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ABSTRAKT

V sucastnej dobe sa velka pozornost zameriava na biotechnologicky priemysel. V ramci
biotechnologického priemyslu sa pomocou mikroorganizmov produkuju rézne uzitocné latky,
akymi st naprikald chlorofyl a karotenoidy, ktoré su vyznamnymi antioxida¢nymi latkami, ale
aj mastné kyseliny, steroly a ubichinon. Tato diplomova praca je zamerana na kultivaciu
vybranych kmenov mikrorias rodu Scenedesmus a Desmodesmus. V prvej Casti prace su
opisané kmeiie rias a Studované metabolity. V druhej, experimentalnej Casti, boli na vybrané
kmene aplikované rézne druhy alkoholov, ako stresové podmienky, scielom zvySenia
produkcie intracelularnych metabolitov. Dalej bola prevedena fermentorova kultivacia, pri
ktorej bola aplikovana kombinacia dvoch roznych alkoholov. Prevedena bola tiez kultivacia
pomocou flat — panel fotobioreaktoru, pri ktorej bolo pouzité svetlo s roznymi vlnovymi
dizkami. Pre analyzu boli pouZité viaceré chromatografické techniky, vysledky analyz st
uvedené v experimentalnej Casti.

KrUCOVE SLOVA

Mikroriasy, bioreaktor, stresové faktory, chlorofyl, lipidy, karotenoidy, opticka hustota,
kvantovy vytazok



ABSTRACT

Nowadays, a lot of attention is being paid to the biotechnology industry. Within this industry,
are with the help of microorganisms produced various useful substances, such as chlorophyll
and carotenoids, which are important antioxidant substances, but also fatty acids, sterols and
ubiquinone. This thesis is focused on the cultivation of selected strains of microalgae of the
genus Scenedesmus and Desmodesmus. In the first part of the thesis, the algae strains and
studied metabolites are described. In the second, experimental part, different types of alcohol
were applied to the selected strains as stress conditions, with the aim of increasing the
production of intracellular metabolites. Further, fermentor cultivation was carried out, in which
a combination of two different alcohols was applied. Subsequently, cultivation using a flat-
panel photobioreactor was also carried out, in which light with different wavelengths was used.
Several chromatographic techniques were used for the analysis and the results of the analyzes
are presented in the experimental part.

KEY WORDS

Microalgae, bioreactor, stress factors, chlorophyll, lipids, carotenoids, optical density, quantum
yield
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1 Uvob

Mikroriasy si v poslednych rokoch ziskali pozornost najmid vdaka svojim vynimo¢nym
biologickym vlastnostiam, pomocou ktorych dokazu premieniat’ slne¢né svetlo, oxid uhlicity
ainé anorganické zdroje uhlika na organicki hmotu prostrednictvom fotosyntézy. Tieto
schopnosti su vyuzivané vo viacerych priemyselnych odvetviach, najma v oblasti vedeckého
a biotechnologického vyskumu. Ich ucinnost fotosyntézy vysoko prevySuje ucinost
fotosyntézy suchozemskych rastlin. Vdaka tomu avdaka ich schopnosti produkovat
zluCeniny, ako napriklad lipidy, sacharidy a pigmenty, su vyuzivané v roznych odvetviach,
napriklad v potravinarstve, pri Cisteni odpadovych vod, vyrobe biopaliv, ale aj vo
farmaceutickom a kozmetologickom priemysle. Pre oblast vyzivy a spominany farmaceuticky
a kozmetologicky priemysel su riasy zaujimavé predovSetkym pre ich bohaty obsah vitaminov,
mineralov, mastnych kyselin, ale tiez pigmentov, ako napriklad chlorofyly a karotenoidy, ktoré
sa vyznacuju svojimi vysokymi antioxidacnymi vlastnostami. Prieskum tychto zla¢enin moze
viest' k objavu novych lieCiv a terapeutickych aplikacii.

V predlozenej diplomovej praci boli pouzité rozne druhy stresovych faktorov, za ticelom
zvySenia produkcie vybranych intracelularnych metabolitov. Chemickymi stresovymi faktormi
boli rdzne druhy alkoholov, konkrétne methanol, ethanol, glycerol a isopropylalkoho. Pri tychto
latkach bola okrem stresovej reakcie mikroorganizmu pozorovand aj moznost vyuzitia
pridaného alkoholu ako zdroj uhlika pri mixotrofnom spdsobe vyzivy. Pritomnost
a koncentracia alkoholu v pouzitom kultivatnom médiu bola zistovana metodou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s refraktometrickym detektorom (HPLC-RI).
Z fyzikalnych stresov bola vybrana zmena farby svetelného ziarenia. Klasickeé teplé biele svetlo
bolo menené na svetlo Cervené svlnovou dizkou vrozmedzi 620-780 nm, zelené svetlo
s vinovou dizkou 495-570 nm a fialové svetlo s vinovou dizkou 380-450 nm. Vplyv zmeny
svetelnych podmienok bol pozorovany pri kultivacii riasovych kultir pomocou flat — panel
fotobioreaktora, ktorého sucastou je samostatny svetelny panel, ktory tieto zmeny vlnovych
dizok umozioval.

Obsah intracelularnych metabolitov je mozné urcit’ chromatografickymi metédami, kedy na
urcenie pigmentov sa pouziva vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) a pre urCenie
zastupenia lipidov a ich profilu mastnych kyselin sa vyuziva plynova chromatografia (GC).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Riasy

Riasy (algae) su skupina organizmov patriaca do skupiny rastlin (plantae). St suborom
fotoautotrofnych eukaryotickych organizmov, jednobunkovych alebo mnohobunkovych,
ktorych spolo¢nym znakom je okrem fotosyntézy aj ich zavislost na pritomnosti vody.
Produkuju rovnaké zasobné latky (rézne cukorné substraty, lipidy, proteiny atd’.) ako vyssie
rastliny ataktiez pouzivaju rovnaké obranné mechanizmy pred predatormi a parazitmi.
RozliSenie od vysSSich rastlin je velmi jednoduché, rastliny maji vysokd schopnost
diferenciécie, Co u rias nie je pozorované.

Pojem riasy zastupuje ako makroriasy, tak aj subor mikroorganizmov nazyvany mikroriasy.
Vsetky obsahujt primarne chloroplasty pokryté dvoma membranami. Chloroplasty su ulozené
priamo v cytoplazme. Najviac zastipenou skupinou su mikroriasy, ktoré si zodpovedné za
produkciu az 50 % fotosynteticky vytvoreného kysliku [1, 2].

Riasy st najcastejsie delené podla pigmentov, ktoré produkuju, z ¢oho najznamejsie su:

o Chlorophyta (zelené riasy)
e Rhodophyta (cervené riasy)
o Chromophyta (hnedé riaasy)

Vyskytuji sa celosvetovo, bez ohladu na podnebné pasmo avtakmer vSetkych
podmienkach. Kombinaciu fotosyntetickych pigmentov podrise viridiplantae tvoria chlorofyl
a, chlorofyl b, karotén a xantofyly. Chloroplasty zelenych rias obsahuju pyrrenoid-proteinové
teliesko s vysokym obsahom enzymu ribuléza- 1,5- bisfosfat (RUBISCO), ktory sa uplatiiuje
pri viazbe atmosférického oxidu uhli¢itého na cukor (pentézu) pri fotosyntéze. Enzym
RUBISCO je pritomny vo vSetkych fotoautotrofnych organizmoch [2, 3, 4, 5].

Mikroriasami su nazyvani tiez jednobunkovi jedinci, ktorych vyvojové stadium je nizsie ako
u rias. Mikroriasy produkuju komercne ddlezité biomolekuly akymi su napriklad proteiny,
lipidy, vitaminy, pigmenty a iné biologicky aktivne latky, ktoré je mozné priamo aplikovat
v odvetviach akymi st potravinarstvo, zdravotnictvo, farmaceuticky a kozmeticky priemysel.
Vicsina skupin rias su fotoautotrofné — vyzivou Uplne zavislé na ich fotosyntetickom aparate,
kde hlavnym zdrojom energie je prave sincné ziarenie a CO; je hlavnym zdrojom uhlika.
Vel'akrat vSak riasy pre ziskanie energie pouzivaji kombinaciu fotoautotrofie a heterotrofie,
nazyvanu mixotrofia. Heterotrofna kultivacia nahradza svetelné potreby mikrorias prijimanim
zivin z organického zdroja uhlika. Aj pri mixotrofnych riasach sa vyuzivanie fototrofie
a heterotrofie moze lisit’ od druhu k druhu. Vacsina vyuziva primarne fototrofiu a heterotrofiu
vyuzivaju zriedka. AvSak iné vyuzivaju primarne heterotrofiu, ale m6zu vyuzivat niektoré
z produktov fotosyntézy, najSastejSie fotosyntetickl fixaciu uhlika atvorbu hlavnych
zivin — dusik, fosfor, zelezo, rastové faktory (naprikald vitaminy, esencialne aminokyseliny
a podobne). Heterotrofia je predovsSetkym dolezita pri nedostoCnom pristupe slne¢ného
Ziarenia.



Na zaklade toho, z akého zdroja prijimaji energiu, mozeme riasy rozdelit’ do 4 skupin:

e Obligatne heterotrofné riasy — primarne heterotrofné, ale su schopné prezit
autotrofne

e Obligatne fototrofné riasy — primarne fototrofné, ale za zhorSeného pristupu
slnecného ziarenia mdzu energiu ziskavat’ heterotrofne

e Fakultativne mixotrofné riasy — rasti rovnocenne ako fotoautotrofy aj heterotrofy

e Obligatne mixotrofné riasy — primarne fototrofné, ale heterotrofne ziskavaja niektoré
esencialne faktory rastu [3, 4, 5, 6].

2.1.1 Rody Scenedesmus a Desmodesmus

Rod Scenedesmus aj Desmodesmus su sladkovodné druhy mikrorias, liSiace sa od seba vel'mi
minimalne a aj v ramci kmena sa od seba lisia tvarom a velkostou. Mikroriasy m6zu mat
viacero druhov bunkového usporiadania, m6zu byt jednobunkové, kolonialne alebo vlaknité.
Oba rody patria medzi nepohyblivé jednobunkové organizmy, predovsetkym sa vyskytujice vo
forme kolonii, najcastejSie ako zoskupenia 4 buniek, ktoré sa nazyva cenobia. Mozu sa vsak
vyskytovat aj ako 8-, 16- alebo 32- bunkové cenobia. Pri oboch rodoch je pozorovana Siroka
diverzita, do oboch rodov patri vel'ké mnozstvo kmeiniov, ktoré je tazké odlisit, zastupcu
kazdého druhu zobrazuje obrazok 1. Fenotyp kazdého kmeria je ovplyviiovany napriklad aj
koncetraciou nutrientov, teplotou, intenzitou svetla a podobne [3, 4, 7, 8, 9].
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Obrazok 1: A — Desmodesmus velitaris CCALA 468, B — Scenedesmus cf. acutus CCALA 437

2.1.2 Kultivacia a kultiva¢né techniky

V poslednych desatrociach sa kultivacia mikrorias zameriava najmd na rozvoj technyk
otvorenych masovych kultir pod holym nebom. Tieto techniky su sice lacné, av§ak maju rdzne
nevyhody, z ktorych najvacSou je kontaminacia jednoriasovej kultary. Podmienky kultivacie
si nedostatocne kontrolované a je mozné takto kultivovat iba niekolko rezistentych kmeniov
rias za extrémnych podmienok, ktoré sa v takychto otvorenych systémoch vyskytuju.
Extrémnymi podmienkami sa mysli vysoké pH, slanost alebo teplota kultiva¢éného média.
Zvysok kmeniov mikrorias je mozné kultivovat iba v uzavetych fotobioreaktoroch za
kontrolovanych podmienok. Kultivaciu je mozné v uzavretych bioreaktoroch zvysit
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optimalizaciou kultivaénych podmienok. Medzi dve najvyraznejSie podmienky pri kultivacii
patria svetlo a teplota [3, 4, 12, 13, 14].

2.1.2.1 Kultivacné systémy

Pre kultivaciu rias je mozné pouzit’ viacero duhov kultivacnych systémov, najCastejSie sa delia
na 2 skupiny — otvorené systémy auzavreté¢ systémy. Medzi otvorené systémy sa radia
napriklad otvorené jazera alebo nadrze, napustené vodou, premiesavané najcCastejSie
mechanicky. Zdrojom uhlika je v takychto pripadoch vzdusny oxid uhlicity, zdrojom svetla
slnecné ziarenie. Vyhodou takychto nadrzi je lahké zostrojenie a moznost’ masovej kultivacie.
Ako bolo spomenuté vysSie (vid'. kapitola 2.1.3), tato technika ma vSak znaéni nevyhodu
kontaminécie, a preto je takto mozné najmé kultivacia extremofilnych rias. Medzi dalSie
nevyhody otvorenych systémov patri aj vysokd miera vyparovania média, nedobry pristup
svetla celou kulturou a neefektivne rozpustanie vzdusného CO; do média. Vsetky spomenuté
nevyhody nepriaznivo ovplyviiuji vytazok biomasy. Medzi uzavreté systémy patria rozne
druhy fotobioreaktorov. Vo fotobioreaktoroch je kultivaéné médium uzavreté v priehl'adnych
nadobach rdéznych objemov, osvetl'ované umelo alebo slne€nym Zziarenim, premieSavané bud’
mechanicky alebo aeraciou. NajvdacSou vyhodou uzavretych systémov je obmedzenie
kontaminacie kultary. Uzavrety systém poskytuje okrem iného lepSie moznosti regulacie
kultivacnych podmienok, ¢im je mozné maximalizovat’ vytazok riasovej biomasy [12, 15, 16].

2.1.2.2 Fermentor

Fermentor, tiez znamy ako bioreaktor, je zariadenie vyuzivané v biotechnologickom priemysle
napriklad pre fermentéciu, kultivaciu bunkovych kultar a tiez produkciu enzymov vo va¢§om
meritku. Je vyrobeny z inertnych materialov, ako sklo a nerez. Tieto komponenty musia byt
zaroven odolné voci vysokej teplote, aby nedochadzalo k poskodeniu pri procese sterilyzacie.
Fermentor umoziiuje pomocou c¢idiel kontorlu viacerych parametrov, akymi su napriklad
teplota, pH, hladina kyslika, ionova sila amnoho dalsich. Casto pouZivané su vo
farmaceutickom, biotechnologickom a potravinarskom priemysle. NajcastejSie sa fermentory
delia podla spdsobu prevadzky na vsadkové (batch), pritokové (fed-batch) a kontinualne.
Najcastejsie su pouzivané vsadkové fermentory, nakol'ko ide o uzavrety systém a je pri nich
zabezpecend najvyssia sterilita. Pri pritokovych fermentoroch si pocas doby kultivacie do
média dodavané vyzivy. Pri kontinudlnych bioreaktoroch je konsStantne dodavané médium
a odoberany vysledny produkt. V kontintinualnej kultivacii je vSak najvacsia miera
kontaminacie. Na obrazku 2 je znazornena vsadkova (batch) kultivacia riasovej kultury
[16, 17, 18].
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Obrazok 2: Fermentorovd kultivacia riasovej kultiry

2.1.2.3 Flat-panel fotobioreaktor

Flat — panel fotobioreaktory, alebo tiez nazyvané ploché horizontalne bioreaktory, maju velkeé
vyhody pri produkcii fotoautotrofnych organizmov. Konstrukcia takéhoto fotobioreaktoru
(schéma flat — panel fotobioreaktora zobrazena na obrazku 3) sa sklada z dvoch vertikalnych
priesvitnych (sklenenych) platni, umiestnenych do zelezného ramu, dostatocne blizko k sebe,
¢im sa zvacsi osvetlovana plocha. Medzi tieto priesvitné panely je vlozené kultivaéné médium
s mikroriasou a cely systém je osvetl'ovany po celej ploche fotobioreaktoru (vid. Obrazok 4).
V klasickych bioreaktoroch vacsi jedinci Casto tienia jedincom mensim alebo vzdialenej$im od
povrchu, ¢o vedie k znizeniu prestupu svetla a teda k spomaleniu rastu a nizkej produkcii.
V porovnani s fotobioreaktormi, ktorych kultivacna nadoba ma vac¢siu hrubku, nedochadza vo
flat-panel fotobioreaktore k vzajomnému tieneniu medzi jedincami a svetlo prestupuje kultarou
rovnomerne [12, 13, 19].
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2.2 Studované metabolity

Mikroriasy su udrzatelnym zdrojom lipidov a karotenoidov, pricom mechanizmus akumulacie
tychto latok je zapriCineny najma stresovymi podmienkami. Stresovymi podmienkami sa mysli
napriklad nedostatok zivin alebo nepriaznivé fyzikalne podmienky. Obsah lipidov
v mikroriasach je obvykle v rozmedzi 20-50 % suchej hmotnosti bunky. Mikroriasy d’alej
produkuju karotenoidy, ktoré st potrebné pre fotosynteticky metabolizmus, kde spdsobuju
roz§irenie spektra absorbujuceho svetlo (naprikald primarny karotenoid lutein). Karotenoidy sa
okrem iného vyznacuju antioxida¢nymi vlastnost'ami a pouzivaju sa naprikald pri zmieriiovani
rakoviny, predcasného starnutia, kardiovaskularnych ochoreni a podobne [11, 22].

