyrobu
biopaliv mézeme vyuzit iba neutralne lipidy. Vyhodou je, ze lipidy sa S nelipidovymi latkami
nemiesaju a po odstati extraktu ich mozno jednoducho oddelit’. Pre nas je dolezita vrchna nepolarna
faza, kde sa nachadzaji neutralne lipidy (ak pouzivame chloroform s metanolom, tak st fazy opacne
orientované, pozri obr. 9). Spodntl Cast’ tvori rezidualna voda a nelipidové latky, ako proteiny a iné
uhl'ovodiky. Odpad z bunkovych stien mézeme odfiltrovat’ alebo nechat’ sedimentovat’. Rozpustadlo
mozno odstranit’ pomocou destilacie alebo ho mozno nechat’ odparit’. Pri SCCO; extrakcii dostavame
¢istd zmes lipidov, a preto purifikacia nie potrebna (Lee et al. 2010; Halim, Danquah & Webley
2012;.

Pred transesterifikacia je v8ak vel'mi doélezité este purifikovat’ samotni zmes lipidov a odstranit’
polarne lipidy a neacylgylceroli. Neziaduce lipidy mozeme odstranit pomocou kyselin alebo
mocoviny, ktoré zreaguju s kontaminantami za vzniku tuhych latok (Halim, Danquah & Webley
2012).

1.10. Transesterifikacia

Transesterifikacia je reakcia esteru s alkoholom za vzniku iného esteru a glycerolu. Ako alkohol sa
vyuziva najcastejSie metanol hlavne kvoli nizkej cene oproti ostatnym komerénym alkoholom (Knohte

2009). Lipidy extrahované z biomasy maji hydrofébny charakter asu zlozené z glycerolu a3
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mastnych kyselin (dizka retazca mastnych kyselin zaleZi na type biomasy) (Fukuda, Kondo & Noda
2001; Chisty 2007; Nigam & Singh 2011). Chemickou reakciou sa mastné kyseliny odtrhni od
glycerolu a reagujt s pridanym alkohol za vzniku nového esteru mastnych kyselin. Vysledny produkt
je metyl ester mastnej kyseliny (fatty acid methyl ester, d’alej len FAME), ¢o mozno povazovat' za
prvi faza biodiesla (Obr. 12) (Fukuda, Kondo & Noda 2001).

A.) Esterifikacia . C//i)
\
C17H3SCOOH HO—CH CH 0—CO— C”,H35
)
C”HBSCOOH + HO— CH CH 0—CO— C”,H35 + 3H,0
%
CWHBSCOOH HO— CH2 CH2 0—CO— C17H35
B.) Transesterifikacia
Cle__O CO— C17H35 _ HO——(I:H2 CH;—0—CO— C17H35
CH—HO—CO— C17H35+ 3CH30H HO+CH [+ CH;—0—CO—C _H
| — | 17" 35
CHZ—-O—CO C17H35 HO——CH2 CH—/0—CO— C”H35

Obr. 12: Schéma esterifikacie a transesterifikécie.

Na uskutocnenie reakcie je potrebné aby bol pritomny katalyzator. Podl'a typu katalyzatora sa
transestrifikaéné reakcie delia na katalyzované kyselinou alebo zasadou (Fukuda, Kondo & Noda
2001).

1.10.1. Katalyza kyselinou

Na kyslu katalyzaciu sa vyuzivaji kyselina chlorovodikova, sirova alebo fosforeéna. Kysla
transesterifikacia je vSak vel'mi pomala oproti zasaditej, a preto sa vo velkovyrobe biopaliv Casto
nepouziva (Fukuda, Kondo & Noda 2001).

1.10.2. Katalyza zasadou

Pri alkalickej katalyzovanej transesterifikacii sa pouziva naj¢astejsie hydroxid draselny. Alkalicka

transesterifikacia je priblizne 4000 krat rychlejsia nez kysla (Fukuda, Kondo & Noda 2001). Pri
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pouziti zasady je v8ak nutné dbat’ na to, aby zmes lipidov, ktora vstupuje do transesterifickacie, bola
dehydratovana. Ak by monoacylglycerol zreagoval svodou na miesto metanolu, vznikli by volné
mastné kyseliny (Free Fatty Acid, d’alej FFA). Vzniknut¢ FFA nasledne reaguju s katalyzatorom
transesterifickacie KOH za vzniku mydla. Tato reakcia sa nazyva zmydelfiovanie. Pre
transesterifikaciu je tato reakcia vel'mi nepriazniva, pretoze ireverzibilne vyuziva katalyzator reakcie
a moze zvySovanim viskozity znehodnocovat’ finalny produkt biodiesel. Zmydeliiovanie spomaluje
reakciu tym, ze reaguje S katalyzatorom, preto ho je nutné pridavat’ do reakcie véacsie mnozstvo aby sa
vykompenzovala jeho strata (Fukuda, Kondo & Noda 2001). Transesterifikacia trva priblizne 90 minut
pri teplote priblizne 60 °C za atmosférického tlaku (Chisti 2007). Poskoceni reakcie nam vznika zmes
biodiesla, netransesterifikovanych lipidov, glycerolu, alkalického katalyzatora a metanolu.
Najjednoduchsou metédou purifikacie je nechat’ zmes odstat’” kym nevznikne bifazické rozdelenie.
V hornej faze sa nachadza biodiesel a katalyzator, v dolnej faze glycerol s produktami zmydeliiovania.
Horna faza s biodieslom sa nasledne niekolko krat omyva svodou, aby sa odstranil alkalicky
katalyzator (Fukuda, Kondo & Noda 2001; Halim, Danquah & Webley 2012).

Transesterifikaciu je mozné katalyzovat’ aj enzymaticky. Oproti najcastejSie pouzivanej zasaditej
transesterifikacii mé enzymaticka katalyza mnozstvo vyhod. Je energeticky menej naro¢nejsia, pretoze
reakcia si vyzaduje len 30-40 °C. FFA nepodliehaji zmydeliiovaniu, ale dokdzu konvertovat' na
FAME a voda tym padom nema na reakciu Ziadny vplyv. Dalsou vyhodou je to, Ze vysledny produkt
FAME snemusi purifikovat vobec, avedlajsi produkt glycerol je mozné purifikovat velmi
jednoducho. Nevyhodou vsak je vysoka cena enzymov, ako je napriklad lipaza, ktora sa pouziva
najcastejsie. DalSou nevyhodou je pomalii priebeh reakcie v rade 20 az 80 hodin. Na druhej strane
alkalicka voda, ktora vznika po purifikacii FAME pri zasaditej transesterifikacii, je vedena ako odpad
a jej likvidacia moze byt tiez nakladna. Preto vyuzitie enzymatickej transesterifikacie v komercnej
vyrobe biopaliv by urcite stalo za zvazenie.

Transesterifikacia je posledny krok celého procesu vyroby biopaliv z biomasy rias, a to konkrétne
biodiesla. Cely proces od kultivacie rias je velmi naro¢ny hlavne Co sa tyka znalosti, energie
a financii. Na druhej strane biopaliva tretej generacie (z biomasy rias) maji mnozstvo vyhod oproti
predchadzajucim generaciam (pozri vyssie). Preto je nutné aby sa vyskum alternativnych zdrojov
energie upieral hlavne na biopaliva vytvorené zrias. Vyskum by sa mal zameriavat hlavne na
zlepSenie efektivity, znizenie nakladov za kultivaciu rias, extrakciu lipidov z buniek a hladanie
ekologickych rozpustadiel a katalyzatorov z obnovite'nych zdrojov, pouzivanych pri extrakcii (Viner,
Champagne & Jessop 2013). V neposlednom rade by sa mal vyskum upriet’ na dvojucelové kultivacie
tzv. Win-Win, kedy okrem ziskania biomasy, mdézeme vyuzivat riasy na oéistovanie vody od
polutantov.

V mojej diplomovej praci som sa venoval biotechnologickému vyuzitiu zelenej riasy
Scenedesmus sp. a konkrétne vyberom najefektivnejSiecho kmena, ako zdroj lipidov na biopaliva.

Hlavny stresovy faktor, ktorym som riasy vystavoval bola salinita. Salinitu som vybral hlavne kvoli
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jednoduchej aplikacii a nizkej cene chloridu sodného pre laboratérne ucely. Moja praca sa sklada
s niekol’kych Casti. Prvej a ¢asovo najnaroénejsej Casti som sa venoval testovaniu 22 rdéznych kmenov
riasy Scenedesmus. Cielom bolo zistit' ¢i je medzi jednotlivymi kmeni rozdiel v rychlosti rastu
a mnozstvu lipidov v bunkach. V d’al$ej Casti mojej prace som kultivoval riasy vo vystupnej vode
z ¢isticky odpadovych vod s cielom testovat’ efektivitu dvojacelovej kultivacie tzv.: Win — Win (pozri
vyssie). V tretej finalnej Casti som sa vybral jeden kmeni S. obliguus, ktory som podrobil dokladnej$im
testom s cielom experimentalne zvysit' produkciu a obsah lipidov. V ramci mojej diplomovej prace
som experimenty vykonaval vicSinou na Katedre Botaniky na Univerzite Palackého v Olomouci
a finalne experimenty som uskuto¢nil na Oceanografickom institite v Gdynii na Univerzite

v Gdansku.
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METODIKA PRACE

2.1. Zasobné kultary

Na experimenty som pouzival vyizolované kmene riasy rodu Scenedesmus, ktoré som vyizoloval
v ramci mojej bakalarskej prace. Dohromady som testoval 22 kmenov riasy rodu Scenedesmus.
Zasobné riasové kmene som Kultivoval v médiu BBM (Bold’s Basal Medium) v 100 ml
Erlemayerovych bankach a ulozené vo fytotrone na katedre botaniky Univerzity Palackého. Nasledne

20 zéasobnych kmetiov som odoberal biomasu na jednotlivé experimenty.

2.2. Nastavenia experimentov

2.2.1. Testovanie vSetkych vyizolovanych kmefiov

Na experiment s rasticim gradientom salinity som pouzil roznych 5 koncentracii salinity. Ako
zivné médium som pouzil médium BBM, v ktorom sa nachadza 0,4 mM/I NaCl. Koncentra¢na rada
pozostavala z 2 (0,08 mM/l), 5 (0,2 mM/l), 10 (0,4 mM/l) a30 (1,2 mM/l) nasobkom NaCl. Ako
kontrolu som pouzil nepozmenene médium BBM s koncentraciou 0,4 mM/I NacCl.

Riasy som kultivoval v 100 ml Erlemayerovych bankach avkazdej banke bolo 75 ml média
s pokusnym kmeniom. Banky boli pocas celého experimentu uloZené vo fytotrone (teplota = 22 °C,
svetelny rezim = 16h/8h svetlo/tma, intenzita svetelného Ziarenia = 20 pmol/m?/s).

Pocas vyhodnocovani dat som z kazdej banky odobral 2 ml biomasy rias a vlozil do 2ml plastovych
skimaviek EPPENDORF® . Banky som pred odobranim biomasy premiesal, aby bola biomasa
homogénne rozlozena v médiu. Sucastou vyhodnocovania dat bola spektrofotometricka analyza
optickej denzity pri vinovej dizke 750 nm a664 nm. Dalej som vyhodnocoval denzitu buniek
pomocou Burker komérky. Data som vyhodnotil pred Startom a nasledne raz za tyzden pocas celého
experimentu, ktory trval 35 dni. Po skonéeni experimentu som vyhodnocoval koncentraciu lipidov

Vv jednotlivych kmenoch.

2.2.2. Kultivacia rias vo vode z COV

Pocas tohto experimentu som kultivoval riasy vo vystupnej vode z COV Nové Sady v Olomouci,
odobranej 2.11.2021. Riasy som kultivoval v dvoch typoch média, v sterilizovanej nepozmenenej vode
zCOV bez NaCl aspridanim 20 mM/l. Experiment pozostival zrovnakych krokov ako pri
predchadzajiicom experimente so salinitou. Z laboratoria z COV som dostal analyzu koncentracie

anorganickych latok, ako N, P, C. Pred zacatim experimentu a po skonceni experimentu som z média
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odstranil biomasu a &isté médium som zaniesol do laboratéria COV na opitovna analyzu. Na konci

experimentu som analyzoval mnozstvo vyprodukovanych lipidov.

2.2.3. Experimenty s cielom zvysit’ produktivitu lipidov

Experimenty som vykonaval na fakulte Oceanografie a Geografie na Univerzite v Gdansku. Na
rozdiel od ostatnych experimentov som ako zivné médium pouzival BG-11. Pri experimente som
vytvoril 5 stupiiovy koncentracny gradient (kontrola 0 mM/I, 85,5 mM/I, 171 mM/I, 256,5 mM/I a 342
mmol/l NaCl) so 4 opakovaniami. Riasy som kultivoval v 150ml erlenmeyerovych bankach, do
ktorych som pridal 75 ml zivného média BG-11. Experiment som vykonaval v dvoch réznych
rezimoch Kkultivacie, a to jednostupfiovom a dvojstupfiovom. Pri jednostupfiovom rezime som NaCl
pridal do baniek na zaciatku experimentu a pri dvojstupiiovom az na 14 den experimentu. Celkova
doba kultivécie pri obidvoch rezimoch bola 18 dni. Do kazdej banky som pridal 8x10° buniek kmena
zelenej riasy Scenedesmus obliguus KNO5 (dohromady 40 baniek = 2 rezimy x 5 stuptiovy gradient x
4 opakovania). Kazdy druhy den experimentu som vyhodnocoval absorbanciu biomasy pri 664 a 750
nm a denzitu buniek v ml. Hmotnost’ lipidov som analyzoval pred zacatim experimentu na 14 defi a po
skonCeni experimentu apri obidvoch rezimoch rovnako. Po skonceni experimentu som d’alej
vyhodnocoval hodnoty stresu buniek pomocou fluorescencie chlorofylu (Fv/Fm). Dalej som po

skoncCeni experimentu sledoval aj schopnost’ biologickej desalinizacie Zivného média.

