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Anotace:

Tato studie zkouma vliv ¢erveného kalu na mikrotasy za ucelem recyklace
lanthanoidd, které cerveny kal obsahuje. Vliv ¢erveného kalu je sledovan v kultivacich
mikrofas s rizné€ nutricné bohatymi tekutymi médii, které jsou ovliviiovany riznymi
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1 UVOD

Svou praci jsem vypracoval na Mikrobiologickém tstavu, AV CR v.v.i., v Laboratofi
bunécnych cykld v Centru Algatech v Tteboni. V praci jsem se zaméfil na problematiku
recyklace lanthanoidi z primyslovych odpadl za pomoci zelenych fas. Vyzkum recyklace
lanthanoidi a jinych kovii ma vtéto laboratoii dlouholeté zastoupeni v Cele
s RNDr. Miladou Vitovou, Ph.D. a jejim tymem.

Lanthanoidy jsou hojné vyuzivané v zemédélské produkci (napt. jako rostlinna
hnojiva) a také v primyslu (elektronika, sklafstvi, moderni technologie). Jejich mozny vyvoz
Z oblasti té¢Zby klesa a cena stoupd, a proto se hledaji nové alternativni metody pro jejich
recyklaci. Primyslové odpady jsou jednim ze zdroju jejich recyklace. Jednou z alternativ
recyklace je vyuziti mikroorganismu.

Pro nasi praci jsme vybrali primyslovy odpad, ktery je znam pod nazvem cerveny
kal (v anglickém jazyce Red Mud). Tento kal vznika jako odpadni latka pti vyrobé hliniku
Bayerovym zéasaditym procesem, je siln¢ toxicky a obsahuje velké mnozstvi nevyuzitych
kovil a lanthanoidti. Cerveny kal je velmi slozité skladovat kvili jeho silné alkalité a toxicité.
Skladuje se ve velkych odkalistich neboli tzv. Rezidudlnich skladovacich prostorech (RSA).
V fijnu roku 2010 doslo k protrzeni odkalisté pobliz mésta Ajka v Mad’arsku a zaplaveni
cca 40 km? krajiny véetné dvou fek. Tato nehoda dala podnét k vyzkumu rekultivace
a recyklace postizeného tizemi.

Cilem mé prace bylo zjistit, jaky modelovy mikroorganismus bude vhodny
pro kultivaci s piidavkem ¢erveného kalu. Pro tento pokus jsme vybrali 3 zastupce zelenych
fas zoddéleni Chlorophyta, pfesnéji - Desmodesmus quadricauda, Chlamydomonas
reinhardtii a Parachlorella kessleri, protoze jsou dobfe prozkouméany a vyuzivany
jako modelové organismy ve vyzkumu a k biotechnologickym ucelim.

Po vybrani nejlepsiho modelového organismu tj. fasy Desmodesmus quadricauda
jsem se zaméfil na kultivace s niz§im obsahem zivin a ptidavkem cerveného kalu. Sledoval

jsem rustové parametry a rozdily ve vstiebavani zivin a kovi z ¢erveného kalu.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Modelové organismy

Jako modelové organismy byly vybrany tii zelené tfasy z oddéleni Chlorophyta,
ptesnéji - Desmodesmus quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii a Parachlorella kessleri,
protoze jsou hojn¢ vyuzivané jako modelové organismy ve vyzkumu bunécnych cykli

a k biotechnologickym tcelim.
2.1.1 Desmodesmus qudricauda

Cenobialni fasa Desmodesmus quadricauda (Turpin) Brébisson kmen Greifswald/15
byla ziskdna ze Sbirky autotrofnich mikroorganismi (CCALA - Culture Collection
of Autotrophic Organisms) Botanického ustavu AV CR, Dukelska 135, Tiebon.

(Turpin) Brébisson (kmen Greifswald/15), ktera se pouzivala v ¢etnych starSich publikacich.

Rod Desmodesmus (Chlorophyta, Sphaeropleales, Scenedesmaceae) byl oddélen
od rodu Scenedesmus (An et al., 1999). Pozdgjsi fylogeneticka analyza zalozena
na plastidové genomice dale rozlisSuje Desmodesmus quadricauda od tzce piibuzného

Desmodesmus communis (Buncheim et al., 2012).

Bunky Desmodesmus se rozmnozuji vegetativnim délenim z jedné mateiské bunky.
Propojeny jsou spole¢nou buné¢nou sténou a tvoii bud’ ¢tyf-, nebo osmi-bunééna cenobia,
vzacné&ji dvoubunééna (viz obrazek ¢. 1). Okrajové buiky jsou napadné svymi dvéma ostny.

Kazda burika obsahuje jadro a jednoduchy chloroplast s pyrenoidem (Fott, 1967).

Chloroplastovy a mitochondrialni genom byl
osekvenovan na jiném zastupci rodu Scenedesmus,
u S. obliquus (Nedelcu et al., 2000). Tyto fasy rodu
Scenedesmus a Desmodesmus jsou vyznamnou slozkou
fytoplanktonu stojatych vod, podilejici se na vyzivé

zivogichi (Fott, 1967).

Obrazek ¢. 1: Desmodesmus quadricauda - osmibunééné

cenobium.




2.1.2 Chlamydomonas reinhardtii

Rasa Chlamydomonas reinhardtii  z rodu Chlamydomonas (Chlorophyta,
Chlamydomonadales, Chlamydomonadaceae) je piiblizn¢ 10 um dlouha jednobunécna
zelend fasa s nckolika mitochondriemi a dvéma piednimi bi¢iky umoznujicimi pafeni
a motilitu (viz obrazek ¢. 2). Jeji linie se odchylila od rostlin pted vice nez 1 miliardou let
(Merchant et al., 2007). Bunky se vyskytuji pfevazné v haploidnim stavu a rozmnozuji
se vegetativné. Pokud jsou builkky vystaveny deficitu dusiku a svétlu modrého spektra,
vyvijeji se vegetativné na gamety, a tim mohou vznikat parovaci typy mt*, nebo mt™ (Weissig
and Back, 1991).

Pro nas vyzkum byl pouzit kmen Chlamydomonas reinhardtii CC-125 wild type mt" 137c.

Obrazek & 2: Kultura fasy Chlamydomonas reinhardtii (Senkyplova, 2018).

2.1.3 Parachlorella kessleri

Zelena tasa Parachlorella kessleri (Krienitz et al., 2004), kmen CCALA 255 byla
poskytnuta z CCALA v Tteboni. Ve sbirce je kmen udrzovan na Sikmém agaru pii ozafovani

priblizn& 23 umol/(m? s), 12/12 h (rezim svétlo/tma) a pii teploté 12 az 15 °C.

Rod Parachlorella byl odlisen od rodu Chlorella na zakladé osekvenovani
18 S ribozomalnich RNA genti (Krienitz et al., 2014).



Rod Chlorella patti u nas
K nejbéznéjsim pudnim fasam. Jeji
chloroplast sjednim nebo vice
pyrenoidy ma hrncovity tvar dole
ztlustény, nahote otevieny.
Rozmnozuje se zoosporami, podobné

jako rod Chlamydomonas (Fott, 1967).

Obrazek ¢&. 3: Kultura tasy Parachlorella kessleri (Ivanov, 2017).

2.2. Bunéény cyklus ras

2.2.1 Bunéény cyklus iasy Desmodesmus quadricauda

Bunéény cyklus D. quadricauda je charakteristicky svym nasobnym délenim,
pifi némz se matetské buiky v jednom bunécném cyklu rozdéli na 2" bunék (n je pocet
déleni). Buniky po déleni sdileji jednu spole¢nou vrstvu bunééné stény a zilstavaji spojeny

Vv cenobiich po cely bunéény cyklus (BiSova and Zachleder, 2014).

Mnohonasobné d¢leni u fasy D. quadricauda se vyznacuje tim, Ze béhem jednoho
bunétného cyklu probéhne postupné nékolik (2") rustovych a reprodukénich fazi,
které se mohou navzédjem piekryvat. Pro prib¢h ristové faze G1 potiebuje buiika dostatek
zivin a svétla jako zdroje energie a CO2 jako zdroje uhliku. Ristem dosahne bunka urcitého
objemu a dostateCnych energetickych rezerv, které umozni spusténi posloupnosti
reprodukénich pochodii (replikace DNA, déleni jader, protoplasti a vytvoreni dcefinych
bungk), regulaéniho bodu neboli ,,commitment pointu* (dale jako CP) (Setlik and Zachleder,
1984). Predsynteticka faze - pS je prvni z reprodukénich pochodt, kterd se spusti v buiice
po dosazeni CP a pokracuje replikaci DNA a mitézou (Zachleder et al., 1997). Bunka mize
stale rist i béhem této reprodukcni faze a dosdhnout druhého CP, ktery opét spusti

posloupnost reprodukénich pochodd.



Po kazdé fazi M nasleduje u fasy D. quadricauda faze G3, pii které dojde k pauze
mezi mitézou a cytokinezi (Zachleder et al.,, 1997). Bunky se diky tomu stanou
mnohojadernymi a cytokineze probéhne az na konci bunécného cyklu, kdy jsou vsechny

faze M dokonceny, viz obrazek ¢. 4 (Zachleder et al., 2002).