2.2.1 Lipidy

Lipidy st jednou hlavnych tried biologickych molekul a maju klacové ulohy v réznych
biologickych procesoch. Patria k elementarnym stavebnym prvkom bunky, podiel'aji sa najma
na Strukture bunkovych membran, kde tvoria lipidickt dvojvrstvu. Mozu tiez sluzit’ ako zasoba
energie pre bunku, ale aj vo forme hormoénov ako signalizacné molekuly, ochranné ¢i izola¢né
molekuly. Su tiez dblezité pri rozpustani vitainov A, D, E a K [23, 24].

U mnohych mikrorias bolo dokazané, ze moézu produkovat aakumulovat’ lipidy,
pri mixotrofnych podmienkach kultivacie je tato schopnost zvySend v porovnani s Cisto
heterotrofnymi a fototrofnymi podmienkami. Mikroriasy su udrzatelnym zdrojom lipidov
bohatych na omega-3 polynenasytené mastné kyseliny (PUFA), z ktorych najznamejsim
zastupcom je napriklad kyselina alfalinolénova (ALA). Prave kyselina alfalinolénova je
dolezitou mastnou kyselinou s protizapalovymi, kardio aneuroprotektivnymi ucinkami
a dolezita je pre spravny prenatalny aj postnatalny vyvoj mozgu. Zvysena akumulacia kyseliny
alfalinolénove] bola preukazand aj pri aplikécii stresovych podmienok na riasy rodu
Desmodesmus. Avsak, zvySena produkcia lipidov za stresovych podmienok spdsobuje znizenie
rastu [19, 20, 34].

2.2.1.1 Mastné kyseliny a triacylglyceroly

Mastné kyseliny su karboxylové kyseliny s dlhymi postrannymi retazcami. Zvycajne sa
vyskytuju v esterifikovanej forme. Vo vysSich rastlinach a u zivocichov su prevladajucimi
mastnymi kyselinami tie, ktorych dizka postranného re¢azca obsahuje 16 alebo 18 uhlikov.
Takymi su napriklad kyselina palmitova, olejova, linolova a stearova. Mastné kyseliny
s neparnym poc¢tom uhlikov sa vyskytuju menej Casto, Co vychadza zo syntézy mastnych
kyselin, ktora je zalozena na spajani dvojuhlikatych retazcov. Dal§im delenim mastnych
kyselin moze byt delenie na nasytené a nenasytené, o urcuje vyskyt, pripadne absencia
dvojitej vazby. Nasytené mastné kyseliny dvojiti vdzbu neobsahuju, nasytené ano. Niektoré
mastné kyseliny su pre Cloveka esencialne aje potrebné prijimat’ ich potravou. V olejoch
a tukoch z rastlinych a zivocis§nych zdrojov je mozné néjst prevazne triacylglyceroly —latky na
baze glycerolu, na ktory su viazané rdzne mastné kyseliny esterovou vizbou. Podla
naviazanych mastnych kyselin sa vysledné vlastnosti triacylglycerolov li§ia. Hlavnou tlohou
TAG je zasoba energie v organizme Cloveka, a to naymé v podobe visceralneho a podkozného
tuku, ktoré sluzia ako tepelna izolacia organizmu [24, 25].
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2.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy su skupinou biologickych chromoférov s absorbénym rozsahom 400-550 nm.
Vyskytuju sa v rastlinach, riasach, hubach a d’al§ich mikroorganizmoch. Vyskytuji sa najma
v lipidickych membréanach, napriklad v membréanach chloroplastov. Karotenoidy z hl'adiska
Struktary predstavuju izoprénové zluceniny, ktoré wvznikli syntézou dvoch molekul
geranylgeranyl difosfatu. Je mozné ich rozdelit na 2 skupiny — neoxidovana, kde patria
a-karotén, B-karotén alebo oxidovana forma, kde patria xantofyly, lutein, violaxantin,
fukoxantin a dalSie. Vo fotosyntetickom aparate funguju karotenoidy ako doplnkové
svetlozberné pigmenty a taktiez ako ochrana pred nadmernym ziarenim. St zodpovedné za zIté,
oranzové a ¢ervené sfarbenie. Nakol'ko nie st syntetizované v 'udskom organizme, je nutné ich
dopliiat’ z potravy. Medzi najznamejsie patria napriklad p-karotén a lutein (oba zobrazené na
obrazku 5) [4, 26, 27].

HsC
N M
iﬁ@ CHj CH3 H3C CH3

CHs
,
o-karotén
HiC
B - \/Q/\K/\
CH3 CH3 HsC CH3
CH3
,
B-karotén
HaC OH
CH CH ’ a
N MY\
CHs CHa H3C  CH3

HO CH3

;
Lutein

Obrazok 5: Karotenoidy (Upravené, dostupné z [28] )

2.2.2.1 Biosyntéza

Karotenoidy st produktami sekundarneho metabolizmu, ich biosyntéza je prevadzana
izoprenoidnou drdhou. V pripade fototrofnych organizmov je syntéza umiestnena
v chloroplastoch. Schéma biosyntézy karotenoidov je znazornena na obrazku 6. Mozno ju
rozdelit na dve Casti, v prvej dochadza k syntéze prekurzorov karotenoidov, ato k syntéze
izopentenyl pyrofosfatu (IPP), pripadne jeho izoméru dimethylallyldifosfatu (DMAPP). Tieto
prekurzory s syntetizované mevalonatovou syntézou. Radou kondenzacnych reakcii d’alej
vznika geranylgeranylpyrofosfat (GGPP), ktory sluzi ako univerzalny prekurzor pre vsetky
karotenoidy. GGPP sa premienia na fytoén pomocou viacerych enzymatickych reakcii. Fytoén
sa d’alej modifikuje sériou reakcii, pocas ktorych dochadza k vzniku napriklad [-karotén,
lutein, astaxantin a d’alSie. a-karotén je tvoreny aj z lykopénu, ktory je syntetizovany okrem
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iného zelenymi riasamy. Nasledne z o- a 3-karoténu dochédza pomocou oxidacie k syntéze
xantofylov.

Medzi roznymi druhmi mikrorias sa liSia Specifické enzymy a regulacné mechanizmy,
zapojené do biosyntézy, a vd'aka tomu dochadza k syntéze roznych profilov karotenoidov.
Biosyntéza karotenoidov moze byt ovplyvnend aj roznymi faktormi, napriklad intenzitou
svetla, dostupnosti zivin, ¢i podmienkami prostredia [29, 30, 31].

Pyruvat + glyceraldehyd-3-fosfat

Y
1-deoxy-D-xyluléza-5-fosfat

r
4-difosfocitydyl-2-C-methylerytritol

/
Izopentenyl difosfat (IPP)

zomerace

Dimethylallyl difosfat (DMAPP)
PP | prem) I ransferaza
Geranyl difosfat (GPP)

PP %,  prem I transferéza

Steroly «— Farnesyl difosfat (FPP) — Karotenoidy C 5

IPP :

 premn | transferaza
Geranylgeranyl difosfat (GGPP)
GGPP *| fitoen syntaza

Fytoen

Karotenoidy C 4,

Obrazok 6: Biosyntetéza karotenoidov (upravené z [32] )

2.2.2.2 Funkcie a vyuZitie

Karotenoidy maju v prirode velku §kalu funkcii. Medzi hlavné patri antioxida¢na funkcia,
odchyt volnych radikalov aich vplyv na znizovanie oxida¢ného stresu. Ich antioxidac¢né
vlastnosti zabrafiuji zmene bunkovych Struktur a nadorovému bujneniu. Medzi nemene;j
dolezitd funkciu patri aj to, ze si prekurzorom vitaminu A. Okrem spominanych funkcii,
ovplyviiujii tiez vela metabolickych procesov. V chloroplastoch pdsobia ako ochrana
fotosyntetického aparatu, ale podielaju sa aj na samotnej fotosyntéze, posobia ako farbiva
[33, 34].
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2.2.3 Steroly

Steroly su latky, ktoré svojou Struktirou pripominaja cholesterol. St produktmi sekundarneho
metabolizmu mikrorias, podobne ako karotenoidy a polysacharidy. Maja doélezitd rolu
v Struktire a funkcii bunkovych membran a fyzilologickych procesoch. V biomembranach
zodpovedaju za regulécie fluidity a permeability, taktiez su prekurzormi réznych hormonov.
V rastlinach je najviac zastupenym sterolom fytosterol. V poslednej dobe sa ¢im d’alej tym viac
hovori o ich benefitoch na l'udsky organizmus. Steroly napriklad poméhaja v prevencii voci
kardiovaskularnym ochoreniam, znizuju riziko obezity, cukrovky a mnoho d’alsich [35, 36, 29].

2.2.4 Chlorofyl

Vsetky fotosyntetické organizmy obsahuju organické pigmenty na zachytavanie energie.
Tieto pigmenty je mozné rozdelit’ do 3 skupin:

e Chlorofyly — zelené farbiva.
e Karotenoidy — zlté a oranzové farbiva.
e Fykobiliny

Chlorofyly a karotenoidy su lipofylné, zatial Co fikobiliny st hydrofylné. Molekuly
chlorofylu sa skladaji z tetrapyrolového kruhu, ktorého centralnym atémom je horcik
(vid’. Obrazok 7). Na zéklade toho, aké postranné retazce sa na tetrapyrolovom kruhu
nachadzaju, je mozné rozlisit' 4 druhy chlorofylu — a, b, ¢ ad. VSetky chlorofyly maja hlavné
absorbéné pasy: modry alebo modro—zeleny (450-475nm) a cCerveny (630-675 nm).
Chlorofyl a je pritomny vo vSetkych fotoautotrofnych organizmoch ako sucast’ jadra a pigment
v reakénom centre, zatial Co chlorofyl b ac je pritomny vo svetlozbernych anténach
a v Specifyckych typoch organizmov ako su hnedé a Cervené riasy. Chlorofyl b, ¢ ad, tiez
nazyvané doplnkové pigmenty, slizia na rozSirenie rozsahu absorbcie svetla. Pomer
jednotlivych chlorofylov v jednotlivych fotoautotrofnych organizmoch sa li§i aje dany
evoluciou, miestom vyskytu a zlozenim kltivaéného média. Pomer sa moze menit aj vyskytom
stresovych podmienok, vyvolanych zmenou fyzikalnych alebo chemickych podmienok [4, 37].

Obrazok 7: Struktira chlorofylu a (upravené, prevzaté z [1] )

2.2.4.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je zdkladnym procesom pre udrzanie zivota na Zemi a to tym, ze je zakladnym
zdrojom kyslika potrebného pre dychanie. Tento proces je viazany na chloroplasty buniek.
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Proces zahfiia fyzikalne procesy suvisiace s absorbciou ziarenia a prenosom energie
k reakénym centram, prenos elektrénov redoxnymi systémami k redukcii NADP a k podpore
vzniku ATP z ADP a fixaciu CO; spojenu s redukciou vodika pri tvorbe cukrov a organickych
zliCenin. Fotosyntéza modze byt teda vyjadrena ako redoxnéd reakcia pohaniana svetelnou
energiou (ktoru zachytavaju chlorofyly), v ktorej sa oxid uhli¢ity a voda menia na uhl'ovodiky
a kyslik. Je mozné rozdelit ju na dve Casti — svetelnt a temnostnu. Vo svetelnej Casti dochadza
k transformacii energie zo solarnej na chemicku, pricom dochadza k syntéze NADPH a ATP.
V temnostnej faze dochadza k inkorporacii CO> a syntéze glukozy. Mnozstvo fixovaného CO2
a teda aj uCinnost fotosyntézy ovplyvauji mnozstvo a kvalitu biomasy pri kultivacii mikrorias
[2, 4, 24].

2.2.4.1.1 Svetelna faza

Svetelna faza fotosyntézy zahrffia proces zachytenia svetelnej energie a jej premenu na NADPH
a ATP. Reakcie, pre ktré je potrebna pritomnost’ svetla prebiehaju v tylakoidnych membranach.
Tie obsahuju lipidicki dvojvrstvu obsahujucu dve zlozky — mono-a digalaktozylglycerol.
V tejto membrane, pripadne na tejto membrane, sa nachadzaju proteiny, ktoré tvoria komplexy
(bud’” komplex protein—protein, alebo komplex pigment—protein). Tylakoidnd membrana
obsahuje 5 hlavnych komplexov:

Antény na zber svetla
Fotosystém II (PS II)
Fotosystém I (PS I)
Elektronové prenasace
ATP syntazu.

A

Vsetky spomenuté komplexy sa podielaji na udrzani fotosyntetického transportu elektronov
a fotofosforylacie. V prvom kroku je svetelna energia absorbovana pigmentami v tylakoidnych
membranach, odkial’ sa excitované elektrony prenasaju do elektron — transportného ret'azca,
skladajuceho sa zo série proteinovych komplexov. Z elektron — transportného retazca je
uvolnovana energia, ktord je potrebna na pumpovanie protonov H+ zo stromy do luménu
tylakoidu, ¢im sa vytvara koncentracny gradient. Protony nasledne prudia spét’ cez tylakoidnu
membranu cez enzym nazyvany ATP syntaza, pricom sa energia uvolnena tokom proténov
spotrebuje na produkciu ATP z ADP a fosfatu. Elektrony ako posledny prijima NADP+, ktory
sa redukuje a vznika NADPH. Oba produkty tejto fazy, ATP aj NADPH, st vyuzité vo faze
temnostnej, v Calvinovom cykle [1, 4, 37].

2.2.4.1.2 Temnostnd faza — Calvinov cyklus

Po svetelnej faze nasleduje faza na svetle nezavisla — temnostna faza. V temnostnej faze su
zahrnuté reakcie, pri ktorych je chemicky potencial vyuzity na fixaciu aredukciu
anorganického uhlika z CO2 na uhl'ovodikovy retazec. Fixacia prebieha s vyuzitim NADPH
a ATP v strome chloroplastu (pre eukaryotické riasy) alebo v cytoplazme (pri prokaryotickych
riasach). Podmienkou tychto reakcii nie je tma, svetlo vSak v nich nie je priamo zahrnuté. Sled
tychto reakcii sa bezne oznadje ako Calvin — Benson — Basshamov cyklus alebo tiez
C3 fotosyntéza, ked'Zze prvym metabolitom bol 3- fosfoglycerat. Calvinov cyklus je mozné
rozdelit na 3 fazy: karboxylacia, redukcia a regeneracia. Tieto fazy su schematicky znazornené
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na obrazku 8. Fixacia uhlika zavisi od viacerych faktorov, priCom jeden z najddlezitejSich
faktorov a jedinym z enzymov, ktory je schopny viazat oxid uhlicity, je enzym RuBisCo —
ribuloza-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza —a jeho selektivita a a¢innost. Hned v prvej faze
cyklu tento enzym karboxyluje ribuldzu-1,6-bisfosfat, pricom vznika 3-fosfoglycerat. V d’alsej,
redukcénej faze, za spotreby ATP vznika 3-bisfosfoglycerat, ktory sa postupne redukuje az na
glyceraldehyd-3-fosfat. V poslednej, regeneracnej faze, dochadza k vzniku ribul6za-5-fosfatu
a ten pokracuje do d’alSieho biochemickeho cyklu. 3-fosfoglycerat sa potom pomocou drahy
glukoneogenéza premeni na glukézu [1, 38, 39, 40].

6 ATP
6 ADP

6 NADPH
6 NADP*

1 G3P 3C

Uhlovodiky, $krob

Obrazok 8: Schéma troch faz Calvinovho cyklu

2.2.5 Koenzym Q10

Koenzym Q, znamy aj pod ndzvom ubichinon, je molekula, ktord sa nachadza takmer vo
vSetkych bunkach a ktorej rola je kI'i¢ova v produkcii energie v bunkak. Je znama cel4 skupina
chinonov, patria tu napriklad vitamin E, konezym Qs, naftochinon a mnoho dalSich.
Najznamejsou je forma koenzym Q10 (vid’. Obrazok 9), ktory sa nachadza v mitochondriach,
kde je dolezitou sucastou elektron-transportného ret'azca, tiez znameho ako oxidativna
fosforylacia. Tento proces je zodpovedny za viacS§inu produkcie ATP v aerobnych
organizmoch. Okrem toho ubichinén ako antioxidant chrani bunky pred oxidativhym stresom
aje tiez jedinym vtukoch rozpustny antioxydant, ktory je syntetizovany endogénne
[41, 42, 43, 44].
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Obrdzok 9: Struktitra koenzymu Q10 (upravené z [44] )

2.3 Biomasa

Bunkova hustota a biomasa su ddlezitymi faktormi pre Studovanie ucinnosti kultivacnych
metdd ataktiez pre produkciu akultivaciu vo vdc¢Som meritku. Biomasu je mozné
charakterizovat’ viacerymi spdsobmi. Je mozné merat priamo hmotnost’ vodnych rias - susinu,
¢o je vjednoriasovych kultivacnych systémoch primarnym parametrom pre stanovenie
biomasy. Dal$ou skupinou metod su metody zalozené na absolttnych jednotkach, ale uvazuju
iba Cast’ biomasy, ¢o spdsobuje variacie v zavislosti na pouzitom kmeni ana pouzitych
kultivacnych technikach. Takouto metodou moéze byt naprikald metdda stanovenia poctu
buniek. NajbeznejSou metodou pre rutinné merania je vsak tretia skupina udavajuca relativne
hodnoty. Do tejto skupiny patria okrem iného parametre ako meranie optickej hustoty OD
(optical density) alebo in vivo autofluorescencia chlorofylu a (IVF).