2.2.4. Kultivovanie rias v semikontinualnom reZime vo fotobioreaktoroch

Na konstrukciu fotobioreaktorov som pouzil dve 10l akvaria. Prevadzkovy objem zivného média
som vSak zvolil iba 81, aby sa pri aeracii médium nedotykalo vrchného krytu, nekontaminovalo sa
a nevytekalo von z reaktora. Na vyrobu krytu reaktora ako aj na rozdel'ovacie steny som pouzil duté
polykarbonatové dosky. Ventilaény systém bol vytvoreni z 5 1ml plastovych $piciek z automatickych
pipet. Manipulaény otvor som vytvoril z vrchnaku od PET falsi a tesnenia na kryt, otvor a steny som
vyrobil z odpadovych du$i z bicyklov. Aeraény systém bol tvoreni z akvaristickych gumenych
hadiciek. Spociatku boli reaktory aerované len oby¢ajnym vzduchom a CO, som dodaval zvlast
v 100% nezriedenom stave 2 krat denné podl'a potreby, dokym pH nekleslo na hodnotu 6,5. Po Case
som vytvoril automaticky systém dodavania CO», ktory bol napojeny na aera¢ny systém. Vzduchova
pumpa mala vykon 501 za minutu, a zasobnu vysokotlakovi nadobu s CO2 som uvolnil na rychlost’
prudu 2l za minatu. Tym som dosiahol zriedenie CO- priblizne na 4%. Presnt intenzitu zriedenia som

vsak este upravoval podl'a potreby reaktorov, aby sa pH udrzala priblizne na rovnakej hladine.
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Riasy v fotobioreaktoroch som kultivoval v semikontinualnom rezime a kazdych 7 dni som odobral 41
média s biomasou, ¢o je polovica objemu média Vv reaktore, a prilial som erstvé médiu. Ako zivné
médium som pouzival vysterilizovant vodu s jazera Morskie Oko v meste Sopot a médium BG-11
v pomere 1:1. Pomer, ako aj obsah nutrientov, som vSak postupom c¢asu eSte upravoval, aby som

dosiahol ¢o najvacsiu produkciu biomasy (pozri vysledky 4. ast).

2.3. Analyzy:
2.3.1. Analyza lipidov

Analyzu lipidov som robil podl’a metodiky v ¢lanku Park et al. (2016). Na analyzu som odobral 9
ml média z biomasou do sklenenych centrifuga¢nych skiimaviek. Nasledne som biomasu centrifugoval
na 2500 otoCiek za minutu na 15 minGt a supernatant odstranil. Odstredent biomasu som zmrazil
tekutym dusikom. Nasledne zmrazenti biomasu som nechal 5 az 10 minat odstat. Do skumavky
s biomasou som nasledne pridal 2 ml chloroform-metanolu (2:1) a 1,5 ml NaCl. Zmes som priblizne 1
minttu miesal pokym sa biomasa zhomogenizovala. Zmes som centrifugoval pri 0 3500 otackach na
15s. Supernatant (zmes metanolu a NaCl) som opatrne o0 odstranil azvysna zmes (chloroform
s biomasou) som premiestnil do 4ml vialiek a nasledne zahrieval na priblizne 90 °C na 15 az 20 mint,
pokym sa chloroform uplne neodparil. Po odpareni som do vialiek pridal 0,1 ml kyseliny sirovej
a znovu zahrial na 90 °C na 10 az 15 minat, pokym sa zmes nezafarbila do tmavohnedej farby. Po
sfarbeni som vialky nechal chladit’ 5 minut v lade a nasledne pridal do viliek 2,4 ml fosfovanilinu
a zamieSal. Zmes sa nasledne sfarbila do ruzova. Sytost’ sfarbenia zavisela priamo tmerne na
koncentracii lipidov vo vialke. Zmes som nasledne analyzoval pomocou spektrofotometra pri vinovej
dizke 530 nm. Zo ziskanych hodnét zo spektrofotometra som nasledne pomocou kalibra¢nej rovnice

vypocital realnu hmotnost’ vyprodukovanych lipidov.

2.3.2. Kalibra¢na krivka

Kalibra¢nt krivku som vytvoril pomocou kuchynského oleja. Olej som rozpustil v chloroforme
,aby som dosiahol koncentraciu 1 mg repkového oleja v 1 ml chloroformu. Takze do 100 ml
chloroformu som pridal 0,1 g repkového oleja. Nasledne som vytvoril koncentraéna radu zlozent z 8
vialiek, do ktorych som vlozil od 1 pg po 60 pg (1 pg, 5 ug, 10 pg, 20 ug, 30 ug, 40 ug, 50 pug, 60 pg)
zmesy oleja s chloroformom(obr. 13, priloha 2 a 3).

Dennt produktivitu lipidov pocas experimentu som vypocital pomocou vzorca:
m(DH2 —m()1
t
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m(1)1 je hmotnost’ suchej biomasy pred zaciatkom experimentu, m(7)2 je hmotnost’ suchej biomasy

po skonceny experimentu, t je pocas dni experimentu.

4. 5 4 2

|

Obr. 13: Kalibra¢na zriad’ovacia rada.

2.3.3. Produktivita biomasy

Hmotnost’ biomasy som vyhodnocoval prepoctom z absorbancie pomocou kalibracnej krivky
(priloha 1). Na filtra¢ny papier som pomocou podtlakovej pumpy prefiltroval 20 ml média s biomasou.
Filtraény papier som vysus$il a hmotnost’ Cistého papierika som odpocital od aktualnej hmotnosti
papierika so suchou biomasou. Nasledne som vytvoril koncentraény gradient s objemom 20 ml, kde
som médium s biomasou zriedil na 20, 40, 60, 80 a 100%. Zmeral som hodnoty absorbancie pri dizke
664 a 750 nm, kazdého stupiia gradientu. Pri nezriedenom médiu 100% som poznal hmotnost’ aj
absorbanciu. Hmotnost’ zriedenych médii som dopocital podl'a stupiia zriedenia.

Dennu produktivitu biomasy poc¢as experimentu som vypocital pomocou vzorca:
m(B)2 —m(B)1
t
m(B)1 je hmotnost’ suchej biomasy pred zaciatkom experimentu, m(B)2 je hmotnost’ suchej biomasy

po skonceny experimentu, t je po¢as dni experimentu.

2.3.4. Denzita buniek

Denzitu buniek som vypo¢ital pomocou mriezky Burker Meopta® a nasledne ziskany pocet buniek

som prepocital na ml pomocou vzorca:
p(b) = 250000
p(p)
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p(b) je pocet spocitanych buniek pomocou mriezky Burker, p(p) je pocet spocitanych policok na

mriezke Burker.

2.3.5. Fluorescencia Fv/Fm

Meranie fluorescencie som uskutoc¢nil v posledni dent experimentu pomocou analyzatoru PHYTO —
PAM®. Pri kazdej vzorke som fluorescenciu meral 3 minuty za tmy a nasledne 3 minuty za svetla
(170 umol/s/m?). Kazdu vzorku som pred analyzou umiestnil na tmavé miesto po dobu 10 minut.
Celkovy objem kyvety v detektore bol 5 ml a umiestnil som do neho 3 ml nezriedenej vzorky.
Stcastou krytu detektoru je malé plastové mieSadlo, ktoré udrzuje vzorku homogenizovani

a zabranuje sedimentacii rias.

2.3.6. Biologicka desalinizacia

Zmenu koncentracie soli v médiu som meral pomocou zmeny konduktivity (mS/m?). Na meranie
konduktivity som pouzil konduktometer znac¢ky InoLab®. Konduktivitu v bankach som meral zacatim
experimentu a pred vloZenim inokula do baniek a po skonéeni experimentu. Pri dvojstupiiovom reZime
som konduktivitu meral az na 14 den po pridani NaCl. Po skonceni experimentu som konduktivitu
meral az po centrifugacii, od filtrovani zivného média a odstraneni tak biomasy z média. Konduktivitu
s pritomnost'ou biomasy som meral iba v dvojstupniovom rezime v 14 den experimentu.

Percento desalinizacie som vypocital pomocou vzorca:
1—-DS2
DS1

DS2 je salinita po skonCeni experiment, D57 je salinita pred zaCatim experimentu.

* 100

2.4. Vyhodnocovanie dat
Na spracovanie dat do tabulieck som pouzival program Microsoft Excel. Nasledne na Statistické

operacie som pouzival program R-studio, kde som data analyzoval pomocou Statistickej metddy

jednocestného testu ANOVA a Tukeyho testu pri hladine vyznamnosti 0,05 .
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2.5. Tvorba biodiesla

2.5.1. SuSenie biomasy a rozrusanie bunkovych stien

Podas su$enia som biomasu varil v mikrovlnnej rare aby sa bunky rozrudili pomocou mikrovin.
Mikrovinna raru som nastavil na 160 az 350 W a ¢akal kym sa biomasa neza¢ne varit. Nasledne som
biomasu mieSal a nechal pomaly ochladzovat’. Tento postup som opakoval 3 az 4 krat. Potom som
biomasu Uplne vysusil v laboratornej susicke na 120 °C po dobu priblizne 6 az 9 hodin, kym biomasa

uplne sucha (Obr.36).

2.5.2. Extrakcia

Na extrakciu lipidov vyuzitelnych pre biodiesel som pouzil dve rdézne metédy. Prva metoda bola
podla autorov Folch et al. (1951), ktori na extrakciu vyuZzivaja zmes chloroformu a metanolu
v pomere 2:1 a pomer zmesi avzorky 1:20. Celkova zmes organickych rozpustadiel mala 300 ml
z toho 100 ml metanolu a 200 ml chloroformu.

Sucht biomasu umiestnil so separacného lievika, zalial s 100 ml metanolu a nechal stat’ priblizne 15
hodin, aby metanol dobre rozrusil bunkové steny (Obr. 37, 38). Nasledne som do zmesi prilial 200 ml
chloroformu a nechal extrahovat’ priblizne 24 hodin. Po skonéeni extrakcie som do zmesi pridal 50 ml
0,9% roztoku NaCl aby sa zmes bifazicky rozdelila. Spodnt nepolarnu ¢ast’ s lipidmi a chloroformom
som prefiltroval cez skleny filter. Nasledne som chloroform nechal odparovat’ pri teplote 60 °C a pri
neustalom miesani. Poslednych 20 ml zmesi prelial do malej 50ml kadic¢ky a nechal eSte odparovat’ na

vari¢i. Kadicku so suchymi lipidmi som nasledne zvazil a vdhu odcital od vahy prazdnej kadicky.

2.5.3. Transesterifikacia

Mnozstvo vyextrahovanych surovych lipidov bolo velmi malé mnozstvo apre lepsSiu efektivitu
transesterifikacii som lipidy premiesal este s 20 ml prepaleného kuchynského oleja a vytvoril som tak
zmes 1:5. Zmes olejov som nasledne umiestnil do varnej banky. Zmes som nechal zahriat’ na 60°C
apo zahriati austaleni teploty som do zmesi pridal metanol s NaOH. Mnozstvo metanolu som
prisposobil, tak aby bol na 1 mal triacylglycerolu bolo 6 moélov metanolu (Fukuda, Kondo & Noda
2001; Chisty 2007). K 24,08 ml zmesi olejov som pridal 5 ml metanol. Ako katalyzator som pouzil
180 mg NaOH (Chisti 2007), ktori som nechal rozpustit' v metanole. Po pridani zmesi metanolu
a NaOH, som zmes nechal 2 hodiny reagovat’ pri teplo 60 °C za neustaleho mieSania. Po skonceni

reakcie som zmes biodiesla a glycerolu centrifugoval, aby som rychlejsie oddelil glycerol od biodiesla.
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VYSLEDKY

3.1. Testovanie produkcie biomasy a lipidov vyizolovanych kmenov

V prvej Casti mojej diplomovej prace som sa venoval kultivacii vSetkych vyizolovanych
kmenov riasy Scenedesmus. Pévodnym ciel'om tejto prace bolo zistenie, ¢i rozna salinita ovplyviiuje
vyslednt efektivitu produkcie lipidov riasy Scenedesmus a ¢i je medzi jednotlivymi kmenimi rozdiel.
Vysledky jednotlivych pokusov boli vsak vel'mi nejednoznacné a nebol vidiet’ nijaky spolo¢ny trend,
ktory by ukazoval aka koncentracia NaCl je najefektivnej$ia. Median vicsSiny sledovanych hodnot sa
pohyboval priblizne na rovnakej urovni, ¢o jednozna¢nej poukazuje na to, ze pouzitd koncentracia
NaCl nema ziadny vplyv na efektivitu kultivacie. (Obr. 14).

Variabilita $pecifickej rychlosti rastu bola pri vSetkych koncentraciach takmer uplne totozna a nebol
zaznamenany ziadny signifikantnych rozdiel (ANOVA (p<0,05) p = 0.987).
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Obr. 14: Vplyv NaCl na rast biomasy a produkciu lipidov vSetkych vyizolovanych kmenov; ¢iara v boxplote znazornuje
median, hodnoty nad boxplotmi znazornuja pocet ziskanych dat v jednotlivych gradientoch, bodky znazoriuji extrémne

hodnoty mimo nasobkou kvartilového rozpitia.
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Pouzita koncentracia NaCl nijak vyrazne neovplyvnila ani mnozstvo lipidov v bunkach (Obr. 14B)
(ANOVA (p<0,05) p = 0,906), ale oproti Specifickej rychlosti rastu maju riasy kultivované so
zvySenou salinitou median hodnot mierne vys$sie nez kontrola.

Pocas testovania kmenov som vSak zaznamenal velku variabilitu medzi kmenimi rodu Scenedesmus.
Kmene sa odlisovali vo vSetkych parametroch ako je rast biomasy alebo obsah a produkcia lipidov
(Obr. 15A-E).
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Obr. 15: Prehlad’ celkovej produkcie a efektivity riasy Scenedesmus sp.; pismena A aZ E znazorfiuju jednotlivé parametre,

viac informacii pozri nizsie.

Specificka rychlost’ rastu za dobu 30 az 35 dni dosahovala hodnét od 0,04 po 0,12 a priemernej
hodnoty 0,073 (Obr. 15A). Variabilita rychlosti rastu bola rovnomerne rozloZzena a nezaznamenal som
nijaké vyrazne nizke alebo vysoké hodnoty. 10 kmefiov dosahovalo nadpriemernych hodnét a9
kmenov dosahovalo podpriemernych hodnét. Najvyssiu rychlost’ rastu 0,115 som zaznamenal pri

kmeni S. spinosus KN18, a najnizsiu rychlost’ pri kmeni S. maximus KNO8, a to 0,042 (Obr. 15A).

Cas zdvojenia je relativny ¢as potrebny na zdvojnasobenie populacie ajeho vypodet vychadza
s rychlosti rasti. Tym padom su vysledky takmer totozné s rychlostou rastu s tym rozdielom, ze su
hodnoty obratené. Priemerna hodnota ¢asu zdvojenia bola priblizne 9,44. Najrychlejsie rastuci kmen
KN18 dosahoval hodnotu priblizne 6,2 a najpomalSie rastaci kmen dosahoval KNO8 dosahoval
hodnoty 15,6 (Obr. 15B).

Produktivita biomasy dosahovala v priemere 7,67 mg/l/def. Variabilita produkcie biomasy je
podobna ako pri predchadzajucich parametroch (Obr. 15C), ale v tomto pripade poc¢itame aj
s mnozstvom vyprodukovanej biomasy a nie len s rychlostou jej produkcie. To znamena, Ze kmen

ktory méa vysoku rychlost’ rastu, nemusi dosahovat’ aj vysoku produkciu biomasy. Najvyssiu
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Obr. 16: Prehlad’ produkcie biomasy a lipidov vSetkych kmefiov; horizontalne ¢iary v grafoch znazoriuju celkovy priemer,

¢iary v boxoch znazornuji median jednotlivych kmenov, bodky znazornuji extrémne hodnoty jednotlivych kmenov, zelené

boxploty znazoriuju skupinu hodnot vyskytujuce sa nad priemerom, cervené boxploty znazoriuji hodnoty vyskytujice sa

pod priemerom; v pripade, Ze boxplot pretinal priemer rozhodovalo umiestnenie medianu; vertikalne &iary rozdeluju

jednotlivé druhy rias pozri tab. 1 alebo 2.
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hodnotu produktivity biomasy som zaznamenal pri kmefioch S. maximus KN12 a S. spinosus KN16,
ato 3,5 mg/l/den a najnizsiu celkovt hodnotu 2,75 mg/l/dent dosahoval kmeit KN16 (Obr. 16C).