G, [rs[S] G, G,
CP’
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CP
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—0—~ q@%y’@

Obrazek ¢. 4: Schéma bunééného cyklu D. quadricauda (Zachleder et al., 1997).

Blize rozepsano Vv textu nad obrazkem.

Kromé obvyklych fazi bunééného cyklu (Gl1, S, G2, M) lze v bunééném cyklu
D. quadricauda odlisit pfedsyntetickou fazi (pS) a fazi G3. Predsynteticka faze,
jenz je soucasti pozdni G1 faze, se spousti dosazenim CP a kon¢i zacatkem S faze. VSechny
faze po dosazeni CP probihaji i pifi zastaveni rastu (napf. ve tm¢) a probihaji vyhradné
vyuzivanim energetickych rezerv v buiice (Skrob, lipidy, polyfosfaty)

(Zachleder et al., 1997).

2.2.2 Bunéény cyklus iasy Chlamydomonas reinhardtii

U tfasy Chlamydomonas je typické nasobné déleni stejné jako u fasy D. quadricauda,
ale tento bunéény cyklus je charakteristicky prodlouzenou fazi G1, b&hem které mohou
buriky nékolikanasobné (2") zvétsit sviij objem. Na konci faze G1 probéhne (n-krat) rychlé
stiidani fazi S (DNA syntéza) a M (mitdza). Vyprodukuje se 2" dcefinych bunék z jedné
matefské bunky (Zachleder et al., 2016). Bunécny cyklus fasy Chlamydomonas je fizen
dvéma kontrolnimi body. Prvnim z kontrolnich bodu je tzv. ,,commitment point™ (Zachleder
et al., 2016). Tohoto wvelikosti ftizeného kontrolniho bodu (CP) dosahnou burky,
které¢ zdvojnasobi svlij objem. Buiky, které dosdhnou tohoto kontrolniho bodu, dokonci
minimalné jednu posloupnost reprodukénich pochodl (replikace DNA, déleni jader a déleni

bun¢k). Tato posloupnost mize probihat i ve tmé. U bunék, kterym byl pferusen rast



pired dosazenim kontrolniho bodu, nejsou spustény reprodukcéni pochody. Po dosazeni
jednotlivych kontrolnich bodu zistavaji buiky na dal$ich 5-8 hodin ve stavu podobném jako
bez rozlisitelnych mezifazi (napi. 3 nasledné replikace DNA a mitozy za soucasného déleni
protoplasti probihaji v jedné buiice vrozmezi jedné az dvou hodin) a jsou ukonceny
bunéénym dé€lenim. Ristem dosazend velikost matetské bunky uréuje pocet uskutecnénych
S/M fazi a vede ke vzniku 2-32 dcefinych bun¢k. Diky fyziologickym podminkam stiidani
svétla (L) a tmy (D) (napt. L:D — 12:12 hodin) lze bunécny cyklus populace bunck
synchronizovat tak, ze k ristu dochézi béhem periody svétla a k bunéénému déleni béhem

kratké periody tmy (Harris, 1989).

n rychlych " ._/.\
U déleni =1 OK)

o=
|

druhé
nasobné
déleni

Commitment

Obrazek €. 5: Schéma mnohondsobného déleni v bunééném cyklu znazoriiuje faze cyklu
fasy Chlamydomonas reinhardtii. Vétsina cyklu pfipada na fazi Gl, ktera je rozdélena
do dvou ¢asti vymezenych regulaénim bodem - CP. Na konci G1 probéhne rychlé stiidani
cykli Sa M a vznikaji 2" dcefiné buriky jednotné velikosti. Hodnota n souvisi s velikosti
matefskych ~ bunék.  Postmitotické = matetské  bunky  srliznymi  hodnotami

N jsou zobrazeny vpravo s dcefinymi 2, 4, 8 atd. (BisSova et al., 2005).



2.2.3 Bunécny cyklus rasy Parachlorella kessleri

Rasa P. kessleri, stejné jako mnoho jinych jednobunéénych zelenych fas, se déli
autosporulaci (Yamamoto et al., 2005), tj. béhem déleni se uvnitt matetské bunky vytvaieji
dcefiné bunky s vlastni bunécnou sténou (autospory), které se uvolituji po protrzeni bunécné

stény puvodni matef'ské bunky.

Podle Hase (1962) je buné¢ny cyklus Chlorellaceae rozdélen do nékolika ruznych
stupiii (viz obr. €. 6). Zac¢ind zménami uvnitt bunék tas. Jak se buiky pfipravuji na vstup
do bunécného déleni, rostou ve velikosti a aktivné zvySuji svou bunéénou hmotu a preménuji
se na matefské bunky. Matetské buiiky pak vstupuji do fdze raného dozrévani, béhem néhoz
dochazi krliznym syntetickym procesim pii piipravé na mitdézu. Mateiské bunky
se pak rozdéli vicenasobnym délenim na dvé nebo vice dcefinych bunék (2"),
které zGstavaji uvnitt bunééné stény matetské bunky. Na konci bunécného cyklu jsou dcetiné
buniky uvolnény zuzaviené bunécné stény. Stddia ristu a cCasného dozravani zavisi

jak na teploté, tak na intenzité svétla.

mitotické déleni @% @ @ uvolnéni
@ Q © dcefinych bunek
M
n rychlych déleni
matefské buiiky @ Gl @@ ®® deefiné buiky

druhy nasobny rist

Obrazek €. 6: Bunéény cyklus fasy Parachlorella kessleri (Nahlik a Ivanov, 2018).



2.3 Energetické rezervy ras a jejich vyuziti

Nekteré druhy mikrotas jsou schopné syntetizovat velké mnozstvi lipidd. Vzhledem
k této schopnosti jsou, kromé& produkce bioethanolu odvozeného z polysacharidii (Cheng
a Timilsina, 2011; Nair a Paulose, 2014), povazovany za potencialni zdroj biopaliv jako
je bionafta, bioplyn a letecka paliva.

Jak je patrné z publikace Fernandes et al. (2013), pfijem uhliku do rGznych sloucenin
s vysokou energetickou hodnotou je ovlivnén faktory prostfedi. Mnoho fas, zejména
zelenych (Chlorophyta), vyuziva v pfiznivych podminkach ristu $krob jako primarni zdroj
uhliku a sloueninu pro skladovani energie (Li et al, 2010), nebo lipidy
jako sekundarni zdroj uhliku a energie. Obecné mohou fasy syntetizovat mastné kyseliny,
které pouzivaji bud’ jako substrat pro esterifikaci polarnich lipidi na bazi glycerolu,
jako jsou glykolipidy a fosfolipidy, kter¢é jsou slozkou biologickych membran,
nebo je hromadi jako neutrdlni lipidy, které vyuzivaji jako zasobni latky. Tyto neutralni
lipidy mohou za urcitych kultivaénich podminek dosahovat 20-50 % hmotnosti v susiné
Z fasové biomasy a nachazeji se pfevazné ve form¢ triacylglyceroli (Hu et al., 2008),
které jsou obvykle uloZeny v cytoplazmatickych Ilipidovych téliscich (lipid bodies).
Tyto lipidy se skladaji pfevazné z triglyceridi a mohou slouzit jako zdroj pro vyrobu
obnovitelnych paliv jak stdvajicimi, tak vznikajicimi procesy rafinace lipidi (Francisco
et al, 2010). Bionafta se obvykle syntetizuje chemickou transesterifikaci triglyceridi
v rostlinnych olejich nebo Zzivoéisnych tucich salkoholem (viz obr. 7). V zavislosti
na jejich sloZzeni mohou nékteré oleje nebo tuky vyzadovat predupravu, jako je odkyseleni,
béleni a dehydratace. PiestoZze methanol nebo ethanol mohou byt pouZity
pro transesterifikaci, pouziva se Castéji methanol, protoze mé niz§i cenu. Cena alkoholu
je dulezitd, protoze chemicka reakce vyzaduje 3 moly alkoholu na 1 mol triglyceridu.
Hlavnimi konecnymi produkty transestrifikace jsou bionafta a glycerin, které jsou obvykle

oddéleny usazovanim, filtraci a dekantaci (Cheng a Timilsina, 2011).



O O

] 1l
CH,-0-C-R, R, ~0~R
| 0 0 CH,OH

I katalyzator T | -
CH-0-C-R, + 3ROH —/———= R,-C-0-R" + CH,OH
Iy ; '

T Alkohol I CHZOH
CH,-0-C-R, R,-C-0-R’

Methyl ester mastné G]r?/;:l::)in
‘ Triglycerid ‘ k}_/seliny“ GIgEein]
,.Bionafta

Obrazek ¢. 7: Chemicka reakce pro vyrobu bionafty (Cheng a Timilsina, 2011).




2.4 Prvky vzacnych zemin (lanthanoidy)

2.4.1 Obecny uvod

Jako lanthanoidy oznacujeme skupinu prvkl nésledujicich v periodickém systému
po lanthanu (konfigurace [Xe]5d* 6s?). Dvojice elektroni 6%, doplnéna orbitaly 4f, jenz jsou
postupné obsazované jednim az Ctrnacti elektrony, tvoii valen¢ni sféru. Ve tfech prvcich

(Ce, Gd, Lu) obsahuje valen¢ni sféra jesté po jednom elektronu 5d, viz tabulka ¢. 1.