Produkcia biomasy a jej zloZenie su zavislé na pouzitom kmeni a podmienkach kultivacie,
pri vacSine kmenov plati, ze najviac biomasy je vyprodukovanej pri mixotrofnych
podmienkach. Biomasa je zdrojom viacerych vitaminov a mineralov, ktoré si prospesné pre
organizmus [14, 19].

2.4 Analytické tecchniky stanovenia biomasy
2.4.1 Opticka hustota — OD

Opticka hustota, alebo tiez absorbancia, vyjadruje mnozstvo svetla, pri uritej vinovej dizke,
ktoré je material alebo latka schopné absorbovat’. Je to tiez parameter, ktory sa Casto vyuziva
pri analyze riasovych kultur, pri pozorovani ich rastu v ¢ase. Plati, ze ako riasa s ¢asom narasta,
kultura sa stava viac hustou, Co znamena, ze kultara absorbuje viac svetla. Bezne pouzivana
vlnova dizka pre meranie optickej hustoty rias je 680 nm. Tato vlnova dizka je v spektre
viditelného svetla aje tiez blizko absorb&éného maxima chlotofylu a, ¢o je primarny
fotosynteticky pigment rias. Vlnova dizka 720 nm je blizko absorbéného maxima fykocyaninu,
¢o je modry pigment, ktory sa taktiez podiel'a na procese fotosyntézy. Meranie pri vinovej dlzke
720 nm sa vyuziva najmé pri cyanobaktériach, pre uréenie mnozstva fykocyaninu [4, 46].

2.4.2 Kvantovy vytazok — QY

Ked st organizmy schopné fotosyntézy vystavené svetlu, vsetky emituju fluorescencné
ziarenie, ktoré pochadza predovsetkym z chlotofylu a. V mikroriasovych kulturach je kvantovy
vytazok (QY) pouzivany pre vyjadrenie miery ucinnosti fotosyntetickych procesov. Vyjadruje
podiel absorbovanej svetelnej energie, ktora sa premeni na fluorescencnu emisiu. QY mozno
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pouzit’ pre posudenie faktorov, ako je svetelny stres, dostupnost’ zivin a tiez vplyv prostredia
na fotosyntézu riasovych kultur. [47, 48].

2.4.3 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia — HPLC

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia je separacna analyticka metdda, ktord poskytuje
ako kvalitativne, tak aj kvantitativne informacie o analyzovanej vzorke. Je to metoda zalozena
na deleni dvoch latok na zaklade ich rozdielnej afinity k mobilnej a stacionarnej faze.

Pevna, stacionarna faza je umiestnena v kolone, ktort predstavuje tvar trubice s priemerom
priblizne 3-5 mm. Ako jej népli sa najcastejSie vyuziva silikagel, alumina alebo aktivne uhlie.
Ako tekuta, mobilna faza sa najCastejSie pouzivaju organické rozpustadla (hexan benzén,
aceton, acetonitril, ethanol a d’alSie), alebo zmes organického rozpustadla s vodou
(napr. acetonitril-voda, methanol-voda). Pri separacii zloziek pomocou HPLC je mozné menit
gradient mobilnej faze a tym aj Cas eluovania jednotlivych zloziek. Zmena gradientu tiez
zapricinuje aj uvolnovanie zloziek silne naviazanych na stacionarnu fazu. Gradient je mozné
menit zmenou zlozenia mobilnej fazy. Zlozky eluatu prechadzaju detektorom, ktory zachytava
sledované vlastnosti ako elektricky signal, ktory je spracovavany pomocou pocitaca. Vol'ba
detektoru zavisi od analyzovanej vzorky, bezne pouzivanymi detektormi si napriklad UV-VIS,
PDA , fluorescencny alebo refraktometricky detektor a mnoho inych. Vysledkom merania je
graf nazyvany chromatogram [49, 50, 51, 52].

2.4.4 Plynova chromatografia — GC

Plynova chromatografia (GC — z ang. Gas Chromatography) je analyticka metdda, pouzivana
k separacii prevazne plynnych a prchavych latok. Podobne ako kvapalinova chromatografia,
pouziva proces delenia zloziek na zaklade delenia medzi mobilnou a stacionarnou fazou,
delenie prebieha na zéklade rozdielnych bodoch varu. Mobilnou fazov je v tomto pripade nosny
plyn, najCastej§ie pouzivany vodik, hélium alebo dusik. Mobilna faza pri plynovej
chromatografii nijako nereaguje s analyzovanou vzorkou. Analyzovana vzorka je mobilnou
fazou prenasand cez kolonu so stacionarnou fazou, s ktorou jednotlivé analyty interaguju.
Pouzité su napliiové alebo kapilarne kolony. Kapilarne kolony st potiahnuté vrstvou polyamidu
aich dizka sa pohybuje od 10-100 metrov. Na detekciu sa najbeznejsie vyuziva plamefiovo
ionizacny detektor (FID), ktory je mozné pouzit' na analyzu takmer vSetkych organickych
zliCenin. Jeho principom je spalovanie analytu vo vodikovom plameni. Tym vzikd zmena
vodivosti i6nov, ktora je nasledné merana a odpoveda koncentracii meranej vzorky [53].
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CIELE PRACE

Prehl'adna literarna reSer§ zamerana na popis Studovanych kmefiov a opis zvolenych
kultivacnych systémov.

Popis problematiky heterotrofnych kultivacii mikrorias.

Kultivacia vybranych kmefiov mikrorias v laboratornych podmienkach.

Optimalizacia kultivaénych podmienok s vyuzitim roznych fyzikéalnych a chemickych
stresov.

Testovanie organickych zdrojov uhlika a mixotrofného spdsobu rastu mikrorias.

Analyza produkovanej biomasy a vyhodnotenie vysledkov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pre kultivaciu mikrorias

Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)
Sirgitan hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, s.r.o0. (CR)
Hdyrogenfosforecnan draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

EDTA, Sigma-Aldrich (SRN)

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Siri¢itan Zeleznaty (heptahydrat) , Penta (CR)

Kyslina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Oxid molibdenovy, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Siri¢itan med'naty (pentahydrat) , Penta (CR)

Dusic¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Hydrogenuhli¢itan sodny, Sigma-Aldrich (SRN)
Uhligitan sodny, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Siri¢itan draselny, Penta (CR)

Siri¢itan zino¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)
Kyselina borita p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Molybdenan sodny, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Sifi¢itan kobaltnaty (heptahydrat) , Lach-Ner, s.r.o. (CR)

4.1.2 Chemikalie pre extrakciu (HPLC,GC)

Methanol p.a., Penta (CR)

Chloroform p.a., Penta (CR)

Acetonitril pre HPLC, Penta (CR)

Ethylacetat pre HPLC, Penta (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Hexan pre GC, Penta (CR)

Kyselina heptadekanova pre GC, Sigma-Aldrich (SRN)
« Kyselina sirova 96%, Lach-ner (CR)

4.2 Pouzité pristroje a pomocky

Box Aura ini iBopTech, (CR)

Trepacka Yellow line, (SRN)

Trepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech, (CR)

Centrifuga BioTech, (CR)

AquaPen-C AP 110-C, PSI (Photon System Instruments) , (CR)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer, (USA)

Analytické vahy Boeco, (CRN)

Termoblok VWR, (CR)

Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
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e HPLC/MS sestava: Sestava HPLC/MS Dionex UltiMate 3000, (USA)

Pump module Dionex UltiMate 3000

Autosampler Dionex UltiMate 3000

DAD detector Vanquish series

Vyhodnocovaci systém Chromeleon 7.2

Kolona Kinetex C18-EVO, 150 mm x 4,6 mm x 5,0 um ¢, Phenomenex (USA)
Drziak predkolony — KJO - 4282, Phenomenex (USA)

Predkolony — C18-EVO, AJO — 8368, Phenomenex (USA)

Filtre pre HPLC, Chromservis (CR)

O O O 0O 0O O O O

e HPLC zostava Dionex Ultimate 3000, (Thermo Fischer Scientific, USA)

e Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodnou imerziou Olympus
UPLSAPO 60XW

e Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific, USA)

o Detektor FID, (Thermo Fischer Scientific, USA)
o Thermo Scientific AI 1310 Autosampler
o Kolona Lion GC-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um, Chromservis (CR)

4.3 Pouzité kmene mikrorias

o Desmodesmus communis CCALA 464

o Scenedesmus cf. acutus CCALA 437

o Scenedesmus cf. ecornis CCALA 444

o Desmodesmus armatus CCALA 439

o Scenedesmus obliquus CCALA 999

o Desmodesmus velitaris CCALA 468

o Scenedesmus pseudoarmatus CCALA 462

4.4 Pouzité kmene sinic
e Synechococcus bigranulatus CCALA 187
4.5 Kultivacia mikrorias

Mikroriasy rodu Desmodesmus a Scenedesmus a sinica rodu Synechococcus boli kultivované
v BBM médiu, ktorého zlozenie je uvedené v tabul'ke 1. Mikroriasy a sinice boli zaockované
do Erlenmayerovych baniek pri dostatoCnej absorbancii 0,15 na celkovy objem 100 ml.
Absorbancia bola merana v pravidelnych intervaloch pomocou pristroja Aquapen pri 680 nm
a 720 nm. V tychto intervaloch bolo tiez merané QY. Kultary boli konStantne miesané
pomocou trepacich zariadeni. Kultivacia prebiehala vzdy 14 dni od pridania alkoholu, ako
chemického stresu.
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Tabulka 1 ZloZenie BBM média

Zlozka Zasobny roztok [g/l] [Mnozstvona 11 [ml]
NaNO3 25 10
CaCl,-2H,0 2,5 10
MgSO,4-7H,0O 47,5 10
K>HPOy4 7,5 10
KH,POy4 17,5 10
NaCl 2,5 10
EDTA Tabulka 2 1
Acidified iron Tabulka 2 1
Hs;BO; 11,42 1
Trace metals Tabulka 2 1

Tabulka 2 ZlozZenie roztkov BBM média

Roztok Latka Mnozstvona 11
EDTA 50¢g
EDTA
KOH 31g
. g . FeSO47H>0 4,98
Acidified iron 15,505 (96 %) L ml
ZnS04-7H,0 8,82 ¢
MnCl»-4H,0 1,44 ¢
Trace metals MoOs3 0,71¢g
CuS0s-5H,0 1,57 g
Co(NO3)2:6H20 0,49 ¢

4.5.1 Kaultivacia riasovej kultiry vo flat — panel fotobioreaktore

Bola prevedena kultivacia riasy Scenedesmus acutus vo flat — panel fotobioreaktore s objemom
2 litre. Pre kultivaciu bolo pouzité BBM médiu. Celkova kultivacia trvala 60 dni, z ¢oho prvych
30 dni bola kultara ponechana v ¢istom BBM médiu a osvetlovana iba teplym bielym svetlom
az do doby dosiahnutia dostatocnej oprickej hustoty. Po dosiahnuti dostatocného OD bola
kultara, pomocou led panelu, ktory je sucastou zostavy flat — panel fotobioreaktoru,
osvetlovana Servenym svetlom, ktorého vinova dizka je 620-780 nm. Odber v prvom dni bol
prevedeny pred zapnutim erveného svetla. Cervené svetlo bolo zapnuté do 8. diia kultivacie,
kedy bolo zmenené na zelené svetlo s vinovou dizkou v rozmedi 495-570 nm. Zelené svetlo
bolo ponechané do 16. diia kultivacie, kedy bolo vymenené za fialové svetlo s vinovou dizkou
380-450 nm. Takto bola kultira ponechana do 19. dia kultivacie, kedy bolo k fyzikalnemu
stresu zaroveti aplikovanych 10 ml 50% roztoku ethanolu. Kultura bola takto ponechana po
dobu 4 dni a nésledne sto€ena pomocou centrifigy pri 4500 rpm a lyofilizovana, aby mohla
prebiehat’ nasledna analyza.
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4.5.2 Fermentorova kultivacia riasovej kultiary

Kmen Scenedesmus obliqus bol pouzity pre kultivaciu vo fermentore. Kultura bola mieSana
mechanickym mieSadlom a konStantne prevzdusiiovana zmesou vzducu a COa. Po celu dobu
kultivacie bola kultira osvetlovana teplym bielym svetlom. Celkova doba kultivacie vo
fermentore bola 15 dni. Kultura bola pripravena up-stream procesom, a sice zo zasobnej kultury
na agarovom géle bola kultura zaockovana do 100 ml BBM média v 250 ml Erlenmayerovej
banky. Po dosiahnuti dostatocného OD bola kultira prevedena do 800 ml BBM média do flasky
Pyrex s objemom 1 I, kde bola prevzdusiovana sterilnym vzduchom. Do fermentoru bola
kultura zaoCkovana opédt po dosiahnuti dostatocného OD, ¢o znacne urychlilo samotnu
fermentorovu kultivaciu. Celkovy objem kultivaéného média s riasovou kultarou bol 2 litre. Na
piaty deri od zacatia kultivacie bolo do kultury pridanych 10 ml 50% roztoku glycerolu, na
dvanasty den bolo do roztoku kultiry pridanych este 5 ml 50% roztoku isopropylalkoholu a na
15. denl bola kultivacia ukoncena. Kultara bola stoend pomocou centrifugy pri 8000 rpm,
zlyofylizovana a d’alej analyzovana pomocou chromatografickych metod.

4.6 Aplikacia stresovych faktorov

V tejto diplomovej praci boli na kultury aplikované stresové faktory. Kultivacia prebiehala v
Erlenmayerovych bankach s objemom 250 ml. Vsetky riasy boli kultivované na BBM médiu,
do ktorého bol pred zacatim kultivacie pridany ampicilin, aby sa zabranilo kontaminacii kultary
a mohla byt sledovana iba odozva riasy na pridany stres. Kultivacia prebiehala v skrifiovych
trepackach za staleho miesania pri teplote 25 °C a konstantného osvetlovania bielym svetlom.
Kultara bola tiez v pravidelnych intervaloch kontrolovand pomocou mikroskopu, aby sa
overilo, Zze sa v médiu nevyskytuje kontaminacia. Pri kultivacii v Erlenmayerovych bankach
bolo do 100 ml kulivacného media s kultarou pridanych 0,5 ml r6znych typov alkoholu. Pouzité
boli 50% roztoky methanolu, ethanolu, isopropylalkoholu a glycerolu. Kultury boli sledované
po dobu 14 dni od aplikécie alkoholu. Priebeh kultivacie so stresovymi faktormi bol sledovany
v pravidelnych intervaloch.

Na tento experiment navédzovali experimenty, pri ktorych bol pouzity flat — panel
fotobioreaktor a fermentor. Oba bioreaktory mali celkovy objem 2 litre. Pri kultivacii vo
fermentore bola pouzita riasa Scenedesmus obliqus, do ktorej boli po dosiahnuti dostato¢ného
OD aplikované alkoholy. Ako prvy bol aplikovany 50% roztok glycerolu v mnozstve 10 ml. Po
7 diioch od pridania glycerolu bolo do kultary pridanych 5 ml 50% roztoku isopropylalkoholu.
Kultura bola takto ponechana po dobu 3 dni a nasledne bola kultivacia ukoncena. Pri kultivacii
vo flat — panel fotobioreaktore boli okrem chemickych stresovych faktorov pouzité aj stresy
fyzikalne, a sice zmena farby a teda aj zmena vlnovej dizky svetla. Pre experiment vo
fotobioreaktore boli vybrané riasy Scenedesmus acutus a Desmodesmus pseudoarmatus. Ako
prva bola prevedena kultivacia riasy Scenedesmus acutus, kde bolo po dosiahnuti vhodnej
optickej hustoty (OD) aplikované Cervené svetlo, to bolo po 10 diioch zmenené na svetlo zelené
a to bolo po d’alSich 10 diioch zmenené na svetlo fialové. Pocas aplikacie fialového svetla bolo
pridanych aj 10 ml 50% roztok ethanolu. Ako druha bola vo flat — panel fotobioreaktore
kultivovana riasa Desmodesmus pseudoarmatus, tato kultivacia prebehla zrychlene a bolo
pouzité iba Cervené svetlo a nasledne 10 ml 50% roztoku glycerolu.
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Cielom tychto experimentov bolo zistit, ¢i a do akej miery si zvolené kmene mikrorias
schopné heterotrofnej pripadne mixotrofnej vyzivy a ako aplikované stesy ovplyviiuju vytazok
a zlozenie biomasy.