Produktivita lipidov dosahovala priemernej hodnoty 0,36 mg/l/den (Obr. 15E). Variabilita produkcie
lipidov bola niz§ia ako pri ostatnych parametroch, vsetky ziskané hodnoty sa vyskytovali blizko
priemeru. A vSak velmi vysoka variabilitu v ramci jedného kmena som zaznamenal pri kmena S.
spinosus KN17 (Obr. 16C). Tento kmeni som na rozdiel od ostatnych kmenov testoval dvakrat. Druhé
testovanie nebolo zamerné, ale dany druh som omylom zamenil za iny kmen S. spinosus. Pri druhom
testovani kmetia KN17 som pouzil dvakrat koncentrovanejSie inokulum, pretoze v prvom testovani
som V zasobnej Kultire nemal dostatok biomasy. Pri druhom testovani s va¢sim inokulum som vsak
zaznamenal 0 50% vys$si obsah lipidov v bunkach. Rychlost’ rastu a produkcie biomasy sa medzi
jednotlivymi testami kmenia KN 17 vyrazne nelisili (Obr. 16A,B).

Niz8iu priemernu produkciu biomasy 0,1 mg/l/dein som zaznamenal pri kmeni KN16.

Hmotnost’ lipidov v bunkach rozdelovali testované kmene na dve skupiny (Obr. 15D). Hmotnost’
lipidov vbunkach v&a¢Siny kmenov bola priblizne rovnaka apohybovala sa okolo 3,5 pg
a nepresahovala viac ako 4 pg. A vSak u piatich kmefiov bola hmotnost’ lipidov v bunkach vyrazne
vy$$ia a pohybovala od 5 az do 12 pg. Kmene, ktoré dosahovali vyssie hodnoty boli S. intermedius
KNO7, S. maximus KNO8, KN11, KN12 a S. acutus KN14 (Obr. 16D). Tieto kmene maju v porovnani
S ostatnymi vécSie bunky, ato pravdepodobne spdsobilo vyrazna odchylku od celkového priemeru.
Produktivita lipidov kmetiov s va¢$imi bunkami nie je uz tak vyrazna, ale aZ na kmenn KN11 dosahuju
aj tak vsetky nadpriemernych hodnét (Obr. 16C). To znamena, ze velkost’ buniek resp. vyssia
hmotnost’ lipidov na bunku dokazu vykompenzovat nizSiu rychlost’ rastu a dané kmene st stale
efektivne na produkciu lipidov.

Najvyssiu hmotnost’ lipidov v bunke som zaznamenal pri kmeni S. maximus KN12, ato 13,3 pg
aV priemere 12,5 pg. Najniz§iu hmotnost’ lipidov mali kmene S. raciborskii KNO3, S. subspicatus
KNO9 a S. spinosus KN16, a to priblizne 0,5 pg.

Vzt'ah medzi obsahu lipidov a dennou produkciou
Pri nizkych koncentracii NaCl od 0,04 do 1,2 mM/I, kedy salinita nijak neovplyviiovala obsah

lipidov je medzi obsahom a produkciou lipidov pozitivny vztah (Obr. 17 vlavo). Pri vysSich

koncentraciach by NaCl zvysil obsah lipidov, ale to by negativne ovplyvnilo produkciu biomasy, ¢o
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by malo za nasledok zniZenie denne produktivity lipidov. Na takto vyzerajacom grafe by sme
sledovali pravdepodobne negativny vztah medzi obsahom a produktivitou lipidov.

Na druhej strane vzt'ah obsahu lipidov a produkciou biomasy je negativny (Obr. 17 vpravo).

Bunky s vysokym obsahom lipidov priblizne nad 8%, ako napriklad druh S. maximus, maji nizsiu
produkciu biomasy, ¢o ma za nasledok mensiu dennti produktivitu lipidov oproti bunkdm s mensim
obsahom lipidov (Obr. 17 vlavo). Podla tohto grafu mozeme vidiet, Ze najefektivnejsie druhy
s vySSou dennou produkciou lipidov st prekvapivo kmene s nizkym obsahom lipidov. Druhy s nizkym
obsahom lipidov mézu svojou vysokou produkciou biomasy vyprodukovat za den viac lipidov, nez

druhy s vysokym obsahom lipidov, ktoré rastu ve'mi pomaly.

Vztah obsahu a produkcie lipidov Vztah obsahu lipidov a produkcie biomasy
15' - -
$
= 101
=]
=
=
2
i

0.3 0.6 0.9 4 8 12
Produktivita lipidov (mg/l/deii) Produktivita biomasy (ng/l/dei)

Obr. 17: Vzt'ah medzi obsahom lipidov a dennej produkcii lipidov a biomasy; Cervena ¢iara predstavuje trendovi spojnicu.

Hodnotenie kmenov

Zo vsetkych testovanych kmenov boli najefektivnejsSie dva kmene, ato Scenedesmus acutus
KN14 a Scenedesmus intermedius KNO7. Obidva kmene vykazovali nadpriemerni produktivitu
biomasy a lipidov. Obida kmene patrili skupiny kmefniov, ktoré maji omnoho vicsie bunky, a tym
padom aj vacsie mnozstvo lipidov. Pomerne vysoky obsah lipidov som zaznamenal aj u kmenov S.
maximus KNO8, KN11 a KN12. Vysoky obsah lipidov danych kmenov dokazal vykompenzovat nizku
produkciu biomasy natol’ko, Ze denna produkcia lipidov dosahovala priemernych alebo mierne
nadpriemernych hodndt. Naopak kmene S. subspicatus KN09 aKN23 hodnotim ako velmi
neefektivny zdroj lipidov, pretoZze dosahovali v produkcii biomasy aj obsahu lipidov vel'mi nizke

hodn6bt.
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Tab. 2: Hodnotenie testovanych kmeniov (*hodnota vyssia nez priemer; ** hodnota vyssia nez 3 kvartil; ? nejednoznacné
data, zvyraznené nazvy kmenov znazoriuju 2 najefektivnejsie kmene a kment KNOS, ktory bol pouzity v nasledujtcich

experimentoch)

Kmeis Rychlost  Produktivita Produktivita Lipidy v Celkovy pocet
rastu biomasy lipidov bunke bodov
S.dimorphus KN02 * * * *okk
S.raciborskii KNO3 * *k N
S.intermedius KN04 * *
S.obliguus KNO5 faed * -
S.serratus KNO6 * *k * —
S.intermedius KNQO7 * ok *k F—
S.maximus KNO8 *k *k Hedkk
S.subspicatus KN09 * *
S.maximus KN11 * * *k o
S.maximus KN12 * *k Hokk
S.acutus KN14 * *k *ok —
S. spinosus KN16 i *ok
S.spinosus KN17 *x *% ? )
S. spinosus KN18 i *ok
S. intermedius KN21 ** * *hk
ok * * .

S.ellipsoideus KN22
S. intermedius KN23
S.subspicatus KN27
S.brasilliensis KN29

*%*
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Tab. 3: Sahrn vSetkych testovanych parametrov kmefiov zelenej riasy Scenedesmus sp. (zvyraznené hodnoty st najvyssie dosiahnuté v danej kategérii; KNO5* vybrany kmeti na experimentalne

zvysenie produkcie lipidov pomocou salinity; KN17* druhé testovanie daného kmena, kde som zaznamenal vysoky obsah lipidov oproti predchadzajucemu testovaniu)

Kmeri r;ﬁf::g?;i u Cas zdvojenia Mnoti)ztr\]fﬁdil();g;)v na Produ(l;:ig;;;’;zelzv:;) masy Produktivita lipidov (mg/l/dei) Obsah lipidov (%0)
S.acutusKN14 0,067 =+0,0043 10,467  +0,71 10,1172 +1,32 8,7 +1,32 0,5 0,10 58 =+1,33
S.brasilliensiskKN29 0,060 =£0,0063 11,701  +£1,13 2,6036 £1,25 11,0 1,79 04 0,15 3,8 +£1,13
S.dimorphuskKNO02 0,087 +0,0024 7,994  £0,22 1,3919 0,22 8,2 0,79 0,4 +0,07 49 +£1,02
S.ellipsoideuskKN22 0,090 =+0,0075 7,766  £0,67 2,6585 +0,33 6,3 1,47 0,4 +0,08 6,8 =+0,77
S.intermediuskKNO4 0,066 +0,0045 10,629  +0,78 2,6357 +0,37 6,5 +0,97 04 0,04 58 =+0,72
S.intermediuskKNO7 0,064 +0,0042 10,821  +0,72 54727 42,82 8,6 +1,30 05 0,12 6,5 =+1,03
S. intermediusKN21 0,095 =+0,0093 7,379  £0,76 3,5507 0,14 3,8 0,85 0,2 +0,14 8,6 0,91
S. intermediusKN23 0,086 +0,0039 8,088  +0,37 1,9154 +0,73 3,8 +0,53 0,1 0,06 40 =+1,49
S.maximuskNO8 0,044 +0,0020 15,810 +0,72 9,0918 +1,79 6,2 +0,82 0,5 0,09 9,0 =£1,74
S.maximuskKN11 0,055 =+0,0028 12,537  +0,68 8,4390 +1,34 92 1,74 0,3 +0,06 3,8 =+0,65
S.maximuskKN12 0,059 =+0,0015 11,837  +0,31 12,3026  +1,30 3,8 0,23 0,4 0,05 12,2 +1,51
S.obliguuskKNO5* 0,112 +0,0064 7,291  +0,85 1,3974 +0,36 85 1,11 0,3 +0,08 3,3 +0,79
S.raciborskiikKN03 0,086 +0,0039 8,180  +0,19 0,6824 +0,09 9,8 +0,89 0,3 +0,04 3,0 =+0,31
S.serratuskKNO6 0,088 =+0,0017 7,906  +0,15 1,1750 0,10 12,0 +0,94 0,4 +0,02 35 +0,23
S. spinosusKN16 0,095 =+0,0093 7,008 +0,40 0,6394 0,11 3,4 0,70 0,1 0,02 3,2 +0,71
S.spinosuskKN17 0,051 =+0,0022 13,506  +0,56 1,9161 =+0,42 13,6 +1,12 0,8 0,17 6,3 =+0,98
S.spinosuskKN17* 0,066 +0,0028 10,599  +0,45 1,6329 +0,88 129 1,77 0,3 0,10 2,2 £1,18
S. spinosuskN18 0,112  0,0064 6,232  +0,37 1,1691 0,27 46 +091 03 0,05 10,8 2,09
S.subspicatuskKN09 0,079 +0,0008 8,732  +0,09 0,6914 0,24 6,3 0,80 0,2 0,08 3,8 £1,71
S.subspicatuskKN27 0,045 =+0,0026 15,537  +0,92 2,0287 +0,25 6,3 0,68 0,5 0,04 8,3 £1,10
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3.2. Kultivacia rias vo vode z COV

Aj napriek vysokej u¢innosti modernych mestskych &istic¢iek odpadnych vod, nedokazu dokonale
odstranit’” vel’ké mnozstvo dusiku a fosforu. Vypustanie velkého mnozstva dusiku a fosforu do
vodnych recipientov mdze v stojatych usekoch spdsobovat’ prudky narast biomasy rias najmé sinic.
Tento jav je mozné v8ak jednoducho vyriesit' pomocou kultivacie rias v uzavretych nadrziach mimo
vodného recipientu. Okrem ocistenej vody od eutrofnych prvokov dusiku a fosforu ziskame taktiez
cennt biomasu rias, ktort mozno vyuzit' na vyrobu biopaliv.

Na overenie tejto tedrie s vystupov vodou z COV Nové Sady som vybral nahodne tri kmene,
jeden z podrodu Acutodesmus (KN02) a dva z podrodu Desmodesmus (KNO4, KN22). Vsetky vybrané
kmene rastli bez problémov a pocas pokusu som nezaznamenal nijaki kontaminaciu alebo
fyziologické zmeny spdsobené polutantom (Obr. 18). Vo vode z COV bola koncentracia celkového
dusika 9,83 mg/l, €o je priblizne 4x menej nez v médiu BBM, a celkového fosforu 5,71 mg/1 priblizne
9% menej nez v BBM. V laboratérnom médiu je okrem vys$sej koncentracie aj opacny pomer N:P,
v ktorom je viac fosforu nez dusiku (BBM 41:51 mg/l — 1:1,24; COV 9,83: 5,71 mg/l - 1,72:1).

Medzi neupravenou vodou avodou s pridanim NaCl na molarnu koncentraciu 20 mM/I som
okrem kmena KN22 nezaznamenal nijaky vyrazny rozdiel v produkcii biomasy (Obr. 18). To
znamena, Ze ani tato koncentracia NaCl rovnako ako predchadzajucich experimentoch nijak vyrazne

neovplyviiuje produkciu biomasy.

Prirastok suchej biomasy vo vode z cov

300 1
-
=
S0
é Koncentracia NaCl
. —
§ 300 20 mM/1
E == Standart
=
= Kmef
=
7 EN02
= ]
z 100 - KN
E I’L"\:'\'\
= 22
g
e

D B
1] 1 2 3 4 3
Cas (Tyiden)

Obr. 18: Produkcia suchej biomasy poéas experimentu COV; poéet sledovani pri kazdom kmeni je n = 1, kvdli malého

mnozstvu vody z COV som nemohol uskutoénit’ opakovania.
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Zaznamenal som vsak vyrazny rozdiel v produkcii biomasy rias kultivovanych v laboratornom médiu
BBM a vo vode z COV. Z vysledkov je jasné, e voda z COV obsahovala vietky potrebné Ziviny na
produkciu biomasy a vsak ich mnozstvo nebolo dostacujice na to, aby riasy rastli po celu dobu
experimentu (Obr. 18). Pocas experimentu som zaznamenal vyrazny rozdiel v produkcii biomasy
a po¢tu buniek. Vo vode z COV mézeme na zadiatku vidiet’ vyrazné rychlejsi narast novych buniek
a eSte vyrazne vyssiu produkciu biomasy vSetkych troch kmenov oproti médiu BBM. Ale priblizne po
3 az 4 tyzdni experimentu som zaznamenal stagnaciu prirastku novych buniek pri kmenioch KNO02
a KNO4 (Obr. 19B). Na druhej strane v tom danom ¢ase v médiu BBM mdézeme vidiet’ naopak prudky
narast buniek pri vietkych troch kmetioch. Na konci experimentu je pocet buniek vo vode z COV

4

0 polovicu nizsi pri kmeniov KNO2 a KNO4 a pri KN22 je priblizne rovnaky.

