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ABSTRAKT

Cilem diserta¢ni prace bylo sledovat vliv zplsobu kultivace vybranych
zelenych sladkovodnich mikrofas a sinice a také rtizného mechanismu
dezintegrace fasové biomasy na obsah nutri¢nich slozek v jejich biomase.
V praci byly pouzity zelené sladkovodni mikrofasy rodt Chlorella,
Scenedesmus a sinice rodu Spirulina, kterd je oznacovana jako modro-zelena
mikrofasa, jeZ byly kultivovany pfi autotrofnich 1 heterotrofnich podminkach.
V jejich biomase byly stanoveny obsahy suSiny, popela, dusikatych latek,
mineralnich prvka, chlorofyld a 1 b, karotenoidi a aminokyselinové,
proteinové a lipidové profily. Byla stanovena stravitelnost vySetfovanych tas
in vitro enzymaticko-gravimetrickou filtracni metodou s vyuzitim inkubatoru
Daisy po 24 hodinové enzymatické hydrolyze pepsinem, pankreatinem
a kombinované hydrolyze obou enzymiti. Bylo provedeno mechanické
a enzymatické pokultivacni rozruseni fasové biomasy s cilem sledovat, zda
tyto zplisoby oSetfeni biomasy vedou ke zméné vytéZnosti obsazenych
nutri¢nich slozek ¢i ovliviuji jeji stravitelnost. Byly srovnany ucinky dvou
metod enzymatického zplsobu oSetfeni fasové biomasy s vyuzZitim cCistého
enzymu celulasy a komeréné dostupného celulasového produktu Celluclast
1,5L na stravitelnost ras.

V tfasové biomase byly stanoveny jeji zdkladni chemické charakteristiky;
obsah suSiny v rozmezi 83,6 — 96,0 %, obsah popela v rozmezi 4,8 — 17,8 %,
obsah dusikatych latek byl v intervalu od 22,7 — 55,6 %. Mikrotasy byly
ohodnoceny  jako dobry zdroj esencialnich, neesencialnich
a sirnych aminokyselin. Bylo pozorovdno, ze mikrotfasy kultivované
autotrofné v solarnim fotobioreaktoru a pii autotrofnim reZimu ve venkovni
oteviené kultivaci s kaskadovym uspofaddnim obsahovaly vys$§i mnozstvi
aminokyselin ve srovnani se vzorky kultivovanymi pod autotrofnim
laboratornim ¢i heterotrofnim reZimem. Spole¢nym znakem pro vySetfované

druhy mikrotas byla pfitomnost proteini o molekulovych hmotnostech



v rozmezi 14,3 az 27 kDa a 70 az 116 kDa. Heterogenita mezi proteinovymi
profily mikrotas byla pozorovana v oblasti mezi 30 az 70 kDa. Nejvice lipida
bylo obsazeno v mikrotase Scenedesmus quadricauda, predominantné
zastoupené mastné kyseliny ve vSech vzorcich mikrofas byly nasycena
mastna kyselina — palmitova; monoenové mastné kyseliny — palmitolejova
a olejova; dienovd mastna kyselina — linolovd a polyenové mastné
kyseliny — vy-linolenovd a a-linolenova. Mechanické pokultivacni oSetfeni
fasové biomasy mélo pozitivni vliv na zvySeni vytéZnosti lipida
a vy-linolenové kyseliny. Ve vySetfovanych mikrofasdch byly stanoveny
chlorofyly a karotenoidy a bylo zjisténo, ze heterotrofné¢ kultivovana fasova
biomasa obsahovala vyrazné mén¢ pigmentl ve srovnani s autotrofné
kultivovanou mikrofasou. Déle bylo zjisténo, Ze vySetfované mikrofasy jsou
dobrym zdrojem mineralnich prvkl ptfedevSim drasliku, fosforu a Zeleza.
Nejméné stravitelnou mikrofasou pii vSech typech provedenych hydrolyz byl
Scenedesmus quadricauda, jehoz stravitelnost byla tfikrat niz$i ve srovnani
se sinici Spirulina platensis, kterd vykazovala nejvyssi hodnoty stravitelnosti.
Mechanické a enzymatické pokultivaéni oSetfeni biomasy zelenych

sladkovodnich mikrotfas mélo vyznamny vliv na zvySeni hodnot stravitelnosti.

Klicova slova: =zelené sladkovodni mikrotfasy; sinice; kultivace;
pokultivaéni oSetfeni; aminokyseliny; proteiny; mineralni prvky; mastné

kyseliny; stravitelnost.



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the influence of cultivation
methods of green freshwater micro-algae and cyanobacterium and their
dezintegration on contents of nutritional factors in their biomass. In the study,
green freshwater micro-algae from genus Chlorella, Scenedesmus
and cyanobacterium (blue-green micro-alga) Spirulina that were cultivated
under autotrophic and heterotrophic regime were used. In their algal biomass
contents of dry matter, ash, crude protein, mineral elements, chlorophyll a
and b, carotenoids were determinated and sequentially their amino acid,
protein and lipid profiles were assessed. Digestibility by enzymatically
gravimetric filter in vitro method using the incubator Daisy after 24 hours
of enzymatic hydrolysis with pepsin, pancreatin and combined hydrolysis
by both enzymes in investigated algae was also assessed. Further, it was
performed mechanical and enzymatic post-harvesting treatment of algal
biomass to monitor whether this way of treatment may change yields
of nutritional factors or may influence the digestibility. Thus, the effects
of two methods of enzymatic post-harvesting treatment of algal biomass using
pure enzyme cellulase and a commercially available cellulase product
Celluclast 1.5 L on the digestibility of algae were compared.

In the algal biomass, its basic chemical characteristic were determined, dry
matter and ash contents in micro-algae ranged from 83.6 to 96.0%
and from 4.8 to 17.8% respectively, crude protein content was in the interval
of 22.7 — 55.6%. Micro-algae have been evaluated as a good source
of essential, non-essential and sulphur amino acids. It was observed,
that micro-algae autotrophically cultivated in solar photobioreactor
and in open outdoor cultivation with a cascade type contained higher amounts
of amino acids compared with algal samples originated from laboratory

or heterotrophic regimes. Investigated micro-algal species together contained



proteins of molecular weight in the range of 14.3 to 27 kDa and from
70 to 116 kDa. Significant heterogenity between the protein profiles
of micro-algae was observed in the area between 30 and 70 kDa. The richest
source of lipids was micro-alga Scenedesmus quadricauda; in all algal
samples, predominantly represented fatty acids were: saturated fatty
acid - palmitic; monounsaturated fatty acids — palmitoleic and oleic; diene
fatty acid — linoleic and polyunsaturated fatty acids — vy-linolenic
and a-linolenic. Mechanical post-harvesting treatment of algal biomass had
a positive effect on increasing the yield of lipids and vy-linolenic acid.
The contents of chlorophylls and carotenoids in investigated micro-algae were
mostly higher in comparison with literary sources; it was also observed,
that heterotrophically cultivated algal biomass contained significantly less
amount of pigments with comparison to autotrophically cultivated algae.
It was evaluated that the investigated micro-algae are a good source
of mineral elements especially potassium, phosphorus and iron. Scenedesmus
quadricauda was the poorest digestible micro-alga in all types of hydrolysis,
while Spirulina platensis was very digestible micro-alga. Mechanical
and enzymatic post-harvesting treatment of algal biomass of green freshwater

micro-algae led to a significant effect on the increase in digestibility.

Keywords: green freshwater micro-algae; cyanobacterium; cultivation;
post-harvesting treatment; amino acids; proteins; mineral elements; fatty

acids; digestibility.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mikrotasy jsou pouzivany lidskou populaci po stovky let jako potravina,
krmivo, terapeutika ¢i hnojivo [1, 2]. Pfiblizné pfed dvéma tisici lety piivodni
obyvatelstvo v Ciné vyuzivalo mikrofasy jako potravinu k pfeziti b&hem
hladomorti, naproti tomu prvni zminky vyuzivani mikrofas evropskou
populaci jsou datovany piiblizné o tisic let pozd&ji [1, 2]. Rasova biomasa
obsahuje Siroké spektrum nutri¢nich slozek (faktort), jako jsou proteiny
(aminokyseliny), sacharidy, lipidy (mastné kyseliny), vitaminy (A, B, B,, B,
By,, C, E), pigmenty (chlorofyly, karotenoidy), minerdlni latky, a dalsi
bioaktivni slozky (vldknina, volné aminokyseliny, fenoly, florotaniny) [1-10].
Z tohoto divodu se fasova biomasa jevi jako vhodny zdroj pro zvySovani
nutriéni hodnoty potravin, k vyrobé potravnich dopliiki, potravin a produktt
prospéSnych pro zdravi tzv. nutraceutik, k vyrobé kosmetiky a 1&Civ,
¢i k vyrobé krmiv s fasovou biomasou, kterd zastupuje roli aditivni slozky
[1-8]. Vysoky obsah protein se zastoupenim esencialnich aminokyselin mtize
byt povazovan jako jeden zhlavnich divodd pro vyuziti mikrotfas jako
netradi¢niho zdroje vyzivy. Limitujicim faktorem pro jejich vyuziti v lidské
vyzive je sloZeni jejich bunéénych stén, jejichz podstatnou cast tvoti celulosa,
ktera je pro ¢lovéka, z diivodu absence enzymu celulasy, nestravitelna [2, 4, 6,
7]. Mlze tedy dochazet ke snizovani vyuZitelnosti a stravitelnosti nutri¢nich
slozek obsazenych v fasové biomase [4]. Z tohoto divodu jsou vyvijeny
rizné poskliziové metody slouzici k efektivnimu rozruSeni celulotické
bunécéné stény fas pro zvySeni vyuzitelnosti nutri¢nich slozek obsazenych
v tfasové bimase [4]. V souCasné dob¢ vzrista zdjem o vyuZivani zelenych
sladkovodnich mikrotas z oddéleni Chlorophyta, zejména pak rodt Chlorella
a Scenedesmus, a dale sinice rodu Spirulina jako alternativniho zdroje
aminokyselin, proteind, mineralnich prvkd, mastnych kyselin a dalSich
nutri¢nich slozek pro lidskou vyzivu [2, 4, 7]. Obsahy téchto latek jsou vSak

velmi proménlivé a zavislé na faktorech jako jsou geografickd oblast, druh
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mikrofasy, environmentalni podminky a pfevazné na metodé¢ a podminkéach
kultivace [1, 11-14].