4.7 Stanovenie metabolitov
4.7.1 Stanovenie koncentracie biomasy

Po ukonceni kultivacie bolo kultivaéné médium s narastenou kulturou centrifugované po dobu
3-5 minut pri 4500-8000 rpm. Po centrifugacii boli supernatanty odliate, kultira premyta
destilovanou vodou. Takto stoend biomasa bola lyofylizovana po dobu 24 hodin a nasledne
zvazena. Hmotnost bola prepocitana na jeden liter kultury.

4.7.2 Analyza vzoriek pomocou HPLC-DAD

Pre analyzu farbiv bola pouzita metdéda HPLC-DAD. Zlyofilizovana biomasa bola pomocou
analytickych vah navazena do Eppendorf skimaviek. Navazenych bolo vzy 5-10 mg z kazde;j
vzorky. Vzorka bola 30 min hydratovana pridanim 1 ml destilovanej vody. Nasledne boli
vzorky sto¢ené a voda odstranend. K rehydratovanej vzorke boli pridané sklenené gulicky
a 1 ml p.a. methanolu. Nasledne boli skimavky umiestnené na dezintegrator, aby pomocou
pohybu a sklenenych guliciek doslo k rozbitiu bunkovych §truktir a uvolneniu a rozpusteniu
farbiv v methanole. Vzorka bola d’alej kvantitativne prevedena do 15 ml skimaviek, do ktorych
bolo tiez pridanych 2 ml p.a. chloroformu. Vzorky boli vloZené na vortex na 10 minut. Nasledne
bol pridany 1 ml destilovanej vody a vSetky vzorky zl'ahka pretrepané, ¢im doslo k oddeleniu
jednotlivych faz. Po tomto procese bola do sklenenych skiimaviek odobrata chloroformova cast’
a vzorky boli ulozené na termoblok za suCastného prevzdusinovania dusikom. Po odpareni
chloroformu boli vzorky rozpustené v 1 ml zmesi rozpustadiel acetonitril:ethylacetat 2:1.
Rozpustené vzorky boli prefiltrované cez PTFE filter do sklenenych vialiek a analyzované
pomocou kvapalinového chromatografu. Parametre merania st uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3 Parametre merania pre analyzu pomocou HPLC—-DAD

Kol6na Kinetex EvoC18 150 mm x 4,6 mm X 5 um
Detektor DAD Vanquish series
Zlozengz“;‘)b‘lne] ACN:TE/ISII:{éi:Me on MF A: ACN:TrisHCI:MeOH
84:14:02 60:40:00
Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
24 100 0
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4.7.3 Analyza vzoriek pomodou HPLC-RI

Vzorky z kultivacii s pridavkom alkoholu boli odoberané vzdy po pridani alkoholu po 1, 2, 7
a 14 dioch. Vzorky so zbytkovym alkoholom boli centrifugované po dobu 3 minuty pri
8000 rpm. Supernatant bol odobraty striekackou a nastreknuty do davkovaca. Pre zistenie
pritomnosti a mnozstva pouzitého alkoholu v médiu bola prevedena analyza metodou HPLC
s RI detektorom. Parametre merania su uvedené v tabulke 4.

Tabulka 4 Parametre merania pre analyzu pomocou HPLC-RI

Kapilarna kolona Rezex ROA Organic acids
Rozmery kolony 300x7,8 mm
Objem nastreku vzorky 20 ul

Prietok mobilnej fazy 1 ml/min
Zlozenie mobilnej fazy 0,005 M H2S504
Doba analyzy 15 minat

Teplota 50°C

Detektor RI

4.7.4 Analyza vzoriek pomocou GC

Dal3ou analytickou metodou pre stanovenie biomasy bola plynova chromatografia (GC). Do
krymplovacich vialiek bolo navazenych 5-10 mg zlyofylizovanej biomasy, do ktorej bolo
pridanych 1,8 ml transesterifikacnej zmesi. Vialky boli uzavreté a vlozené na termoblok, ktory
bol vyhriaty na teplotu 85 °C, nakol'ko pri tejto teplote prebieha transesterifikacna reakcia.
Vzorky boli takto ponechané po dobu 2 hodin. Po vychladnuti boli vzorky z krymplovacich
vialiek kvantitativne prevedené do 5 ml Srobovacich vialiek, kde bolo k vzorkam pridanych
0,5 ml 0,5 M NaOH a 1 ml hexanu HPLC kvality. Takto pripravené vzorky boli premieSavané
pomocou vortexu po dobu 5-10 minut. Dalej bolo z hornej — hexanovej fazy odpipetovanych
0,1 ml vzorky do sklenenych vialiek, kde bola vzorka doplnena pomocou hexanu na objem
1 ml. Takto pripravené vzorky boli analyzované pomocou GC, parametre merania su uvedené
v Tabul'ka 5. Pre vyhodnotenie analyzy bol pouzity program Chromeleon.

Tabulka 5 Parametre merania pre GC analyzu

Kapilarna kolona LION LN-FAME 30 m x 0,25 mm x 0,20 um
Davkovanie Autosampler Thermo Scientific AI 1310
Objem nastreku vzorky 1 ul
Pomer nastreku delica toku 10
Prietok nosného plynu H» 1 ml/min
Teplota 240 °C
Detektor FID

Vzduch 350 ml/min
Prietok Make-up N2 30 ml/min

H> 35 ml/min
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre experimenty boli zvolené kmene rias Desmodesmus communis, Scenedesmus acutus,
Scenedesmus ecornis, Desmodesmus armatus, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus velitaris,
Scenedesmus pseudoarmatus a sinice Synechococcus bigranulatus, ktoré boli kultivované
v BBM médiu. Ako stresové faktory boli zvolené roztoky roznych alkoholov. Ako posledné
boli pomocou svetelného panelu flat — panel fotobioreaktoru skimané stresové podmienky
vyvolané zmenou vinovych dizok svetla. Postup tychto experimentov je opisany v kapitole 4.6.

5.1 Aplikacia stresovych faktorov
5.1.1 Desmodesmus communis CCALA 464

Pri kultivacii kmenia Desmodesmus communis bola kultura kultivovana sucastne v piatich
Erlenmayerovych bankach na BBM médiu, do kazdej bol pridany rézny alkohol, ako stresovy
faktor, jedna bola ponechana ako kontrola bez pridavku alkoholu. Vzorky boli po lyofilizacii
analyzované pomocou analytickych metod, vysledky analyzy pomocou HPLC-DAD je mozné
vidiet' v grafe na obrazku 10. Z grafu je zrejmé, Ze sa riasovej kulture vo vSetkych vzorkach
darilo, ani pri jednej alkohol nepdsobil nepriaznivo. Aj ked’ bola produkcia biomasy najniz§ia
pri kontrolnej vzorke, obsahuje tato vzorka najvyss$i obsah celkovych chlorofylov, a sice
7,87 mg/g suchej biomasy, z ¢oho chlorofyl a tvoril 4,8 mg/g a chlorofyl b tvoril 3,07 mg/g
biomasy. V tejto vzorke je vyrazna aj hodnota celkovych karotenoidov (4,28 mg/g biomasy),
z ¢oho lutein tvori az tvori az 2,03 mg/g biomasy, €o je az 47 %. Vo vzorke s pridanim
glycerolu, na ukor ostatnych metabolitov,velmi vyrazne prevySuje produkcia karotenoidov.
Celkovy obsah karotenoidov tvori az 5,32 mg/g susiny, ¢o je nie len vysSie oproti ostatnym
metabolitom v tejto vzorke, ale aj 0 20 % viac ako v kontrolnej vzorke.
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Obrazok 10: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Desmodemus communis
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Vo vzorkach s methanolom a isopropylalkoholom z karotenoidov prevlada betakarotén,
ktorého hodnoty su 1,15 mg/g biomasy pre methanol (o 48 % viac ako kontrolna vzorka)
a 1,29 mg/g biomasy pre isopropylalkohol (o 54 % viac ako kontrolna vzorka). V porovnani
s kontrolnou vzorkou dosahoval vysoké vysledky aj obsah ubichinénu vo vzorkach
s pridavkom methanolu, ethanolu a isopropylalkoholu. Vo vzorke s methanolom je vyssi
0 63 %, vo vzorke s ethanolom o 75 %, a vo vzorke s isopropylalkoholom vyssi o 76,5 %.

OD (vid. Obrazok 11) bolo merané pri 680 nm aj pri 720 nm, klesalo iba pri vzorke
s pridavkom 0,5 ml methanolu, avSak kvantovy vytazok fluorescencie (QY - Tabulka 6) je
linearny, takze nemozno hovorit’ o thyne kultary. Pri vzorke s pridavkom ethanolu je vidiet
skokovy narast OD v prvom dni po pridani alkoholu, na druhy deti ale OD pokleslo a v d’al§ich
dnoch stupalo linearne.

Najvyssiu hodnotu OD aj pri 680 nm, aj pri 720 nm dosahuje vzorka s pridavkom glycerolu,
¢o znaci o vybornom naraste kultury, ktora obsahovala predovS§etkym karotenoidy. Hodnoty
OD pri vzorke s glycerolom su nielen najvysSie, ale ako pri jedinej vzorke OD ani raz nekleslo
a narast je konsStantny. Kontrolna vzorka aj napriek najvysSiemu obsahu intracelularnych
metabolitov dosahovala najnizsie hodnoty OD pri 720 nm, ¢o znaci o nizkom obsahu modrych
farbiv. Taktiez dosahovala vzorka druhé najnizsie hodnoty aj pri OD 680 nm a narast OD bol
najpomalsi zo vSetkych vzoriek.
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Obrazok 11: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (viavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmeri Desmodesmus communis

Pri kvantovom vytazku fluorescencie (vid. Tabul'ka 6) su takmer vSetky hodnoty linearne,
vycnievaju hodnoty vzorky s ethanolom, kedy QY na druhy deri kultivacie prudko pokleslo,
¢o odzrkadl'uje aj skokovy pokled OD, v d’al§ich diioch QY aj OD opét narastalo. Tento jav
mohol byt spdsobeny vyvolanym stresom, ktorému sa kultura musela v prvych dioch
kultivacie prisposobit’. Taktiez QY pri kontrolnej vzorke zac¢alo mierne klesat’ a tento jav mohol
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byt spdsobeny postupnym ubytkom zivin v désledku postupného narastu kultary. Vsetky
hodnoty ale spadaju do intervalu 0,5—1, ¢o znaci o dobrej vitalite kultary pri vSetkych vzorkach.

Tabulka 6: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmern

Desmodesmus communis

Doba QY |[-]
kultivacie

[dni] Methanol Ethanol Glycerol | Isopropylalkohol Kontrola
0 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
1 0,72 0,71 0,74 0,71 0,72
2 0,72 0,56 0,73 0,72 0,68
7 0,73 0,71 0,66 0,72 0,68
14 0,73 0,72 0,66 0,74 0,66

Na grafoch na obrazku 12 a obrazku 13 je zobrazené mnozstvo nakultivovanej biomasy,
kontrolnom vzorku, takze je mozné povedat, ze pridavok alkoholu podporil narast biomasy.
Naopak, pridavok glycerolu a isopropylalkoholu bol narast biomasy, ako aj percentualne
zastupenie lipidov najvacsi. Kedze bolo predoslymi analyzami dokazané, ze k utilizacii
alkoholu nedoslo, je mozné predpokladat, Ze riasa posilnila narast biomasy pdsobenim
stresovych podmienok ako obranny mechanizmus. Lipidicky profil (vid. Obrazok 13) ukazuje,
ze v kontrolnej vzorke su najviac zastipené mononenasytené mastné kyseliny (MUFA), kedy
sa v tejto vzorke nachadza aj 56 % MUFA. Vo zvySnych vzorkéach sa ukazuje opacny trend,
a sice zastipenie MUFA vo vzorkach je najnizsie a ako najviac zastupené figuruju nasytené
mastné kyseliny (SFA).
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Obrazok 12: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmeria Desmodesmus communis
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Obrazok 13: Zlozenie lipidov v biomase pri kultivdcii kmeria Desmodesmus communis v BBM médiu

pri pridavku alkoholu ako stresového faktora

Taktiez analyza pomocou HPLC-RI (vid. Tabulka 7) ukazala, ze v pripade vzorky
s pridavkom methanolu nastal pokles methanolu v médiu, takze bol methanol pravdepodobne
vyuzity pre heterotrofny spdsob vyzivy. Ubytok alkoholu v médiu je mozné pozorovat’ aj pri
pridavku ethanolu, pri ktorom je vidiet' aj skokovy narast OD v prvych 2 diioch po pridani
alkoholu, taktiez OD v prvych drioch po pridani pokleslo, ale v d’al§ich diloch doslo k narastu.
Pri vzorkach s glycerolom aisopropylalkoholom nie je pozorovany ubytok alkoholu
v kultivatnom médiu, avSak v niektorych dioch sa v médiu vyskytuje ethanol (zvyraznené
Cervene). Vyskyt ethanolu nemohol byt sposobeny metabolizovanim glycerolu ani
isopropylalkoholu, ked’ze k ich ubytkom nedoslo.
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Tabulka 7: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentracie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmer: Desmodesmus communis

Pridany D(‘)b’a ; Isopropanol
alkohol klllthflCle Methanol [g/1] | Ethanol [g/1] (/] Glycerol [g/l]
[dni]

0 1,8998 0 0 0
E 1 5.63 0 0 0
£ 2 1,8834 0 0 0
é) 7 0 0 0 0

14 0 0 0 0

0 0 1,5561 0 0
S 0 1,363 0 0
5 0 6,352 0 0
= 0 0 0 0

14 0 0 0 0

0 0 0 0 25914
[ 0 6,347 0 4212
2 0 0 0 4232
© 0 0 0 4,223

14 0 0 0 4222
E 0 0 0 0,9052 0
= 1 0 6,352 6.92 0
% 2 0 0 6,92 0
s 7 0 6,665 6,925 0
2 14 0 0 6.92 0

0 0 0 0 0
E 0 0 0 0
- 0 0 0 0

14 0 0 0 0
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5.1.2 Scenedesmus cf. acutus CCALA 437

Vysledky HPLC analyzy karotogennych latok, chlorofylu a ubichinénu su uvedené v grafe
(vid. Obrazok 14). Pri riase Scenedesmus acutus je mozné pozorovat zmenu zloZenia
intracelularnych metabolitov v porovnani s kontrolnou vzorkou. Najvyraznejsi je narast
celkovych karotenoidov (20,65 mg/g biomasy) pri vzorke s pridanim isopropylalkoholu.
V tomto pripade je produkcia karotenoidov nie len vysSia v porovnani s kontrolou, ale
mnozstvo karotenoidov prevySuje pocet celkovych chlorofylov v danej vzorke. Najvyssia
produkcia zvysSnych metabolitov bola pozorovand pri kontrolnej vzorke. Riasova kultura
s pridavkom methanolu ukazuje zmeny pomeru chlorofylu a a b, kedy pri kontrolnej vzorke
a vzorkach s pridavkom zvysnych alkoholov prevysuje chlorofyl a, vo vzorke s methanolom je
viditel'ny jeho zna¢ny ubytok (1,41 mg/g biomasy) a produkcia chlorofylu b je len nevyrazne
znizena (10,69 mg/g biomasy) v porovnani s kontrolnou vzorkou (11,99 mg/g biomasy). Pri
tejto vzorke je mozné pozorovat aj narast ubichinonu (3,12 mg/g biomasy). Pre ostatné
pridavky alkoholu bola produkcia metabolitov v porovnani s kontrolou znizena, avSak
namerané hodnoty QY (vid. Tabul'ka 8) su konStanté a vypovedaju, ze vitalita riasy pri
produkcii s alkoholmi v danom ¢asovom obdobi vyrazne znizena nebola.
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Methanol Ethanol Glycerol Isopropylalkohol Kontrola
neoxantin [mg/g| lutein [mg/g| betakaroten [mg/g|
celkové karotenoidy [mg/g] mchlorofyl A [mg/g] chlorofyl B [mg/g]
celkové chlorofyly [mg/g] mubichinon [mg/g] mbiomasa [g/1]

Obrazok 14: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Scenedesmus acutus

34



Tabulka 8: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmern

Scenedesmus acutus

Doba
kultivacie QY [-]
[dni]
Methanol Ethanol Glycerol Isopropylalkohol Kontrola

0 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
1 0,72 0,71 0,74 0,72 0,73
2 0,72 0,71 0,74 0,72 0,74
7 0,74 0,71 0,68 0,72 0,75
14 0,74 0,71 0,68 0,72 0,74

Po celu dobu kultivacie bolo v pravidelnych intervaloch merané OD pri 680 a 720 nm,
rastové krivky vytvorené tymto meranim su znazornené v grafe nizsie (vid. Obrazok 15). Pri
kontrolnej vzorke je mozné pozorovat prvotny pokles optickej hustoty kultury 24 hodin po
zaotkovani, d’alej viak kultira rastla konstantne. Pri vinovej dizke 680 nm bol pre kultary
s ethanolom, glycerolom, aj isopropanolom pozorovany prudky narast OD v prvom a druhom
dni kultivacie, v d’alSich diioch sa narast zmiernil. Pre vzorku s glycerolom bol narast OD
v 7. a 14. den experimentu takmer minimalny, taktiez QY (Tabulka 8) tejto kultary zacalo po
prudkom naraste klesat, takze je mozné predpokladat, ze z dlhodobého hladiska by bolo
pridanie glycerolu pre kultiru neprospe$né. NajvyraznejSie zvySenie OD pri 680 nm je
pozorované pri kultire s pridavkom isopropanolu, ¢o odpoveda aj zvySenej produkcii
niektorych metabolitov, spomenutej vyssie.