A Porovnanie prirastku biomasy
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B Porovnanie prirastku poc¢tu buniek
Meédium
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Hmotnost’ suchej biomas
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Obr. 19: Produkcia v laboratérnom médiu BBM a vo vodou z COV, farebné pole okolo kriviek s médiom BBM znézorfiuje

standardnii odchylku; BBM n = 5, COV n = 1; kvéli malého mnozstvu vody z COV som nemohol uskutoénit’ opakovania.
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A Porovnanie produkcie biomasy BBM a cov
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Obr. 20: Finalna produkcia média BBM avody z COV, ¢&isla nad stipcami znazoriwju pocet sledovanie v jednotlivych

mediach.
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Z vysledkov je ocividné, Ze V priebehu kultivacie rias vo vode z COV dochadza k spomaleniu
spomal’uje mnozenie buniek, ktoré vSak d’alej rastu a zvac¢Suju sa, Co nijak negativne neovplyviuje
mnozstvo biomasy .

Podobné znizenie po 3. tyzdni mézeme vidiet’ aj pri produkcii biomasy, a vSak nie az tak vyrazné
ako pri pocte buniek. Nemo6zeme hovorit’ o uplnej stagnacii ako pri pocte buniek, ale oproti prvym
tyzdnom produkcia biomasy spomal’uje, ¢o je uplny opak situacie v média BBM (Obr. 19A). Ale gj
napriek spomaleniu, dokazali riasy vo vode z COV vyprodukovat' rovnaké mnozstvo biomasy ako v
médium BBM. Jedine v kmetia KN22 bolo vo vode z COV biomasy menej neZ v médiu BBM.

Produkcia lipidov bola v médium BBM priblizne 2 az 5 krat vysia nez vo vode z COV (Obr.
20B). Najvicsi pokles v produkcii lipidov medzi vodou z COV a laboratornym médiom som
zaznamenal pri kmeni KNO4, ato priblizne o 76%. To bolo pravdepodobne sposobné nizkym
obsahom zivim, ktoré po dlhsej dobe kultivacie spomalili produkciu biomasy aj lipidov.

Délezity rozdiel som v$ak zaznamenal medzi neupravenou vodou z COV avodou s pridanym
chloridom sodnym, ktory mal predstavovat’ stresovy faktor. Kmene v pritomnosti stresu produkovali
priblizne o 25% viac lipidov nez v neupravenej vode z COV. Kmei S. dimorphus KNO2 zvysil denna
produkciu lipidov v pritomnosti NaCl az o 50%. Rovnaky narast som zaznamenal aj v percentualnom
obsahu lipidov v biomase (Obr. 20C).

Zaujimavé zistenie je, Ze pritomnost’ vysokej koncentracie NaCl nijak vyrazne neovplyvnila
produkciu biomasy (Obr. 20A). Zo zvySenej dennej produkcie aj obsahu lipidov je evidentné, Ze
pouzita koncentracia NaCl uz bola bunkami vyhodnotena ako stresovy faktor s nasledkom zvysenej
produkcie lipidov. Ale produkcia biomasy nebola nijak ovplyvnena, ¢o velmi zvySuje dennut

produkciu lipidov.

Tab. 4: ZniZenie koncentracie eutrofnych prvkov po kultivacii riasy Scenedesmus sp.; *zaporné percento je pravdepodobné

sposobené nedokonalou filtraciou média od suchej biomasy rias ale chybou v chemickej analyze dusi¢nanovu.

S. dimorphus KN02 S. intermedius KNO04 S. ellipsoideus KN22
NaCl 0 mM/I 20 mM/I 0 mM/I 20 mM/I 0 mM/I 20 mM/I
Pred (mg/l)
NOs 6,62 6,62 6,62 6,62 6,62 6,62
NH. 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43
Pc 5,71 5,71 5,71 5,71 571 571
Po (mg/l)
NOs 7,5 0,4 0,4 0,798 0,758 0,4
NH. 0,039 0,039 0,039 0,039 0,039 0,039
Pc 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
Znizenie (%)
NOs -14,35" 93,96 93,96 87,95 88,55 93,96
NH. 99,39 99,39 99,39 99,39 99,39 99,39
Pc 97,90 97,90 97,90 97,90 97,90 97,90
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Vsetky kmene dokazali z odpadovej vody takmer uplne spotrebovat’ vsetok dusik a fosfor.
Koncentracia fosforu po 5 tyzdiioch klesla vo vSetkych pozorovaniach o 97% (Tab. 4). Rovnaky
vysledok som zaznamenal aj pri odstraniovani amoniaku. Vo vSetkych pozorovaniach klesla hladina
amoniaku 0 99,39%. Malé rozdiely som zaznamenal pri odstraiovani dusi¢nanov, kde pri dvoch
pozorovaniach sa znizila hladina NOjs™ priblizne len o 88% a pri troch d’alsich pozorovaniach zhodne
93,96%. S neznamych pri¢in jedna vzorka vysla v negativne, ¢o bolo pravde podobne spdsobené
chybou v analyze dusi¢nanov (Tab. 4).

Nezaznamenal som ziadny vplyv zastresovania buniek a odstranovanie dusiku a fosforu.

3.3. Efekt zvySenej koncentracie NaCl na produktivitu lipidov

Zo vsetkych otestovanych kmenov som vybral na experimenty s cielom zvySenia produktivity
lipidov kmen S. obliguus KNO5. Aj napriek tomu, Ze nedosahoval vysokych hodnoét, podl’a odbornych
publikacii bol tento kmen velmi dobré hodnoteny ako potencidlny zdroj lipidov. Preto som sa
rozhodol pouzit’ na experimenty prave tento kme.
Riasy boli kultivované v médiu BG-11, ¢o je vysoko produkéné médium s bohat§$im mnoZstvom zivin
nez médium BBM. Dalej boli riasy kultivované v miestnosti so silnej$ou intenzitou svetla priblizne
150 umol fotéon/m?/s a vysSej teplote okolo 22 °C. To malo za nésledok daleko vyssiu produkciu.
Najvyssia namerana produktivita biomasy v predchadzajucom experimente bola 14,96 mg/l/den pri
kmeni KN17 (Obr. 15C, 16B). Priemerna denna produktivita biomasy v kontrolnom médiu kmena
KNO5 v danom experimente bola 35 mg/l/den, ¢o je 2 krat vyssie (Obr. 21A, 22A) nez
v predchadzajicich experimentoch (Obr. 15C).

Kmen zelenych rias Scenedesmus obliguus KNO5 som v tychto experimentoch kultivoval v dvoch

réznych rezimoch, a to jednostupiiovom a dvojstupiitovom (uvod kapitola 1.5.3).

3.3.1. Jednostupiiovy rezim (JS)

Produktivita biomasy

V jednostupniovom rezime, kde bol gradient NaCl pritomny od zac¢iatku experimentu, bol rozdiel
v produkcii biomasy vidiet uz po 2 az 4 dni kultivacie. V bankach s najnizsou salinitou (85 mM/I)
rastla biomasy priblizne o 50% pomalSie nez v kontrolnej banke. V bankach so salinitou 171 az 342
mM/1l som zaznamenal vel'mi prudky pokles produkcie biomasy oproti kontrole (Obr. 21A). V tychto

bankach sa biomasa takmer vobec neprodukovala a na konci experimentu banky neobsahovali viac
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ako 20 mg/l suchej biomasy. Kontrolnad banka obsahovala priblizne 630 mg/l a banka s najniz$im
zasolenim okolo 300 mg/I suchej biomasy (Obr. 21A).

Produkcia suchej biomasy na deil bola v kontrolnej banke 35,5 mg/l/den a pri koncentracii 85,5
mM/1 NaCl, bola produkcia biomasy 17 mg/l/deni (Obr. 22A) (Tukey (p <0,05) p = 2,6x10°***), Pri
vys$ej koncentracii NaCl bola denna produkcia biomasy extrémne nizka a neprekro¢ila 1 mg/l/den.
Rozdiel v produktivite je dobre viditeI'ny pri hodnotach rychlosti rastu (Obr. 22D) uz na druhy deni
pozorovania. Z prirastku suchej biomasy nebol rozdiel v tu dobu este takmer vobec vidiet' (Obr. 22C).
Hodnoty rychlosti rastu medzi jednotlivymi skupinami za celu dobu experimentu rovnomerne klesaju
S rasticou salinitou. Riasy reaguji na pritomnost’ stresu hned’ od zaciatku experimentu a nie az po

dlhsej dobe.
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Obr. 21: Mnozstvo vyprodukovanej biomasy a lipidov pocas 18 dni; kazdy stipec ma n = 4, ¢isla v Sedych poliach nad

grafom znazorfuju defi experimentu; JS — jednostupnovy rezim, DS — dvojstupiiovy rezim.
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znazornuju extrémne hodnoty; C,D: farebné polia okolo kriviek znazoriiuju Standardnt odchylku.
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Produktivita a obsah lipidov

Denna produktivita lipidov bola v jednostupiiovom rezime najviac efektivna v kontrolnej skupine, a to
Vv priemere 5,5 mg/l/defi (ANOVA (p <0,05) p = 2,6x10°***) Najmenej efektivna bola pri salinite
171 mM/I a viac, ¢o bolo spdsobené extrémne nizkou produktivitou biomasy. Pri vysokej salinite bola
dennd produktivita lipidov priblizne 0,115 mg/l/deni. Vysoku produktivitu lipidov vzhl'adom na niz§iu
produktivitu biomasy vykazovala skupina kultivovana pri koncentracii 85,5 mM/I, ato v priemere 4,6
mg/l/den. Produktivita bola takmer totozna s kontrolnou skupinou napriek tomu, ze produkcia biomasy
bola o polovicu nizsia (Tukey (p <0,05) p = 0,053). Pouzita koncentracia NaCl zvysila percentualny
obsah lipidov na 25%, ¢o je takmer o 2/3 viac nez pri kontrole (obr.10A) (Tukey (p <0,05) p =
2,25x10°***), Vysoky obsah lipidov dokéazal kompenzovat niz§iu produkciu biomasy a na konci
experimentu dokazala dana skupina vyprodukovat’ v priemere 84 mg/l lipidov, ¢o je len o 10 mg/Il
menej nez v kontrole (Obr. 21A, B). Obsah lipidov vsak nekoreloval s gradientom salinity, ako som

povodne ocakaval, pretoze v vysSich koncentraciach bol obsah lipidov nizsi nez v kontrole.

Morfologické zmeny sposobené stresom

Pod mikroskopom bolo so stipajucim gradientom vidiet’ aj morfologické zmeny buniek. Uz pri
najnizsej koncentracii NaCl (85,5 mM/1) boli vidiet’ evidentné zmeny oproti kontrole, a to ze dcérske
bunky prestavaji opustat’ matersku bunku (Obr. 23). Pri koncentracii 171 mM/1 NaCl je nie je vidiet
vyrazna zmena proti 85,5 mM/I. Ale pri 256 mM/I st viditelné mohutné gulovité agregaty buniek,
pravdepodobné kryté eSte materskou bunkovou stenou. Pri najvysSej pouzitej koncentracii 342 mM/I
NaCl mali bunky uplne odlisny tvar ako pri normalnych podmienkach. Gulovité utvary mali tvar
spory a ¢asto bunky vo vnutri ¢asto neboli rozoznatel'né, na rozdiel od predchadzajucej koncentracie

256 mM/I1, kde boli bunky asponi trochu v agregatoch rozoznatelné.

o
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Obr. 23: Efekt salinity na morfologiu buniek; a — 0 mM/I; b — 85,5 mM/I; ¢ — 171 mM/I; d — 256,5 mM/I; e — 342 mMI/I.
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24: Vysledky kultivacie v dvojstupnovom rezime; A,B: malé pismena nad box plotmi znazorfiuju signifikanciu Statistického

rozdielu po Tukeyho test p < 0,05; pismeno n znazorfiuje pocet pozorovani, ¢iara v boxplote znazoriuje median, bodky

znazornuju extrémne hodnoty; C,D,E: farebné polia okolo kriviek znazoriiujii Standardna odchylku.
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3.3.2.Dvojstupiiovy rezim (DS)

Produktivita biomasy

Pri dvojstupnovom (DS) rezime bol NaCl pridany az na 14 den experimentu. Do 14 dna nebol
vidiet’ Ziadny rozdiel produkcii biomasy (Obr. 24D, E) (ANOVA (p<0,05) p = 0,334). V bankach sa
Vv 14. den nachadzalo priblizne 420 mg/1 suchej biomasy (Obr. 21B). Po pripadni gradientu NaCl som
na 18. den zaznamenal niz$iu produkciu biomasy oproti kontrole (ANOVA (p <0,05) p = 0,186).
Mnozstvo biomasy nepriamo umerne korelovalo so stipajicim gradientom salinity (Obr. 24C).

Produktivita biomasy vSak ani v jednej skupine po pridani NaCl neprestala, dokonca ani po
pridani najvysSej koncentracie 346,5 mM/l. Pridanie NaCl vSak negativne ovplyvnilo celkovi denna

produkciu biomasy oproti kontrole, ktora klesla z 34 na 29 mg/l/den (Obr. 24A).

Produktivita a obsah lipidov

Najvyssi a Statisticky jediny signifikantny nérast obsah lipidov som zaznamenal pri koncentracii
171 mM/I, ato v priemere 18%, ¢o je 0 2% vysSie oproti kontrole (Obr. 25A) (Tukey (p <0,05) p =
0,0442). Celkova denna produkcia lipidov vSak ani ujednej zo skupin neprevySovala kontrolu
skupinu (ANOVA (p <0,05) p = 0,189). Najvyssiu produkciu lipidov dosahovala spominand
skupina s koncentraciou 171 mM/1, a to v priemere 5,18 mg/l/denr (Obr. 24B) a vSak s vel'mi nizkou
Statistickou signifikanciu (Tukey (p <0,05) p = 0,837).

3.3.3.Porovnanie jednostupiiového a dvojstupniového rezimu

Najvyssi percentudlny obsah lipidov som zaznamenal v jednostupiiovom rezime pri koncentracii
85,5 mM/I, a to viac ako 25% (Tukey (p <0,05) p = 0,000***). Druhy s najvy$§im obsah lipidov som
zaznamenal v dvojstupfiovom rezime pri koncentracii 171 mM/Il, ato v priemere 18%. Pri tej to
koncentracii vSak rozdiel od kontroly nebol Statisticky velmi signifikantny (Tukey (p <0,05) p =
0,327). Najniz8i obsah lipidov v priemere 5% som zaznamenal V jednostupfiovom reZime pri
koncentréacii 256,5 mM/1 (Obr. 25A) (Tukey (p <0,05) p = 0,8x10°").
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Obr. 25: Porovnanie jednostuptiového a dvojstuptiového rezimu kultivacie; malé ¢ierne pismena znazoriuju signifikanciu

Statistického rozdielu v rdmci jedného rezimu, malé cervené pismena znazoriuje signifikanciu Statistického rozdielu v ramci
obidvoch kultivaénych rezimoch po Tukeyho teste (p < 0,05); pismeno n zndzoriiuje pocet pozorovani; A,B: ierna &iara cez
cely graf znazornuje priemerny obsah lipidov kmenia KNOS5 pred zac¢atim experimentu, ¢ervené prerusované ¢iary znazoriuju
Standardnu odchylku obsahu lipidov pred zacatim, plné trojuholniky znazorfuju obsah lipidov v 14 deil experimentu, ¢iarnu

nad a pod trojuholnikmi znazorfiuja $tandardnt odchylku obsahu lipidov v 14 den.