Tabulka €. 1: Zakladni vlastnosti lanthanoida (Jursik, 2002).

Atom/Z Elektronova Kovovy Iontovy Oxidacéni stav
konfigurace polomér, pm polomér M*, pm
Ce/58 [Xe]4fi5d16s2 182 107 1, v
Pr/59 [Xe]4f36s? 183 106 1, v
Nd/60 [Xe]4f*6s? 182 104 Il
Pm/61 [Xe]4f6s2 181 106 n
Sm/62 [Xe]4f®6s? 180 110 I, 1l
Eu/63 [Xe]4f'6s2 204 98 I, m
Gd/64 [Xe]4f'5d'6s? 180 97 i
Th/65 [Xe]4f%s? 178 93 1, v
Dy/66 [Xe]4f%6s? 177 91 i
Ho/67 [Xe]4fll6s? 177 89 Il
Er/68 [Xe]4f1%6s? 176 89 i
Tm/69 [Xe]4f36s2 175 87 m
Yb/70 [Xe]4fi46s? 194 86 I, 1l
Lu/71 [Xe]4f45d'6s2 117 85 1

Vzhledem k tomu, Ze elektrony zapliuji vnitini orbitaly, jsou si lanthanoidy

po chemické strance napadné podobné (Jursik, 2002).
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Nejcastéjsi oxidacni stav je pro lanthanoidy +III (viz tab ¢. 1), ale u n¢kterych (Ce,
Pr, Tb) je i +1V, nebo i +11 (Sm, Eu, Yb) (Jursik, 2002).
V Ceském jazyce se lanthanoidy oznacuji souhrnné jako prvky vzacnych zemin,

v anglickém jazyce Se pouziva nazev ,rare earth elements* (zkratka REES).

2.4.2 Vyskyt v prirodé

V ptirodé¢ se lanthanoidy vyskytuji piedev§im v podobé ,,smésnych sloucenin®,
kde se nachazi velkd vétSina prvkd vzacnych zemin. Nejéastéj$im zastupcem téchto
smé&snych sloucenin je monazit (obr. ¢. 8). Monazit je fosfat ceru (CePO4) obsahujici pfimés

dal$ich prvki. Diky tomu mizeme odlisit étyfi rizné druhy monazitu (Vviz tab. €. 2).

Tabulka €. 2: Druhy monazitu a jejich chemické sloZeni (Mindat.org).

Druh monazitu Chemické sloZeni slouceniny
monazit — (Ce) (Ce, La, Nd, Th) PO4
monazit — (La) (La, Ce, Nd) PO4
monazit — (Nd) (Nd, La, Ce) PO4
monazit — (Sm) (Sm, Gd, Ce, Th) PO4

Obrazek ¢. 8: Monazit (Wikipedia).

Nalezi$té monazitu se nachazeji
napt. v USA, Brazilii, Australii, Jizni
Africe a Cing (USGS, 2014). Hlavnim
vyvozcem tohoto ,,primyslového zlata*
byla Cina (az 97 % vyvozu REEs),
avsak ta si zacala diktovat

politicko-ekonomické podminky a export

omezila az o 34 %, pti¢emz je nadale = ’ MONAZIT .
o ) . ‘ l ™ Mozambique /0-Afrika
Vyuzivé jen ve svém priamyslu. |
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Tyto suroviny se hojné pouzivaji v elektronice nebo pro vyrobu hnojiv. Nejvice zavislé
na REEs je Japonsko, USA, ale i nékter¢ staty Evropy. Kvili tomu se REEs stavaji
nedostatkovymi a hledaji se mozné varianty recyklace téchto materialti (Schwabe et al.,

2012; Tse Pui-Kwan, 2011).

2.4.3 Vyuziti lanthanoidii

Lanthanoidy nachézeji vyuziti v mnoha odvétvich primyslu. Maji strategicky
vyznam ve S$pickové elektrotechnice, nanotechnologiich, ale 1 ve vojenské technice
a laserech. PouZzivaji se v metalurgii pro zvySeni tvarnosti a kujnosti oceli a litiny. Vyznamné
uplatnéni maji ve sklafském primyslu, kde pfimés lanthanoidd méni index lomu vyrobeného
skla. Lanthanoidy podporuji fyziologické funkce rostlin a fas — zvySuji obsah chlorofylu,
¢imz zvysuji rychlost fotosyntézy. Déle ovliviiuji absorpci Zivin a stabilizaci cytoskeletu
Vv bunikach. Pozitivni G¢inky maji lanthanoidy pouze v nizSich koncentracich, ve vysSich

koncentracich jsou naopak toxické (Fashui et al., 2003; Goecke et al., 2015).

2.4.4 Pisobeni lanthanoidia na rasy

Pfitomnost lanthanoidd (Pr, Nd a Sm) byla nejprve zaznamenana v inkrustované
Cervené fase Phymatolithon calcareum ve mést¢ Roscoff ve Francii (Servigne
and Tcharkirian, 1939). V posledni dobé bylo zjisténo, Zze bez ohledu na velikost (mikro
nebo makro fasy), strukturalni uspotadani (jednobunééné, vldknité, krustézni nebo lupenité),
druh fasy (napf. Chlorophyta, Rhodophyta a Charophyta, a také Cyanobacteria)
nebo zemépisny pivod, fasy obsahuji riznorodé spektrum lanthanoidi (Hou and Yan, 1998;
Fu et al., 2000; Kano et al., 2001; Mashitah et al., 2012). Z téchto analyz je znamo,
ze koncentrace lanthanoidii Vv moiskych fasach mohou byt 10 - 20krat vyssi
nez u suchozemskych rostlin (Hou and Yan 1998) a 10 - 20krat vyssi nez v moiské vodé
(Kano et al., 2001). Celkové mnozstvi lanthanoidti v laboratornich podminkach mtize snadno
dosdhnout 1 — 1,3 pg na gram fasové biomasy, oproti tomu v piirodnich podminkach
se celkové mnozstvi lanthanoidii pohybuje pouze v rozmezi 102 — 10 pug na gram fasové
biomasy (Ogata and Terakado, 2006). Klimatické podminky, pusobeni podzemnich vod
a vulkanicka c¢innost zvySuje koncentraci kovl v prostiedi (Vasquez and Guerra, 1996).

Existuji také vyznamné antropogenni zdroje lanthanoidi, pfedev§im fosfore¢na mineralni
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hnojiva, pramyslové odpadni vody a dilni téba (Goecke et al., 2015). Rasy mohou slouZit
jako bioindikatory, diky tomu, ze tyto kovy dokdzi hromadit ve svych bunkach. Obecné,
jak je popsano ve Valcheva — Traykova et al. (2014), mohou biologické aktivity lanthanoidt
souviset s podobnosti jejich iontovych poloméri a koordinaénich ¢isel s nékterymi
zakladnimi prvky (napt. Ca, Mn, Mg, Fe a Zn). Chemické interakce lanthanoidu s biologicky
aktivnimi molekulami mohou mit za néasledek zménu enzymatickych aktivit, substituci iontl
esencialnich kovli nebo polymeraci makromolekul. Jejich chelatace s vazebnymi misty iontl
proteinti a iontovych kandlii miize meénit specifickou permeabilitu bunécnych membran,
coz vede k nedostatku nebo k pfebytku iontl v intracelularnich a extracelularnich dutinach
(Goecke et al., 2015). Ptekvapivé, piestoze jsou lanthanoidy v Cinském zemédé€lstvi
pouzivany jako hnojiva po desetileti, jejich UCinky na rostliny, zejména fasy, nejsou

dostate¢n¢ prostudovany.

2.4.5 Cerveny kal (Red mud)

2.4.5.1 Obecny uvod

Cerveny kal je silné zasadity odpadni produkt vznikajici pfi vyrobé& hliniku
Bayerovym zasaditym procesem. Pomoci vodného roztoku hydroxidu sodného
se z rozdrceného bauxitu louhuje hydroxid hlinity AI(OH)s, a poté vznika silné zasadity kal
s koncentraci v rozmezi 10-30 % a pH kolem 13. Kal ma typickou Cervenou barvu diky
oxidim Zeleza. KaZdoroné se vyprodukuje zhruba 77 miliond tun cerveného kalu,
coZ zpusobuje vazny problém s jeho likvidaci (Ayers et al., 2001).

V anglickém jazyce pouzivame pro ¢erveny kal nebo Cervené bahno nazev ,,Red mud*.

2.4.5.2 Rezidualni skladovaci prostory (RSA)

Metody skladovani kalu se béhem let podstatné zménily. V pocatcich bylo bézné
cerpat kal v koncentraci kolem 20 % pevnych latek do lagun nebo rybniku, které byly nekdy
vytvofeny v byvalych bauxitovych dolech nebo vycerpanych lomech. V ostatnich piipadech
byly vybudovany piehrady s betonovymi hrazemi (Evans et al., 2012). Také bylo b&zné,
ze se hlusina vypoustéla do ek, tsti fek nebo do mote pomoci potrubi nebo ¢lund. V jinych
ptipadech byl kal vyvezen do mofe a zlikvidovan v hlubokych oceanskych pfikopech mnoho

kilometri od pobfezi. Veskeré vypousténi do tek nebo moii bylo jiz zastaveno
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(Power et al., 2011). Momentalné je nejvice vyuzivanou metodou filtrace, pfi niz se vytvaii
tzv. filtraéni kola¢ (typicky < 30 % pevnych latek). Tento kola¢ lze promyt vodou
nebo parou, aby se snizila zdsaditost pted prepravou a skladovanim ve formé polosuchého
materidlu. Zbytky upravené do této formy jsou idealni pro optovné pouziti, protoze maji
nizsi alkalitu, jejich pfeprava je levnéjsi a je snadnéj$i s nimi manipulovat a zpracovavat

je (Sutherland, 2005).