V Ceské republice je spotieba mikrofas, a produkti znich vyrobenych,
relativné mald, tento stav miize byt zapii¢inén omezenym sortimentem jejich
nabidky, relativné vysokou cenou fasovych produktii a také malou distribu¢ni
siti prodejen s témito vyrobky. Nejcastéji jsou mikrotfasy a produkty z nich
distribuovany v suSeném stavu, i ve formé¢ tablet.

V odborné literatuie je dokumentovano nutri¢ni sloZeni nékterych zelenych
sladkovodnich mikrofas a modro-zelené mikrotasy (sinice) Spirulina
platensis, avSak stale mald pozornost je vénovadna stanoveni stravitelnosti
a moznostem jejiho zvysSeni zavedenim vhodnych pokultiva¢nich metod

oSetfeni fasové biomasy.

1.1 Charakteristika a taxonomie zelenych
sladkovodnich mikroras a sinic

Zelené sladkovodni mikrofasy jsou fazeny mezi eukaryotické organismy,
které jsou v ptfirodé hojné rozsiteny. Patii mezi druhové nejbohatsi skupinu.
Jsou vyznamné z fylogenetického hlediska, nebot’ stoji na pocatku vyvojové
linie zelenych rostlin a jsou tudiz dokladem vyvojového vztahu k vysSim
rostlinam, s nimiz maji nékteré spole¢né znaky, jako je stejnd kombinace
fotosyntetickych barviv, stejny zdsobni polysacharid — Skrob a zpravidla
1 vicevrstevnata celulosni bunécné sténa. Fotosyntetickd barviva u zelenych
mikrotas jsou tvofena chlorofylem a, chlorofylem b, B-karotenem a xantofyly.
Tato kombinace barviv je podobna jako u vyssich rostlin. Biciky pohyblivych
bun¢k jsou stejné dlouhé a na povrchu zpravidla hladké.

Zastupci  zelenych  sladkovodnich  mikrotas  Chlorella  kessleri

a Scenedesmus quadricauda jsou znazornéni na Obr. 1.
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Obr. 1: Chlorella kessleri (vlevo), Scenedesmus quadricauda (vpravo)

Chlorella je stéricka jednobunétnd mikrotasa, jejiz buiiky maji v praiméru
5 — 10 pum. Buiky mikrotfasy Scenedesmus jsou agregovany nejcastéji
do ctytbunéénych kolonii [4, 6, 7].

Sinice jsou autotrofni prokaryotické organismy s jednobunécnou
nebo vldknitou stélkou, jejichZ sdruZovdnim mohou vznikat kolonie. Sinice
jsou fazeny mezi gramnegativni bakterie. Na povrchu vytvaii tfada sinic
slizové obaly nebo pochvy, které nejsou soucasti bunécné stény a neucastni
se bunécného déleni. Slizovy obal nékterych sinic obsahuje malé mnozstvi
CaCOs; (1 az 2 %). U sinic je DNA ulozena v nukleoplazmatické oblasti zvané
centroplazma, kde tvofi uzavieny kruh. Dé&leni bun€k probiha prostym
zaSkrcenim, prepazka vznikd vchlipenim plazmatické membrany a vzapéti
se vytvari 1 bunécna sténa, dochdzi k postupnému uzavieni a oddéleni
protoplasti. Mezi zasobni latky sinic se fadi sinicovy Skrob (a-1,4-glukan),
volutin, coZz jsou polyfosfatové granule, které se hromadi pii dostatku
fosforeCnanli v prostfedi, a cyanofycinovd zrna (zasobni polypeptidy),
kterd jsou specifickd zejména pro sinice. VyZiva sinic neni vzdy Cdiste
fotoautotrofni, nékteré sinice jsou auxotrofni (potfeba zdroje vitaminil),
fotoheterotrofni (rostou na organickém substratu, ale pouze za svétla) nebo
fakultativné chemoheterotrofni (za svétla jsou fotoautotrofni, ve tmé rostou
jen na organickém substratu). Na Obr. 2. je zndzornéna sinice, pro kterou
se 1 ve védeckych kruzich vzilo pojmenovani Spirulina platensis, 1 kdyz jeji

spravné taxonomické oznacCeni je Arthrospira. Spirulina je oxygenni
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fotosynteticka vlaknitad bakterie spirdlovitého tvaru, kterd byva casto

oznacovana jako modro-zelena mikrofasa [2, 9, 11, 15-22].

Obr. 2: Spirulina platensis

Jako kazdy védni obor, tak 1 taxonomie prochdzi svym vyvojem.
Na zékladé novych informaci a poznatkii je zpfesiiovana a dopliiovéna.
V taxonomii mikrofas jsou zaznamendvany zmeny zatazeni do jednotlivych

taxontll v souvislosti s novymi poznatky a vyzkumy molekularni biologie.

Taxonomie vySetfovanych druhii mikrofas:
Domeéna: Eukarya (Eucarya)
Rise: Rostliny (Plantae)

Oddé¢leni: Chlorophyta
Ttida: Trebouxiophyceae

Rad: Chlorellales

Rod: Chlorella
Druh: Ch. kessleri
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Doména: Eukarya (Eucarya)
Rige: Rostliny (Plantae)
Odd¢leni: Chlorophyta
Ttida: Chlorophyceae
Rad: Chlorococcales
Rod: Scenedesmus

Druh: Sc. quadricauda

Doména: Prokarya (Procarya)
Rige: Bakterie (Bacteria)
Odd¢leni: Sinice - Cyanobacteria (Cyanophyta)
Ttida: Cyanophyceae
Rad: Oscillatoriales
Rod: Arthrospira (Spirulina)
Druh: Sp. platensis

1.2 Chemické sloZeni rasové biomasy

Zakladni chemické slozeni ftasové biomasy zelenych sladkovodnich
mikrofas a modro-zelené mikrotasy Spirulina maxima je uvedeno v Tab. 1.
Chemické slozeni fasové biomasy se u jednotlivych druhii mikrotas lisi

a je také ovlivnéno zvolenym typem kultivace a jeho podminkami [1, 11-14].

Tab. 1: Zakladni chemické slozeni biomasy u vybranych druhti mikrotas

. obsah proteini obsah sacharidi obsah lipidi
mikrorasa e x ve we  x
v susiné (%) v susiné (%) v susiné (%)
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-32
Dunaliella salina 57 32 6
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7

[upraveno podle 2, 4, 19, 25]
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1.2.1. Proteiny a aminokyseliny

Mikrotasy jsou povazovany za bohaty zdroj proteinli, aminokyselin
a dusikatych latek [1, 2, 4, 7]. Neproteinovy dusik je v fasové biomase tvofen
volnymi aminokyselinami, chlorofyly, anorganickym dusikem (dusi¢nany,
dusitany, amoniak), nukleovymi kyselinami, aminy, a materialem bunécnych
stén obsahujicim dusik [4, 23]. Obsah neproteinového dusiku z celkového
obsahu dusikatych latek v zelenych mikrotasach Scenedesmus obliquus tvoii
piiblizné 12 %, v mikrotase Dunaliella 6 % a v modro-zelené mikrofase
Spirulina maxima ptiblizné 11,5 % [4]. Pro vypocet obsahu dusikatych latek
v mikrofasach je pouzivan piepocitavaci faktor v hodnoté 6,25, 1 kdyz
je pouzivani tohoto tradi¢niho faktoru zvazovano vzhledem k ptitomnosti
vétSiho mnozstvi neproteinového dusiku [23]. Nové hodnoty piepocitavacich
faktor pro mikrofasy jsou vSak stile na irovni doporucenti, a proto je i nadale
pouzivana hodnota faktoru 6,25.

Vysoky obsah proteini mize u zelené mikrotasy Chlorella a modro-zelené
mikrotasy Spirulina tvotit az 70 % suSiny [2, 4]. Tato skute¢nost je hlavnim
divodem jejich vyuziti jako nekonvencniho zdroje proteint [2, 4, 6, 7].
Bunky mikrofas jsou schopny syntetizovat aminokyseliny, které jsou
esencialni pro lidskou vyzivu [2]. U mikrofas je nejCastéjSi limitujici
aminokyselinou tryptofan [12]. Pro poskytnuti kompletni charakteristiky
proteinlt mikrotas jako celku by mélo byt zkoumano jejich aminokyselinove
sloZeni a dale by mély byt prohlubovéany znalosti o vyzivové hodnoté proteinti
véetné jejich vyuzitelnostti a pomérovém zastoupeni jednotlivych

aminokyselin [2, 4].