65



Produkcia biomasy

Produkcia biomasy bola najefektivnejsia podl'a o¢akavania v kontrolnych skupinach. V obidvoch
rezimoch kultivacie sa po pridani NaCl, ako stresového faktoru, produkcia spomalila alebo stagnovala.
Pri dvojstupiovom rezime boli rozdiely v produkcii biomasy vel'mi nizke (ANOVA (p <0,05) p=
2,6x10°%***) v porovnani s jednostupfiovym (ANOVA (p<0,05) p = 0,189). V jednostupiiovom rezime
pri vysokych koncentraciach NaCl kultivacia straca ekonomicky vyznam a jedina koncentracia, pri

ktorej by bola kultivacia este efektivne je 85,5 mM/1 (Obr. 25A).

Produktivita lipidov

NajvysSia signifikantna produktivita lipidov bola v kontrole pri jednostuptiovom rezime. Z toho
vyplyva, ze salinita v pouzitych koncentraciach nijak signifikantne nezvysila produkciu lipidov (Obr.
25A) (ANOVA (p<0,05) p = 0,067). Hodnoty dennej produkcie lipidov v pritomnosti stresu boli
priblizne rovnaké ako v kontrolnej skupine. To je sposobené nizSou produktivitou biomasy oproti
kontrole a vacsi obsah lipidov dosiahnuty pomocou stresu, nedokazal prevysit’ produktivitu lipidov
kontrolnej skupiny. Z ekonomického hl'adiska by pouzitie stresu v obidvoch rezimoch nebolo
vyhodné. Pouzivanie ¢istého NaCl ako stresového faktoru zvysi vyrobné naklady, ale objem ziskanych

lipidov nijak vyznamne nezvysi.

3.3.4. Fluorescencia chlorofylu

Aj ked pouzitie vysSej koncentracie NaCl (85,5-356 mM/l) malo neutrdlny vplyv na dennt
produkciu lipidov, na rast a morfologiu buniek mal naopak vplyv vyrazny. Koncentraciu NaCl vyssiu
nez 85,5 mM/l mozeme hodnotit’ ako vyrazny stresovy faktor. Technika pomocou, ktorej mozno
kvantitativne ohodnotit’ stupen stresu buniek je analyza fluorescencie chlorofylu (Parkhill 2001;
Murchie a Lawsom 2013). Pri tejto technike sa meria maximalna u¢innost’ fluorescencie fotosystému
Il. Ak sa bunky rias vyskytuju v horSich podmienkach a st vystavené stresu, je téinnost’ fotosyntézy
nizS§ia. To ndm pomaha uréit’ pritomnost’ aj intenzitu stresového faktoru. Hodnotu, ktora pri tejto
technike sledujeme je pomer medzi variabilitou fluorescencie (Fv) a maximalnou ucinnosti
fluorescencie (Fm). Fv je rozdiel medzi maximalnou fluorescenciou Fm a minimalnou fluorescenciou
Fo. Fo nastava po oziareni svetlom s nizkou intenzitou, ktoré nedokaze spustit’ elektrénovy retazec,
ale ma dostato¢nu energiu na vyvolanie fluorescencie (Fv = Fm — Fo). Pri optimalnych podmienkach
je pomer Fv/Fm velmi stabilny a nadobuda v tme hodnoty priblizne az 0,6 a pocas svetla 0,5. Pri
svetle sa viac energie vyuzije pri fotosyntéze, a preto st hodnoty o nieCo nizSie. Ak sa vSak bunky

nachadzaju v nepriaznivych podmienkach, hodnota pomeru Fv/Fm sa znizuje.
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Obr. 26: Hodnotenie stresu buniek, pomocou U¢innosti fluorescencie chlorofylu; n nad boxplotmi znazoriiuje pocet

pozorovani, malé pismena nad box plotmi znazortiuju signifikanciu Statistického rozdielu po Tukeyho test (p < 0,05).

Pomer Fv/Fm pri jednostupfiovom rezime ukazuje, Zze v kontrolnej banke a bankach
s koncentraciou NaCl 85,5 a 171 mM/I nie st zZiadne zmeny (Tukey (p<0,05) p = 0,999; p = 0,993).
V tme dosahovali hodnét 0,6 avo svetle 0,5. Vyrazny pokles som zaznamenal az pri poslednych
dvoch koncentraciach, kde v tme dosahovali hodnot v priemere 0,22 a vo svetle 0,4 az 0,45 (Obr. 26A,
C) (Tukey (p<0,05) p tma = 0,000***; p sveo = 0,000***). V bankach s koncentraciou 171 mM/I bola
vel'mi nizka produkcia lipidov rovnako ako v bankach s vysSou koncentraciou (256,5 — 342 mM/I).
Ale podl'a hodnot fluorescencie dana koncentracia eSte nepredstavovala vyrazny stres. Je mozné, Ze
bunky sa ¢asom na stres adaptovali lebo na konci experimentu som zaznamenal mierny narast biomasy
a zvysenie rychlosti rastu (Obr. 22D).

V dvojstuptiovom rezime je signifikantny rozdiel pomeru Fv/Fm vidiet’ len pri svetle a vykazuje

ho len skupina s najvysSou koncentraciou 342 mM/I NaCl (Tukey (p<0,05) p = 0,011%). V tme st
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rozdiely ve'mi minimalne aj ked’ dosahuju Statistickt signifikanciu (ANOVA (p<0,05) p = 0,005%%*).
Pomer Fv/Fm je mierne vyssi pri koncentraciach 256,5 a 342 mM/I, ¢o by naznacovalo, Ze pri tej
koncentracii majui bunky priaznivejSie podmienky nez v kontrole. Je to vSak pravdepodobne spdsobné
vel'mi nizkou variabilitou jednotlivych skupin, ¢o zvysilo signifikanciu rozdielov. Doba pocas, ktorej
boli bunky vystavné vyssej koncentracii NaCl nebola dostato¢na na to, aby vyrazne ovplyvnila

fotosystém II.

3.3.5. Biologicka desalinizacia

Schopnost’ biologickej desalinizacie kmena Scenedesmus obliguus KNO5 dopadla negativne.
Podra rozdielu konduktivity pred zac¢iatok a po ukonéeni experimentu je vidiet’, Ze salinita sa naopak
zvySuje. Ani u jednej skupiny nie je vidiet’ pozitivne percento desalinizacie. Jediny pozitivny vysledok
je v kontrolnej vzorke pri jednostupfiovom rezime. Pozitivny vysledok je v8ak spdsobeny znizenim
koncentracie zivin, ktoré maju taktiez vplyv na konduktivitu. Konduktivita kontrolného média bola
priblizne 1,9 mS/cm?® a po skonéeni experimentu klesla na 1,5 mS/cm?. Konduktivita najniz3ej
koncentracie NaCl 85,5 mM/I bola priblizne 10,5 mS/cm? a najvyssej 342 mM/I bola 37 mS/cm3,
Médium bez NaCl malo vel'mi nizku konduktivitu nez médium s najnizSou koncentraciou NaCl a aj

mala zmena mdzeme spdsobit’ vysoké percento rozdielu hodnét konduktivity (Obr. 27).
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Obr. 27: Biologicka desalinizacia kmefia KNO5 (fuzy nad a pod stipcami znazorfuju §tandardna odchylku).
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3.4. Kultivacia rias v semikontinualnom reZime vo fotobioreaktoroch

Pocas odbornej staze na Univerzite v Gdansku som mal moznost’ vysktsat’ aj semikontinualny
rezim kultivacie v panelovom laboratornom fotobioreaktore. Ciel'om tejto Casti bola nie len obsluha
reaktora, ale aj jeho samotnd konstrukcia. Reaktory su skonstruované z 10l skleneného akvaria
s rozmermi 6 x 40 x 60 cm (§irka x vyska x diZka). Pri vybere materidlu som sa snazil zamerat’ hlavne
na jeho dostupnost’ v laboratoriu alebo domécnosti a hlavne na nizku cenu. Panelovy fotobioreaktor
predstavuje zatvoreny systém (tivod Kapitola 1.5), ktory sa premieSava pomocou aeracie a preto je
nutné, aby mal reaktor otvor na uvolfiovanie prebytocného vzduchu. Na ich uzavretie som pouzil
polykarbonatové listy a ako vyfuk prebytocného vzduchu som pouzil plastové Spic¢ky s automatickych
pipet. Vrchnt listu som k akvariu pripevnil pomocou izola¢nej kobercovej pasky. Na vrchna listu som
este pridal zatvaratelnym otvor z PET fl'aske na dodavanie média a odoberanie biomasy (priloha 6).
Aby som dosiahol ¢o najdokladnej$ie premieSanie média sbiomasou, pridal som do stredu 2
rozdelovacie steny. Tieto steny rozdel'uju reaktory na 3 segmenty, v ktory sa prad odraza od stien
a lepSie sa tak dostava aj do rohovych miest. Aeracia bola zabezpecena pomocou vzduchovej pumpy
a gumenych hadiciek, ktoré su vedené na spodnu stranu reaktorov a uchytené pomocou rozdel'ovanych
stien (Obr. 28).
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Obr. 28: Schéma panelového reaktora (1 — Aeracia; 2 — Manipula¢ény otvor; 3 — Exhalaéné otvory)

Po dokonéeni konstrukcie a uvedeni oboch reaktorov do prevadzky som zaéal hned’ s kultivaciou rias
(Obr. 31). Na kultivaciu v semikontinualnom rezime som vybral kmene S. acutus KN14, ktory patril

medzi najefektivnejSie kmene aS. obliguus KNO5, ktory som pouzil aj predchadzajucich
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experimentoch s cielom zvysit produkciu lipidov. Reaktory fungovali na prvy pokus vel'mi dobre
a vSak po par dnoch ako biomasa zacala narastat’ som zaznamenal vyrazné zmeny v hodnotach pH. Pri
uzavretom systéme nedochddza k vymene plynov medzi vodou a volnou atmosférou a vysoka
rychlost’ fotosyntézy spotrebliva omnoho vécsie mnozstvo CO2, nez je dodavané do systému pomocou
aeracie Nizka koncentracia CO; v médiu zvySuje hodnotu pH, ktora moze vystipit’ zo 7 az na hodnotu
11,2 za priblizne 8 hodin. Je preto nutné pravidelne do fotobioreaktorov dodavat’ CO; a pH znizit’ na

uroven priblizne 6,5 az 7.

Vv A

AN MAND NAA

vvv A A A

Obr. 29: Prudenie media v reaktore; nakres prudenia media je len priblizny, smer media sa ¢asom menil a intenzita prudenia
nebola rovnomerne rozlozena v celom reaktore, najsilnejSie prudenie bolo v zadnej ¢asi kde sa hadi¢ka stacala, ¢o

sposobovalo vyssi tlak a silnejsi prud bublin.

pH systém

V prvych tyzdinoch som CO; pridaval manualne dvakrat denne a pocas vikendov som reaktory
nechaval v tme, kedy fotosyntéza neprebieha a uhlik sa nespotrebuva. Po ¢ase som vSak s cielom
zefektivnit’ produkciu a zabranit’ vysokym vykyvom pH vytvoril automaticky systém. Tento systém
pridava CO; neustale v malom mnozstve do aera¢ného systému, kde sa premiesava so vzduchom.
Koncentracia CO2 vo vzduchu sa tak zvysi na uroven priblizne 4%. Pri vy$Som mnozstve biomasy
som koncentraciu zvysil az na 8%. Po dokladnej kalibracii systém dokazal udrzat pH na hodnote od
6,5 do 8,5.

Aeracia

Fotobioreaktory neboli aerované neustale, pretoze dlha doba aeracie rychlo zvySovala hodnoty

pH. Neustalym prevzdusiovanim sa zo systému pravdepodobne odstranovalo velké mnozstvo
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dodavaného CO,. Aeraciu som pomocou Casovaca nastavil na 15 a 30 minutové intervaly, medzi
ktorymi bola 2 hodinova prestavka. Pri spusteni aeracie sa hodnota pH prudko znizila priblizne o 0,5
az 1 stupeni, ¢o bolo sposobené vyssou koncentraciou CO, pretoze dodavanie CO, bolo neustale
aktivne aj pocas necinnosti pumpy. Z dlhodobého hladiska vsak tieto vykyvy nemali na produkciu
nijaky negativny vyznam (Obr. 29, 30).

Obr. 30: Systém dodavania COz; 1. 100% COz; 2. Vzduch z pumpy; 3. Obohateny vzduch o0 CO2 na 4% az 8 %.

Produkcia biomasy

V prvych tyzdiioch kultivacie rias neboli rozdiely v produkcii biomasy medzi reaktormi vel'mi
vyrazne. V reaktore ¢. 1, kde bol kultivovany kmeni S. acutus KN14, bola kultivacia bez problémova
(Obr. 32A). V prvych tyzdiiom dosahovala dennt produkciu biomasy od 33 do 47 mg/l/denr (Obr. 33).
Na zaciatku kultivacie, kedy som upravoval pH manualne, bola produkcia biomasy poc¢as vikendu
vel'mi nizka az nulova. Sposobili to vel'mi vysoké hodnoty pH, ktoré dosahovali az hodnoty 11,2.

V reaktore €. 2, kde bol kultivovany kmen S. obliguus KNO5, som zaznamenal v prvych tyzdiiom
pokles biomasy namiesto jej produkcie. Pévodne som predpokladal, ze Zivnom médiu je nedostatok
nejakej konkrétnej ziviny a tym padom limituje produkciu biomasy. Po odobrati biomasy sa produkcia
na kratky ¢as zvysila, ale po par diioch som zaznamenal opitovny pokles. Reaktor nevykazoval ziadnu
pritomnost’ kontaminacie baktériami a bunky vyzerali fyziologicky v poriadku. Kontaminiciu som
tym padom ako pri¢inu poklesu produkcie vylicil. Po ¢ase som zistil, ze bunky kmena KNO5 omnoho
rychlejsie sedimentuji nez bunky kmena KN14 asila pradenia média nie je dostaujuca na to, aby
véacésinu buniek udrzala v médiu. Bunky vel'mi rychlo sedimentovali na dno a ¢ast’ z nich uz pradenie
nevynieslo spat’ hore. To malo za pri¢inu vel'mi nizke hodnoty absorbancie z ¢oho som usudil, ze

v reaktore sa neprodukuje ziadna biomasa.
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Od 17. dna kultivacie som zacal biomasu v obidvoch reaktoroch vymieSavat’ aj manualne pomocou
akvaristického magnetického stieraca. V reaktore ¢. 2 sa koncentracia biomasy zvysila z 348,1 az na
669,5 mg/l (Obr. 32B). To znamena, Ze viac ako polovica vyprodukovanej biomasy klesla na dno a po

spusteni aeracie uz nevystipila naspét’ do supernatantu. Po kazdodennom manualnom vymies$avani sa

podobna situacia s poklesom biomasy uz neopakovala.