Pre merania OD pri 720 nm je pri vSetkych vzorkach pozorovana rastuca tendencia. Hodnoty
pre vzorky s ethanolom, glycerolom a isopropylalkoholom su vyssie ako hodnoty kontrolnej
vzorky. Najvyraznejsi je prudky narast hodndt pri vzorke s pidavkom ethanolu. Hodnota OD
merana pri 720 nm detekuje vel'kost’ buniek alebo vyskyt modrého farbiva — fykocyaninu.
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Obrazok 15: Grafzavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (vliavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Scenedesmus acutus
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Analyza vzoriek média pocCas kultivacie ukazuje, ze riasova kultara pri pridani

utilizovany riasovou kulturou.

isopropylalkoholu a glycerolu tento alkohol neyuzivala pre mixotrofny spdsob vyzivy, nakol'ko
koncentracia tychto alkoholov v médiu ostala nezmenena. Pre pridavok ethanolu koncentracia
v prvom tyzdni kultivacie zlahka stupla, avSak po 14 diioch od zacatia kultivacie bola
koncentrécia tohto alkoholu v médiu nulova. Nulova koncentracia alkoholu sa objavuje aj pri
pridavku methanolu, kde alkohol v médiu nebol detekovany uz po 7 diioch od zaciatku
kultivacie. Mozno teda predpokladat, ze v pripade methanolu aj ethanolu bol alkohol

Tabulka 9: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentracie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmer Scenedemus acutus

Pridany Doba Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol kultivacie [gN] [gN] [gN] [gN]
0 1,8998 0 0 0
S 1 5527 0 0 0
£ 2 5.525 0 0 0
[P}
> 7 0 0 0 0
14 0 0 0 0
0 0 1,5561 0 0
3 0 6,192 0 0
g 0 6.197 0 0
= 0 6,203 0 0
14 0 0 0 0
0 0 0 0 2,5914
S 0 0 0 4,145
[}
g 0 0 0 4,137
O 0 0 0 4,17
14 0 0 0 4,117
% 0 0 0 0,9052 0
= 0 0 6,733 0
[2]
= 0 0 6,732 0
(o}
2 0 0 6,733 0
2 14 0 0 6.735 0
0 0 0 0 0
= 1 0 0 0 0
g
£ 0 0 0 0
\ 0 0 0 0
14 0 0 0 0
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Aj napriek tomu, ze HPLC-DAD analyza ukazala najmenS$iu produkciu metabolitov pri
kultivacii riasovej kultury s glycerolom, percentualne zastipenie lipidov v biomase
(Obrazok 16) bolo v tejto vzorke najvyssie (13,41 %), ¢ize kultura produkovala viac lipidov na
ukor zvysSnych metabolitov. Percentudlne zastipenie lipidov pre vzorky s pridavkom
isopropylalkoholu a ethanolu je priblizne zhodné s kontrolnou vzorkou (+ 10 %), vzorky
s methanolom maju tento parameter znizeny (4,83 %). Produkcia biomasy v porovnani
s kontrolnou vzorkou vzrastla pre vSetky vzorky, najvyraznejSie pre vzorku s pridavkom
ethanolu (10,13 g/l). Co sa tyka zastipenia mastnych kyselin v lipidickom podieli
(Obrazok 17), vo vsetkych vzorkach bola v porovnani s kontrolnou vzorkou zvysena produkcia
MUFA, najvyraznejsie pre vzorku s pridavkom glycerolu (33,82 %). Vo vsetkych vzorkach,
s vynimkou spomenutej, dominuje produkcia PUFA, obsah MUFA je naopak pri vSetkych
vzorkéach najnizsi.
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Obrdazok 16: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmena Scenedesmus acutus
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Obrazok 17: Zlozenie lipidov v biomase pri kultivacii kmeria Scenedesmus acutus v BBM médiu pri

pridavku alkoholu ako stresového faktora

37



5.1.3 Scenedesmus cf. ecornis CCALA 444

Vysledky analyzy HPLC pre stanovenie karotenoidov, chlorofylov a ubichinénu pri kultivacii
riasy Scenedesmus ecornis, s pridavkom piatich rdéznych alkoholov, su uvedené v grafe
(vid’. Obrazok 18). Pri kultivacii s ethanolom je produkcia velmi nizka az ziadna, aj ked’
produkcia biomasy bola najvysSia zo vSetkych vzoriek. Nizka produkcia intracelularnych
metabolitov odpoveda aj nulovému QY (vid'. Tabulka 10) pri ukonceni kultivacie po 14 diioch.
Pri tejto vzorke zaroven pocas kultivacie dochadzalo k tvorbe riasovych zhlukov.
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neoxantin [mg/g| lutein [mg/g| betakaroten [mg/g| celkové karotenoidy [mg/g]|

m chlorofyl A [mg/g] m chlorofyl B [mg/g] celkové chlorofyly [mg/g]  mubichinon [mg/g]|

mbiomasa [g/l] m fytosterol [mg/g]
Obrazok 18: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Scenedesmus ecornis

Najvyssie vysledky dosahuje vzorka s pridavkom methaolu. Tato vzorka obsahuje najvyssi
obsah celkovych karotenoidov a to az 50,46 mg/g biomasy, ¢o je v porovnani s obsahohom
celkovych karotenodidov v kontrolnej vzorke trojnasobok. Obsah karotenoidov je zaroven
vyS§si ako obsah celkovych chlorofylov (40,23 mg/g) vo vzorke. Pri kultivacii s glycerolom
a isopropylalkoholom st hodnotyy nizsie ako pri kontrolnej vzorke, avSak QY (Tabulka 10) je,
s vinimkou vzorky s ethanolom, kontStantné, o vypoveda o dobrej vitalite riasovych kultar.

Tabulka 10: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmern

Scenedesmus ecornis

Doba QY [-]

kultivacie

u[ dll‘;i] ' Methanol Ethanol Glycerol | Isopropylalkohol | Kontrola
0 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
1 0,72 0,72 0,71 0,71 0,71
2 0,72 0,72 0,73 0,71 0,71
7 0,72 0,14 0,69 0,71 0,71
14 0,72 0 0,7 0,71 0,71
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Opticka hustota vzoriek bola merana pri 680 a 720 nm, vysledky su zobrazené v grafe
(vid’. Obrazok 19). U vSetkych vzoriek doslo v prvom dni kultivacie k poklesu OD, ¢i uz pri
680 nm alebo 720 nm, v d’al§ich diioch zacali hodnoty narastat. Pre meranie pri 680 nm
dosahuje najvyssie hodnoty kultura s pridavkom isopropanolu, av§ak neodpoveda to celkove;j
produkcii biomasy zistenej pomocou GC analyzy (Obrazok 20). Kultura s glycerolom,
isopropylalkoholom, methanolom, ako aj kontrolna kultira, vykazuja v d’al§ich diioch linearny
narast optickej hustoty. Hodnoty OD pre kultaru s ethanolom po druhom dni linearne klesaju,
v den ukoncenia kultivacie boli hodnoty nulové. Avsak, meranie pre tito vzorku mohlo byt
ovplyvnené vznikom zhlukov kultary v médiu. Pri 720 nm dosahuje najlepSie hodnoty kultira
s glycerolom, takze je mozné predpokladat’ zvySeny vyskyt modrych farbiv v bunkach riasy.
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Obrazok 19: Grafzavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (viavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Scenedesmus ecornis

Analyza vzoriek média pomocou HPLC-RI je vyjadrend v Tabulka 11. V ramci kmenia
Scenedesmus ecornis je mozné vidiet, Ze ani jeden z alkoholov nebol utilizovany riasovou
kultarou, nakolko koncentracia alkoholov v médiu ostala pocas celej doby experimentu
nezmenend. Alkohol ale posobil ako stresovy faktor, o je vidiet na roznych hodnotach
intracelularnych metabolitov pre rozne alkoholy. Pri vzorke s pridavkom ethanolu doslo
k postupnému thynu kultury, taktiez sa na siedmy a Strnasty defi kultivacie objavuje v médiu
pritomnost glycerolu (hodnoty zvyraznené Cervene).
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Tabulka 11: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmer Scenedemus acutus

Pridany kull)t(i)‘lr)ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]
0 5,427 0 0 0
s 1 5,427 0 0 0
é 2 5,428 0 0 0
= 7 5,428 0 0 0
14 5,428 0 0 0
0 0 6,097 0 0
= 0 6,097 0 0
g 0 6.095 0 0
= 0 6.1 0 4512
14 0 6,135 0 4518
0 0 0 0 4,085
e 0 0 0 4,085
i‘i 0 0 0 4,085
O 0 0 0 4,082
14 0 0 0 4,078
E 0 0 0 6,716 0
£ 0 0 6,718 0
*% 0 0 6,712 0
= 7 0 0 6,717 0
2 14 0 0 6,72 0
0 0 0 0 0
L 1 0 0 0 0
% 2 0 0 0 0
v 7 0 0 0 0
14 0 0 0 0

Analyzou pomocou plynovej chromatografie (Obrazok 20 a Obrazok 21) bolo zistené,
najvyssiu produkciu biomasy ukazuje vzorka s pridavkom ethanolu, avSak pri zohl'adneni
uhynu kultary a minimélnej produkcii intracelularnych metabolitov, tato hodnota nie je pre
dalSie analyzy vyznamna. Druha najvyssiu produkciu biomasy, podobne ako zZe najvysSie
percentudlne zastipenie lipidov dosahovala kultira s pridavkom glycerolu. Percentudlne
zastupenie lipidov vo vzorke Cini 12,88 %, produkcia biomasy bola 0,58 g/1.

Pre zastupenie mastnych kyselin vo vzotkach plati, ze najmensi podiel zaujimaju vo
vSetkych vzorkach MUFA. Najvyssiu hodnotu MUFA je mozné vidiet pri vzorke s glycerolom
ato 20,2 %. Pre vzorku s methanolom a kontrolnu vzorku je zastipenie PUFA véacsie ako
zastupenie SFA. Pre vzorky s ethanolom, glycerolom a isopropanolom plati opacny trend,
a teda zastipenie SFA je vyssie ako zastupenie PUFA.
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Obrdazok 20: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmeria Scenedesmus ecornis
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Obrazok 21: ZloZenie lipidov v biomase pri kultivacii kmeria Scenedesmus ecornis v BBM médiu pri

pridavku alkoholu ako stresového faktora
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5.1.4 Desmodesmus armatus CCALA 43

Vysledky chromatografickej analyzy karotenoidov, chlorofylov aubichinénu su uvedené
v grafe na obrazku 22. NajvyssSie hodnoty dosahuje kontrolna vzorka, vSetky ostatné vzorky
maju hodnoty vyrazne nizsie. Uz v samotnej kontrolnej vzorke je mozné pozotovat vyssiu
hodnotu pre celkové karotenoidy (12,48 mg/g biomasy) ako pre celkové chlorofyly (6,34 mg/g
biomasy). Tento trend je pozorovany aj pri vzorkach s pridavkom methaolu, kde celkovy obsah
karotenoidov Cinil 8,10 mg/g biomasy. Karotenoidy su detekované aj vo vzorke riasovej kultury
s pridavkom ethanolu, kde je obsah celkovych karotenoidov 3,32 mg/g biomasy. V tejto vzorke
zvysSné metabolity neboli detekované, alebo bola ich koncentracia priliS mala. Nizka
koncentracia metabolitov v tejto vzorke zarovenn odpovedd aj hodnotam QY uvedenym
v tabul'ke 12, kde QY vo vzorke z ethanolom bola v 14. den kultivacia nulova. Nulova hodnota
QY vypoveda o tom, ze kultira je nevitdlna, posoboneim stresovych podmienok. QY taktiez
vyrazne kleslo pri vzorke s glycerolom, pri ktorej je mozné pozorovat vyrazny narast celkovej
biomasy. Hodnota QY pri tejto vzorke vSak stale spada do intervali 0,5 — 1, ¢o vypoveda
o dobrej vitalite riasovej kultary. QY zvysnych vzoriek taktiez spada do tohto intervalo a po
celu dobu kultivacie ostalo vyrazne nezmenené.
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celkové karotenoidy [mg/g] mchlorofyl A [mg/g] chlorofyl B [mg/g]
celkové chlorofyly [mg/g] mubichinon [mg/g] mbiomasa [g/1]

Obrazok 22: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Desmodemus armatus
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Tabulka 12: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmern

Desmodesmus armatus

Doba QY [-]
kultivacie

[dni Methanol Ethanol Glycerol | Isopropylalkohol | Kontrola
0 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
1 0,74 0,72 0,72 0,75 0,74
2 0,75 0,72 0,71 0,75 0,71
7 0,71 0,21 0,63 0,71 0,72
14 0,7 0 0,63 0,71 0,71

Grafy na obrazku 23 zobrazuju hodnoty OD meraného pri 680 a 720 nm. VSetky vzorky
vykazuju pociatocny pokles a nasledny narast hodnot. Najvyssie hodnoty OD meraného pri
680 nm, je mozné pozorovat pri kontrolnej vzorke. V tomto pripade hodnoty nestipaju
linearne, ale narazovo. Hodnoty OD (680 nm) pre vzorky s pridavkom ethanolu a glycerolu
vykazuju pociatocné stupanie, avSak v pripade glycerolu po 2. dni kultivacie hodnoty prestali
stipat’ a v pripade ethanolu hodnoty po 7 dni kultivacie vyrazne klesali. Nepriaznivé hodnoty
OD kopiruju nizke hodnoty vysledkov z chromatografickej analyzy vysSie (vid. Obrazok 22).
Hodnoty OD merané pri 720 nm taktiez ukazuju prudky pokles v prvom dni kultivacie,
v dalsich diioch hodnoty opét narastali. Mozno predpokladat, ze klesanie OD mohlo byt
sposobené tym, ze si riasova kultura musela najskor privyknut' na pridany stres. Ako ukazala
analyza pomocou HPLC-RI (vid’. Tabul'ka 13), ani v jednom pripade alkohol z média nebol
odburavany, jeho koncentracia v kultivaénom médiu ostala takmer nezmenena, takze alkohol
posobil len ako stresovy faktor a nie ako zdroj uhlika pre heterotrofnti vyzivu. V pripade vzorky
s pridavkom ethanolu sa naviac v médiu pri 7. dni vyskytoval glycerol, ktory mohol byt riasou
produkovany ako odpoved na pridany stres.
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Obrazok 23: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (vlavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Desmodesmus armatus
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Tabulka 13: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmeri Desmodesmus armatus

Pridany kull)t(i)‘?ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]
0 1,8998 0 0 0
= 1 5,482 0 0 0
§ 2 5,482 0 0 0
= 7 5,485 0 0 0
14 5,483 0 0 0
0 0 1,5561 0 0
- 1 0 6,148 0 0
g 2 0 6.147 0 0
a 7 0 6.158 0 4252
14 0 6,155 0 4,248
0 0 0 0 2,5914
e 1 0 0 0 4,125
i; 2 0 0 0 4,115
© 7 0 0 0 411
14 0 0 0 3,352
= 0 0 0 0,9052 0
=
E 1 0 0 6,718 0
*% 2 0 0 6,72 0
5 7 0 0 6,723 0
— 14 0 0 6,73 0
0 0 0 0 0
= 1 0 0 0 0
e
E 2 0 0 0 0
2 7 0 0 0 0
14 0 0 0 0

Analyza metodou GC (Obrazok 24) ukazala, ze najviac biomasy bolo produkovanej pri
vzorke s pridavkom glycerolu a to az 2,67 g/l, o je vyrazne viac ako pri zvy$nych vzorkach pri
kmeni Desmodesmus armatus. Najnizsie hodnoty biomasy vykazuje vzorka s ethanolom, ¢o
odpoveda aj analyzam spomenutym vyssie, kultira nemala pozitivhu odpoved na pridanie
alkoholu. Percentudlne zastipenie lipidov v biomase pri vzorke s glycerolom bolo 2,87 %.
Najmensie, takmer nulové, zastupenie lipidov je mozné vidiet pri vzorke s pridavkom
isopropylalkoholu. NajvysSie percentudlne zastipenie lipidov vykazuje kontrolna vzorka, a to
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az 5,23 %. Zlozenie lipidov je zobrazené na grafe na obrazku 25. Pri kontrolnej vzorke a vzorke
s pridavkom methanolu dominuje zastipenie PUFA (53,39 % pre vzorku s methanolom,
53,13 % pre kontrolnu vzorku). Pre vzorky s pridavkom ethanolu a isopropylalkoholu
dominuje zastipenie SFA a pri vzorke s pridavkom glycerolu ako pri jedinej mozno vidiet
vel'ky narast MUFA az na 45,8 %.
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Obrazok 24: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmenia Desmodesmus armatus
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Obrdzok 25: Zlozenie lipidov v biomase pri kultivacii kmeria Desmodesmus armatus v BBM médiu

pri pridavku alkoholu ako stresového faktora
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5.1.5 Scenedesmus obliquus CCALA

Obrazok 26 zobrazuje vysledky chromatografickej analyzy pre kmen Scenedesmus obliqus.
Kontrolna vzorka avzorka s izopropylalkoholom dosahuju najvyssie vysledky. Najnizsie
hodnoty dosahuje vzorka riasovej kultury s pridavkom ethanolu, kde je vSak mozné pozorovat
najvyssiu koncentraciu celkovych sterolov ato az 1,69 mg/g biomasy. Pre porovnanie
koncentracia celkovych sterolov v kontrolnej vzorke bola iba 0,26 mg/g biomasy. Najvyssia
hodnota celkovych karotenoidov je vo vzorke s pridavkom isopropylalkoholu a to 16,41 mg/g
suchej biomasy. Vo vzorkach s glycerolom a s methanolom je vidiet’ narast ubichinonu, ktory
pri je vyssi od kontrolnej vzorky vyssi o 69 % pre methanol a o 70 % pre glycerol.