1.2.2. Lipidy a mastné kyseliny

Lipidy jsou heterogenni skupinou sloucenin biologického plvodu lisici
se strukturou, které jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech. Do této

skupiny pfirodnich molekul patii naptiklad mastné kyseliny, vosky, steroly,
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vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K), mono-, di- a triacylglyceroly,
fosfolipidy a dalsi slou€eniny [3]. Primérny obsah lipidii v buiitkdch mikrotas
se pohybuje vrozmezi 1 az 70 % v su$iné, ve vyjimecnych ptipadech pod
kontrolovanou kultivaci mize jeho obsah dosahovat az 90 % v suSiné [2].
Zelené sladkovodni mikrotasa Chlorella obsahuje v susin€é az 30 % lipida,
kdezto v mikrotase Scenedesmus je piitomno pifiblizn€ polovicni mnoZzstvi
lipidd. U modro-zelené mikrotasy Spirulina je udavano mnozstvi lipidil
v susiné ve vysi 7 %. Celkovy obsah lipidl a také zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin vfasové biomase muize byt ovlivnéno vyzZivovymi,
environmentalnimi faktory a zplisobem jejich kultivace [2, 3, 25, 26]. Lipidy
v mikrofasach jsou slozeny pfevazné¢ z glycerolu a obsahuji nasycené
¢1 nenasycené mastné kyseliny o poctu uhliki C12 — C22 [2, 9, 10, 19, 21,
24-27]. Zelend sladkovodni mikrotasa Chlorella se vyznacuje vysokym
zastoupenim a-linolenové kysliny (0-3; C18:3, cis-9,12,15), jejiz podil tvofi
az 40 % zcelkového obsahu lipidi, dale je pfitomna esencidlni mastna
kyselina linolova (w-6; CI18:2, cis-9,12), kterd muze tvofit az20 %
z celkovych lipidd. Z nasycenych mastnych kyselin se vyskytuje prevazné
kyselina palmitova C16:0 (pfiblizné 18 % z celkovych lipid) [10, 27].
V lipidovém profilu modro-zelené¢ mikrotasy Sp. platensis ma nejvyssi
zastoupeni kyselina palmitova C16:0 (az 45 % z celkovych lipidil), dale jsou
vyznamné nenasycené mastné kyseliny y-linolenova (w-6; C18:3, cis-6,9,12)
a linolovd (w-6; C18:2, cis-9,12), jejichz obsahy mohou dosahovat
ptislusnych hodnot 25 % a 20 % z celkovych lipida [9, 19, 21]. V fasové
biomase zelenych sladkovodnich mikrofas a modro-zelené mikrofasy jsou
dale ptitomny polynenasycené mastné kyseliny (PUFAs) arachidonova
(AA, o-6; C20:4, cis-5,8,11,14), eikosapentaecnova (EPA, ®-3; C20:5,
cis-5,8,11,14,17) a dokosahexaenova (DHA, w-3; C22:6, cis-4,7,10,13,16,19),
avsak jejich procentuélni podil na celkovém obsahu lipidi je maly. Z hlediska

nutricnitho a zdravotniho ma velky vyznam obsah ®-3 a ®-6 mastnych
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kyselin. Tyto mastné kyseliny jsou vyznamnymi slozkami bunécnych
membran. Esencidlni mastnd kyselina AA je prekurzorem prostaglandina
a ucCastni se fady bunécnych procesii [24, 28-30]. Polynenasycené mastné
kyseliny efektivné redukuji riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,
rakoviny, osteopordézy a diabetu [24, 28]. Ze zdravotniho hlediska
je dualezitym ukazatelem pomér piijimanych ®-3 a ®-6 mastnych kyselin.
Tento pomér by mél byt 1:2 az 1:4, avSak v sou€asnosti se pomér -3 a ®-6
mastnych kyselin v Ceské republice je pfiblizné 1:20 [29]. Nevyvazeny
piijem ®-3 a -6 mastnych kyselin vyznamné ovliviiuje moznost vzniku
alergickych, autoimunitnich poruch a naddorovych onemocnéni [27, 29]. Podil
tuki na celkovém energetickém piijmu by mél tvofit pfiblizné
25 az 35 %. Optimalni pomér nenasycenych mastnych kyselin k nasycenym
je uvadén 3:1, ztoho by ®w-6 PUFAs mély tvofit 5 % a -3 PUFAs 1 %,
z kterych by EPA a DHA mély tvofit 0,5 % [29].

1.2.3. Sacharidy

Sacharidy v zelenych sladkovodnich mikrofasach tvoii 10 az 30 % suSiny
[2, 4, 24]. V modro-zelené mikrotase Sp. platensis je obsazeno 8 az 14 %
sacharidt v susiné [2, 4, 18, 19, 24]. V fasové biomase se sacharidy vyskytu;ji
ve form& monosacharidii (napf. glukosa, mannosa, galaktosa), z4sobnich
polysacharidl a strukturnich polysacharidi, které jsou zastoupeny v zelenych
mikrotasach ptevazné celulosou a hemicelulosami, které maji funkci vlakniny
a jsou slozkami bunéCnych stén [31-34]. Ch. pyrenoidosa muze ve své
bunécné sténé obsahovat piiblizné 15 % celulosy a 31 % hemicelulds [35].
Zastoupeni jednotlivych sacharidovych slozek v fasové biomase je rozdilné
v zavislostt na druhu mikrofasy. Sacharidy obsazené v fasové biomase
vykazuji vysokou stravitelnost na rozdil od celulosy, ktera je pro ¢lovéka

nestravitelna [2].
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Neékteré polysacharidy vyextrahované z mikrotasy Ch. pyrenoidosa
vykazuji imunostimulacni a protinddorové ucCinky, avSak pifesnd struktura
téchto molekul nebyla dosud popsana [36-41]. Polysacharidy tvofici slizovy
obal sinic jsou pfedmétem zkoumani z hlediska urceni jejich struktury

a moznych aplikaci [42, 43].

Struktura bunécné stény zelenych ras a sinice

Bunétna sténa zelenych mikrotfas je slozena ze dvou odliSnych slozek,
z organizovan¢ mikrofibrilarni struktury, kterd je zaclenéna do souvislé
zékladni hmoty [35]. Odolnost fasové bunécné stény mize byt podpotfena
pritomnosti dalSich slozek jako je naptiklad sporopolenin, coZz je odolny
nedusikaty biopolymer. Chemické slozeni a struktura bunécné stény zelenych
mikrofas ji ud€luje silnou odolnost k chemické degradaci ¢i k enzymatické
digesci [44].

Mikrofibrily, lezici ve dvou smérech pfiblizné kolmych na sebe, tvofi
souvislou nepravidelnou sit’ bunécné stény v celé jeji tloustce. Chemickeé
slozeni této Casti se podoba a-celulose, je tvofena polysacharidy, které jsou
sloZeny z monosacharidii galaktosy, arabinosy, mannosy, xylosy a rhamnosy
[34, 35].

Zakladni hmota se jevi jako souvisla zrnita struktura, kterd obklopuje cely
bunény povrch. Je slozena zhemicelulds, proteind, amino cukrl
a poptripad¢ lipidd [35, 36]. Proteiny mohou byt pfitomny ve formé
glykoproteind, které jsou spojeny s hemicelulosou a tvofi tak veétSi ¢ast
souvislé zakladni hmoty [35].

Bunecna sténa sinic je tvofena ¢tyfmi vrstvami, které neobsahuji celulosu.
Vrstvy bunééné stény jsou prevazné slozeny z peptidoglykanu, druhd vrstva
obsahuje B-(1-2)-glukan, ktery tvofi nestravitelnou slozku bunécné stény sinic

pro lidsky organismus [45].
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1.2.4. Pigmenty

Chlorofyly jsou vtuku rozpustné =zelené pigmenty zabezpecujici
fotosyntézu a nachazi se v mikrofasach, vysSSich rostlinach ¢i v sinicich
[3, 46]. Chlorofyl a je nezbytnou soucasti reakéniho centra tylakoidu,
v kterém probih4a vlastni fotosyntéza [3, 46]. V zelenych mikrotasach
je obsazen chlorofyl a i b, kdezto v sinicich (respektive v modro-zelené
mikrotase Spirulina) se nachéazi pouze chlorofyl a [24]. Chlorofyly a i b jsou
lehce transformovany slabymi kyselinami na jejich bezhotfecnaté derivaty
feofytin @ a b. Chlorofyl a podléhd transformaci na feofytin sndze
nez chlorofyl b [46]. Tato transformace mtiZze probihat také pii mechanickém
zpracovani fasové biomasy ¢i v travicim traktu ¢loveéka [3, 46]. Chlorofyly
a jejich derivaty vykazuji antimutagenni u€inky a hraji vyznamnou roli pii
prevenci nadorovych onemocnéni [3, 47, 48].

Zelené mikrotasy ttidy Chlorophyceae obsahuji a, B-karoteny a xantofyly:
lutein, zeaxanthin, violaxanthin a neoxanthin. Beta-karoten je prekurzorem
xantofyli — zeaxanthinu a violaxanthinu [25, 46]. Tato slouCenina hraje
vyznamnou roli pii ochrané chlorofylu, protoze jej chrani pied fotooxidaci,
dale vykazuje aktivitu provitaminu A [3, 30, 46]. Strava bohata na obsah
karotenoidii je prevenci proti vzniku kardiovaskularnich a nadorovych
onemocnéni a dale proti vzniku onemocnéni zrakového aparatu [3, 30, 47,
48]. Modro-zelena mikrotasa Sp. platensis je vyznamnym zdrojem modrého
fotosyntetického pigmentu phykocyaninu, ktery patii mezi phykobiliproteiny
a je hojné¢ vyuzivan v potravinarstvi a kosmetickém primyslu jako ptirodni
barvivo [2, 25].

Obsah pigmentl v fasové biomase je proménlivy v zavislosti na ristovych,
environmentalnich podminkach a na zpiisobu kultivace [3, 46]. Chlorofyly
jsou v fasové biomase zastoupeny v rozmezi 0,5 az 1 % v suSin¢, karotenoidy

jsou pritomny v mnozstvi 0,1 az 0.2 % v suSiné. Vyznamym zdrojem
b b
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B-karotenu je mikrotasa Dunaliella salina, ktera ho miize obsahovat
az 14 % v susing [2, 24].