Obr. 31: Mnozstvo biomasy vo fotobioreaktoroch
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Obr. 32: Produktivita suchej biomasy v reaktoroch; ph manual — manuélne dodavanie COz; pH automat — automatické

dodavanie COg; S — svetlo, T — tma; mie$anie — mieSanie média pomocou akvaristického stieraca.

72



Zvysenie koncentracie biomasy po prvom manualnom vymieSani Som zaznamenal aj v reaktore ¢.
1, ale nie az tak vyrazny ako V reaktore ¢. 2. Koncentracia biomasy sa zvysila zo 416,5 na 526 mg/I
(Obr. 32A). Bunky kmena S. acutus maju podlhovasty elipsovity tvar, ¢o pravdepodobne umoznilo
bunkéch I'ahsie sa udrzat’ vo vodnom stipci. Bunky kmefa S. obliguus maju bunky okrithle a klesajti
tak omnoho rychlejsie.

Pocas kultivacie som testoval aj rozne svetelné rezimy (priloha 4). Vyssiu produkciu biomasy
som zaznamenal pri neustalom svetle, nez pri kombinacii svetla a tmy. Pri striedani svetla a tmy
svietili na jeden reaktor obidve lampy tym padom mali viac energie neZ pri neustalom svetle, ked’ na
reaktor svietila len jedna lampa. Dve lampy vSak nezvysili produkciu biomasy na taka Groven, aby
dokéazala kompenzovat’ nulovll produkciu pocas tmavej fazy a zvysit' tak celkovli dennt produkciu
biomasy. Denna produkcia biomasy pri striedani svetla a tmy bola v 45,1 — 58,5 mg/l/deni (Reaktor ¢.
1) a 53 — 73 mg/l/dent (Reaktor ¢. 2). Pri neustalom svetle bola denna produkcia 53,2 — 66,9 mg/l/dent
a 75,3 — 80,9 mg/l/den (Obr. 32).
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Obr. 33: Denna produktivita biomasy v reaktoroch.

Zber biomasy

Pri zbere biomasy som sa snazil vyuzivat’ energeticky nenaro¢né techniky, pri ktorych je strata
priblizne od 0,06 do 0,08%. Po sedimentacii sa koncentracia zvysila na 0,16 az 0,21%. Na prvy
pohlad’ vyzera zahustenie biomasy pomocou sedimentacie vel'mi nizke ale celkovy objem média sa
znizil 0 62,5% (zo 4 litrov na 1,5 litra). Takmer vSetka biomasa sedimentovala na dno banky a pri
odstraneni hornej vrstvy boli straty biomasy vel'mi nizke (Obr. 34). Pri sedimentacii je vSak nutné
banky umiestnit’ do uplnej tmy, inak ¢ast’ biomasy zostane v hornej vrstve a hrozia vel'ké straty pri jej

odstraniovani (priloha 5). Biomasu som nasledne centrifugoval a zakoncertoval na 4,5 az 6,6% (Obr.
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35). Maximalny objem centrifigy bol 0,241 a sedimentovantl biomasu bolo nutné centrifugovat’ 7 krat
(1,57 0,24 = 7). Bez predchadzajiceho zakoncertovania by som musel biomasy centrifugovat’ az 17

krat. Vdaka sedimentacii, pri ktorej nie je potrebné dodavat energiu, som pri nasledujicim kroku

uSetril az 58% energie.

Obr. 34: Sedimentacia (sedimentacia biomasy za 16 hodin)

0,05-0,08 %

Obr. 35: Objemovy pomer medzi biomasou pred a po zakoncertovani; % znazorfiuji mnoZzstvo gramov na liter, reaktor
predstavuje nezakoncertovanti biomasu, v banke je zakoncertovana biomasa po sedimentacii 4 litrov média, v kadicke je

vysedimentovana biomasa z banky po zakoncertovana centrifugacii.
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Porovnanie fotobioreaktorov

Aj napriek tomu, ze kmen S. obliguus KNO5 mal horsie vysledky prvej ¢asti mojich experimentov

(pozri tab. 1 a 2) nez kmen S. acutus KN14, v kultivacii nijak nezaostaval, ale prave naopak. Kmen
KNOS5 po priblizne 22. dni kultivacie, kedy som odstranil va¢Sinu chyb (manudlne vymiesavanie
a automatické dodavanie pH) a stabilizoval kultivaciu, v produkcii biomasy predbehol kmen KN14
v reaktore ¢. 1. Kmeni KNO5 v reaktore ¢. 2 dosiahol aj maximalnu zaznamnému dennti produkciu
biomasy, a to 80 mg/l/deni (Obr. 32), ¢o je priblizne 3 krat viac nez v kultivaénych bankach.
Co sa tyka obtaznosti kultivicie, kmen KN14 v reaktore &. 1 bol efektivnejsi a nenaroénejsie nez
kmen KNO5 v reaktore ¢. 2. Produkcia biomasy kmena KN14 bola od zaciatku bez problémova
a pocas celej kultivacie som nezaznamenal nijaky vyrazny pokles alebo stagnaciu produkcie biomasy
(Obr. 32A). Sila aeracie bola dostacujica na to, aby po prestavke vSetky bunky opat’ vystupili nahor
a biomasa sa rovnomerne rozlozila v reaktore. Po zaati manualneho vymieSavania sa mnozstvo
biomasy v supernatante reaktora nijak vyrazne nezvysila (Obr. 32A).

V reaktore ¢. 2 s kmenom KNOS5 bola kultivacia 0 nieco obt'aznejsia. Okrthle bunky kmena S.
obliguus neboli dostacujice na to, aby po prestavke medzi intervalmi aeracie bola jej sila dostacujtca
na homogenizaciu biomasy. Bolo preto nutné raz denne reaktor vymiesavat’ aj manualne. Po prvom
vymie$ani stupla koncentracia biomasy v supernatante reaktora z 350 na 670 mg/l, ¢o je takmer o

™

50%. S manualny vymieSavanim bola produkcia v reaktore ¢. 2 stabilna a podobna reaktoru ¢. 1.

3.5. Extrakcia lipidov a produkcia biodiesla

Po skonceni kultivacie biomasy Vv reaktoroch som dohromady vyprodukoval 30 g suchej biomasy.
Na produkciu biodiesla som pouzil 21,7 g suchej biomasy (Obr. 36), ¢o bola suma suchej biomasy

vyprodukovanej

Obr. 36: Priprava suchej biomasy; Obrazok vlavo st velké kusy suchej biomasy vysuSené v peci; obrazok vpravo je

rozdrvena suché biomasa na prach v maziari.
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za 39 dni kultivacie. ZvySnych 8g suchej biomasy bola suma z celkového objemu obidvoch
reaktorov po ukonceni kultivacie. Zo zvySnych 8 g biomasy som len extrahoval lipidy, pretoze na
produkciu biodiesla bol vyextrahovany objem vel'mi maly.

Z 21,7 g suchej biomasy sa mi podarilo vyextrahovat’ 4,8 g surovych lipidov a tym padom bol
obsah lipidov bol 22,3%. Kvoli efektivnejSej extrakcii a uSetreni ¢asu som lipidy extrahoval
z biomasy obidvoch reaktorov naraz a nemozem preto urcit’ obsah lipidov pre jednotlivé kmene.

Vyextrahované surové lipidy mali hustd konzistenciu ciernej farby, ¢o bolo spdsobené
pravdepodobne chlorofylom (Obr. 37, 38). Ten je nutné pred transesterifikiciou odstranit’ pomocou
chromatografie (gélovej alebo plynovej). Tento krok som musel v§ak vynechat’, pretoze potrebné
vybavenie som v tom ¢ase nemal k dispozicii. Objem surovych lipidov bol v§ak vel'mi nizky, a preto
som knim primiesal eSte 20 ml prepaleného kuchynského oleja. Vytvoril som tak zmes olejov

v pomere 1:5, ktora som nasledné transesterifikoval.

¥ =

= e

Obr. 37: Extrakcia lipidov pomocou zmesi chloroform — metanol; a: rozru$anie buniek pomocou metanolu; b: pridanie
chloroformu; c: pridanie roztoku 0,9% NaCl avytvorenie bifazického rozdelenia; d,e: odstranovanie dolnej vrstvy

s chloroformom a lipidmi.

Po transesterifikacii som vyslednii zmes biodiesla a glycerolu nasledné centrifugoval pri 2000
otaCkach za minutu, aby sa zmes rychlejsie bifazicky rozdelila. Kvoli chlorofylu, ktory bol rozpusteny
v obidvoch fazach bolo oddelenie velmi naro¢né. Na dne centrifugacnej kyvety bola vSak husta
usadenina, v ktorej bol pravdepodobne glycerol s chlorofylom. Objem usadeniny bol priblizne 5 ml,

¢o by odpovedalo o¢akavanému objem oddeleného glycerolu.
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a b c

Obr. 38: Odprarovanie chloroformu a: odparovanie organického rozpustadla chloroformu zahrievanym vo variéi

a odvetravany plynnym dusikom; b: poslednych 20 ml zmesi, ktoré odparoval na indukénom varici; c: finalné surové lipidy.

Vysledny biodiesel som testoval zapalenim na vate a pozoroval som intenzitu a dizku horenia.
Ako kontrolu som pouzil vSetky horlavé latky, ktoré by zmes mohla obsahovat, ak by
transesterifikacia neprebehla, a to metanol, zmes olejov (olej z rias + prepaleny) a Cisty prepaleny ole;j.
Z kazdej horlaviny som pouzil 600 ul a pomocou pipety som ich umiestnil na kusok vaty. Vsetky
kontrolné horlaviny horeli iba 10 aZ 15 sekiand a prepaleny olej nehorel vobec. Vata s biodieslom
horela priblizne 2 mintty. To je dokaz toho, Ze transesterifikacia prebehla Gispesne a horlava latka
bola skuto¢ne biodiesel a nie metanol, ktory bol pouzity pri transesterifikacii. Ak by transesterifikacia

neprebehla tak by v 600 pul zmesi biodiesla bolo priblizne 120 pl metanolu, ¢o je tak isto horl’ava latka.

Obr. 39: Test horlavosti findlneho biodiesla (vI'avo biodiesel a vpravo vata s olejom)

Metanol by vsak zhorel omnoho rychlejSie neZ horela vata s biodieslom. Zmes olejov na rozdiel od

Cistého prepaleného oleja horela pravdepodobne kvoli zostatku chloroformu, ktory bol pouzity pocas

77



Tab. 5: Porovnanie efektivity jednotlivych rezimov; pri semikontinudlnom rezime je produktivita biomasy a lipidov uvedena

ako priemer dennej produkcie od 24. dna kedy bola kultivacia najefektivnejsia, obsah lipidov je uvedeny ako priemer

obidvoch reaktorov.

Produktivita Produktivita
Biomasa mg/l Lipidy mg/Il biomasy lipidov Obsah lipidov
(mg/l/deti) (mg/l/dei) (%)
Jednostupiiovy
reZim
Standard 643,924 9,964 98,488 £5,995 35,733 +0,554 5,464 +0,333 15,288 +0,766
85,5 mM/I 329,938 +30,567 84,760 £7,933 18,289 +1,698 4,701 +0,441 25,697 +0,776
171 mM/I 18,688 +3,114 4,399 £2,310 0,998 +0,173 0,237 +0,128 15,931 +6,338
256,5 mM/I 17,188 +1,604 1,041 +£0,268 0,914 +0,089 0,050 +0,015 5,991 +1,112
342 mmll 16,188 +1,339 2,250 +£0,362 0,859 +0,074 0,117 +0,020 14,058 +2,980
Dvojstupiiovy
reZim
Standard 420,737 £28,907 87,00 +7,335 33,187 +0,891 4,60 +0,123 14,529 +0,855
85,5 mM/I 442,579 +£24,261 89,23 +£11,829 30,731 +1,818 4,95 +0,657 16,048 +1,179
171 mM/I 458,368 +5,867 93,30 +£2,552 30,029 +0,202 5,18 +0,142 17,244 +0,551
256,5 mM/I 443,500 £22,455 77,76 £1,866 28,179 +1,604 4,31 +0,104 15,370 +1,099
342 mM/I 454,421 +25,035 88,21 £8,708 28,633 +1,070 4,89 +0,484 17,082 +1,389
Semikontinualny
reZim
Reaktor €. 1 - - 55,94 +£7,92 12,86 +1,82
22,32

Reaktor ¢. 2 - - 70,81 £10,41 16,28 +2,39

extrakcie. Vysledny objem ziskaného biodiesla bol 20 ml a 5 ml glycerolu ¢o je 80% vytaznost

transesterifikacii (Obr. 39).

Prepocet mnou ziskanych dat na produkciu 1t biodiesla.

Na produkciu 4,8 g surovych lipidov z rias bolo potrebnych 48 1 média a 39 dni kultivacie. Ak by
bola pocas celej doby kultivacie maximalna dosiahnuta denna produkcia lipidov, ato 80 mg/l/den

a koncentracia biomasy pri zbere 1g/l/den, bolo by mozné dobu kultivacie skratit’ na 21 dni. Pri
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maximalnej produkcii reaktorov, ktorti som dosiahol po odstraneni chyb a zefektivneni kultivacie, by
som ziskal za 21 dni priblizne 3,84 g biodiesla (ak je u¢innost’ transesterifikacia 80%).

Ak by som chcel za tyzden pri tychto podmienkach vyprodukovat’ 1 tonu biodiesla, potreboval by
som kultivaént nadrz s objemom 416 kubikov. Najekonomickejsia moznost’ ako Kultivovat’ riasy na
biodiesel je v race-way nadrzi. Aby nadrz dosahovala poZzadovaného objemu, museli by dosahovat’
rozmerov 6 x 240 m ak by mali hibku 30 cm, ¢o je maximélna efektivna hibka. Plocha potrebna na
vyprodukovanie 1 tony 100 % biodiesla z rias za 3 tyzdne by bola priblizne 1440 m?. Tento objem ako
aj Cas je mozné skratit’ pomocou primieSania prepaleného oleja k lipidom z rias.