9

fih . sl e e

Methanol Ethanol Glycerol Isopropylalkohol Kontrola
® neoxantin [mg/g| lutein [mg/g| betakaroten [mg/g| celkové karotenoidy [mg/g]|
m chlorofyl A [mg/g] m chlorofyl B [mg/g] celkové chlorofyly [mg/g]  mubichinon [mg/g]|

mbiomasa [g/1] celkové steroly [mg/g]

Obrazok 26: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zdavislosti na pouzitom alkohole pre

Scenedesmus obliqus

Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie, zobrazené v tabul'ke 14, ukazujt, ze takmer pri
vSetkych vzorkach, s vynimkou vzorky s ethanolom, bolo QY kon§tantné, Cize vitalita riasovej
kultury bola vyhovujuca. Pri vzorke s ethanolom je mozné vidiet nulové hodnoty QY uz na
siedmy den kultivacie, ¢o znac¢i thyn kultary. Nizkym hodnotdm QY odpovedaju aj nizke
hodnoty koncentracie metabolitov, zobrazené na grafe vyssie (Obrazok 26).
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Tabulka 14: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmeri

Scenedesmus obliqus

Doba QY [-]
kultivacie

[dni] Methanol Ethanol Glycerol Isopropylalkohol Kontrola
0 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76
1 0,72 0,73 0,71 0,71 0,72
2 0,72 0,73 0,73 0,72 0,73
7 0,72 0 0,73 0,73 0,72
14 0,68 0 0,56 0,7 0,7

Grafy na obrazku 27 zobrazuji hodnoty optickej hustoty meranej pri 680 a 720 nm. Vzorka
s pridavkom ethanolu vykazuje rapidne zniz§nie OD pri 680 nm, ¢o odpoveda aj nizkej

koncentracii metabolitov (vid. Obrazok 26), hodnoty merané pri 720 nm ukazuju taktiez

pokles, avSak nie taky signifikantnyy, ako pri 680 nm. Tato hodnota sa zaroveil vyznamne nelisi
od hodnoty OD (720 nm) nameranej pri kontrolnej vzorke. Mozno predpokladat’, ze ubytok
modrého farbiva nebol taky rychly, ako ubytok zeleného farbiva. NajvysSie hodnoty
OD (680 nm) vykazuje vzorka sisopropanolom, pri ktorej bol narast mierny do 7 dna
a nasledne od 7. do 14. dia hodnoty stupali eSte ostrejSie. Vzhl'adom na hodnoty uvedené na
grafe vysSie (vid. Obrazok 26) sa pridavok isopropylalkoholu javy ako najvhodnejsi pre

pouzitie. Hodnoty pre vzorky s pridavkom methanolu a glycerolu su takmer identické pre
OD (680 nm), pri 720 nm dosahovala vysSie hodnoty vzorka s glycerolom. Taktiez obsah

intracelularnych metabolitov nie je zhodny (vid. Obrazok 26).
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Obrazok 27: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (viavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Scenedesmus obliqus
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Vysledky HPLC-RI analyzy, pouzitej pre zistenie koncentracie alkoholu v kultivaénom

médiu, su uvedené v tabulke 15. Z vysledkov je zrejmé, ze koncentracia methanolu v médiu
ostala nezmenend. Koncentracia glycerolu a isopropylalkoholu sa po siedmom dni kultivacie
v oboch pripadoch mierne znizila, v pripade isopropylalkoholu bol touto skutonost'ou
pravdepodobne navySeny aj obsah niektorych intracelularnych metabolitov (vid. Obrazok 26).
V pripade ethanolu ostala jeho koncentracia v médiu konS$tantna, avSak doslo k produkcii
glycerolu od siedmeho dia kultivacie. Nakol'ko bol obsah intracelularnych metabolitov vel'mi
nizky (vid’. Obrézok 26) a OD pri 680 nm ukazuje takmer nulové hodnoty (vid. Obrazok 27),
mohla byt produkcia glycerolu sposobena pravdepodobne ochrannym mechanizmom riasy.

Tabulka 15: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmen Scenedesmus obliqus

Pridany kull)t(i)‘lr)ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]
0 1,8998 0 0 0
3 1 5,485 0 0 0
§ 2 5,49 0 0 0
S 7 5,478 0 0 0
14 0 0 0 0
0 0 1,5561 0 0
= 0 6,157 0 0
g 0 6.167 0 0
= 0 6,173 0 4,595
14 0 6,175 0 4,598
0 0 0 0 2,5914
e 0 0 0 4,127
i‘i 0 0 0 412
O 0 0 0 4,095
14 0 0 0 0
E 0 0 0 0,9052 0
£ 0 0 6.68 0
*% 0 0 6,688 0
= 0 0 6,692 0
2 14 0 0 6,517 0
0 0 0 0 0
L 1 0 0 0 0
e
E 0 0 0 0
v 0 0 0 0
14 0 0 0 0
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Ako z grafu na obrazku 28 vyplyva, najviac biomasy bolo produkovanej vo vzorke, do ktore;j
bol pridany methanol, a sice 0,767 g/l. Najmenej biomasy bolo produkovanej pri vzorke
s pridavkom ethanolu, o koreluje s predchadzajucimi zisteniami, a teda s postupnym thynom
kultary. V porovnani so vzorkami s methanolom, glycerolom aisopropanolom bolo
v kontrolne] vzorke produkované mensSie mnozstvo biomasy ato 0,323 g/l. Najvyssie
zastupenie lipidov obsahovala vzorka s pridavkom glycerolu a to az 12,2 %.

Profil zastipenia mastnych kyselin (vid. Obrazok 29) ukazuje, ze vo vzorke s ethanolom
boli najviac zastapené SFA ato az 70,41 %. Pre vzorky s isopropylalkoholom a kontrolnu
vzorku vidime totozné zastupenie PUFA a to 48,5 %, MUFA 17,8 % a aj SFA ato 33,1 %. Pre
vzorku s glycerolom je mozné vidiet navySenie MUFA na 31,5 % na ukor PUFA. Rovnaky
trend je pozorovany pre vzorku s methanolom, kde zastupenie MUFA tvori 24,8 %.
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Methanol Ethanol Glycerol Isoproilalkohol Kontrola

m Percentudlne zastipenie lipidov v biomase m Biomasa - 10 [g/1]

Obrdazok 28: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmenia Scenedesmus obliqus
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SFA = MUFA m=mPUFA

Obrazok 29: ZlozZenie lipidov v biomase pri kultivdcii kmeria Scenedesmus obliqus v BBM médiu pri

pridavku alkoholu ako stresového faktora
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5.1.6 Desmodesmus velitaris CCALA 468

Graf na obrazku 30 zobrazuje zavislost produkcie metabolitov v zavislosti na pouzitom
alkohole ako stresovom faktore. Z grafu je zrejmé, ze produkcia bola najvyssia pri kontrolne;j
vzorke bez pridania alkoholu. Naopak najmensia, takmer ziadna, produkcia, bola pri vzorke
s pridavkom ethanolu. Tuto skutoCnost kopiruje aj postupné znizovanie hodnoty
QY (Tabulka 16), ktoré znazoriuje nie uplne idealne podmienky pre riasovu kultaru a ubytok
jej vitality. Druhé najmensie hodnoty dosahuje vzorka s pridavkom methanolu. Aj ked je
vacsina hodndt velmi nizka, hodnota ubichinénu je vyrazne vyssia, a to az 2,75 mg/g suchej
biomasy. V porovnani s kontrolnou vzorkou je tato hodnota ale niz§ia, nakol'ko hodnoty
ubychinénu pri kontrolnej vzorke dosahovali az 3,52 mg/g biomasy. NavySenie oproti
kontrolnej vzorke je vidiet vjedinom pripae ato v pripade karotenoidov pri vzorke
s pridavkom isopropylalkoholu, kedy celkové karotenoidy tvorili 3,22 mg/g biomasy, z toho
betakarotén 1,37 mg/g biomasy. Pre porovnanie hodnoty karotenoidov v kontrolnej vzorke
tvorili 2,64 mg/g biomasy, z toho betakarotén 1,29 mg/gbiomasy. Hodnoty QY ostali pre vsetky
vzorky, s vynimkou ethanolu takmer nezmenené.
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Methanol Ethanol Glycerol Isopropanol Kontrola
m ncoxantin [mg/g| lutein [mg/g| betakaroten [mg/g|
celkové karotenoidy [mg/g]| mchlorofyl A [mg/g] chlorofyl B [mg/g]|
celkové chlorofyly [mg/g] mubichinon [mg/g] mbiomasa [g/1]

Obrazok 30: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Desmodesmus velitaris

50



Tabulka 16: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmer

Desmodesmus velitaris

Doba QY[-]
kuldivacie

[dni] Methanol Ethanol Glycerol |Isopropylalkohol| Kontrola
0 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
1 0,68 0,7 0,71 0,67 0,67
2 0,68 0,69 0,69 0,67 0,67
7 0,68 0,62 0,62 0,67 0,67
14 0,67 0,51 0,61 0,67 0,66

Hodnoty OD namerané pri 680 a 720 nm su zobrazené v grafoch na obrazku 31. NajvySsi
pociatocny narast OD pri 680 nm vykazuje vzorka s pridavkom glycerolu, avSak po druhom
dni od pridania alkoholu zacala tato hodnota klesat. Rovnaka vzorka dosahovala pri OD
meranom pri 720 nm najvyssie hodnoty, ovela vyssie ako zvy$né analyzované vzorky. Tato
vysoka hodnota znaci bud’ pritomnost fykocyaninu alebo velky narast buniek. Najnizsie
hodnoty namerané pri oboch vinovych dizkach dosahuje vzorka s pridavkom methanolu.
Vzorka s pridackom ethanolu aj naprierk znizujuicemu sa QY a nizkemu obsahu metabolitov
dosahovala vysoké hodnoty OD.
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Obrazok 31: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (viavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmeri Scenedesmus pseudoarmatus
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Tabul'ka 17 znazoriiuje vysledky HPLC-RI analyzy. Z vysledkov vyplyva, ze vo vsetkych

metabolickych cyklov ako vedl'ajsi produkt.

pripadov bol alkohol zmédia odburavany az na nulovi koncentraciu. Pre methanol
a isopropanol sa pridany alkohol v médiu nenachéadzal uz na siedmy dei kultivacie. Pre ethanol
a glycerol nastala nulova koncentracia na 14. den. AvSak, aj ked’ bol alkohol utilizovany,
v médiu sa pri vSetkych vzorkach vyskytuje pritomnost’ ethanolu. Nakol'ko sa ethanol vyskytuje
aj pri kontrolnej vzorke, je mozné predpokladat’, Ze je riasov produkovany v niektorom z jej

Tabulka 17: Vysledky HPLC—RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmeri Desmodesmus velitaris

Pridany kull)t(i)‘lr)ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]

0 1,8998 0 0 0
3 1 5,462 6,132 0 0
é 2 5,462 6,133 0 0
S 7 0 0 0 0

14 0 0 0 0

0 0 1,5561 0 0
= 0 6,133 0 0
g 0 6.137 0 0
= 0 6,138 0 0

14 0 0 0 0

0 0 0 0 2,5914
e 0 6,15 0 4,083
i‘i 0 0 0 4,082
O 0 6,128 0 4,07

14 0 0 0 0
E 0 0 0 0,9052 0
£ 0 6,205 6,807 0
% 0 6,167 6,758 0
% 0 6,16 0 0
2 14 0 0 0 0

0 0 0 0 0
L 1 0 6,158 0 0
% 0 6,167 0 0
v 0 6.16 0 0

14 0 0 0 0
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Graf na obrazku 32 ukazuje, ze najnizsia produkcia biomasy bola pri kontrolnej vzorke,
naopak najvyssia bola pri vzorke s pridavkom glycerolu. Takmer totozne vysoka bola pri
vzorke spridavkom ethanolu, avSak koncentracia intracelularnych metabolitov
(vid’. Obrazok 30) ze tento alkohol mal negativny vplyv na kultiru a produkcia sledovanych
metabolitov bola prakticky miziva. Profil mastnych kyselin je pri kazdej vzorke velmi
rozdielny, pri vzorke s isopropylalkoholom dominuje zastipenie SFA (58 %) a zaostava
produkcia MUFA (6 %), naopak pri kontrolnej vzorke dominuje zastipenie PUFA
52 %.Najvyssie zastupenie MUFA sa nachadza pri vzorke s ethanolom (37 %), kde je naopak
zo vSetkych vzoriek najmensSie zastapenie PUFA (16,5 %).
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Obrdazok 32: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmeria Desmodesmus velitaris
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Obrazok 33: ZlozZenie lipidov v biomase pri kultivacii kmena Desmodesmus velitaris v BBM médiu

pri pridavku alkoholu ako stresového faktora
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5.1.7 Scenedesmus pseudoarmatus CCALA 462

Z grafu na obrazku 34 je zrejmé, ze najvysSSie hodnoty dosahuje vzorka kultivovana
s pridavkom methanolu. VSetky hodnoty, s vinimkou fytosterolu, su vyssie ako pri kontrolnej
vzorke. Vyraznou hodnotou je obsah celkovych karotenoidov, ktory tvori az 4,51 mg/g
biomasy. Tato hodnota je o 80 % vyssia ako hodnota celkovych karotenoidov v kontrolnej
vzorke. 1,9 mg/g biomasy z celkovych karotenoidov tvori betakarotén. Vyborné vysledky
v tejto vzorke dosahuju aj iné metabolity, napriklad neoxantin (1,65 mg/g biomasy), lutein
(0,91 mg/g biomasy) a chlorofyly, ktorych celkovy obsah je az 1,98 mg/g biomasy. V tejto
vzorke mé klesajucu tendenciu iba fytosterol. Pri kmeni Scenedesmus pseudoarmatus je tiez
mozné pozorovat vysoké hodnoty ubichinénu, ktoré vyznamne prevySuju hodnoty vSetkych
ostatnych metabolitov. Najvys§iu hodnotu ubichinénu (5,16 mg/g biomasy) dosahuje vzorka
s pridavkom isorpopylalkoholu, zarovei je v tejto vzorke navysenie celkovych karotenoidov
023 % oproti kontrolnej vzorke. Priaznivé vysledky pre vSetky vzorky st v sulade
s vysledkami meranie QY (Tabulka 18), ktoré ukazuju, ze vSetky vzorky naberali hodnoty od
0,5 do 1, ¢o vypoveda o tom, zZe vitalita kultury bola vo vSetkych pripadoch dobra.
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Obrdazok 34: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Scenedesmus pseudoarmatus
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Tabulka 18: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouZiti stresovych faktorov pre kmern

Scenedesmus pseudoarmatus

Doba QY [-]
kuldivacie

[dni] Methanol | Ethanol Glycerol |Isopropylalkohol | Kontrola
0 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
1 0,7 0,69 0,6 0,69 0,71
2 0,69 0,67 0,53 0,68 0,71
7 0,66 0,66 0,59 0,67 0,72
14 0,67 0,67 0,56 0,67 0,71

Z grafov na Obréazok 35 je zrejmé, ze vzorka s pridavkom ethanolu dosahovala najnizsie
hodnoty pri oboch meraniach, ako pri 680 nm, tak aj pri 720 nm. Pri merani pri 720 nm je
mozné pozorovat prvotné znizenie OD pre vSetky vzorky, v dalSich diioch po zaoCkovani v§ak
OD zacalo narastat’. S vynimkou vzorky s ethanolom dosahovali vSetky vzorky vyssie hodnoty
ako kontrolna vzorka ato pri meraniach pre obe vlnové dizky. Alkohol teda podporil rast
riasovej kultary, o sa prejavilo zvySenim optickej hustoty. Tento fakt je potvrdeny aj v grafe
nizsie (vid'. Obrazok 36).
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Obrazok 35: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (vlavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Scenedesmus pseudoarmatus

Pre zistenie koncentracie alkoholu v kultivaénom médiu bola pouzita HPLC-RI analyza,
ktoréj vysledky st uvedené v Tabulka 19. Z tabulky je zrejmé, ze vo vSetkych vzorkach, aj
v kontrolnej vzorke, sa nachadza v médiu pritomnost’ ethanolu (hodnoty zvyraznené Cervene).
Nakol'ko ethanol v pripade vzorky s methanolom, glycerolom, isopropylalkoholom a do
kontrolnej vzorky do média pridavany nebol, bol tento alkohol pravdepodobne produktom
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niektorého z metabolickych cyklov pouzitého kmera riasy. Pri vSetkych vzorkach je zaroven
mozné pozorovat ubytok alkoholu z kultivaéného média v priebehu kultivacie, takze tento
kmen vSetky z pouzitych alkoholov utilizoval a pouzil ako heterotrofny spdsob vyzivy.