2.4.5.3 Ekologické nebezpeci

Vypousténi cerveného kalu je vzhledem k jeho alkalit¢ nebezpecné pro Zzivotni
prostfedi. V fijnu roku 2010 doslo k protrzeni hraze odkalisté pobliz mésta Ajka v Mad’arsku
a naslednému zaplaveni nékolika sidel ¢ervenym kalem, véetné vodnich tokti. Zaplavena
oblast se odhaduje na 40 km?, kdy z odkaliité uniklo cca 700 tis. m® gerveného kalu.
Siln¢ postizeny byly vesnice Kolontar a mésto Devescer, katastrofa si vyzadala 10 obéti
véetné déti, mnoho materidlnich a ekologickych Skod (Telegraph, 2010). Kal se dostal
do feky Marcal, ktera byla kontaminovana a tim se stala neslucitelnou se Zivotem. Nasledné
se kal dostal i do Dunaje, kde uz diky vcCasnym opatfenim nenadélal vétsi Skody

(BBC, 2010).

2.4.5.4 Slozeni ¢erveného kalu

Vzorek pro vyzkum byl odebran v hloubce 1-1,2 m od povrchu ¢erveného bahna.
V této hloubce je Cervené bahno velmi mokré a ptipomina zel€. Tyto vlastnosti jsou podobné
pro piiblizné 70-80 % celého objemu RM. Na povrchové vrstvé je kal silné karbonizovany
na odkrytych mistech (konzistence podobnd krunyitim). Pod vrstvou plidni konzistence o

tloust'ce 5-15 cm se nachazi suché granulované ¢ervené bahno az do hloubky 0,5-0,7 m.

Nejvice zastoupené slozky po extrakci hliniku v ¢erveném kalu jsou nezreagované
oxidy kovl. Podil téchto oxidli zavisi na kvalit¢ bauxitové rudy a podminkach extrakce.
Slozeni cervené¢ho kalu a zastoupeni jednotlivych prvkd je blize popsano v tabulkach

¢. 3az 5. (World Aluminium, 2015).
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Tabulka €. 3: Typické hodnoty pro slozeni Red Mud (Redmud.org, 2015).

Chemikalie Procentni slozeni
Fe203 30-60 %
AlzO3 10-20 %

SiO2 3-50 %
Na20O 2-10 %
Ca0 2-8 %
TiO> Stopové-25 %

Tabulka & 4: Udaje o kvalité a homogenit¢é Red Mud z oblasti Almdsfiizit (World
Aluminium, 2015).

Prvek Chemické Bézna Homogenita (jako podil standartni odchylky
oznaceni | koncentrace na prumérnou hodnotu [%])
[mg/kd]
Cer Ce 300-550 28,8
Dysprosium Dy 20-35 31,3
Erbium Er 11-18 32,3
Europium Eu 5-8 32,1
Gadolinium Gd 20-32 31,4
Gallium Ga 50-65 26,5
Hafnium Hf 20-29 29,5
Lanthan La 140-260 28,6
Niob Nb 78-120 27,6
Praseodym Pr 25-49 28,2
Rubidium Rb 10-85 115,5
Samarium Sm 26-38 29,7
Skandium Sc 80-110 17,9
Tantal Ta <5 n.a.

Ytterbium Yb 11-15 31,9
Yttrium Y 95-140 30,0
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Tabulka ¢. 5: Koncentra¢ni rozsah hlavnich slozek Red Mud (World Aluminium, 2015).

Nerozpustny obsah (%) 9.7 | 184
(ve vodném roztoku)
Fe [o/kg] | 215 | 275
Ca [o/kg] | 30 | 65
Mg [o/kg] | 35 | 7
Al [o/kg] | 60 | 85
Na [g/kg] | 38 | 60
Ti [o/kg] | 16 | 24
P [mg/kg] | 19 | 33
\ [mo/kg] | 8 12
Zr [mg/kg] | 0,3 | 0,7
Mo [mg/kg] | 0,07 | 0,3

2.4.5.5 Zdivodnéni vybéru ¢erveného kalu pro vyzkum

Cerveného kalu se roéné vyprodukuje zhruba 77 miliont tun, coz velmi zatéZuje nase
zivotni prostfedi a jeho silnd alkalita zplsobuje problém suchovavanim. Cerveny
kal obsahuje velké mnozstvi vzacnych kovi, Zeleza, manganu, titanu a dalSich,
které jsou velmi potiebné v primyslu a nékteré za¢inaji byt nedostatkovymi. Rasy péstované
s pfimési Cervené¢ho kalu, mohou tyto kovy akumulovat a diky tomu recyklovat nebo byt

pouzity jako hnojivo v zemédélstvi.
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3 CILE PRACE

»  Vybér vhodného modelového organismu pro kultivaci s ¢ervenym kalem.

» Kultivace vybraného modelového organismu s ¢ervenym kalem, pii rozdilné

bohatosti zivin v médiu.

= Qvéfeni schopnosti modelového organismu akumulovat lanthanoidy z ¢erveného

kalu pomoci stanoveni mnozstvi lanthanoidd v biomase.
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4 METODIKA

4.1 Odebrani vzorku ¢erveného kalu.

Vzorky byly odebrany pro centrum Algatech (Tieboti, CR) firmou World Aluminium

(Londyn, UK), kterd ma na starost rekultivaci izemi zasazenych ¢ervenym kalem.

Cerveny bahenni vzorek, ktery nam byl poskytnut, byl ziskan z Glozisté ¢erveného
kalu s nazvem Depo #7 z mista Almasfiizit6. Soufadnice mista odbéru (592155; 264730)

jsou blizko mista sonické jadrové vrtani #25 (viz mapa niZe — obrazek ¢. 9).

Vzorek byl odebran v hloubce 1-1,2 m od povrchu ¢erveného bahna.
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Obrazek ¢. 9: Mapa oblasti Almasfiizit6 s vyznacenymi Depy (World Aluminium, 2015).
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Obrazek ¢. 10: Odbér vzorki ¢erveného kalu pro centrum Algatech (World Aluminium,
2015).

4.2. Kultivace ras

4.2.1 Kultivace

Pro kultivaci kazdého z naSich modelovych organismt bylo pouZzito odlisné médium,
dle potieb jednotlivych druhi fas. Pro kultivaci D. quadricauda bylo pouzito Zivné médium
5SS (Setlik — Simmer) a jeho modifikace (% SS a % SS bez mikroelementi)
(Zachleder and Setlik, 1982). Pro kultivaci Chlamydomonas reinhardtii bylo pouzito
HS médium (Sueoka, 1960) a kultury Parachlorella kessleri byly kultivovany
ve chlorellovém médiu (Branyikova et al., 2011). Slozeni jednotlivych médii bude popsano

nize v tab. 6 - 9.

Kultury byly kultivovany pfi konstantni teplot¢ 30 °C v tekutych zivnych médiich
a byly provzdusnovany stilym piivodem vzduchu obsahujiciho 2 % oxidu uhli¢itého.
Do sklenénych valeckt (fotobioreaktorti, vnitini primér 36 mm, vyska 500 mm)
obsahujicich tekuté¢ médium byly naockovany pifedem rozrostlé kolonie naSich modelovych
organismi z agarovych ploten. Fotobioreaktor byl osvétlovan zjedné strany zafivkami

(Osram DULUX L, 55W/840) o vlnové délce, kterd se pohybovala mezi 400 — 720 nm,
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coz odpovidd hodnotdm viditelného svétla nezbytného pro fotosyntetické reakce. Intenzita

svétla byla udrzovana na 500 umol.m2.s2.

Pro ziskani potiebné hustoty kultur (méfené spektrofotometricky jako opticka densita

pii 750 nm) se inkubacni doba pohybovala v rozmezi 2-3 dntli na trvalém svétle.

Pii kultivaci na Petriho miskach byl do zivného média ptidan agar. Vysledna
koncentrace agaru Vv roztoku ¢inila 1,5 %. Vysledna smés se sterilizovala v autoklavu
pii 121 °C po dobu 30 minut a po ¢astecném vychladnuti pfiblizné na 50 °C rozlévala

do misek ve vrstve silné 0,5 cm.

Tabulka & 6: SloZeni média % SS.

Slouceniny Vyslednd koncentrace v médiu
KNO3 2,021 g/l
K2HPO4 0,140 g/l
KH2PO4 0,340 g/l
MgSOq . 7TH20 0,988 g/l
CaClz . 2H.0 0,011 g/l
Fe/NaEDTA 0,018 g/l
HsBO3 3,10 mg/I
ZnS0O4 . TH0 1,43 mg/l
MnSQOq . 4H,0 1,20 mg/l
CuSOg4 . 5H0O 1,24 mg/l
CoSOq4 . 7TH20 1,40 mg/I
(NH4)sM00O24 . 4H20 1,84 mg/l

Pro kultivaci s % SS médiem bylo médium ¥ SS nafedéno v poméru 1:1

s destilovanou vodou.
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Tabulka & 7: SloZeni 5 SS média bez mikroelementt.