Tieto vypoCty st samozrejme len teoretické a skutoénosti sa mozu vel'mi lisit' od podmienok
okolia, kde budu riasy kultivované. Vypocty sltizia len ako teoreticky priklad, aka velka plocha by
bola potrebnd na vypestovanie dostatoéného mnozstva biomasy na tvorbu 1 tony biodiesla, za

rovnakej produkcie aki som zaznamenal pri mojich experimentoch.
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DISKUSIA

4.1 Koncentracia NaCl

Pri pouziti molarnej koncentracie NaCl v rozsahu 0,08 az 1,2 mM/I nemala salinita nijaky vplyv
na produkciu biomasy ani lipidov (Obr. 14). Koncentracia bola prili§ nizka na to, aby mohla byt
povazovana za stresovy faktor. Podobné vysledky dosiahli aj autori Kirrolia, Bishnoi & Singh (2011),
ktori pouzili rovnakt molarnu koncentraciu NaCl, ato od 0,2 do 1 mM/I. Aj napriek tomu, Ze autori
pouzivali iné zivné médium, silnejSie svetlo a kratSiu dobu kultivaciu, nase vysledky sa takmer
zhodovali. Tym padom moézem vylacit moznost, ze nizke rozdiely boli spdsobné zlym alebo inym
nastavenim experimentov. Podla Kirrolia, Bishnoi & Singh (2011) dana koncentracia nijak
signifikantne neovplyvnila ani obsah lipidov bunkach, ktory sa pohyboval okolo hodnoty 6,5 %.
Podobny obsah lipidov som zaznamenal aj ja pri podobnych kmenoch, ktoré su pribuzné druhu S.
guadricauda, ako pouzili autori, ato od 4 az 8,6 %. Prvy signifikantny rozdiel produkcii biomasy
a lipidov som zaznamenal az pri koncentracii 85,5 mM, ¢o je priblizne 5 g/l NaCl, kedy denna
produkcia biomasy klesla o 50 % oproti kontrole. Po prevyseni molarnej koncentracie 171 mM/l NaCl
sa biomasa takmer vobec neprodukovala. V mnohych publikaciach, v ktorych autori pouzivali
podobne vysoké koncentracie, vSak zaznamenali produkciu biomasy aj pri vyssich koncentraciach od
171 do 350 mM/I NaCl (Gan et al. 2016; Rocha et al. 2019; Anand et al. 2021). Autori vSak pouzili
omnoho vécsie inokulum, ktoré uz na zaéiatku experimentu dosahovalo hodnoty absorbancie 0,2 pri
664 nm. V mojom pripade vSak na zaCiatku experimentu absorbancia dosahovala priblizne hodnoty
0,02. Pri pouziti hustejsieho inokula je pravdepodobne stres na jednotku biomasy omnoho niZsi a riasy
tak dokazu produkovat’ biomasu aj pri vyssich hodnotach salinity.

Vo vicsine publikacii autori uvadzajua, ze produktivita biomasy negativne koreluje so zvySujucou
sa koncentraciou NaCl (Kaewkannetra, Enmak & Chiu 2012; Gan et al. 2016; Rocha et al. 2019;
Anand et al. 2021) rovnako ako som zaznamenal aj ja. Gour, Garlapati & Kant (2019) vsak
zaznamenali pri koncentracii 80 mM/I NaCl viaésiu produktivitu biomasy nez v kontrole a vo vyssich
koncentraciach bola produkcia biomasy o nie¢o mensia alebo rovna kontrole (Tab. 6). To sa vyrazne
li§i od mojich vysledkov ako aj vysledkov vicsiny inych publikacii.

Korelacia percentualneho obsahu lipidov a koncentracie NaCl sa vo vysledkoch z réznych
publikacii velmi liSila. Podl'a niektorych publikacii zaoberajucich sa touto tematikou by mala byt
medzi koncentraciou NaCl a obsahom lipidov pozitivna korelacia (Kaewkannetra, Enmak & Chiu
2012; Gan et al. 2016 Rocha et al. 2019). Rocha et al. (2019) pouzili tri rozne kultivaéné rezimy a
zaznamenali pozitivinu korelaciu vo vsetkych rezimoch. Najvyssi celkovy obsah lipidov zaznamenali
Vv dvojstupiiovom reZime. Ja som pozitivnu korelaciu zaznamenal iba v dvojstupiiovom rezime, ale

rozdiely medzi koncentraciami boli len velmi nepatrné a Statisticky nesignifikatné. Pri
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jednostupnovom rezime bol obsah lipidov najvyssi pri koncentracii 85,5 mM/I NaCl. Pri vyssej
koncentracii NaCl obsah lipidov Klesol aj pod troveni kontroly. Vel'mi podobné vysledky uvadzaju aj
Gour, Garlapati & Kant (2019) a Anand et al. (2021), ktori zaznamenali najvyssi obsah lipidov
v rozmedzi od 100 az 160 mM/I NaCl a pri koncentracii nad 300 mM/I obsah lipidov vyrazne klesol.
ZvySovanie obsahu lipidov pomocou salinity podla vysledkov nie velmi jednoznacné
a pravdepodobne je podmieneny eSte inym neznamym faktorom alebo v metddach analyzy lipidov, ¢o

by vysvetl'ovalo vel'ké rozdiely po vysledkoch.

Tab. 6: Efekt salinity na rychlost’ rastu, obsahu lipidov a produktivity podl'a autorov Gour, Garlapati & Kant (2019)

Media (mM) Specific growth rate (uday™")™ Doubling per Biomass (g17')  Biomass pro- Lipids content,  Lipid produc-
day (K)* ductivity, Bp (2 Le (%)° tivity, Lp (mg
17! day™) 17! day™)

BG-11 media

Control 0117 % 0.169* 0.746 0.049* 26.58° 13.02¢

40 0.133° 0.193° 0.760° 0.050° 20.18° 14.59*

80 0.112¢ 0.162% 0.583* 0.038° 28.46° 10.81*

160 0.098* 0.141% 0.678* 0.045° 30.70° 13.81*

320 0.088* 0.127* 0.624* 0.041° 12.28° 05.03*
CHU-10 media

Control 0.089* 0.129° 0.485" 0.032% 17.16% 5.42°

40 0.114* 0.165° 0.553° 0.036° 15.06° 5.42°

80 0.098¢ 0.1422 0.4582 0.030¢ 18.16¢ 6.420

160 0.088* 0.127* 0.524* 0.0349% 18.42¢ 6.42°

320 0.090° 0.130° 0.483* 0.032° 07.61° 243"

“Significant at a=5%, ** Significant at = 1%, *** Significant at @=0.1%, level of significance. a—g means in the column with same super-
script letter are not significantly different (@=0.05) as measured by 2-sided Tukey’s post hoc range test between isolates

Velmi jednoznaény je vSak negativny vplyv salinity na produkciu biomasy a rozdiely sa len v
jeho intenzite. Takmer vSetky publikacie, ktoré pouzili gradient koncentracie v rozmedzi podobnému
mojmu, uvadzaju negativnu korelaciu medzi salinitou a produkciou biomasy. VV mojich experimentoch
som zaznamenal pokles produkcie biomasy oproti kontrole uz pri najnizsej pouzitej koncentracii 85,5
mM/I. Gour, Garlapati & Kant (2019) vsak pouzili nizsiu koncentraciu NaCl ako ja, a to 40 mM/I, pri
ktorej zaznamenali naopak vyssiu produkciu biomasy nez v kontrole (Tab. 6). Najvyssia koncentracia,
ktora som pouzil v prvej Casti mojich experimentov bola 1,2 mM/Il. Pri danej koncentracii som
nezaznamenal nijaky vyrazny narast produkcie biomasy, rovnako ako aj Kirrolia, Bishnoi & Singh
(2011). Tym padom pozname priblizni dolnt hranicu, pri ktorej koncentracia NaCl prestava mat
vplyv na produkciu biomasy. Pri experimentoch s vodou z COV som pouzil 20 mM/I NaCl, ale ani pri
tejto koncentracii som nezaznamenal vyrazni zmenu. Z vysledkov vyplyva, ze optimalna koncentracia

NaCl na kultivaciu riasy Scenedesmus sp. je v rozmedzi priblizne od 40 do 80 mM/I NaCl.
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4.2. Denna produktivita lipidov

Najdolezitejsim parametrom pri kultivacii rias za 0Géelom produkcie biopaliv je denna
produktivita lipidov. Vysoky obsah lipidov nie je zaruka efektivnej kultivacie, pretoZze vysoky
negativny vplyv salinity na produkciu biomasy znizuje aj vysledny objem ziskanych lipidov. Podl'a
mojich vysledkov ztretej cCasti experimentov bola najefektivnejSia denna produkcia lipidov
v kontrolnej skupine, a to 5,45 mg/l/den. Uz 85,5 mM/I NaCl bol negativny vplyv v jednostupiiovom
rezime tak vysoky, ze ani zvySeny obsah lipidov nedokazal vykompenzovat’ stratu biomasy, aby
celkova suma vyprodukovanych lipidov bola vyssia nez pri kontrole. Pri dvojstupfiovom rezime bola
denna produkcia lipidov priblizne rovnaka alebo mierne vysSia ako v kontrole. Rovnaké vysledky
zaznamenali aj Gan et al. (2016) a Roch et al. (2019) vo vsetkych typoch kultivaénych rezimoch. To
znamena, ze kultivacia rias rodu Scenedesmus pri salinite vysSej ako priblizne 80 mM/I NaCl prestava
byt finanéne efektivna. Na druhej strane pri pouziti koncentracie 40 mM/l ako uvadzaju Gour,
Garlapati & Kant (2019) je mozné zvysit' denna produkciu lipidov tak, aby prevySovala kontrolnu
skupinu. V mojom pripade som podobny vysledok zaznamenal pri kultivacii rias vo vode z COV.
Okrem toho, Ze 2 z 3 testovacich kmefiov dosiahli vy$$iu dennti produkciu biomasy nez kontrolna
skupina bez NaCl, bol oproti kontrole aj vy$si obsah lipidov, ¢o prispelo k zvySeniu dennej produkcie
lipidov vsetkych testovacich kmenov (Obr. 20).

Gour, Garlapati & Kant (2019) uvadzaju vSak velmi odli$né vysledky anajvysSiu dennu
produkciu lipidov dosiahli pri koncentracii 160 mM/I (Tab. 6), ¢o by vyvratilo moje tvrdenie, ze
kultivacia pri vysokych hodnotach salinity je neefektivna. Autori testovali tri druhy rias, ato
Scenedesmus dimorphus, ktory je velmi pribuzny méjmu kmetiu Scenedesmus obliguus KNO5, d’alej
Scenedesmus quadricauda a Chlorellu sp. Vsetky tri kmene dosiahli najvyssiu denna produkciu
lipidov pri 160 mM/I NaCl. Tieto vysledky sa vyrazne liSia od mojich, ako aj od Kaewkannetra,
Enmak & Chiu (2012), Gan et al. (2016) a Roch et al. (2019). Stresovy faktor ako je napriklad salinita
je nutné zfinanéného hladiska brat ako extra vydaj apouzit ho len v pripade ocakdvania
efektivnejsieho vysledku. Podl'a vysledkov Gour, Garlapati & Kant (2019) bol narast dennej produkcie
lipidov pri danej koncentracii 0 13 az 35 %, ¢o by bezproblémovo pokrylo naklady za stresovy faktor
a kultivacia by tak bola efektivnejSia. Podl'a mojich vysledkov ako aj vdcSiny ostatnych autorov by
v§ak pouzitie stresového faktoru naopak znizilo dennu produkciu lipidov ajeho pouzitie by bolo

v danom pripade neefektivne a stratové.
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4.3. Obsah lipidov

Obsah lipidov zelenej riasy Scenedesmus sp. v ramci druhu je velmi variabilny a pri vybere
kmena na kultivacie je dolezité kmeni uréit’ aspoit do podrodu Acutodesmus alebo Desmodesmus.
Podla viacerych publikacii su kmene patriace do podrodu Acutodesmus omnoho efektivnejsi zdroj
lipidov nez kmene z podrodu Desmodesmus (Gour, Garlapati & Kant 2019; Kaewkannetra, Enmak &
Chiu 2012, Covell et al. 2020). Obsah lipidov je velmi variabilny aj v ramci jedného kmena
a ovplyviiuje ho hlavne doba kultivacie, kultivaéné médiu a stres. Pri testovani vSetkych kmenov
v médiu BBM s nizkou koncentraciou NaCl pocas 35 dni som zaznamenal obsah lipidov v rozmedzi 3
az 12% (Tab. 2). S podobnymi vysledkami prichadzaju aj Gour, Garlapati & Kant (2019), ktori
v médiu CHU-10 zaznamenali 0 50 % nizsi obsah lipidov v biomase nez v médiu BG-11. M§j kmen S.
obliguus KNO5 pri nizkej salinite dosiahol percentualny obsah lipidov len 3,3 %. Rovnaky kmen
KNO5 v8ak médiu BG-11, intenzivnejSom svetle a kratSej dobe kultivacie dosiahol bez NaCl dosiahol
obsah lipidov priblizne 15 % a pri 85,5 mM/I NaCl az 25 % (Obr. 25). Obsah lipidov 25 % dosiahnuty
kmenom KNO5 je zaroven najvys$si obsah lipidov, ktory som zaznamenal pocas celej prace.

V porovnani S ostatnymi autormi, Ktori ako stresovy faktor pouzili vysSie koncentracie NaCl, je
25 % mierne nadpriemerom (Kaewkannetra, Enmak & Chiu 2012; Gan et al. 2016; Roch et al. 2019).
Roch et al. (2019) zaznamenali obsah lipidov pri rovnakom nastaveni experimentu pri
jednostuptiovom rezime od 9 do 14 % apri dvojstuprovom 12 az 22 %. Na druhej strane
Kaewkannetra, Enmak & Chiu (2012), Kudahettige, Pickova & Gentili (2018) pri extrémne vysokych
koncentraciach 600 az 3000 mM/1 NaCl zaznamenali d’aleko vyssi obsah lipidov, a to 32 az 40%.