Tabulka 19: Vysledky HPLC—-RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu pre

kmen Scenedesmus pseudoarmatus

Pridany kull)t(i)‘lr)ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]

0 1,8998 0 0 0
s 1 5.4 6,028 0 0
é 2 5,397 6,035 0 0
S 7 0 6,04 0 0

14 0 0 0 0

0 0 1,5561 0 0
= 1 0 6,033 0 0
g 0 6.043 0 0
= 0 6,033 0 0

14 0 0 0 0

0 0 0 0 2,5914
e 0 6,068 0 4,092
i‘i 0 0 0 4,085
O 0 6,033 0 0

14 0 0 0 0
3 0 0 0 0,9052 0
£ 0 6,045 6,593 0
% 0 6,048 6,595 0
% 0 6,037 6.56 0
2 14 0 0 0 0

0 0 0 0 0
= 1 0 6,063 0 0
% 0 6,053 0 0
v 0 6.045 0 0

14 0 0 0 0

Z grafu na obrazku 36 vyplyva, ze najviac biomasy bolo produkovanej pri vzorke
s pridavkom glycerolu, ato az 0,56 g/l. Naopak najmenej biomasy bolo produkovanej pri
kontrolnej vzorke (0,091 g/1), z Coho vyplyva, ze pridanie alkoholu, ako stresového faktora,
bolo pre riasu priaznivé. Z toho istého grafu vyplyva, ze najvysSie percentualne zastupenie
lipidov obsahovala vzorka s pridavkom isopropylalkoholu a to 32,9 %. NajmenSie zastupenie
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lipidov a tiez vel'mi nizku produkciu biomasy mala vzorka s pridavkom ethanolu, ¢o odpoveda
aj predooslym zisteniam o postupnom uhyne kultary.

Co sa profilu mastnych kyselin tyka, vietky vzorky sa vyrazne lisili od kontrolnej vzorky
(vid’. Obrazok 37). Plati, ze vSetky vzorky mali oproti kontrole vyssiu hodnotu SFA a nizsiu
hodnotu PUFA. V kontrolnej vzorke teda dominuje PUFA s 48 %, obsaj MUFA je 30,7 %
a obsah SFA 22%. Pri vzorke s methanolom boli v predchadzajucich vysledkoch zobrazené
priaznivé vysledky, kedy je produkcia intracelularnych metabolitov vyssia ako pri kontrolne;j
vzorke. Pri jej profile mastnych kyselin sa lii len nevyraszne s hodnotami PUFA 32 %, MUFA
35 % a SFA 46 %.
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Obrdazok 36: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmena Scenedesmus pseudoarmatus
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Obrdazok 37: Zlozenie lipidov v biomase pri kultivdcii kmeria Scenedesmus pseudoarmatus v BBM

médiu pri pridavku alkoholu ako stresového faktora
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5.1.8 Synechococcus bigranulatus CCALA 187

Pre porovnanie bol s vybranymi mikroriasamy rodu Scenedesmus a Desmodesmus kultivovany
aj jeden kmen sinic, a sice sinica Synechococcus bigraulatus. Sinica, podobne ako riasy, bola
kultivovana na BBM médiu, do ktorého bol pridany 50% roztok alkoholu v mnozstve 0,5 ml.
Vysledky analyzy prevedenej pomocou HPLC-DAD su uvedené v grafe na obrazku 38. Z grafu
vyplyva, ze sa sice v stresovych podmienkach vSetkym vzorkam darilo, avSak produkcia
intracelularnych metabolitov bola najvyssia pri kontrolnej vzorke. Vo vsetkych vzorkach
absentoval chlorofyl b, produkcia karoténov bola u vSetkych vyssia ako produkcia chlorofylu.
Najvyssie hodnoty celkovych betakaroténov dosahuje kontrolna vzorka, kde karotenoidy ¢inili
20,28 mg/g suchej biomasy, z ¢oho betakarotén tvoril 12,82 mg/g biomasy. Pre porovnanie
chlorofyl a tvoril v kontrolnej vzorke 11,79 mg/g biomasy. Stale vysoké hodnoty vykazuju aj
vzorky s pridavkom methanolu a isopropylalkoholu, kde celkové karotenoidy tvorili
13,38 mg/g biomasy (isopropylalkohol) a 12,53 mg/g biomasy (methanol). Urcite zaujimavé je
spomenut’ vzorku s pridavkom ethanolu, kde je produkcia metabolitov sice nizSia, avSak
v porovnani so zvysSnymi vzorkami pri kmeni Synechococcus bigranulatusi dosahuje tato
vzorka vyrazne navySené hodnoty ubichinénu a fytosterolu. Ubichindn tvori 3,64 mg/g
biomasy, €o predstavuje rozdiel s kontrolnou vzorkou az 87 %, Hodnota fytosterolu je
1,41 mg/g biomasy, zatial' ¢o v kontrolnej vzorke len 0,17 mg/g biomasy, €o je rozdiel 88 %.

Vo vzorkach bolo po celu dobu kultivacie merané QY, vysledky su uvedné v tabulke 20.
Oproti riasovym kultiram su hodnoty nizSie, tato skutocnost je opisana v kapitole 2.4.2.
Hodnoty QY pre vitalnu kultiru su v intervale od 0,2 do 0,5, ¢o plati pre vSetky vzorky. Mozno
dokonca pozorovat narast hodnot QY pri vzorkach s pridavkom glycerolu, pre zvy$né vzorky
nie su pozorované vyraznejSie zmeny.
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Methanol Ethanol Kontrola Glycerol Isopropylalkohol
lutein [mg/g| betakaroten [mg/g| celkové karotenoidy [mg/g| mchlorofyl A [mg/g]|
celkové chlorofyly [mg/g] mubichinon [mg/g] mbiomasa [g/1] m fytosterol [mg/g]

Obrazok 38: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pre

Synechococcus bigraulatus
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Tabulka 20: Hodnoty kvantového vytazku fluorescencie pri pouziti stresovych faktorov pre kmeri

Synechococcus bigranulatus

Doba QY [-]
kultivacie

[dni] Methanol Ethanol Glycerol Isopropylalkohol Kontrola
0 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28
1 0,3 0,29 0.4 0,31 0,29
2 0,31 0,25 0.4 0,39 0,29
7 0,3 0,28 0,41 0,33 0,31
14 0,31 0,26 0,41 0,36 0,28

Bolo prevedené meranie OD pri 680 nm a 720 nm, vysledky merania s uvedené v grafoch
na obrazku 39. Oproti riasovym kulturam bol predpokladany vyskyt modrého farbiva -
fykocyninu, a teda meranie pri 720 nm malo mat’ rasticu tendenciu. Rastica tendencia sa
potvrdila pri kontrolnej vzorke a vzorkach s glycerolom a isopropylalkoholom. Pre vzorky
s ethanolom a methanolom nastal v prvych drioch kultivacie prudky narast OD, avSak v d’alSich
diloch zacalo OD klesat, takze mozno predpokladt, ze farbiv zacalo ubyvat. Pri tychto
vzorkéch doslo aj k poklesu OD meraného pri 680 nm. Pri oboch vzorkach je viditel'ny aj pokles
chlorofylu v porovnani s kontrolnou vzorkou (vid. Obrazok 38) a pri vzorke s ethanolom aj
pokles QY (Tabulka 20). Pre zvysné vzorky pokracuje narast OD aj pri 680 nm, najvyssie
hodnoty pri oboch meraniach dosahuje kulttra s pridavkom isopropylalkoholu.

OD 680 nm [-]
=] =] =]
S E L w2
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L
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Doba kultivacie [dni]

—>— Ethanol

Methanol

OD 720 nm [-]

—>«—Kontrola

Glycerol

5
Doba kultivacie [dni]

10 15

—é—[sopropanol

Obrazok 39: Graf zavislosti optickej hustoty na case, meranie pri 680 nm (viavo) a 720 nm (vpravo)

pre kmen Synechococcus bigranulatus
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Aj ked OD pri 680 nm aj 720 nm dosahovalo najvysSie hodnoty pri vzorke

s isopropylalkoholom, analyza pomocou HPLC—-RI (Tabulka 21) ukézala, ze alkohol nebol

utilizovany, jeho koncentracia v médiu ostala takmer nezmenena, ateda pdsobil len ako

stresovy faktor. To isté plati pre vzorku s glycerolom. Avsak, analyza preukazala, ze ethanol

bol kultirou utilizovany po 2. dni kulivacie. Zaujimavé su pri vzorke s pridavkom methanolu
vysledky obsahu glycerolu v médiu, kedy na pociatku bol pridany iba methanol, ktory sa na
v médiu nenachadzal uz na druhy deri od jeho pridania ku kulture, ale namiesto ethanolu sa
zacal vyskytovat' glycerol. Mozno predpokladat, ze methanol bol riasou spotrebovany
a metabolickym procesom vznikol glycerol. Ako je vidiet aj na grafe shodnotami OD
(Obrazok 39), glycerol pre kultaru nebol nepriaznivy.

Tabulka 21: Vysledky HPLC — RI analyzy pre urcenie koncentrdcie alkoholu v kultivacnom médiu

pre kmen Synechococcus bigranulatus

Pridany kull)t(i)‘lr)ziacie Methanol Ethanol Isopropanol Glycerol
alkohol [dni] [gN] le/] lg/] lg/]
0 1,8998 0 0
s 1 5,625 0 0
é 2 0 0 0 434
S 7 0 0 0 4,345
14 0 0 0 4,345
0 0 6,308 0 0
= 0 6,315 0 0
g 0 6.318 0 0
H 0 0 0 0
14 0 0 0 0
0 0 0 0 2,5914
e 1 0 6,24 0 4,16
i‘i 0 0 0 4172
O 0 0 0 4,167
14 0 0 0 4,162
3 0 0 0 0,9052 0
2 1 0 6,25 6,828 0
% 0 6.765 0
3 0 0 6,585 0
2 14 0 0 6,588 0
0 0 0 0 0
;evs 0 0 0 0
£ 0 0 0 0
M 0 0 0 0
14 0 0 0 0
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Analyza pomocou GC ukazala tudaje o produkcii biomasy a zastipeni lipidov v nej
(Obrazok 40) a tiez zlozenie lipidov (Obrazok 41). Z grafu je vidiet, ze produkcia biomasy bola
najvyssia (0,592 g/l) vo vzorke ethanolom, ¢o logicky vyplyva aj zo zistenia vysSie, a teda ze
ethanol bol riasou utilizovany a pouzity ako heterotrofny spdsob vyzivy. Druhd najvysSia
hodnota sa vyskytuje pri vzorke s glycerolom (0,44 g/1), pri glycerole bolo taktiez preukazané,
Ze je riasou tolerovany. Najniz§iu produkciu biomasy vykazuje kontrolna vzorka, pri ktorej je
zaroven najvysSie percentualne zastipenie lipidov ato 9 %. NajnizSie zastupenie lipidov
ukazuje vzorka s pridavkom glycerolu, kde lipidy tvoria iba 5,5 %. Pri pohlade na graf
prezentujuci zlozenie lipidov (vid’. Obrazok 41) je zrejmé, ze najnizsie zastipenie maja PUFA,
naopak najvyssie zastipenie ma SFA. Tento trend sa opakuje pri vSetkych vzorkach Najviac
zastupené su SFA pri vzorke s glycerolovym pridavkom, kde tvoria az 63 %, najmenej
zastupené pri kontrolnej vzorke (52,9 %). Pri kontrolnej vzorke je zaroven najvysSie zastupenie
PUFA ao 7 %. Zastapenie MUFA je najnizsie pri vzorke s glycerolom, a sice 23,6 %, pri
ostatnych vzorkach je zastipenie MUFA takmer zhodné.
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m Percentudlne zastipenie lipidov v biomase m Biomasa - 10 [g/1]

Obrdazok 40: Produkcia biomasy a percentuclne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol

ako chemicky stres pri kultivacii kmena Synechococcus bigranulatus
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Obrazok 41: ZlozZenie lipidov v biomase pri kultivacii kmena Synechococcus bigranulatus v BBM

médiu pri pridavku alkoholu ako stresového faktora

5.2 Fermentorova kultivacia Scenededesmus obliquus

Vysledky chromatografickej metddy pre stanovenie instracelularnych metabolitov -
karotenoidov, chlorofylov, sterolov — je mozné vidiet na grafe zobrazenom na Obrazok 42.
V grafe je mozné pozorvat priaznivy vplyv glycerolu na produkciu intracelularnych
metabolitov, nakl'ko sa po piatom dni, a teda po pridani glycerolu, zvySil obsah metabolitov vo
vzorke.

Na grafe na obrazku 42 je mozné pozorovat zvySenie obsahu intracelularnych metabolitov
po pridani 10 ml glycerolu na piaty den kultivacie. Obzvast vyrazné je zvySenie
obsahu chlorofylov, ktoré na Siesty defi kultivacie tvorili az 5,75 mg/g suchej biomasy, z toho
chlorofyl a 3,85 mg/g biomasy a chlorofyl 4 1,9 mg/g biomasy. Pre porovnanie obsah
celkovych chlorofylov v stvrty den kultivacie (denn pred pridanim glycerolu) tvoril iba
1,57 mg/g biomasy, Cize narast bol 72,7 %. Taktiez vyrazny je narast luteinu, ktory bol na 4. den
kultivacie iba 0,13 mg/g biomasy a na 6. den kultivacie az 0,6 mg/g biomasy. Na 11. defi mozno
pozorovat' vyrazny narast -karoténu, ktory tvoril 6,34 mg/g suchej biomasy, av§ak na 12. den,
po pridani isopropylalkoholu bol jeho obsah nizs§i. Pri pridani isopropylalkoholu bolo
pozorované prvotné znizenie produkcie intracelularnych metabolitov, avsak v dal§ich diioch
bol pozorovany postupny narast.

Vysledné hodnoty intracelularnych metabolitov pri fermentorovej kultivacii s pouzitim
dvoch roznych alkoholov su priaznivé, bozno pozorovat vysoky obsah celkovych
karotenoidov, az 3,69 mg/g biomasy, z coho B-karotén tvoril 1,5 mg/g biomasy a lutein az
1,78 mg/g biomasy. Taktiez vysoka je aj produkcia celkovych chlorofylov, az 4,48 mg/g
biomasy, z ¢oho chlorofyl a tvoril 2,69 mg/g biomasy a chlorofyl b tvoril 1,79 mg/g biomasy.
Taktiez vysoky je aj obsah ubichinoénu, a to 1,22 mg/g biomasy. Priaznivy vyvoj fermentorove;j
kultivacie s pridanim tychto dvoch alkoholov suhlasi so zisteniami uvedenymi v kapitole 5.1.5
pri experimentoch v Erlenmayerovych bankach.
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Obrazok 42: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouzitom alkohole pri
fermentorovej kultivacii riasy Scenedesmus obliqus. Pridanych 10 ml glycerolu na 5. den kultivacie
a 5 ml isopropylalkoholu na 12. den kultivdcie. (celk. — analyza celkovej biomasy po skonceni

kultivacie).