Slouceniny Vysledna koncentrace v médiu
KNO3 2,021 g/l
K2HPO4 0,140 g/l
KH2PO4 0,340 g/l
MgSOq . 7TH20 0,988 g/l
CaClz . 2H.0 0,011 g/l
Fe/NaEDTA 0,018 g/l

Tabulka €. 8: Slozeni HS média.

Cislo roztoku Slozeni Koncentrace v Davkovani roztoku
roztoku na 1 litr média
1 NH.CI 50 g/l 10 ml
CaCl, - H20 2 g/l
2 MgSO4 - 7 H20 20 g/l 10 ml
EDTA komplex 1,84 g/l
3 Na:MoOys - 2 H20 0,59/l 0,5 mi
H3BO3 3,086 g/l
MnSOs - 4 H20 1,180 g/l
CoS04- 7 H20 1,404 g/l
4 CuSOq4 - 5 H20 1,244 g/ 1ml
ZnS0Oq4 - TH20 1,430 g/l
(NH4)sM07024 - 4 1,840 g/l
H20
5 KH2PO4 36 g /500 ml 10 ml
K2HPO4 67 g /500ml




Tabulka €. 9: Slozeni média Chlorella.

Sloucenina Vyslednd koncentrace v médiu

(NH4).CO 1,100 g/l
KH2PO4 0,237 g/l
MgSOq - 7TH20 0,204 g/l
C10H120sN2NaFe 0,040 g/
CaCl; 0,088 g/l
H3BOs 0,083 g/l
CuS04-5H20 0,95 mg/Il
MnClz-4H20 3,3mgl/l
(NH4)sM07024-4H,0 0,17 mg/l
ZnS04-7H20 2,7 mg/l
C0S04:7H20 0,6 mg/l

NHsVOs 0,014 mg/I

4.2.2 Kultivace ras s pridavkem ¢erveného kalu

Pro zjisténi vlivu ¢erveného kalu na jednotlivé modelové organismy bylo zapotiebi
ptidat ur¢ité mnozstvi kalu pfimo do riistovych médii.

Byl ptipraven zasobni roztok rozmichanim cerveného kalu s destilovanou vodou
na hmotnostni koncentraci 10 %. Nasledn¢ byl tento roztok pfidan v urcitych koncentracich

K nasim kulturam. Podrobny vycet téchto koncentraci viz tab. ¢. 10.

Tabulka €. 10: Vycet koncentraci cerveného kalu pro ptidani k médiim.

Redéni z 10 % roztoku Vysledna koncentrace Objem piidany do valecku
s 240 ml média

100x 0,1% 2,4 ml

200x 0,05 % 1,2ml

333x 0,03 % 0,72 ml

4.3 Méreni pH a optické density

Me¢éteni pH probihalo vzdy pii odebrani vzorki kultur za pomoci pH metru

od spole¢nosti Thermo ScientificTM model OrionTM Versa Star ProTM pH Benchtop

meter. Namétend data byla zapsdna a ndsledné zpracovana do grafii uvedenych

v kapitole 5.
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Me¢éteni optické density (OD) bylo provadéno nékolikrat denné spolu s métenim pH.
Stanoveni optické density bylo provedeno spektrofotometricky (Specol, Némecko)
pii svételné délce 750 nm ve sklenéné kyveté o priméru 0,5 cm. Naméiend data byla

zapsana a zpracovana do grafii uvedenych v kapitole 5.

4.4 Mikroskopie

Pro sledovani kondice fas a pribéhu bunécného cyklu byla provadéna kontrola
vzorkll za pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX51.

4.4.1 Barveni lipidii pomoci barvy Nile Red

Pro kontrolu lipidovych kapének jsme pouzili metodu fluorescen¢niho barveni
za pouziti fluorescenéni barvy Nile Red (9-dimethylamino-5H-benz{a}phenoxazine-5-on).
Vzorek byl ptipraven z 10 pl fasové kultury a 0,5 pl barvy Nile Red a nasledné pozorovéan ve
fluorescenénim  mikroskopu  Olympus BX51 pomoci bloku filtrii  U-MNUA
(excitace 360-370 nm, emise 420-460 nm).

4.4.2 Pocéitani bunék v Biirkerové komurce

Biirkerova komurka je specidlni podlozni skli¢ko, které se vyuziva pfi stanoveni
poctu ¢ervenych ¢i bilych krvinek, ale i jinych bun¢k (viz obr. ¢. 11) (is.muni.cz, 2015).

Do komtrky bylo naneseno 10 pl vzorku a vloZeno do mikroskopu. Bunky byly
pocitany v jednotlivych ¢tvercich po diagonalach v celkovém poétu 24. Pocet bunék v 1 ml
byl vypoéitan pomoci vzorce: n* ¥ * 108, pfic¢emz n je primérmy podet bunék na 1 &tverec.

Vysledky byly poté vyneseny do grafui viz kapitola 5.
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Hloubka: 0,1 mm
Plocha malého étverce: 1/400 mm? = 0,0025 mm?
Plocha velkého étverce: 1/25 mm? = 0,04 mm?

plastovy nebo
sklenény zaklad

kryci skiicko

1.32. mrfizka suspenze bunek
odtokowvy
Zidbek tvaru H

hioubka 0,1 mm

Obrazek €. 11: Zobrazeni Biirkerovy komurky s detailem pocitaci mtizky
(okraje jsou tvofeny tiemi ¢arami, aby byl zietelny konec miizky) (is.muni.cz, 2015).

4.5. Hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

(ICP — MS)

Zkratka ICP — MS pochazi z anglického nazvu Inductively coupled plasma-mass

spektrometry, jelikoz je tato metoda zndma pod touto zkratkou, budu ji vyuzivat dale v textu.

4.5.1 Priprava vzorki pro ICP — MS

Rasova kultura byla stodena v centrifuize (ROTINA 380R, HETTICH)
5 min na 4750 otacek/min, zmrazena na -80 C a lyofilizovana.

Vzorky fasové biomasy (0,1 g) byly Stépeny se 3 ml 67 % HNOs a 0,5 ml
30 % H202 v PTFE néadobé¢ v mikrovinné troubé MLS1200 MEGA pii 250 — 600 W
po dobu 20 minut. Po odpateni piebytku kyseliny byl vysledny roztok pireveden do odmérné
baiiky, kterd byla doplnéna 0,67 % HNOs3 (Vitova et al., 2011).
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4.5.2 Elementarni analyza vzorki (ICP — MS)

Meéieni pomoci ICP — MS bylo provedeno na pracovisti Statniho zdravotniho
tstavu (SZU) v Praze za pouziti Elan DRC — e (Perkin Elmer, Canada) vybaveného
PTFE rozprasovacem koncentratu, cyklonickou sprejovou komorou, kvarterovym hotrdkem
a ,,Academic Response Cell“ (DRC) pro snizeni spektralnich interferenci. IS roztok
pro celkové stanoveni kovli obsahoval Ge, In a Re (10 pg/ L) ve ziedéné (1:100) HNOa.
Pro ptipravu vSech vzorku byla pouzita destilovana a demineralizovana voda. VVzorky byly
piefiltrovany ptes 0,45 ml filtr a zfedény 1:10 s vodou. Namétené hodnoty byly vyjadieny
vV miligramech na kilogram destilované vody. Referencni vzorky (kontroly) prosly vSemi
kroky stejné jako ostatni vzorky. Pro pfesnost vysledkli a kontrolu pfistrojii byly pouzity
pfi méfeni standardy. Aby se dosahlo odpovidajici koncentrace referencénich vzorkd,

byly vzorky vzdy zfedény.

4.6 Analyza lipida

Tato analyza byla provedena na MBU AVCR v Praze tymem RNDr. Tomase Rezanky, CSc.

Pro analyzu lipida byly zmrazené vzorky lyofilizovany a zvéazeny. Analyza
metylesteru mastnych kyselin (FAMESs) byla provedena na systému plynové chromatogratie
a hmotnostni spektrometrie (GC/MS) na sestavé piistroji Varian 450-GC (Varian
BV, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), Varian 240-MS iontovy detektor
s elektronovym narazovym ionizatorem (EI) a autosamplerem CombiPal (Mitchell Drive
Walnut Creek, CA, USA). Mastné kyseliny byly identifikovany podle jejich hmotnostnich
spekter a pomoci smési chemickych standardii ziskanych od spolecnosti Sigma-Aldrich

(Goecke et al. 2017).