Vyssie percento obsahu lipidov je mozné dosiahnut’ aj pri nizSich koncentraciach NaCl, ato
kombinaciou S inym stresom. Anand et al. (2021) sa podarilo zvysit' obsah lipidov z 21 na 38 %
kombinaciou 100 mM/l NaCl a dusikovym deficitom. Velmi efektivna kultivacia podla Liu et al.
2022 je pri kombinacii salinity a xylozy. Pritomnost’ xylozy v médiu umozni riasam vyzivovat' sa
mixotrofne a maji tak omnoho vaési sa stabilnejsi zdroj uhlika. Pri mixotrofnej vyzive sa produktivita
biomasy zvysila takmer 5 nasobne, ¢im sa znizil negativny dopad salinity. Autori, ako testovaci druh
pouzili S. quadricauda, ktory v kontrolnom médiu dosahoval vel'mi nizkej produkcie biomasy, ale mal
relativne vysoky obsah lipidov priblizne 20%, ¢o je viac ako dosahoval v kontrole moj S. obliguus
KNO5. Zdanlivo neefektivny kmen vdaka mixotrofnej vyzive zvysil produktivitu biomasy
a Vv kombinacii so salinitou dosiahol aj vysSieho obsahu lipidov, ato takmer 40%. Pri mojich
experimentoch s kmetiom S. obliguus KNO5 som najvyssiu dennt produkciu zaznamenal v kontrole
bez NaCl, ato bolo 5,5 mg/l/den (Obr. 22). Denna produktivita lipidov riasy S. quadricauda, ktora
uvadzaji Liu et al. 2022 v kontrole bez xylozy aNaCl je 2,8 mg/l/deit ale vdaka kombinacii

mixotrofie a salinity ju dokazali zvysit' az na 40 mg/l/den.
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4.4. Najefektivnejsie kmene ako zdroj lipidov

Z mnou vyizolovanych kmenov by som na kultivaciu za uéelom vyroby biodiesla, ur¢ite vybral
kmene Scenedesmus obliguus KNO5, Scenedesmus acutus KN14, Scenedesmus dimorphus KNO2,
Scenedesmus intermedius KNO7 a Scenedesmus spinosus KN17. Kmeni KNO5 pocas experimentov
dosiahol celkom vysoka dennti produkciu biomasy aj lipidov. Pri kultivacii vo fotobioreaktoroch
dokazal bez problémov konkurovat kmentu KN14, ktory dosiahol v prvej Casti d’aleko vyssie
hodnotenie. Vo fotobiorekatore kmenn KNO5 dokonca prekoval kmei KN14 v dennej produkcii
biomasy takmer o 20 mg/l/deit. Druh S. obliguus pozitivne hodnoti aj mnozstvo inych autorov ako
vel'mi efektivny a potencialny zdroj lipidov (Kaewkannetra, Enmak & Chiu 2012; Gan et al. 2016;
Gour, Garlapati & Kant 2019; Roch et al. 2019;). Obsah lipidov samotného kmefia KN14 pocas
kultivacie v médiu BG-11 som presne neanalyzoval, ale po zmieSani biomasy kmena KN14 a KNO5 sa
obsah lipidov v BG-11 bez NaCl zvysil zo 15% na 23% (extrahovat’ lipidy samostatne by bolo ¢asovo
vel'mi naro¢né). Ak by vo fotobiorekatore bol obsah lipidov kmenia KNO5 bol rovnaky ako v kontrole
pocas experimentov, a to 15%, tak obsah lipidov KN 14 musel byt minimalne 30%, aby sa po zmieSani
z biomasou KNO5 zvysil na 23%. Ako dalsi kmen na kultivaciu by som odporucil Scenedesmus
dimorphus KNO2. V prvej Casti mojich experimentov dosiahol podobnych vysledkov ako KNO5
a dany druh pozitivne hodnotia aj Gour, Garlapati & Kant (2019) a Kudahettige, Pickova & Gentili
(2018). Autori uvadzaja, ze dany kmeit moéze dosiahnut’ v médiu BG-11 az 28% obsah lipidov. Podl'a
mojej hodnotiacej tabulky z prvych experimentov bol najlepSie hodnoteny kmen Scenedesmus
intermedius KNO7. Podl'a inych autorov sa dany druh ako zdroj lipidov vel'mi nepouzival, alebo sa
pouzivaji pod nazvom Scenedesmus quadricauda. Kvoli nedodatoénym informaciam by som urcite

dany kmen odporucil na d’al§ie experimenty.

4.5. Kultivacia vo fotobiorekatore

V poslednej ¢asti mojej diplomovej prace som sa venoval konstrukcii vlastného fotobioreaktora
a produkovaniu dostatoéného mnozstva biomasy na produkciu vlastného biodiesla. Hlavnym ciel'om
bolo ziskanie praktickych skusenosti vo velkokultivacii rias, zefektiviiovanie kultivacie, odstranovanie
ktort sa mi podalo dosiahnut’ bolo 70 mg/l/def, ¢o bolo priblizne 2 krat viac ako v bankach pri
jednostupiiovom a dvojstuptiovom rezime (Obr. 22A, 24A, 32) . V porovnani s ostatnymi autormi je
mnou dosiahnuta denna produktivita biomasy nizka ale rozhodne nie zanedbatel'na. Rodolfi et al.
(2009), ktori kultivovali siroku skalu roznych kmenov rias v panelovych fotobioreaktoroch uvadzaju,
ze riasa Scenedesmus sp. dosahovala maximalnej produkcie 200 az 260 mg/l/den, ¢o je len priblizne 3
krat viac nez som dosiahol ja (Obr. 32). Podobnych vysledkov vSak dosiahli An et al. (2019), ktori
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taktiez kultivovali riasu S. obliguus v laboratornych podmienkach avsak v mensom valcovitom
fotobioreaktore. Vo vysledkoch autori uvadzaju vsak len dennu produktivitu lipidov, ato 15,95
mg/l/deni, ¢o je vel'mi podobné mojmu vysledku vo fotobioreaktore €. 2, ato 16, 28 mg/l/den. Vo
viacsine stadii sa vSak Casto uvadza skor plosna produktivita nez objemova. V prepocetne 70 mg/l/dent
na plochu méjho fotobioreaktora, kde svietilo svetlo, je priblizne 2,8 g/m?defi. Mnou dosiahnuta
produkcia oproti zauzivanym fotobioreaktorom je opat’ relativne nizka. Vo vysledkoch $tadii, ktoré
kultivovali riasy v race-way nadrziach uvadzaju plosni produkciu v rozmedzi od 8 do 25 g/m?/defi
a objemovu produktivitu priblizne 117 mg/l/den. Vo fotobioreaktoroch je plosna produkcia od 14 az
60 g/m%den (Chisty 2007; Masojidek & Torzillo 2008; Narala et al. 2016; Liu et al. 2019). Jeden
z najlepsich vysledkov uvadzaju vo svojej stadii Rocca et al. (2022), ktori kultivovali riasy
Vv panelovych reaktoroch v tvare pismena V s nastavovatelnym uhlom sklonu. Priemernti dennua plosnu
produkciu biomasy dosiahli pri uhle 85 stupiiov, a to 50,5 g/m?deti a maximalnu 62 g/m?/deii. Autori
dosiahli aj vel'mi vysokych hodnét objemovej produkcie, a to 3600 mg/l/den, o priblizne 50 krat viac
ako som dosiahol vo svojich fotobioreaktoroch. Vysoké hodnoty dennej produkcie nad 1000 mg/l/deni
st bezné vo vel'mi tenkych reaktoroch, ktoré umoznuju kultivovat’ riasy vo velkej hustote bez toho,
aby hrozilo zatienenie buniek v strede fotobioreaktora (Chisty 2007; Egbo, Okoani & Okoh 2018).
Reaktor, ktori pouZili Rocca et al. (2022), dosahoval hrubky 10 cm, ¢o je priblizne 2 krat viac nez moj
reaktor. Vysokych hodnét teda autori dosiahli dokonalym nastavenim uhlu a tym padom maximalne

zefektivnili absorbanciu svetla.

4.6. Zber biomasy

Zber biomasy je jedna z najzlozitejSich Casti kultivacie rias. Snazil som sa vybrat' taka
kombinaciu metod, aby cena na gram ziskanej biomasy a strata biomasy boli ¢o najnizsie. Ako prva
metodu oddelenia biomasy od média som vybral sedimentaciu. Napriek tomu, Ze mnozstvo inych
Stadii hodnoti sedimentaciu velmi negativne (Muylaert et al. 2017; Kumar et al. 2022; Yin et al.
2020), ja som bol s vysledkom spokojny adani metédu by som zvolil aj pri kultivacii riasy
Scenedesmus vo vi¢sej mierke. Ostatny autori kritizuju na sedimentacii hlave dlhu dobu trvania, nizku
efektivitu a velké straty biomasy. Stym vSak nemoézem uplne sthlasit, pretoze podla mojich
vysledkov obidva testovacie kmene S. obliguus KNO5 aj S. acutus KN14 sedimentovali takmer
dokonale, dokonca aj po mensom rozru$eni biomasy, pri odstraiiovani média, rychlo sedimentovala
spat’ (Obr. 34). Po sedimentacii som dokazal odstranit’ viac ako 60% média, ktoré som odsaval
hadi¢kou pomocou podtlakovej pumpy. Z odsavanim som prestal akonahle sa hladina zniZila natol’ko,
ze pumpa zacala nasavat’ aj biomasu. Po zefektivneni odoberania média alebo tvaru sedimentacnej
nadoby, by vSak bolo mozné odobrat’ aj viac média. Odobrané médium po sedimentacii je mozné

vratit’ spat’ do fotobioreaktora alebo race-way nadrze, ¢im sa nechcene odobrana biomasa vrati spat’ do
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kultivacie a zabrani sa jej strate. Dal$ia podla mia vel'mi prakticka vlastnost sedimentacie je, Ze
vysledna biomasa nie je prili$ husta @ mozno ju jednoducho vyliat’ zo sedimenta¢nej nadoby. Pri vel'mi
hustej biomase priblizne 4% a viac je potrebné mysliet' na to, Ze biomasa sa za¢ina lepit, ¢o moze
sposobit’ velké straty. Po sedimentacii je mozné zahustenti biomasy premiestnit do mensej
sedimentacnej nadoby, kde moze este raz sedimentovat. Ako nahle d’alSia sedimentaciu uz nebude
uéinna, mézeme pouzit’ init metodu S pridanim energie. Osobne by som ako d’al$iu metodu navrhoval
centrifugaciu, pretoZze oproti inym metddam ma najvacsiu efektivitu (Obr. 35). Vdaka
prechadzajucemu kroku sa vyrazne znizi objem mokrej biomasy a energetické naklady zberu sa znizia,
¢o potvrdzuji aj autori Shelef, Sukenik & Green (1984). Podl'a Milledge & Heaven (2013) by sa
mnozstvo energie bez predchadzajuceho zahustenia sedimentaciou (popripade aj inej metody) rovnalo
5 nasobku energie ziskanej z biodiesla. Zahustenim biomasy asponi na 0,5% je mozné potrebnu
energiu znizit az na 15% z celkovej ziskanej energie z biodiesla. Mne sa podarilo sedimentaciou
biomasu zahustit’ na 0,15 az 0,22% aj pri nie Gplne efektivnom odoberani média pri takmer nulovej
spotrebe energie a pouziti chemickych koagulantov (Obr. 35). Ako externu energiu dodavanu na
centrifugovanie by bolo mozné vyuzit napriklad iny obnovitel'ny zdroj, ako napriklad solarnu alebo

veternu energiu, ¢im by sa strata ¢istého zisku energie z biodiesla de jure zniZzila na 0%.
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ZAVER

Zelena riasa rodu Scenedesmus sp. vd’aka rychlemu rastu a relativne vysokému obsahu lipidov
mé velky potencial byt efektivnym zdrojom lipidov na vyrobu biopaliv. Nie vSak vSetky druhy v
ramci rodu Scenedesmus dokazu vyprodukovat dostacujice mnozstvo lipidov aje potrebné riasu
Scenedesmus rozlisovat’ asponn do podrodu. Druhy s najvyssiu produkciou patria do podrodu
Acutodesmus. Experimentalne najcastejSie pouzivany druh ako potencialnu zdroj lipidov je
Scenedesmus obliguus. Tento druh sa mi taktiez podarilo vyizolovat’ v ramci mojej bakalarskej prace
a snazil som sa experimentalne zvysit’ jeho dennti produkciu lipidov. Riasy pocas pritomnosti stresu
mozu produkovat omnoho vdcsie mnozstvo lipidov nez v optimalnych podmienkach. Ako stresovy
faktor som pre moje experimenty vybral salinitu. Testoval som Siroka $kalu molarnej koncentracie
NaCl od 0,08 do 342 mM/I alebo 4mg do 20g/l NaCl. Najefektivnejsia koncentracia NaCl je priblizne
20 mM/I, ktora nema negativny vplyv na produkciu biomasy, ale zvysi percentualny obsah lipidov.
Danu koncentraciu je mozné pouzit' v jednostupiiovych alebo semikontinualny rezimoch, ¢im sa uSetri
praca aj energia na premiestiiovanie biomasy do iného kultivaéného zariadenia so stresovymi
podmienkami. Pouzitie vysokej koncentracie NaCl pri dvojstupniovom rezime nemusi byt vzdy
efektivne, pretoze pri premiestneni do stresovych podmienok sa spomali produkcia biomasy. Ak sa
obsah lipidov nedostato¢ne zvysi, tak vysledny objem ziskanych lipidov moze byt nizsi alebo rovnaky
ako v optimalnych podmienkach pocas celej kultivacie.

Najefektivnejsie kmene ako zdroje lipidov z mojej kolekcie boli Scenedesmus acutus KN14,
Scenedesmus intermedius KNO7 a Scenedesmus obliguus KNO5. Podla d’alsich odbornych s§tadii je
vel'mi efektivny druh Scenedesmus dimorphus, ktory sa taktiez nachadza v mojej kolekcii ako kmer
KNO2. Z ¢asového obmedzenia som tento kmen nepodrobil experimentalnemu zvySeniu produkciu
lipidov, ako kmen KNO5, ale podl'a mdjho celkového hodnotenia kmetiov (Tab. 2) a inych publikacii
by mohol dosahovat’ lepsich vysledkov. Odpora¢am pouzit' tento kmen pri nasledujicich pracach
s cielom zvySenia produkcie lipidov.

Pocas pracovnej staze na Oceanografickom institute v Gdyni som mal moznost’ skonstruovat’
vlastny fotobioreaktor a z vyprodukovanej biomasy som uspe$ne vytvoril biodiesel. Vd’aka pracovnej
stazi, bakalarskej a diplomovej praci som si mohol vyskusat produkciu biopaliv v celej skale od
izolacie kmenu, vyber efektivneho kmena, kultivacie biomasy, zberu biomasy, extrakcie lipidov a ich

transesterifikaciu na biodiesel.
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PRILOHY

Priloha 1: Kalibra¢na krivka a rovnica pouZzivana na prepocet suchej vahy biomasy z hodnot

absorbancie
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Priloha 2: Kalibra¢na krivka a rovnica pouzivana na prepocet vahy lipidov z hodnét absorbancie na

Oceanografickom institate v Gdyni
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Priloha 3: Kalibra¢na krivka a rovnica pouzivana na prepocet vahy lipidov z hodn6t absorbancie na

Univerzite Palackého
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Priloha 4 (vl'avo): Striedanie svetla a tmy 24/24h; pocas svetelnej fazy na jeden reaktor svietili obe

svetla

Priloha 5 (vpravo): Nedokonala sedimentacia, kedy biomasa nebola uplne v tme
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Priloha 6 (vl'avo): Sonda pH metra
Priloha 7(vpravo): Zariadenie na zber biomasy; zberna nadoba bola umiestnena pod troviiou

fotobioreaktora, pomocou pumpy som vytvoril podtlak a nasledne biomasa sama vytekala z reaktora

do zbernej nadoby, tym padom na zber biomasy bolo potrebné minimum energie.
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