Chlorofyly a karotenoidy jsou pouzivany jako pfirodni potravinarska
barviva nahrazujici syntetické pigmenty, dale pak jako ptisady do krmiv.
Rasové pigmenty jsou dale vyuzivany v kosmetickém a farmaceutickém
pramyslu [2, 3, 24, 25].

Stanoveni pigmentli se provadi pomoci chromatografickych metod, jako
jsou kolonovd chromatografie (CC), papirova chromatografie (PC),
chromatografie na tenké vrstvé¢ (TLC), vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie (HPLC) ¢i spektralnimi metodami [46]. Spektralni metody
pro stanoveni pigmentli prosly mnoha zdokonalenimi béhem svého vyvoje.
V soucasnosti je pro urceni zastoupeni pigmentll v fasové biomase hojné
vyuzivéana spektrofotometricka metoda, kviili jeji rychlosti, relativni snadnosti

a cenové dostupnosti [46, 49-53].

1.2.5. Vitaminy

Rasova biomasa je zdrojem fady vitamini, zejména fady B (B;, B,, Bs, Be,
By, Byy), vitaminu C, biotinu a lipofilnich vitamini A a E [2, 11]. Zelené
mikrofasy se vyznaCuji pomérné¢ vysokym zastoupenim vitaminu C, jehoz
mnozstvi je srovnatelné s nékterymi druhy ovoce a zeleniny. Vitamin C
je uplatiiovan pii ochrané proti oxida¢nim procestim, regeneraci vitaminu E,
dale redukuje Zelezo z potravy a zvySuje tak jeho intestindlni absorpci, také
zvySuje obranyschopnost organismu a chrani membrany pied oxida¢nimi
procesy, které vedou k jejich posSkozeni. Nejbohat$im zdrojem vitaminu B,
mezi modro-zelenymi mikrofasami je Sp. platensis, jehoz mnoZzstvi
se pohybuje na urovni 11 mg vitaminu v 1 kg suSiny [2, 11]. Vitamin By,
je nezbytny cCinitel pro krvetvorbu, spravny vyvoj a funkci nervoveého

systému. Avitaminosa tohoto vitaminu se projevuje anémii.
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1.2.6. Mineralni latky

Minerélni prvky jsou v mikrotfasach ptitomny v rozdilnych koncentracich,
které mohou byt stopové ¢i az v tadu g/100g suliny napiiklad u drasliku
a fosforu [11, 54]. Mikrotasy jsou zdrojem makrobiogennich — Na, K, Mg,
Ca, P, oligobiogennich — Fe, Zn, Cu, Mn a mikrobiogennich — Cr, B prvkl
[1, 11, 54, 56, 57]. Spirulina je bohatym zdrojem drasliku, sodiku, vapniku,
fosforu a hot¢iku, dalsi mineralni prvky v uvedeném potadi: zelezo, mangan,
zinek, méd, selen a chrom jsou ptitomny s klesajici koncentraci [54]. Zelena
mikrotasa Chlorella obsahuje ptevazné fosfor, sodik, draslik, vapnik, hot¢ik,
zelezo a siru, ostatni mineralni latky (mangan, zinek, selen, méd’, chrom) jsou
zastoupeny v niZ§Sim mnozstvi [54, 56].

Buniky mikrofas a sinic maji velkou schopnost vézat tézké kovy [11].
Mikrotasy Chlorella, Spirulina a Scenedesmus jsou vyuzivany k odstranéni
tézkych  kovlh ze substrati. Napiiklad alginat a polyakrylamid
s imobilizovanou mikrotasou Ch. vulgaris a Sp. platensis jsou pouzivany
k odstranéni t&zkych kovi, jako jsou Pb, Cd a Hg [11]. Rasy se vyznaduji
schopnosti akumulovat tézké kovy, ztohoto divodu jsou hodnoty obsahti
téchto kovli v fasové biomase kontrolovany a sledovany, ptipadné jsou
mikrotfasy vyuzivany jako bioindikatory primyslového znecisténi vodnich

tokil ¢i nadrzi [2, 11, 24].

1.3 Kultivace rasové biomasy

Pti kultivaci fasové biomasy jsou rozhodujici tfi komponenty
a to kultivaéni médium, které je umisténo ve vhodné kultivacni nadob¢;
fasové bunky rostouci v médiu; vzduch, ktery dovoluje vyménu oxidu
uhli¢ittho mezi kultivatnim médiem a atmosférou [1, 11]. Autotrofni
mikrofasy potfebuji ke svému ristu svétlo, oxid uhliCity, Ziviny a stopové

prvky. Pouze malé mnoZstvi druhi mikrotas vyZzaduje ke svému ristu dalsi

vvvvvv
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regulujici rist fasovych bunék jsou kvalita zivin, kvalita svétla, hodnota pH
kultivacniho média, turbulence kultivaéniho média, obsah soli v médiu

a teplota kultivace [1, 2, 9, 11, 18, 58-60].

1.3.1. Parametry kultivace

Mezi kultivaéni parametry patii teplota, svétlo, hodnota pH kultiva¢niho
média, obsah soli v kultivacnim médiu, promichavani kultiva¢niho média,
dale jsou zde tazeny 1 kultiva¢ni nadoby [1, 11, 58]. AvSak kazdy druh
mikrotasy vyZzaduje ke svému rlstu své specifické kultiva¢ni podminky [1, 9,
18, 58, 61, 62]. V Tab. 2 jsou uvedeny zobecnéné podminky pro kultivaci

mikrofas.

Tab. 2: Zobecnéné kultivaéni podminky pro mikrotasy

parametr rozsah optimalni hodnota
teplota (°C) 16-27 18-24
obsah soli (g.I"") 12-40 20-24
intenzita svétla (UE sec’'m™) az 2000 100-200
fotoperioda (h) - svétlo : tma 16:8 (minimum) 12:12
24:0 (maximum)
hodnota pH 7-9 8,2-8,7

[upraveno podle 1, 9, 11, 18, 58, 59, 61, 62]

Kultivacni teplota

Mikroftasy toleruji teploty v rozmezi 16 az 27 °C, avSak optimalni hodnota
teploty pfii kultivaci se 1i8i v zavislosti na sloZeni média a druhu fasy [1, 9, 11,
18, 58, 61, 62]. Pro udrzeni konstantni kultivacni teploty jsou pouZzivany
inkubdatory. Nékteré kultivaéni modely vSak dovoluji ménit teplotu v cyklech
[60]. Pii teplotach nizSich nez 16 °C dochazi k rapidnimu snizeni rastu
fasovych bunék. Teploty vysS§i nez 35 °C maji naopak letalni ucinky

pro mnoho druh fas.
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Svetlo

Svétlo je zdrojem energie pro fotosyntetické reakce v mikrotfasach.
Pti kultivaci fasové biomasy musi byt optimalizovany parametry svétla, jako
jsou jeho intenzita, spektralni kvalita a fotoperioda. Svételnd intenzita hraje
dalezitou roli, ale poZzadavky na ni se méni v zavislosti na hloubce kultiva¢ni
nadoby a hustoté kultivované biomasy fas. Ve vétsich hloubkach a bunécénych
koncentracich jsou pozadavky na intenzitu svétla vyssi z divodu rovnomeérné
intenzity svételného zafeni pro vSechny bunky kultury [1, 11]. AvSak velka
svételna intenzita mize vyvolat fotoinhibici ristu bunék, proto se jeji
doporucovana hodnota pohybuje v rozmezi 100 az 200 pE sec'm™. Zdroj
svétla miize byt piirodni nebo umély ve formé fluorescencnich zativek, které
emituji modré a cervené spektrum svétla, které se nejvice podili
na fotosyntéze [1, 11]. Intenzita svétla 1 jeho kvalita jsou upravovany pomoci
filtrd. Neékteré druhy mikrofas nerostou pod konstantnim osvétlenim,
ale vyzaduji stfidani svételné a tmavé faze (tzv. fotoperioda), nejCastéji

je pouzivan pomer svétla a tmy v hodinach 14:10 nebo 12:12.

Hodnota pH kultivacniho média

Rozsah pH kultivacnich médii se pohybuje mezi hodnotami 7 a 9, avSak
média o pH 8,2 az 8,7 jsou optimalni pro kultivaci vétSiny mikrotas. Nekteré
druhy mikrotas vyzaduji ke svému ristu vice kyselé ¢i zédsadité prostiedi
[1, 11, 18, 58, 59]. Nejcast&si pti¢inou celkového zniCeni kultury

je pravée selhani udrzeni vhodného pH kultivacniho média [1].

Obsah soli v kultivacnim meédiu

VétSina druhtl mikrotas je tolerantni ke zménam obsahu soli v kultivaénim
médiu. Obvykle vykazuji optimalni riist pfi obsahu soli, jejichz hodnoty jsou
o néco malo nizs$i nez v jejich piirozeném prostiedi. Optimalni obsah soli

v kultivaénim médiu se pohybuje v rozmezi 20 az 24 g.1"' [1, 11].
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Promichavani kultivacniho média

Promichavani média je nezbytné k zamezeni sedimentace fasovych bungk,
k zajiSténi rovnomérného pfistupu svétla a Zivin pro vSechny tasoveé bunky
a k zamezeni teplotniho rozvrstveni kultury a ke zlepSeni vymeény plynti mezi
kulturou a okolnim vzduchem. Promichavani kultury by mélo byt jemné,
jelikoz mnoho druhli mikrofas neni tolerantni k razantnimu zptsobu
provedeni. V zavislosti na kultivatnim systému mulze byt tento proces
uskutecnén rucné, provzdusinovanim, lopatkovymi padly nebo tryskovymi

pumpami [1, 11, 64].