4.7. Test lipofilniho charakteru ¢erveného kalu

Pro zodpovézeni otazky, zda je Cerveny kal lipofilni, byl ud€lan test s fepkovym olejem,
ktery je nejblize podobny lipidim vytvafenym fasami. Do Erlenmeyerovych banék s 50 ml
% S§S média bez mikroelementii bylo piidano 250 ul Eerveného kalu tak, aby koncentrace
kalu odpovidala 0,05 %. Poté byl pfidan do jednotlivych ban¢k fepkovy olej o objemech
40 pl, 30 pl, 20 pl, 10 pl a 5 pl. Banky byly tfepany na tfepacce na 150 rpm pii 30T
24 hodin.
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5 VYSLEDKY

Cilem pokust byl vybér a nasledné vyuziti vhodného modelového mikroorganismu
pro kultivace s ¢ervenym kalem, obsahujicim velké mnozstvi lanthanoidt, za G¢elem jejich
recyklace. Nejprve bylo potfeba vybrat modelovy organismus, ktery by dobie rostl
1 v pritomnosti toxického Cerveného kalu. Proto prob¢hl pokus se tfemi vySe popsanymi
modelovymi organismy, ke kterym byly pfidany tfi rizné koncentrace cCerveného kalu.
Pro dostatecnou pritkaznost byl tento pokus proveden ve tfech opakovanich. Déle probéhla
série pokust s vybranym modelovym organismem, kdy koncentrace cerveného kalu byly
stejné, ale experimentovalo se sobsahem Zivin v médiu. Tato série méla dokazat,
ze modelovy organismus je schopen akumulovat ziviny z ¢ervené¢ho kalu. Vzorky
Z obou pokust byly poslany do Statniho zdravotniho tstavu v Praze na analyzu obsahu

lanthanoidt v fasach pomoci metody ICP-MS.

5.1 Vybér vhodného modelového organismu pro kultivaci

s cervenym kalem

Nejprve byl proveden vybér koncentraci cCerveného kalu. Bylo zjisténo,
ze koncentrace nad 0,1 % zabranuji efektivnimu ristu fas, kvili velké limitaci svétlem.
Drobné ¢astice kalu rozptylené v médiu zabraiovaly piistupu svétla k bunikam. Na zakladé
tohoto zjisténi byly pouzity koncentrace 0,1 %, 0,05 % a 0,03 %. V kazdé sérii pokust byla

kultivovéna kontrola s ozna¢enim K, ke které nebyl pfidan Zadny kal.

Kazdy z modelovych organismil byl kultivovan v tekutém médiu vhodném pro dany
organismus. Tato média jsou blize popsana v kapitole 4.2.1. Rist fas s cervenym kalem byl
testovan ve valeCcich s médii, do kterych byly na zaCatku pfidany vodné suspenze kalu
o koncentracich 0,1 %, 0,05 %, 0,03 % a 0 %. Koncentrace 0 % slouzila jako kontrola
(viz obr. ¢. 12). Odbéry vzorkl probihaly v 8 hod rdano a ve 13 hod odpoledne po dobu
48 hodin cyklu. Vzdy probehlo pocitani bunék za pomoci mikroskopie. Pro kontrolu

spravného rustu bylo méteno pH.

Nameéfend data z pocitani bun¢k za pomoci mikroskopie, méfeni pH byla zpracovana

v programu SigmaPlot 8.0.
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Na zakladé pokusu se ukazalo, ze fasa Desmodesmus quadricauda roste Iépe
nez zbylé dva organismy a to 1 snejvyssi koncentraci kalu (0,1 %). Zajimavy
byl velky propad ristu bun¢k fasy Chlamydomonas reinhardtii u nejvyssi koncentrace
(0,1 %) (viz graf ¢. 1)

Vliv ¢erveného kalu na rist modelovych organismi

de+7
3e+7 H
—_— T
_% _
>qs_:) __ :I:
B 2e+7 ]
D
)é T T
I
le+7 -
0 T T T T
0% 0,03 % 0,05 % 0,1%

koncentrace ¢erveného kalu

I Desmodesmus quadricauda
[ Chlamydomonas reinhardtii
[ Parachlorella kessleri

Graf ¢. 1: Sloupcovy graf porovnavajici pocet bunék v 1 ml kultury pfi rizné koncentraci
cerveného kalu pro jednotlivé modelové organismy. Data byla ziskdna z priméru
tii replikati stejnych kultur kultivovanych po dobu 48 hod cyklu. Kontrola je zde oznacena
jako 0 %. Nejlépe rostla kultura fasy D. quadricauda a to pii vSech koncentracich ¢erveného

kalu.
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Obrazek ¢. 12: Kultivace fas ve fotobioreaktorech s pfidavkem ¢erveného kalu. Na obrazku
A vidime zacatek experimentu. Na obrazku B vidime fasy po 36 hodinach kultivace.

Vilecky jsou v obou prikladech sefazeny podle koncentrace kalu nasledovné: 0 % (K),
0,1 %, 0,05 % a 0,03 %.

Grafy ¢. 2-5 zobrazuji vysledky méfeni pH u jednotlivych modelovych organismii a také
porovnani jejich kontrolnich kultur. U fas D. quadricauda a P. kessleri (graf ¢. 2 a 4) se pH
v prubéhu cyklu zvySovalo. Na rozdil u fasy C. reinhardtii kde se pH v prib&éhu cyklu

snizovalo.
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Desmodesmus quadricauda

8,8
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0,1%
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Graf ¢. 2: Kontrolni méteni pH pro fasu Desmodesmus quadricauda.
Chlamydomonas reinhardtii
8,5
8,0
7,5 H
7,0 H
= 65 —e— 0 % (K)
0,1 %

6.0 1 0,05 %

—v— 0,03 %
5,5
5,0
4,5 T T T T T

(6] 10 20 30 40 50

cas (h)

Graf ¢. 3: Kontrolni méteni pH pro fasu Chlamydomonas reinhardtii.
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Parachlorella kessleri

9,4
9,2 -
—— 0% (K)
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T i
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7,8 -
7,6 -
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Graf ¢. 4: Kontrolni méteni pH pro fasu Parachlorella kessleri.
pH kontrolnich vzorkt tas
10
—e— C.r.
9 1 —e— D.q.
P.k.
-
8 5// T
T
o
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0 10 20 30 40 50 60 70

¢as (h)

Graf €. 5: Namétené hodnoty pH pro kontroly vSech modelovych organismii.
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5.2 Kultivace vybraného modelového organismu s ¢ervenym

kalem pri rozdilné bohatosti Zivin v médiu

Vzhledem k tomu, ze se fasa Desmodesmus quadricauda nejlépe osvédcila pro rist
Vv pritomnosti ¢erveného kalu, byla vybrana pro dal$i fazi pokust. Tyto pokusy mély za tikol
objasnit, zda je fasa schopna akumulovat Ziviny z ¢erveného kalu, pokud bude mit snizeny

obsah zivin v médiu.

5.2.1 Kultivace Fasy D. quadricauda na ¥ SS médiu bez mikroelementd

Prvni zmédii, které bylo vybrano pro daldi pokus, bylo médium '» SS
bez mikroelementll blize popsané v tabulce ¢. 7 v kapitole 4.2.1. Rist fas s riznymi
koncentracemi Cerveného kalu byl testovan ve valeccich s modifikovanym médiem,
do kterého byly na zacatku ptidany vodné suspenze kalu o koncentracich 0,1 %, 0,05 %,
0,03 %. Spolu s témito riznymi koncentracemi ¢erveného kalu byly kultivovany kontroly.
Negativni kontrola obsahovala 4 SS médium bez mikroelementti (K-m) (viz obr. &. 13).

V dalim pokusu byla pfidana i pozitivni kontrola, ktera obsahovala standartni % SS médium

(K+m).

Ziskand data z poc€itani bun¢k za pomoci mikroskopie a méfeni OD byla zpracovana

v programu SigmaPlot 8.0.

Obrazek ¢. 13: Kultivace fas

| K'm 011 0’ 0’ 3

/

ve fotobioreaktorech

po 48 hodinach cyklu. Ve vzorku
s koncentraci 0,05 % je patrna
zrnitost srazeného Cerveného

kalu.
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Z rustovych kiivek a namétenych dat OD muzeme potvrdit, Ze vzorky s Cervenym kalem

o koncentraci 0,1 % a 0,03 % rostou Iépe nez negativni kontrola bez mikroelementd (K-m)

(viz graf €. 6 a 7), ale hlife nez pozitivni kontrola (viz graf ¢. 8 a 9).

10
—— K-m
0,1%
1 4 0,05%
—v— 0,03%
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B
~ 0,1 +
() v—
o
0,01 %
0,001 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

cas (h)
Graf & 6: Optickd densita pfi 750 nm v zavislosti na ¢ase s% SS médiem

bez mikroelementu.
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Graf & 7: Rustové kiivky jednotlivych kultur fas v zavislosti na ¢ase s 42 SS médiem

bez mikroelementa.
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Graf & 8: Opticka densita pfi 750 nm v zavislosti na ¢ase s 2 SS médiem

bez mikroelementt S pozitivni kontrolou.
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Graf & 9: Rustové kiivky jednotlivych kultur fas v zavislosti na ¢ase s % SS médiem

bez mikroelementi s pozitivni kontrolou.

Pro kontrolu stavu bun¢k a ristu byly vZdy po odbérech vzorky kontrolovany
pod mikroskopem. V koncentracich 0,05 % a 0,03 % a negativni kontrole (K-m) byly
nalezeny zvlastni struktury uvnitt buné€k a srazeniny kalu (viz obr. ¢. 14 a 15). Proto byly
tyto bunky obarveny fluorescencni barvou Nile Red a pozorovany za pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. Obarveni vzorkl prokazalo pfitomnost lipidovych télisek
(viz obr. €. 16), tyto vzorky byly poslany na analyzu ICP-MS a analyzu lipidi, blize popsany

budou nize.
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Obrazek ¢. 14: Fotografie ze svételného mikroskopu, kde mizeme vidét srazeny Cerveny kal
(oznaCeno oranzovym krouzkem) a fasy D. quadricauda (zvétseni 200x) pii koncentraci

0,05 % RM. Na detailni fotografii vpravo jsou viditelna lipidova téliska (zvétseni 400x).