Na grafe zobrazenom na obrazku 43 je mozné pozorovat vyvoj produkcie biomasy pri
fermentorovej kultivacii riasy rodu Scenedesmus obliqus. Siesty defi vykazuje &iastodny Gbytok
produkovanej biomasy, ¢o mohlo byt sposobené prave pridanim glycerolu do kultivaéného
média. V d’alSich diloch uz riasova kultura vykazuje konstantny narast biomasy. Pri hodnotach
analyzy celkovej biomasy je mozné vidiet, Ze mnozstvo biomasy je mensie ako mnozstvo
biomasy v predchadzajuci den. Tato skuto¢nost mohla byt spdsobend tym, ze koncentracia
buniek riasovej kultary nemusela byt, aj napriek kon§tantnému mieSaniu, v kazdom mieste
zhodna a teda v odobratych 20 ml sa mohlo nachadzat viac buniek ako vo zvysku kultivaéného
média. Percentualne zastipenie lipidov taktiez konStantne narastalo, s vynimkou 13. diia, o je
deit po pridani isopropylalkoholu. Tento jav mohol byt spdsobeny adaptaciou kultiry na
pridany lakohol, ked’ze v d’alSich diioch zastupenie lipidov opét rastlo.
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Obrdazok 43: Produkcia biomasy a percentudlne zastupenie lipidov v zavislosti na pridany alkohol
ako chemicky stres pri fermentorovej kultivdcii riasy Scenedesmus obliqus. Pridanych 10 ml glycerolu
na 3. den kultivacie a 5 ml isopropylalkoholu na 12. den kultivacie. (celkovy 1 a celkovy 2 — analyza

celej biomasy po skonceni kultivacie)

Graf na obrazku 44 zobrazuje zastipenie mastnych kyselin vo vzorke. Ako je mozné vidiet,
v preych ditoch dominuju SFA (57,3 % na 4. deti kultivacie) a PUFA su len malo zastapené
(5,13 % na 4. dent kultivacie). Pridanim alkoholu je mozné pozorovat zmenu lipidického
profilu, kedy zacina stupat’ zastapenie PUFA na ukor SFA. Pri konci fermentorovej kultivacie
(vzorka: Celkovy 1 avzorka: Celkovy 2) uz je mozné vidiet, ze PUFA prevazuju SFA.
Zastupenie PUFA tvorilo 43,57 % a zastupenie SFA kleslo na 39,35 %.
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Obrdazok 44: Zlozenie lipidov v biomase pri fermentorovej kultivdcii kmena Scenedesmus obliqus

v BBM médiu pri pridavku alkoholu ako stresového faktora. Pridanych 10 ml glycerolu na 5. den
kultivacie a 5 ml isopropylalkoholu na 12. den kultivacie.
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5.3 Kaultivacia kultara Scenedesmus cf. acutus vo flat — panel fotobioreaktore

Ako je spomenuté v kapitole 2.1.1, rody desmodesmus sa vyskytuja v koloniach po 4-, 8-, 16-
alebo 32-buniek. Na obrazku 45 je zobrazena kultura zviacSend pomocou mikroskopu.
Obrazok A zobrazuje kulturu na zaciatku kultivacie, pred pridanim stresovych faktorov. Na
orazku je mozné pozorovat’ koloniu Styroch buniek, typicku pre kultiru Scenedesmus acutus.
Na obrazku B je kultara odobrata na konci kutivacie, kde je mozné pozorovat’ aj §tvorclenné
kolonie, ale aj osemclenné kolonie. Stresové faktory teda vyvolali vacsie zoskupovanie buniek,
ako obranny mechanizmus pouzitej riasovej kultury. Taktiez je mozné na obrazku B pozorovat
zvacSenie jednotlivych buniek, v porovnani s obrazkom A, ¢o mohlo byt, okrem iného
sposobené aj pridanim ethanolu do kultivaéného média, nakolko bolo pomocou HPLC—RI
analyzy v kapitole 5.1.2 dokazané, ze ethanol je v pripade riasy Scenedesmus acutus vyuzity
pre mixotrofny sposob vyzivy.

A
A

Obrazok 45: A — kultura Scenedesmus cf. acutus CCALA 437 vo flat — panel fotobioreaktore na

zaciatku kultivacie (27.9.2022), B — kultura Scenedesmus cf. acutus CCALA 437 vo flat — panel
fotobioreaktore na konci kultivacie (7.12.2022)

Na grafe na obrazku 46 je zobrazena produkcia intracelularnych metabolitov v Case. Z grafu
je zrejmé, ze na kazdy pridany stres bol oodpovedou riasovej kultiry prvotné znizenie
produkcie metabolitov, v dalSich diioch sa v€ak kultara stabilizovala. Produkcia biomasy
konstantne narastala, menilo sa vSak zastipenie jednotlivych metabolitov. Ako je vidiet, po
pridani cCerveného svetla v prvom dni kultivacie klesa obsah celkovych chlorofylov
z 11,23 mg/g biomasy na 6,15 mg/g suchej biomasy. Taktiez mozno pozorovat znizenu
produkciu karotenoidov, ktorych pokles bol z 1,44 mg/g biomasy na 0,67 mg/g biomasy.
ZvySena bola iba produkcia ubichinénu, ato z2,77 mg/g biomasy na 3,25 mg/g biomasy.
V dalsich drioch kultivacie pokracoval klesajuci trend az do 5. diia kultivacie, od kedy zacala
produkcia intracelularnych metabolitov opat stupat’ a na 6smy den kultivacie, pred zmenou
svetla na zelenu farbu, boli hodnoty uz 4,08 mg/g biomasy pre celkové chlorofyly, 1,86 mg/g
biomasy pre celkové karotenoidy, z Coho B-karotén tvoril 0,3 mg/g biomasy (narast o 17 %
oproti hodnotam z prvého dna kultivacie) a lutein 0,42 mg/g biomasy (narast o 19 % oproti
hodnotam z prvého diia kultivacie). Po zapnuti zeleného svetla nie je pozorovany vyrazny
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prvotny pokles produkcie metabolitov, naopak produkcia celkovych karotenoidov bola
zelenym svetlom zvySena na 1,86 mg/g suchej biomasy. Analyza vzorky odobratej v 13. den
kultivacie ukazuje, ze doSlo vplyvom zeleného svetla k vyraznému zvySeniu karotenoidov
(10,02 mg/g biomasy) a ubichinénu (4,32 mg/g biomasy) na ukor ostatnych metabolitov. Klesol
naprikald aj obsah betakaroténu, detekované karotenoidy ale neboli presne urcené, nakol'ko
metdda bola Standardizovana iba na vybrané druhy karotenoidov. Na 16. deni bolo svetlo
zmenené na fialovu farbu, o viedlo k poklesu takmer vsetkych metabolitov, okrem fytosterolu.
Obsah fytosterolu tvoril az 7,01 mg/g biomasy. Vo vzorke boli d’alej detekované uz len celkové
karotenoidy s obsahom 0,24 mg/g biomasy a d’alej ubichinén s obsahom 1,51 mg/g biomasy.
Produkcia intracelularnych metabolitov v d’alSich diloch, do pridania ethanolu, vykazovala
klesajucu tendenciu, aj napriek spravnej vitalite kultury (zistené pomocou QY) a narastajucemu
OD (Obrazok 47). Roztok ethanolu bol pridany v 24. den kultivacie. Ako je z grafu zrejmé,
pridavok ethanolu opét podporil produkciu metabolitov, nakol'ko u vSetkych je pozorovana
stipajuca tendencia produkcie. Vysledné hodnoty pri ukonceni kultivacie su priaznivé najma
pri produkcii celkovych karotenoidov (0,8 mg/g biomasy) apri produkcii ubichinénu
(1,54 mg/g biomasy). Produkcia chlorofylov vo vzorke bola k ukoneniu kultivacie vel'mi mala
az nulova.
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Obrazok 46: Graf zavislosti produkcie lipidickych metabolitov v zavislosti na pouZitom farebnom
svetle a alkohole pri kultivdcii riasy Scenedesmus acutus vo flat — panel fotobioreaktore. V prvy deri
zapnuté Cervené svetlo (620—780 nm), v 6smy deri zapnuté zelené svetlo (495-570 nm), v 16. den zapnuté
fialové svetlo (380—450 nm) a na 19. den pridanych 10 ml 50% roztoku ethanolu.
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6 ZAVER

V ramci tejto diplomovej prace bol sledovany vplyv stresovych faktorov na produkciu
metabolitov pri kultivacii vybranych kmeniov mikrorias a sinic. Vybrané boli riasy
Desmodesmus communis, Scenedesmus acutus, Scenedesmus ecornis, Desmodesmus armatus,
Scenedesmus obliquus, Desmodesmus velitaris, Scenedesmus pseudoarmatus. Zo sinic bol
vybrany kmen Synechococcus bigranulatus, pre porovnanie produkovanych metabolitov pod
totoznymi stresovymi podmienkami. Ako stresovy faktor boli pouzité 50% roztoky roéznych
druhov alkoholov, konkrétne methanolu, ethanolu, glycerolu a isopropylalkoholu. Dalgim
stresovym faktorom, pouzitym pri kultivacii pomocou flat — panel fotobioreaktoru, bola zmena
farby, a teda aj vinovej dizky, pouZitého svetla. Pouzité bolo Gervené svetlo s vinovou dizkou
620—780 nm, zelené svetlo s vinovou dizkou v rozmedi 495-570 nm a fialové svetlo s vlnovou
dizkou 380-450 nm.. Medzi sledované metabolity sa radia predovietkym chlorofyly,
karotenoidy (napr. B-karotén, xantiny a lutein), fytosterol, ubichinoén a tiez lipidy a ich zlozenie
mastnych kyselin. Pri vSetkych experimentoch bol do kultivacného média pridany ampicilin,
aby sa zabranilo rastu nevyziadanych bakterialnych kultur, ateda bol sledovany len vplyv
stresového faktora na riasovu kultaru.

Ako prvé boli prevedené experimenty v Erlenmayerovych bankach s pridavkom zvolenych
alkoholov. Pri kultivacii boli prevadzané pravidelné merania OD pre zistenie narastu kultar
atiez QY, pre zistenie vitality kultur. Po ukonceni kultivacie boli prevedené analyzy pomocou
HPLC a GC. Ako najhorSie sa javi pouzitie ethanolu, nakol’ko doSlo k znizeniu produkcie
intracelularnych metabolitov, pripadne k usmrteniu kultary, pri najvacSom poctekultar.
Najnepriaznivejs§ie posobil ethanol na kultary Scenedesmus ecornis, Scenedesmus obliquus
Desmodesmus velitaris atiez Desmodesmus armatus, pri ktorom je ale pozorovany narast
obsahu karotenoidov na ukor ostatnych metabolitov. Analyza pomocou HPLC-RI ukézala, ze
ethanol bol pouzity ako mixotrofny spdsob vyzivy pri riasach rodu Desmodesmus communis,
Scenedemus acutus, Desmodesmus velitaris, Scenedesmus pseudoarmatus a Synechococcus
bigranulatus. Tato analyza tiez ukézala, ze ethanol sa vyskytoval v médiu aj pri vzorkach
s pridavkom inych alkoholov, dokonca aj v kontrolnej vzorke, napr. pri riase Desmodesmus
velitaris

Pridavok glycerolu na riasové kultury vyrazne nepdsobil, produkcia intracelularnych
metabolitov bola takmer vzdy podobné alebo zl'ahka nizSia ako produkcia intracelularnych
metabolitov pri kontrolnych vzorkach. Vysledky st vyrazné pri riase Desmodesmus communis,
pri ktorej bola, v porovnani s kontrolnou vzorkou, vysoko zvySena produkcia karotenoidov
0 20 %.. Karotenoidy boli zvySené na ukor zvy$nych sledovanych metabolitov, ktorych obsah
v tejto vzorke klesol (pokles celkovych chlorofylov 085 %). Analyza pomocou HPLC-RI
ukézala, ze glycerol bol utilizovany riasami Desmodesmus armatus, Scenedesmus obliqus,
Desmodesmus velitaris a Scenedesmus pseudoarmatus. Aj napriek tomu, ze bol do média
pridany iba glycerol, sa v médiu okrem glycerolu nachadzal aj ethano, ato pri riasach
Desmodesmus velitaris, Scenedesmus pseudoarmatus (6,068 g/l na prvy a 6,033 g/l nasiedmy
deni kultivacie)a pri sinici Synechococcus bigranulatus (6,24 g/l v prvom dni po pridani
glycerolu).
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Najpozitivnej$i vplyv na riasové kultiry mali methanol a isopropylalkohol. Produkcia
intracelularnych metabolitov bola zhodn4 alebo vysSia ako kontrolna vzorka v najva¢Som pocte
pripadov. Pre methanol bolo pozorovana najmé produkcia ubichinonu a karotenoidov pri riase
Desmodesmus velitaris a pri riase Desmodesmus communis (zvySenie produkcie ubichindonu
0 64 % a B-karoténu o 53 % oproti kontrolnej vzorke). Vyrazné zvySenie produkcie metabolitov
bolo pozorované pri riasach Scenedesmus ecornis (napr. zvySenie karotenoidov az 0 62,5 %
a zvySenie chlorofylov 031 %) aScenedesmus pseudoarmatus (zvySenie produkcie
karotenoidov o 80 %), pri ktorych vyrazne prevySovala aj produkcia karotenoidov. Znizena
koncentracia methanolu, znaciaca jeho utilizaciu, bola pozorovana pri Desmodesmus
communis, Scenedesmus acutus a Scenedesmus obliqus. Ubytok methanolu z média bol
pozorovany aj pri Desmodesmus velitaris a Scenedesmus pseudoarmatus, pri ktorych bola
v médiu detekovana aj pritomnost’ ethanolu, a tiez pri sinici Synechococcus bigranulatus, pri
ktorej bol v médiu detekovany okrem methanolu aj glycerol. Pre vzorky s pridavkom glycerolu
bolo pozorovana najmid zvySena produkcia karotenoidov pri riasach Scenedesmus acutus
(033 %), Scenedesmus obliqus, d'alej pri riasach Desmodesmus communis a Scenedesmius
pseudoarmatus, pri ktorych je pozorované aj zvySenie ubichinénu, a dalej pri riase
Desmodesmus velitaris, u ktorej je mozné pozorovat' aj zvySenu produkciu luteinu (o 22 %).
Vyuzitie isopropylalkoholu bolo zaroven dokazané pri riasach Desmodesmus velitaris,
Scenedesmus pseudoarmatus a pri sinici Synechococcus bigranulatus, pri ktorych bol v médiu
pri kultivacii zaroven detekovany ethanol. Pritomnost’ iného alkoholu, ako bol pridany, mohla
byt sposobena napriklad ako obranny mechanizmus riasovej kulttry, pripadne ako metabolicky
produkt alebo odpadny produkt pri pouziti pridaného alkoholu ako mixotrofného sposobu
VYZivy.

Pre fermentorovu kultivaciu bola vybrand riasa Scemedesmus obliqus. Na zaklade
experimentov v Erlenmayerovych bankach bolo zvolené pridanie glycerolu a
isopropylalkoholu, nakol’ko v men§om meritku dosahovala riasova kultara s tymito alkoholmi
najlepsie vysledky. Aj napriek tomu, ze v pilotnych experimentoch dosahoval lepsie vysledky
isopropylalkohol, vo fermentorovej kultivacii dochéadtalo k véacSiemu narastu obsahu
metabolitov pri pridavku glycerolu. Obzvlast vysoka bola prodkcia chlorofylov, ktorych obsah
dosahoval az 5,75 mg/g biomasy. Kombinacia alkoholov mala priaznivy vplyv najmi na
produkciu karotenoidov. Pri skonceni kultivacie bol obsah celkovych karotenoidov az
3,69 mg/g biomasy. Vysoka bola aj tvorba luteinu (1,78 mg/g biomasy), ktorého obsah dokonca
prevysil obsah pB-karoténu (1,5 mg/g biomasy).

Ako poslednd bola prevedend kultivacia riasy Scenedesmus acutus vo flat-panel
fotobioreaktore. Pri tejto kultivacii bolo skimané najmé ovplyviiovanie produkcie metabolitov
roznou vinovou dizkou svetla. Cervené svetlo spdsobilo postupné znizovanie produkcie
metabolitov, zelené svetlo naopak ich produkciu zvySovalo a javi sa ako najlepsie pre buduce
experimenty. Zelené svetlo taktiez zvysilo produkciu celkovych karotenoidov na 10,02 mg/g
biomasy a ubichinénu na 4,32 mg/g biomasy. Fialové svetlo nepdsobilo priaznivo na kultaru.
Do kultary bol ku koncu kultivacie pridany este 50% roztok ethanolu. Tento alkohol bol
vybrany najmé na zaklade merané¢ho OD pri experimentoch v erlenmayerovych bankack, avSak
neskorSia HPLC analyza ukézala, ze pre kultiru priaznivejSie by bolo pouzitie
isopropylalkoholu. Do buducich experimentov by pri pouzitom kmeni bolo tada vhodné
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pouzitie zeleného svetla aisopropylalkoholu. Pri skonceni kultivacie vo flat-panel
fotobioreaktore mozno vidiet' najvysSie hodnoty pri karotenoidoch (0,94 mg/g biomasy)
a ubichinone 1,54 mg/g biomasy.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
GC - plynova chromatografia
HPLC - vysokou¢inna kvapalinova chromatografia
MK — mastné kyseliny
MUFA — mononenasytene mastné kyseliny
PUFA - polynenasytené mastné kyseliny
SFA - nasytené mastné kyseliny
TAG - triacylglycerol
UV-VIS - ultrafialovo-vidite'na spektroskopia
RI — refraktometricky detektor
DAD - detektor s diddovym pol'om

FID — plamenovo-ionizac¢ny detektor
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