Kultivacni nadoby

Kultivaéni naddoby by mély byt vyrobeny z netoxickych a chemicky
inertnich materidlii s dobrou propustnosti svétla, snadno Cistitelné
a sterilizovatelné. Nékteré materialy, které by mohly byt potencialné pouzity
pro vyrobu kultiva¢nich nadob, mohou uvolnovat chemikalie, které maji
Skodlivy uc¢inek na riist fasové biomasy. Proto je dualezité, aby kultivacni
nadoby byly z inertniho materidlu. Doporucovanymi materialy jsou teflon,

polykarbonat, polystyren a borokiemicitanové sklo [1].

1.3.2. Déleni kultivacnich metod

Mikrofasy jsou produkovany riznymi kultivaénimi  metodami
od uzavienych kontrolovanych laboratornich metod az po venkovni oteviené
metody v kultiva¢nich tancich [1, 11, 64]. Pti vnitini kultivaci je kontrolovano
osvétleni, teplota, mnozstvi zivin, kontaminace kultury konkurencnimi
mikrofasami. Venkovni kultivacni systémy jako jsou nezakryté rybniky
¢1 nadrze jsou levnéjsi, avSak kultivovand biomasa mikrotfas podléha rychlejsi
kontaminaci ve srovnani s uzavienym kultivaénim systémem.

Dle technického uspotfadani se kultivace d€li na vsadkové, kontinudlni

a semikontinualni [1, 11].
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Podle zdroje uhliku a pfitomnosti svétla je rozliSovana kultivace autotrofni,

heterotrofni a mixotrofni [1, 11, 25, 65-68].

Kultivacni metody dle technického uspovadani
Vsddkova kultivace

Vsadkova kultivace je nejvice pouzivany kultivaéni systém kvili své
jednoduchosti a cenové dostupnosti. Jedna se o uzavieny kultivaéni systém,
jehoz objem je limitovan. V pribéhu kultivace se ze systému nic neodpousti
a nic se do néj nepifidava. Probéhne naddvkovani slozek do kultiva¢niho
systému spolu s inokulem fasovych bunék a ten je nasledné uzavien. Rasova
bunécna hmota zvysSuje svoji hustotu konstantn¢ az do vycCerpani nékterého
limitujiciho faktoru. Pro jeji dal$i rlst je nutné médium nahradit novym
s obsahem vsech potiebnych zivin.

Vsadkovy kultivaéni systém je vysoce dynamicky. Po inokulaci média
se fasové bunky nejdiive pfizplisobuji novému prostiedi a az poté se zacinaji
délit a rist. Pfi tomto zplisobu kultivace by fasova kultura méla teoreticky
prochazet klasickou riistovou kfivkou [1]. Rasové buiiky jsou sklizeny tésné
pied vstupem kultury do stacionarni faze, kdy je dosahovano maximalnich
hodnot specifického ristu kultury. Kvalitu ziskanych bun¢k nelze pii tomto
zpusobu kultivace piedvidat, jelikoZ souvisi s rustovou fazi bunck, v které
jsou sklizeny. Vyznamnou vyhodou vsadkové kultivace je jeji provozni
jednoduchost, proto je tento kultivaéni systém hojné¢ pouzivan. Dalsi
nespornou vyhodou vsadkové kultivace je jeji flexibilita, avSak nejedna
se o nejucinnéjsi kultivacni metodu. Nevyhoda tohoto systému spociva
v potfebé prevence vici kontaminaci, jelikoZ kontaminované inokulum
by mohlo zapfi¢init znehodnoceni kultury v tom smyslu, Ze kontaminujici

organismy by mohly pfertist pozadovanou kulturu tas [1].
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Kontinualni kultivace

Pfi kontinudlni kultivaci jsou zdroje zivin potencidlné nevycerpatelné,
jelikoz kultura je udrzovéna ve vybraném bod¢ rlstové kiivky regulaci
pfidavku cCerstvého kultivaéniho média. V praxi je objem cerstvého
kultivaéniho média pfivddén automaticky v poméru tmérném k rychlosti
rustu kultury fas, zatimco stejny objem kultury je odpoustén [1, 64]. Tato
metoda kultivace dovoluje udrzovat kulturu striktné v maximdlni rastové
rychlosti, jelikoZ kultura nikdy nevy&erpa ziviny z média. Cerstvé kultivaéni
médium je uskladnéno ve velkych nadobach a je Cerpano za pomoci tlaku
vzduchu pfes uzaviratelnou prepazku do kultiva¢ni nadoby. Jakmile je Cerstvé
kultivaéni médium nadavkovano, ¢ast star¢ho média s kulturou je odpusténa
z kultivaéni nadoby do sbérného tanku. Kontinudlni kultivaéni systém
je Siroce vyuzivany pro pramyslové a vyzkumné ucely. Kontinualni
a vsadkova kultivace se 1i§i v tom, Ze pfi kontinualnim zptsobu jsou Ziviny
dodavany bunkdm v konstantnim pomeéru po celou dobu kultivace [1, 64].

Kontinualni kultivacni systém se déli do dvou kategorii na turbidostat
a chemostat [1]. Turbidostat je charakteristicky tim, Ze Cerstvé médium
je pfivedeno pouze v piipadé, kdy hustota bunc¢k v kultuie dosidhne
preddefinované hodnoty. Jakmile kultura této hodnoty dosahne,
je nadavkovan ptidavek Cerstvého kultivacniho média a stejny objem stavajici
kultury je odpustén. Ziedénd kultura déale pokracuje v rustu do dosazeni
pfedem stanovené hustoty a proces se periodicky opakuje. Chemostat
kultivace pracuje na principu dosazeni urcité hladiny limitujici ziviny
(nejéastéji dusi¢nanu). Cerstvé kultivaéni médium je piivedeno do kultury
v okamziku, kdy uroven vybrané limitujici Ziviny poklesne na ptedem
urc¢enou hladinu.

Nevyhodou kontinuélni kultivace je jeji relativné vysoka cena a provozni

slozitost. PoZadavky na konstantni osvétleni a teplotu omezuji pouziti
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systému do vnitinich prostor. Nejvétsi vyhodou tohoto kultivaéniho zptisobu

je poskytovani fasové biomasy o konstantni kvalité [1].

Semi-kontinualni kultivace

Pti semi-kontinualni kultivaci je do kultiva¢ni nddoby ptivadéno Cerstvé
médium pouze jednou pomoci pfitokového ventilu na pfivadécim potrubi.
Vycerpané kultivaéni médium s kulturou je shromazdovano ve sbérné
nadobé. Jakmile je Cerstvé médium ptivedeno do kultivacni nddoby, ventil
se uzavie, kultura roste po dobu 24 hodin a nasledn¢ je sklizena.
Tato procedura se cyklicky opakuje [1]. Semi-kontinudlni kultivace mohou
byt vnitini 1 venkovni. Pfi tomto zpisobu kultivace se fasova biomasa muze
kontaminovat, a proto je tato kultura nevhodna pro pouziti jako inokulum.
Ve srovnani se vsadkovou kultivaci poskytuje semi-kontinudlni zplsob

kultivace vyss$i vynosy fasové biomasy.

Kultivacni metody podle zdroje uhliku a svétla
Autotrofni kultivace

Za autotrofni kultivaci je povazovana kazda kultivace, pfi které se kultura
péstuje pod pifirodnim ¢i umélym osvétlenim a jako zdroj uhliku
slouzi oxid uhli¢ity [1, 11, 25, 65, 66, 68]. Cili za autotrofni kultivaci lze
oznacit laboratorni kultivaci fas pod umélym osvétlenim s piivadénym CO,
do kultivacniho systému, dale venkovni oteviené kultivace sriznym

zplusobem uspofadani, ¢i uzaviené kultivace ve fotobioreaktorech.

Heterotrofni kultivace

Pii heterotrofni kultivaci roste fasovd biomasa bez piitomnosti svétla
v zafizenich zvanych fermentory. Zdrojem uhliku byvé nejastéji organicka
latka napt. sacharid (glukosa) ¢i kyselina octova [25, 65-67]. Tento zptsob
kultivace je povazovan za alternativu k autotrofnimu zptsobu kultivace
ve fotobioreaktorech [25]. Heterotrofniho zplisobu kultivace jsou vSak

schopny pouze n¢které druhy fas, nejcastéji jsou pouzivany fasy zrodu
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Chlorella, které rostou pii teploté 35 az 37 °C ve tme [67]. Pti tomto zptisobu
kultivace je nutné striktné pouzivat axenickou kulturu. Zéaklad kultivacniho
média pro heterotrofni kultivaci je podobny jako pro autotrofni kultivaci s tim
rozdilem, Ze je do n¢ pfiddn organicky zdroj uhliku [14, 25].
Pro heterotrofni kultivaci jsou dualezit¢ kultivacni parametry: kultivacni
teplota, hodnota pH, kyslikovd koncentrace a michdni kultury v prabéhu
kultivace [64, 65]. Je vSak nutno uvést, Ze kultivace heterotrofnim zpiisobem
neni doposud podrobné popsdna a nejsou k dispozici standardizované
podminky pro jeji prubeh.
Mixotrofni kultivace

Mixotrofni kultivace fas je kombinaci autotrofniho a heterotrofniho
zpusobu. V tomto kultivatnim systému je ftasova kultura péstovana
pod umélym ¢i ptirodnim osvétlenim a jako zdroj uhliku slouzi anorganicka
(oxid uhli¢ity) 1 organickd slouc¢enina (cukr, napt. glukosa) [1, 11, 25, 65, 66,
68].