Obrazek ¢. 15: Fotografie ze svételného
mikroskopu, kde muzeme vidét srazeny
Cerveny kal (oznaCeno  oranzovym
krouzkem) a fasy D. quadricauda (zvétseni
200x) pii koncentraci 0,03 % RM.
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Obrizek ¢. 16: Rasa D. quadricauda péstovana
s Cervenym kalem a obarvena fluorescenéni
barvou Nile Red (zvétSeni 200x). Obrazek A

je negativni kontrola (K-m), obrazek B

je koncentrace 0,05 % kalu a obrazek C ukazuje
koncentraci 0,03 % kalu. Cervena barva

piredstavuje autofluorescenci chlorofylu

v chloroplastech, modra barva mrtvé bunky

a Zluté jsou obarvené lipidy.

Kontrolni kultury D. quadricauda péstované na médiu bez mikroelementi byly
sklizeny, lyofilizovany a zaslany na analyzu obsahu lipidii pomoci na MBU AVCR v Praze.
Byla prokazéana ptitomnost neutralnich lipidd v celkovém mnozZstvi 16,5 % a 18,0 % suSiny

(viz tab. ¢. 11).

Tabulka ¢&. 11: Procentudlni obsah lipidl z celkové susiny kontrolnich kultur fasy

D. quadricauda péstované na médiu % SS bez mikroelementt.

vzorek navazka (g) | vialka (g) vialka + lip. (9) lipidy (g) procenta
D.q. susiny
10.11.17 | 0,02190 10,29328 10,29722 0,00394 18,0
16.11.17 | 0,02505 10,23128 10,23541 0,00413 16,5
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Tabulka €. 12: Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v procentech.

Lipid 10.11.17 16.11.17
i14:0 0,0 0.1
al5:0 0,0 0.1
n15:0 0.1 0,1
16:4w6 18,3 15,8
16:4w3 3,6 2,3
16:1w9 0,2 05
16:1w7 0,2 0,3
16:1w3 0,9 0,0
n16:0 20,2 22,1
al7:0 0,0 0,0
n17:0 0,0 0.1
18:3w6 0.9 1,0
18:3w3 2,9 2,7
18:2w9 7.8 10,8
18:1w9 44,9 44,0
18:1w7 0,0 0,1

Analyza lipidd prokazala piitomnost a urcila druhové zastoupeni vytvofenych lipida
(viz tab. ¢. 12). Nejvice zastoupena byla kyselina olejova, ktera je v tabulce ¢. 12 oznacena
Cervené.  Analyza  neprokazala  pfitomnost mastnych  kyselin  zajimavych
pro biotechnologické ucely.
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Pro zodpovézeni otazky, pro¢ doslo v kultuie s 0,05 % koncentraci ¢erveného kalu
k jeho wvysrazeni, byl proveden sdanou koncentraci kalu test sfepkovym olejem,
ktery je svym slozenim velmi podobny oleji zjisténému v D. quadricauda. Doslo k vysrazeni
cerveného kalu (viz obr. €. 17), z cehoZ vyplyva, Ze Cerveny kal ma lipofilni charakter.

Takze vysrazeni bylo pravdépodobné disledkem, a ne pticinou tvorby lipida.

Obrazek ¢. 17: Na obrazku A jsou vzorky vysraZené¢ho
cerveného kalu o koncentraci 0,05 % v emulzich vody a oleje
sruznou koncentraci oleje. Na obrazku B je detail

vysrazeného kalu v emulzi.
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5.2.1 Kultivace fasy D. quadricauda v % SS médiu.

Jako druhé médium bylo pouzito pro dalii pokus médium snazvem Y% SS.
Toto médium bylo piipraveno zfedénim standartniho % SS média v poméru
1:1 s destilovanou vodou. Rust fas s riznymi koncentracemi ¢erveného kalu jsme testovali
ve valeccich s modifikovanym médiem, do kterého byly na zacatku pfidany vodné suspenze
kalu o koncentracich 0,1 %, 0,05 % a 0,03 %. Spolu s témito rdznymi koncentracemi
Serveného kalu byla kultivovana kontrola, kterd obsahovala pouze % SS médium

bez ptidavku cerveného kalu.

Ziskana data z pocitani bun€k za pomoci mikroskopie a méfeni OD byla zpracovana

v programu SigmaPlot 8.0.

Rust fasy D. quadricauda v % SS médiu byl srovnatelny s riistem této fasy v % SS
médiu bez mikroelementd (viz graf ¢. 9). Rozdil mezi témito médii se projevil pti 0,1 %
koncentraci kalu v % SS médiu. Tato kombinace &erveného kalu a Y SS média,
které je oproti %4 SS médiu bez mikroelementi ochuzené o makroelementy, je jiz piilis

toxicka (viz graf ¢. 10 a 11).
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Graf &. 10: Opticka densita pii 750 nm v zavislosti na ¢ase s ¥ SS médiem.
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Graf & 11: Ristové kiivky jednotlivych kultur fas v zavislosti na ¢ase s ¥4 SS médiem.
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5.3 Méreni obsahu lanthanoidu v biomase

Pro zméfeni obsahu lanthanoidii v biomase byly lyofilizované vzorky zaslany
do Statniho zdravotniho ustavu v Praze tymu RNDr. Mariana Ruckého, Ph.D. na analyzu
ICP-MS. Prijata data z analyzy ICP-MS byla zpracovana do grafii v programu SigmaPlot
8.0.

Rasa D. quadricauda s koncentraci kalu 0,1 % akumulovala nejvét§i mnozstvi
lanthanoidi. Akumulace lanthanoidi fasami byla koncentraéné zavisla na mnozstvi
dostupnych lanthanoidi a byla také druhové zavisla. Akumulace lanthanoidi tedy souvisi

jak s druhem fasy, tak i s mnozstvim jednotlivych lanthanoidi v médiu (viz graf ¢. 12 a 13).
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Graf ¢ 12: Mnozstvi tii nejvice akumulovanych lanthanoidd v biomase jednotlivych
modelovych organismli S riznymi koncentracemi cerveného kalu stanovené pomoci
ICP-MS.
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Graf €. 13: Celkové mnozstvi akumulovanych lanthanoid v modelovych organismech

s riznymi koncentracemi ¢erveného kalu stanovené pomoci ICP-MS.

Dal§im krokem byla kultivace fasy D. quadricauda na % SS médiu
bez mikroelementi s riznymi koncentracemi ¢erveného kalu. Tyto kultury byly po sklizeni

lyofilizovany a zaslany na analyzu ICP-MS.

Kultura s 0,1 % koncentraci kalu akumulovala nejvétsi mnozstvi lanthanoidt
(viz graf ¢. 14 a 15) a zaroven akumulovala vice lanthanoidl, nez kultura s identickou

koncentraci kalu kultivovana v klasickém % SS médiu (viz graf ¢. 16).
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Graf ¢. 14: Mnozstvi tii nejvice akumulovanych lanthanoidi v biomase fasy
D. quadricauda sréiznymi koncentracemi Gerveného kalu kultivované v % SS médiu

bez mikroelementt, které bylo stanoveno pomoci ICP-MS.
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Graf ¢. 15: Celkové mnozstvi lanthanoidi akumulovanych fasou D. quadricauda

S riznymi koncentracemi cerveného kalu kultivované v 2 SS médiu bez mikroelementt,

které bylo stanoveno pomoci ICP-MS.
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Graf ¢. 16: Porovnani akumulace lanthanoid fasou D. quadricauda kultivovanou
v odlisnych médiich s riznymi koncentracemi kalu. Vzorek s koncentraci kalu 0,05 %

s ¥» SS médiem nebyl analyzovan.
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6 DISKUZE

Jednobunécné zelené fasy jsou velmi dobrym modelovym organismem pro zakladni
1 aplikovany vyzkum. Jejich kultivace je v laboratornich podminkach pomérné nenaroc¢na
na mnozstvi zivin a jejich rust je pomérné rychly. Diky témto aspektim se fasy pouzivaji
napiiklad pro vyzkum fotosyntézy, regulace bunéénych cykli nebo metabolismu. Rasy maji
mnoho vyuziti a mnoho z nich souvisi s jejich mineralnim obsahem, napt. jako potraviny,

vyzivové doplnky, hnojiva, v medicin€ a pramyslu (Moreda-Pifeiro et al., 2012).

Lanthanoidy se stavaji nedostatkovou komoditou, a proto se mnoho zemi snazi najit
efektivni zptisob recyklace téchto kovii (Schwabe et al., 2012). Cerveny kal se jevi jako
potencialni druhotny zdroj lanthanoidf a dalSich kovii. Kromé toho produkce tohoto odpadu
stale roste a kviali své toxicité tento odpad velmi =zatéZzuje zZivotni prostredi

(Olszewska et al., 2016).