Komercni kultivacni systémy

Produkce tasové biomasy je provadéna v komercénich kultivaénich
systémech, jejichz objemy jsou v rozmezi 10° 1 az 10° 1. Pfevladajicimi typy
komerc¢nich kultivaci jsou rozlehlé oteviené nadrze, nadrze se zafizenim
na michéani kultury, nadrze ve tvaru drahy ¢i velké objemné kultivacni vaky
[1, 2, 11, 64]. Do komer¢nich kultivacnich systémt jsou také fazeny
fotobioreaktory, které slouzi pro efektivni kultivaci fasové biomasy [1, 11, 19,
20, 68, 69].

Komeréné jsou nejvice péstovany mikrotasy Chlorella, Spirulina
a Dunaliella [1, 2]. Tyto druhy mikrofas vyZaduji specifické podminky
k ristu, které eliminuji jejich kontaminaci, a proto mohou byt kultivovany
v otevienych venkovnich systémech. Chlorella vykazuje rychly rast v médiu

bohatém na ziviny, Spirulina vyzaduje vysokou hodnotu pH a uhlicitanu
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sodného a Dunaliella roste pii vysokém obsahu soli v kultivaénim médiu
[1, 2,9, 11, 18, 59]. Druhy mikrotas, které nevykazuji zvlastni pozadavky
na rist, musi byt kultivovany v uzavienych systémech z divodu mozné

kontaminace kultury.

Venkovni nadrze

Pro kultivaci mikrofas jsou pouzivany venkovni nadrze liSici se tvarem,
materidlem pouzitym na jejich konstrukci a michacim zafizenim.
Velké venkovni nadrze maji vétSinou ptirodni dno, pfipadné miize byt
oblozeno umélym materidlem. Nevyhodou nadrZi s pfirodnim dnem je vSak
pfitomnost naplaveninové suspenze, prosakovani a silnd kontaminace, proto
je jejich uziti vhodné jen pro maly pocet fasovych druhi [1, 11, 64]. Pfirodni
systémy, jako malé ptirodni nadrze, jsou vyuzivany pro produkci fas, pokud
poskytuji vhodné klimatické podminky a dostatecnou hladinu zivin.

Uméle vybudované nadrze ve tvaru drédhy jsou pouZivany pro kultivaci
mikrotas Spirulina, Haematococcus a Dunaliella [1, 11, 64]. Produkce
mikrofas ve venkovnich nadrzich je pomérné nendkladna, avSak je vhodna
pouze pro nckolik druhit mikrotas jako je Chlorella, Spirulina,
Haematococcus a Dunaliella, které jsou vyuzivany pro produkci karotenoidi,

pigmentl, proteinti a vitaminii [1, 2, 11, 64].

Fotobioreaktory

Produkce ftasové biomasy ve fotobioreaktorech ptredstavuje alternativu
ke kultivaci tfas v otevienych nadrzich. Termin fotobioreaktor je pouzivan
pro oznaCeni uzavien¢ho kultivacniho systému, ktery nedovoluje piimou
vyménu plynii nebo kontaminanti mezi fasovou kulturou a atmosférou
[1, 11]. Toto kultivacni zafizeni poskytuje chranéné zivotni prostiedi
pro kultivované mikrofasy. Kultivace je prostd kontaminujicich
mikroorganismt a kultivaéni parametry jako je hodnota pH, koncentrace
kysliku a oxidu uhli¢itého a kultivacni teplota jsou kontrolovany a udrzovany

na pozadovanych urovnich. Tyto kultivaéni systémy jsou nakladné;si
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na vybudovéani i provoz neZz nadrze, jelikoz potiebuji chlazeni a ptisnou
kontrolu akumulace kysliku. Fotobioreaktory jsou casto vyuzivany
pro produkci ftasové biomasy, ze které se ziskavaji vysoce hodnotné
slouc¢eniny. Jsou znamy ruzné kategorie a druhy fotobioreaktort jako jsou
trubicovité nebo ploché fotobioreaktory; horizontalni, vertikalni, spiralovité
¢i Sikmé fotobioreaktory; mnohonasobné <¢i vlnité fotobioreaktory;
jednofazové ¢i dvoufazové fotobioreaktory [1, 19, 20, 68-70]. Tato kultivacni
zatizeni se zaCala pouzivat ve 40. letech minulého stoleti a od t€ doby prosla
mnohymi zdokonalenimi a zasadnim vyvojem. Naptiklad dvoustupnovy
fotobioreaktor pro kultivaci mikrofas byl zkonstruovdn Centrem
pro biotechnologii v Novych Hradech. Tento kultiva¢ni systém méa objem
450 1 a je zalozen na zkoncentrovani svételného zafeni pomoci Cocek

dopadajiciho na povrch sklenénych kultivacnich trubic [14, 71].

1.3.4 Vyvoj biotechnologie mikroias v Ceské republice

V byvalém Ceskoslovensku se biotechnologie mikrofas za¢ala rozvijet
v 60. letech minulého stoleti. Jejim vysledkem byl vznik jedine€ného
kultiva¢niho systému, ktery je stdle pouzivan pro kultivaci fasové biomasy
[14, 71].

V polovin¢ 50. let minulého stoleti se zrodila myslenka koncepce
otevien¢ho venkovniho kultiva¢niho systému pro mikrotfasy. Na konci 50. let
minulého stoleti byly pod vedenim doktora Ivana Setlika ze Slovenské
Akademie Véd v KoSicich sestrojeny prvni modely venkovnich kultivaci [14].
S asistenci profesora Ivana Malka byla v lednu roku 1960 v Tieboni zaloZena
Algologicka laboratof pod Ustavem biologie, kde doktor Setlik se svym
pracovnim tymem vyvinul ¢etné kultivacni modely pro produkci mikrotas
spolu s jejich kultivatnimi postupy [14]. Brzy poté byl fasovy vyzkum
pfesunut do novych laboratornich prostor Opatovického mlyna (Obr. 4).

V letech 1962 az 1963 byly postaveny jedine¢né venkovni kultivaéni systémy,
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jejichz originalita spoc¢ivala v konstrukci produkcnich jednotek, které meély
zédklad v kaskddovitém uspotfadani naklonénych ploch [14]. Principem
kultivace mikrofas bylo udrzovat turbulentni tok relativné tenké vrstvy uzitim
vinitého povrchu nebo rovinného povrchu vybaveného ptepazkami. Pozdéji
v 60. a 70. letech minulého stoleti byly kaskadovité kultivacni jednotky
na tenké vrstvé konstruovany také v Polsku, Kubé¢, Bulharsku a Italii
pro srovnani kultivaci provedenych v riiznych klimatickych podminkéch [14].
V 80. letech minulého stoleti byl systém zdokonalen o cCerpadlo, které
zajistovalo cirkulaci a tim bylo dosazeno vys$si produktivity ristu fasové
biomasy. Na zacatku 90. let minulého stoleti byla pfedstavena ttfeti generace
venkovni kultivacni jednotky s kaskddovym uspofadanim pro kultivaci
mikrofas, kterd byla postavena v Tieboni [14]. Oproti piedchozim generacim,
které byly pouzivany v 60. letech minulé¢ho stoleti, disponovala nejnové;si
kultiva¢ni jednotka velmi tenkou kultivaéni vrstvou pouze asi 10 mm silnou.
Tato kultivaéni jednotka byla postupem casu zdokonalovdna a v sou¢asnosti
je optimalizovana pro ucinnou kultivaci fasové biomasy v objemu 2200 I

a je znazornéna na Obr. 3 [14, 60, 72].

Obr. 3: Venkovni oteviené kultivacni zarizeni na tenké vrstve s kaskadovitym
usporadanim pro kultivaci mikroras v arealu Opatovického mlyna v Treboni
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1.4 Stravitelnost

Ptfi hodnoceni nutriéni kvality potravin je velmi dilezitd informace
o jejich stravitelnosti [73]. Obecné je stravitelnost definovana jako Cast ptijaté
stravy, kterou organismus dokaze vyuzit, coz znamena tu ¢ast stravy, kterou
organismus umi rozlozit, vsttebat a nasledné¢ zabudovat do svych struktur.
Stravitelnost je ¢asto urCovana jako stravitelnost proteint, pticemz se vychazi
z hypotézy, ze pokud je stravitelny protein v potraving, tak jsou stravitelné
1 ostatni ziviny [75]. Stravitelnost proteinti je obvykle definovéana jako rozdil
mnozstvi dusikatych latek, které organismus pfijal a dusikatych latek, které
byly vylouCeny z organismu [75]. Proteiny jsou pro lidsky organismus
zdrojem esencidlnich aminokyselin, ztohoto divodu se urCuje kvalita
proteinu, kterd je vyjadfovana pomoci aminokyselinového skore a indexem
esencialnich aminokyselin [75].

Neni jednoduché urcit jednotnou metodu pro stanoveni stravitelnosti
biologickych materiala s ohledem na velky rozsah ptitomnych Zivin, z tohoto
divodu je pomérn¢ problematické srovnavani vysledkli navzajem
pochézejicich zriznych metod stanoveni stravitelnosti [75]. Stravitelnost
je mozné stanovit metodami in vivo, in situ ¢i in vitro.

Metodami in vivo se stravitelnost zkoumd provadénim pokusit pfimo
na zivém organismu, pii této metod¢ je stravitelnost urena jako mnozstvi
piijatétho dusiku ve vztahu k absorbovanému a vylou¢enému dusiku
z organismu. [73-75].