Pro vyzkum recyklace lanthanoidi z Cerveného kalu byl proveden prvotni
experiment, ktery mél za kol vybrat vhodnou fasu pro dalsi kultivace s kalem za tcelem
akumulace lanthanoidd. Jako modelové organismy byly vybrany tasy Desmodesmus
quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii a Parachlorella kessleri. Tyto tfi fasy jsou hojné
vyuzivany pro studium bunéénych cyklu a v biotechnologickych odvétvich (Zachleder et al.,
2016; Goecke et al., 2015). Kultivace s cervenym kalem byla mozna pouze s nizkymi
koncentracemi kalu v médiu, protoze velké Castice kalu a jeho tmavé zbarveni zptsobuji
limitaci svétlem. Pfi zpracovani vzorkil byl zjiStén problém s méfenim OD pii 750 nm.
Pfitomnost kalu zptisobovala nepiesnosti v méteni proti destilované vodé. Proto bylo méfeni
provadéno proti identickym koncentracim kalu, které byly pouzity pi1 kultivacich.
Nejpresnéjsi metodou pro stanoveni poctu bun€k se nakonec ukédzalo pocitani bunck

Vv Biirkerové komiirce, kde bylo mozné odlisit buniky od kalu.

Jako nejvhodnéjsi pro dalsi vyzkum byla vybrana fasa D. quadricauda, protoze
v pfitomnosti kalu rostla nejlépe a podle dat z analyzy ICP-MS akumulovala nejvétsi
mnozstvi lanthanoidd z Eerveného kalu (viz graf ¢. 1 a 12). Rasa D. quadricauda kultivovana
v % SS médiu skoncentraci kalu 0,1 % byla schopna akumulovat az 22 mg ceru
na kg susSiny (viz graf ¢. 12). V mnoha studiich byl pro odstranéni anorganickych
a organickych latek ze znecisténé vody pouzit jako bioremediacni prostiedek prave

Desmodesmus spp. (Martinez et al., 2000; Kim et al., 2007). Jiz diive bylo prokazano
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odstranéni lanthanoidii z odpadnich vod fasami jako je napt. Chlorella vulgaris, Isochrysis
galbana nebo Euglena gracilis (Qu et al., 1998b; Wang et al., 1996; Ishii et al., 2006).
Jak bylo dfive zjisténo pro vyssi rostliny, @ u fas zatim neni jasné, zda pozitivni efekt
lanthanoid®t vznika proto, Ze zmirfiuji ptiznaky nedostatku jinych kovi (Ca?*, Mg*
nebo Mn2*) (Tyler, 2004; Gong et al., 2011) nebo diky tomu, Ze se tyto prvky podileji
na dalSich fyziologickych reakcich (napf. metabolické cesty, fotosyntéza, stabilita
membrany, odolnost vii¢i stresu atd.). Na druhou stranu mohou lanthanoidy plisobit toxicky,
coz muze mit vliv na fotosyntézu, rust, aktivitu enzymu nebo dychani (Brown et al., 1990;
Li et al., 2005). V nizkych koncentracich mohou mit lanthanoidy stimula¢ni u¢inek i u fas,
kde mohou zastoupit nedostatek Ca?* iontii ve stresovych podminkach (Goecke et al., 2015).
Na zékladé téchto poznatkll byla k dal§im experimentiim vybrana dvé nutri¢né chudsi média,
a to % SS bez mikroelementi a % SS médium. Obé tato média vychazeji ze silné
mineralniho % SS média (Zachleder and Setlik, 1982). Cerveny kal mél zastoupit nedostatek
zivin v médiich, a tim fasu pfimét k bioakumulaci lanthanoidi podobné jako u Goeckeho
et al. (2015). Podle rustovych kiivek (viz graf ¢. 7 a 9) mlzeme soudit, ze akumulované
lanthanoidy a ostatni kovy podpofily rist fas na nutricné chudSim médiu
(2 SS bez mikroelementtl) podobné jako u sinice Arthrospira platensis (Li et al., 1999).
V piipadé média Y% SS mizeme z ristové kiivky (viz graf &.11) pozorovat efekt limitace
rustu a rstového stresu z mensiho obsahu nejen mikroelementl, ale 1 makroelementi,
je jiz pro tasy piili§ toxicka. Pti zbylych dvou koncentracich kalu 0,05 % a 0,03 % se fasy

chovaly podobné¢ a rostly pomaleji nez kontrolni kultura.

V kontrolnich kulturach fasy D. quadricauda kultivovanych na Y% SS médiu
bez mikroelementt a také v kulturach ovlivnénych 0,05 % koncentraci kalu byla nalezena
lipidové téliska (viz obr. & 13 a 14). Analyzou obsahu lipid pomoci na MBU AVCR
Vv Praze byla prokazana ptitomnost neutralnich lipid v celkovém mnozstvi 16,5 % a 18,0 %
suSiny (viz tab. ¢. 11). Nejvice zastoupena byla kyselina olejova, které bylo 44 %
z celkového obsahu lipidd v susing (viz tab. ¢. 12). Celkové slozeni lipidu je velmi podobné
fepkovému oleji. Nasledn¢ byl proveden test s olejovou emulzi, ktery prokazal, ze cerveny
kal ma lipofilni charakter, coz vysvétluje | vysrazeni cerveného kalu v kulture s 0,05 %
cerveného kalu (viz obr. ¢. 13). Tyto lipidy nejsou zajimavé pro dalsi biotechnologické

vyuziti, protoze neobsahuji Zadnou na trhu Zadanou mastnou kyselinu a také proto, ze bunky
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obsahuji malé mnozstvi lipida (16,5 a 18 % v suSiné, viz tab. ¢. 12) oproti napi. 32 — 40 %

jak uvadi Goecke et al. (2017D).

Analyza ICP-MS je uspésné vyuzivand metoda pro stanoveni obsahu lanthanoida
v fasach (napt. Goecke et al., 2017a). Tato analyza prokézala akumulaci lanthanoidi
z Cerveného kalu vSemi sledovanymi modelovymi organismy. Nejvice lanthanoida
akumulovala fasa D. quadricauda. Kultura této fasy s koncentraci kalu 0,1 % dokazala
akumulovat 54,57 mg lanthanoidd na kilogram suSiny (viz graf ¢ 13).
Pfi experimentu schud$im médiem %4 SS bez mikroelementll bylo zji§téno, Ze fasa
akumuluje lanthanoidy Iépe, pokud ma nedostatek mikroprvki v médiu. Kultura této fasy
s koncentraci kalu 0,1 % kultivovana na médiu % SS bez mikroelementti akumulovala
63,8 mg/kg (viz graf &. 15), coZ je vice neZ u fasy kultivované na standartnim %4 SS médiu.
Akumulace lanthanoidii fasami je koncentracné zavisla na mnozstvi dostupnych lanthanoidt
a je také druhové zavisla (viz graf ¢. 12). Mira akumulace souvisi tedy jak s druhem fasy,
tak 1 s mnozstvim jednotlivych lanthanoidd v médiu, a také s obsahem

makro- a mikroelementl obsazenych v médiu.

Rasy kultivované v laboratornich podminkach na nutri¢né bohatych médiich mohou
akumulovat velké mnozZstvi dostupnych lanthanoidli, oOproti pfirodnim podminkam,
kde je mén¢ Zivin a také mensi mnozstvi lanthanoidl. V pfirod€ se pohybuje akumulace
lanthanoidi napt. u makrofasy Colpomenia sinuosa do 7,62 mg/kg suiny, jak uvadi
Goecke et al. (2017a).
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[ ZAVER

Jako modelovy organismus pro vyzkum recyklace lanthanoidii z ¢erveného kalu byla
vybrana tfasa Desmodesmus quadricauda, protoze prokazala nejlepsi ristové vlastnosti
Vv toxickém prostiedi zptisobeném Cervenym kalem, a také akumulovala nejvice lanthanoid
z cerveného kalu. Z vysledkt prace vyplyva, ze akumulace lanthanoidi je koncentracné
zavisla, tj. zavisi na mnozstvi lanthanoidii ve vodném prostredi a je také druhoveé zavisla,
tj. zavisi na druhu pouZitého organismu. Rasa D. quadricauda rostla na obou testovanych
médiich (4 SS bez mikroelementi a % SS) velmi podobng, aviak v médiu % SS se projevila
limitace nedostatkem makroprvk, a proto toto médium jiz nebude déle vyuzivano pro dalsi
vyzkum. V kontrolni kultute a v kulturdch s kalem o koncentracich 0,05 % a 0,03 %
kultivovanych na médiu %4 SS bez mikroelementtl byly objeveny lipidy. Divodem tvorby
lipidi byl patrné stres z limitace zivinami. Tyto lipidy nebyly shleddny biotechnologicky
zajimavymi. Médium '» SS bez mikroelementli se ukazalo jako vhodné médium
pro kultivace s cervenym kalem za Ucelem recyklace lanthanoidd. Kultury kultivované
s piidavkem kalu o koncentraci 0,1 % v médiu % SS bez mikroelementti akumulovaly
lanthanoidy lépe nez kultury na standartnim % SS médiu. Vysledky ukazaly, Zze vyuziti

mikrofas za ¢elem recyklace lanthanoid by mohlo byt vhodnou ekologickou alternativou.
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