Stravitelnost urCena metodou in situ vyuzivd enzymaticky systém
laboratornich zvifat. Principem této metody je vloZeni sacku se vzorkem
pfimo do zvifeciho stfeva ¢i dvanactniku. Po uplynuti stanoveného cCasu
je safek vyjmut a stravitelnost je urCena jako absorbovany dusik, ktery
je vypocten z rozdilu obsahu dusiku ve vzorku vytazeného ze zvifeciho traktu

a pavodniho vzorku [75].
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Metody stravitelnosti in vitro simuluji v maximalni mozné mite podminky
traveni probihajici v organismu, tyto metody jsou vyuzivany pro stanoveni
stravitelnosti potravin. Proti metodam in vivo a in situ je stanoveni
stravitelnosti in vitro pomérné nendkladné a casové méné ndrocné.
Stravitelnost stanovend metodou in vitro mize byt provadéna pii riznych
testech, avSak je dualezité vybrat vhodné podminky stanoveni. Stanoveni
stravitelnosti in vitro mize byt provadéno plisobenim jednoho, dvou ¢i vice
enzymil vzhledem k charakteru vySetfované¢ho materialu, také je dilezita
délka enzymatického hydrolyzac¢niho procesu [75]. Stravitelnost mize byt
odhadnuta z rozdilu mezi obsahem dusiku pfed a po plsobeni enzymatické
hydrolyzy. Stravitelnost in vitro je mozno zkoumat rliznymi metodami
a postupy, pfiemz se miuze vyuzit metody dialyzy bunék, méteni pH pii
enzymatické hydrolyze (pH-stat ¢i meéfeni poklesu pH), gravimetrické
a filtracni metody, méfeni produkce plynu ¢i vyuzitim kultivaéniho modelu
bunék (tzv. metoda Caco-2) [75].

Pti stanoveni stravitelnosti in vitro enzymaticko-gravimetrickou filtra¢ni
metodou se vyuziva inkubdtor Daisy, coz je zafizeni simulujici procesy
probihajici v zaludku pfi traveni bilkovin za ucasti proteolytického enzymu
v kyselém prostiedi. /n vitro metoda stanoveni stravitelnosti uvedena
v disertani praci vychazi z Provadéci metodiky na stanoveni stravitelnosti
suSiny a organické hmoty pepsin-celulasovou metodou uzitim Daisy
inkubatoru urenou pro krmiva, pfiCemz tato metoda byla vhodné
modifikovdna pro stanoveni stravitelnosti in vitro pro ftasové vzorky
dle MiSurcova (2008) [55]. Stravitelnost pii tomto zplsobu stanoveni
je vyjadiena jako stravitelnost suSiny DMD (%) a stravitelnost organickeé
hmoty OMD (%) [75, 76]. Tato metoda stanoveni stravitelnosti je relativné
rychld a nenakladnd a tudiz miize byt Siroce vyuZivdna pro rutinni analyzy

k urCeni stravitelnosti zivin [75].
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Hodnoty stravitelnosti jsou ovliviiovany mnohymi faktory, at’ jiz se jedna
o velikost c¢astic vySetfovaného produktu, nasledné¢ o latky obsazené
ve vlastni analyzované suroviné, které mohou zapfi€init sniZzeni ¢i zvySeni
stravitelnosti, dale jsou hodnoty stravitelnosti ovlivnény zvolenou metodou
stanoveni spolu s jeho podminkami a v neposledni fadé¢ enzymovou specifitou
a aktivitou [73]. Pfi stanoveni stravitelnosti suSiny DMD (%)
a organické hmoty OMD (%) v zelenych sladkovodnich mikrotfasach rodi
Chlorella a Scenedesmus a sinici Spirulina platensis enzymaticko-
gravimetrickou filtraéni metodou in vitro s vyuZzitim inkubatoru Daisy, jsou
hodnoty stravitelnosti ovliviiovany piedev§im volbou enzymu, dobou
enzymatické hydrolyzy, strukturou a chemickym sloZzenim bunecné stény
mikrotfas, tvarem bunék a pfipadnym pokultivatnim oSetienim fasové
biomasy. V soucasné dob¢ stravitelnost zelenych sladkovodnich mikrotas
a modro-zelené mikrofasy spolu s vlivem pokultivanich oSetfeni fasové

biomasy na hodnoty stravitelnosti nejsou cilen¢ zkoumany a dokumentovany.

1.5 Dezintegrace rasové biomasy

Celulotickd bun&cna sténa mikrofas mize reprezentovat az 10 % suSiny.
Celulosa ptedstavuje problém v oblasti stravitelnosti a vyuZitelnosti fasové
biomasy pro lidskou populaci a monogastrické Zivo€ichy, jelikoz jejich travici
enzymy neobsahuji enzym celulasu, kterd $tépi tuto slozku bunécné stény
mikrotas [4]. Z tohoto divodu jsou dillezita efektivni pokultivacni oSetieni
fasové biomasy pro U¢inné rozruseni bunéénych stén mikrotas, aby obsazené
nutri¢ni slozky v biomase byly pfistupné travicim enzymam [4].

Techniky rozruSeni bunéCnych stén mikrofas Ize rozdéElit podle
mechanismu u¢inku na metody enzymatické, fyzikdlni, chemické
¢1 kombinované metody. Podstatou enzymatické metody je plisobeni enzymu,
celulasy, na bunéénou sténu mikrotfas. VSeobecné se uvadi, ze celulasa

vykazuje optimalni aktivitu pii pH 5 az 6 a teploté v rozmezi 30 az 50 °C.
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Mezi fyzikalni zpiisoby naruseni bunéénych stén mikrofas je mozno fadit
metody, pii kterych se vyuzivd piisobeni ultrazvuku na bunécnou sténu,
nahlych zmén teplot (suSeni, stfidavé zmrazovani a rozmrazovani),
mechanického vlivu (pomoci kulového mlyna, perlového mlyna) a piisobeni
mikrovinného zateni. Do fyzikalnich zplisobll dezintegrace déle patii metody
kombinujici n€kolik fyzikalnich procest. Jedna se o metodu X-press, jejimz
principem je protlatovani zmraZzené suspenze malym otvorem pod velkym
tlakem a metodu French press, coz je protlaCovani tekuté suspenze malym
otvorem pod velkym tlakem asi 136 MPa.

Pfi plisobeni ultrazvuku jsou rozhodujicimi parametry kmitocet ultrazvuku
(Hz), vykon ultrazvuku (W) a délka piisobeni ultrazvuku. Vhodné nastaveni
téchto parametra je urcujici pro rozruseni bunécné stény. Publikované studie
[15, 78-82] vyuzivaly ultrazvuk k rozruSeni bunécnych stén, avSak v kazdé
praci bylo dosazeno rozruSeni bunééné stény pii jiné kombinaci kmitoctu
a vykonu ultrazvuku spolu s riznou dobou jeho plisobeni.

Podstata chemickych metod spociva v ptidavku chemické latky naptiklad
organického rozpoustédla (toluen, diethylether, chloroform) nebo ptidavek
kyselin, zasad a detergentl do suspenze mikrotas, ktera zplsobi rozpad
¢i naruSeni bunécné stény. Tyto metody vSak néasledné limituji vyuziti fasové
biomasy pro potravinarské ucely.

Dezintegracni metody se mohou navzajem kombinovat a dopliovat tak,
aby bylo dosazeno co nejlepSiho rozruSeni celulotické bunécné stény

mikrofas.
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2. CIL PRACE

Cilem disertacni prace bylo sledovat obsah vybranych nutri¢nich slozek
jako aminokyselin, proteint, lipidd, chlorofyli a mineralnich latek v fasové
biomase zelenych sladkovodnich mikrotas Chlorella kessleri, Chlorella sp.,
Scenedesmus quaricauda a v modro-zelen¢ mikrotfase (sinici) Spirulina
platensis v zavislosti na metodé¢ jejich kultivace. Dal§im cilem bylo sledovat
vlivu pokultivaéniho oSetfeni fasové biomasy mechanickym zpiisobem uzitim
oscilatniho kulového mlyna a sklenénych mikrokulicek balotina B7
na vytéznost obsazenych nutricnich slozek. Zavérecnym cilem disertacni
prace bylo stanovit stravitelnost organické homoty OMD (%) a stravitelnost
suSiny DMD (%) zelenych sladkovodnich mikrofas a sinice pomoci
enzymaticko-gravimetrické filtratni metody in vitro s vyuzitim inkubatoru
Daisy II, a zjistit vliv pokultivaéniho oSetfeni fasové biomasy mechanickou
cestou uzitim oscilaéniho kulového mlyna a enzymatickym zplsobem
s vyuzitim enzymu celulasy a komeréné dostupného celulasového preparatu

Celluclast 1,5L na hodnotu stravitelnosti fasové biomasy.

Cile diserta¢ni prace je mozno rozd¢lit do péti Casti:

1. Provést kultivaci fasové biomasy zelenych sladkovodnich druhli mikrotas
a sinice v laboratornich podminkach.

2. Stanovit zastoupeni vybranych nutricnich slozek ftasové biomasy
u vySetfovanych druhlt zelenych sladkovodnich mikrofas a sinice
pochazejici z riznych kultivacnich metod.

3. Podrobit fasovou biomasu pokultivaéni dezintegraci mechanickym
zpusobem za pomoci oscilaéniho kulového mlyna a sklenénych

mikrokuli¢ek balotina B7.
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4. Zhodnotit obsahy nutri¢nich slozek vzhledem ke zpiisobu kultivace a urcit
vliv pokultivaéni dezintegrace mechanickym zpisobem na jejich
vytéznost z fasové biomasy.

5. Stanovit hodnoty stravitelnosti organické hmoty OMD (%) a suSiny
DMD (%) ve vzorcich zelenych sladkovodnich mikrotas a sinice pomoci
enzymaticko-gravimetrické filtra¢ni metody in vitro s vyuzitim inkubétoru
Daisy II. Zhodnotit vliv pokultivacniho oSetfeni fasové biomasy
provedeného mechanickym a enzymatickym zpisobem na hodnotu

stravitelnosti fasové biomasy.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1. VySetrované vzorky mikroras a sinice

Vzorky zelenych sladkovodnich mikrotas Chlorella kessleri, Scenedesmus
quadricauda a modro-zelené mikrotasy Spirullina platensis pochazely
z Akademického a Univerzitniho Centra Nové Hrady, Ustav fyzikalni
biologie, Nové Hrady, Cesk4 republika; mikrotasa Chlorella sp. pochazela
z Akademie véd Ceské republiky, Ustav mikrobiologie, Sekce fototrofnich
mikroorganismti, Tteboni, Ceskd republika. VySetfované mikrofasy
byly v suSené forme.

Vzorky mikrotas Ch. kesslleri, Sc. quadricauda, Sp. platensis z Ustavu
fyzikalni biologie v Novych Hradech byly kultivovany autotrofné v solarnim
fotobioreaktoru (PBR) a vramci odborné stize byla na tomto pracovisti
provedena jejich autotrofni kultivace v laboratornich podminkach. Mikrotasa
Chlorella sp. byla ziskdana z Akademie véd Ceské republiky, Ustav
mikrobiologie, Sekce fototrofnich mikroorganismii, tato mikrofasa byla
kultivovédna v otevieném venkovnim kaskadovém kultivatnim systému
na tenké vrstvé a ve fermentoru heterotrofnim zpiisobem. Charakteristika

vySetftovanych vzorkli mikrofas je uvedena v Tab. 3.
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Tab. 3: Charakteristika vySetfovanych vzork mikrotas

oznaceni specifikace vzorku mikrorasa

vzorku kultiva¢ni médium pokultivaéni oSetieni
SpAP BGl11 - Sp. platensis’
SpAPM BGl11 oscila¢ni kulovy mlyn (M) Sp. platensis'
SpAPB BGI11 balotina B7 (B) Sp. platensis'
SpAL Zarrouk -—- Sp. platensis'
ScAP BGl11 --- Sc. guadricauda'
ScAPM BGl11 oscilaéni kulovy mlyn (M) Sc. guadricauda'
ScAPB BG11 balotina B7 (B) Sc. guadricauda’
ScAL Setlik a Simmer - Sc. guadricauda’
ChKAP BGl11 - Ch. kessleri'
ChKAPM BGl11 oscila¢ni kulovy mlyn (M) Ch. kessleri'
ChKAPB BGlI balotina B7 (B) Ch. kessleri'
ChKAL Setlik a Simmer Ch. kessleri'
ChAO pro autotrofni kultivaci® - Chlorella sp.*
ChAOM pro autotrofni kultivaci®  oscilaéni kulovy mlyn (M) Chlorella sp.”
ChAOB pro autotrofni kultivaci® balotina B7 (B) Chlorella sp.”
ChHF pro heterotrofni kultivaci® --- Chlorella sp.”

! autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru (AP), autotrofni laboratorni kultivace

(AL); Akademické a Univerzitni Centrum Nové Hrady, Ustav Fyzikalni Biologie, Nové
Hrady, Ceska republika;

* autotrofni venkovni kultivace v otevieném kaskadovém kultivaénim systému na tenké
vrstvé (AO), heterotrofni kultivace ve fermentoru (HF); Akademie véd Ceské republiky,
Ustav Mikrobiologie, Sekce fototrofnich mikroorganismi, Ttebon, Ceska republika;

* SloZeni kultivaéniho média popsano v podkapitole 3.1.3

® Slozeni kultivaéniho média popsano v podkapitole 3.1.4

3.1.1 Autotrofni kultivace v laboratornich podminkach

Mikrotasy Ch. kesslleri, Sc. quadricauda, Sp. platensis byly kultivovany
ve sklenénych kultiva¢nich nddobéach o objemu 1000 ml, probublavany smeési
vzduchu a oxidu uhli¢itého (2,2 %) pfti teplote¢ 30 °C. Zdrojem svétla byly
fluorescencni zétivky (Philips, Osram Dulux L, 55W/12-950) s intenzitou
svétla 479 umol.s'm™. Modro-zelena mikrofasa byla kultivovana v Zarrouk
médiu [83], ostatni fasy byly kultivovany v Setlik a Simmer médiu [84], obé

média byla sterilovana v autoklavu. Po kultivaci vzorkd byla provedena

46



centrifugace (Hettich 200R centrifuga, Némecko) fasové biomasy pii 6000
otackach za min. a nasledné byla biomasa zlyofilizovana (Alpha 1-4 LSC,

Christ, Némecko) a pouzita k analyzam.

3.1.2 Autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru (PBR)

V solarnim fotobioreaktoru byly autotrofnim zplisobem kultivovany druhy
mikrotas Ch. kesslleri, Sc. quadricauda, Sp. platensis metodou popsanou
ve studii [71]. Pfi tomto zptsobu kultivace byly mikrofasy péstovany v médiu
BGI1 [85], které bylo sterilovano v autoklavu. Po provedeni kultivace

byla fasova biomasa zcentrifugovana a sprejove ususena.

3.1.3 Autotrofni kultivace v otevireném venkovnim kaskadovém
kultiva¢nim systému na tenké vrstvé

Kultivace tasové biomasa Chlorella sp. byla provedena Akademii véd
Ceské republiky, Ustav mikrobiologie, Sekce fototrofnich mikroorganisma
v Tieboni. Rasovd bimasa byla autotrofné kultivovana ve venkovnim
otevieném kaskadovitém kultivaénim zafizeni na tenké vrstvé metodou
popsanou ve studiich [14, 72]. Bunky byly péstovany v kultivatnim médiu
o nasledujicim sloZeni (na litr): 182 mg (NH,),CO, 41 mg KH,PO,, 29 mg
MgS0,.7H,0, 5,1 mg FeSO,.7H,0; roztok stopovych prvki I (na litr):
141 pg H;BO;, 160 pg CuSO045H,0, 559 pg MnCl,.4H,O, 105 pg
CoS0,.7H,0, 455 pg ZnS04.5H,0; roztok stopovych prvkia II (na litr):
29,1 pg (NHy)sMo07,0,4, 2,37 pg NH,VO;. Kultivaéni meédium bylo
sterilovano v autoklavu. Po kultivaci byla fasovd biomasa sklizena, sprejove

ususena a pouzita k analyzam.

3.1.4 Heterotrofni kultivace ve fermentoru

Heterotrofni zpisob kultivace byl proveden Akademii véd Ceské republiky,
Ustav mikrobiologie, Sekce fototrofnich mikroorganismi v Tteboni.
Chlorella sp. byla heterotrofné kultivovana ve fermentoru v objemu 450 1 pii

teploté 35 az 37 °C ve tmé&. Buiikky mikrotas byly kultivovany v médiu, jehoz
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slozeni bylo nésledujici (na litr): 77,8 g CsH206, 7,11 g (NH,),CO, 16,44 g
KH,PO,, 1,22 g MgS0,.7H,0, 97,3 mg FeSO,.7H,0, 22,2 mg H;BO;,
6,22 mg CuS045H,0, 8,66 mg ZnSO,.7H,O, 7,55 mg CoS0,.7H,0,
10,11 mg MnCl,.4H,0, 3,55 mg (NHy)sMo0,0.4 H,0, 54 mg CaCl,.
Kultivaéni médium bylo sterilovano v autoklavu. V prabéhu kultivace bylo
médium promichdvano michadly a soucasné bylo provzduSiiovdno pomoci
pietlakového vzduchu, ktery byl pfivadén pies prutokomér a mikrobidlni filtr
dovnitt fermentoru. Po ukonceni kultivace byla suspenze z fermentoru
pfevedena do promyvaci nadrze, kde byla nafedéna vodou a nasledné
zahuSténa na talifové odstfedivce. Zahusténa suspenze byla béhem dalSiho
zpracovani uchovédvana v chladici nadrzi, odkud byla kontinudlné

dopravovana do sprejové susarny.

3.2. Pokultivacni oSetreni Fasové biomasy

Byly provedeny dvé metody pokultiva¢niho oSetfeni fasové biomasy cestou
mechanické dezintegrace uzitim oscilatniho kulového mlyna (MM 301,
Retsch, Némecko) a sklenénych mikrokuli¢ek balotina B7 o priméru 570
az 700 pum (Preciosa Ornela a.s., CR) a dvé metody pokultivadniho oSetieni
fasové biomasy cestou enzymatické dezintegrace s vyuzim enzymu celulasy
(z Trichoderma viride; 3-10 U/mg; Sigma Aldrich, USA) a komeréné
dostupného celulasového produktu Celluclast 1,5L (deklarovanad aktivita

celulasy 700 EGU/g; Novozymes A/S, Dansko).

3.2.1 Dezintegrace oscila¢nim kulovym mlynem

Pokultivaéni oSetfeni tasové biomasy mechanickou cestou uzitim
oscilatniho kulového mlyna bylo provedeno po dobu sedmi minut
pii frekvenci 15 s”'. Dezintegrace fasové biomasy byla provedena pomoci
kovové kulicky v mleci kovové cele. Uéinnost dezintegraéniho procesu byla

pozorovana mikroskopem (Nikon Eclipse 501, Japonsko) v imerznim oleji pfi
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nejveétsim zvétSeni. Rasovd biomasa oSetfena timto zpisobem byla pouzita

k analyzam.

3.2.2 Dezintegrace pomoci sklenénych mikrokuli¢ek balotina B7

Rasova biomasa byla dezintegrovana sklenénymi mikrokuli¢kami balotina
B7 v plastovych zkumavkéch, do kterych byly navazeny vzorky mikrotas
a dale byla pfidana balotina spolu s destilovanou vodou. Plastové zkumavky
byly vlozeny do modifikované kovové cely, kterd byla upevnéna
do oscila¢niho kulového mlyna. Dezintegracni proces probihal tficet minut pii
frekvenci 30 s”. Nasledn& byly sklendné mikrokuli¢ky odstrandny z fasové
biomasy, kterd byla zlyofilizovana (Alpha 1-4 LSC, Christ, Némecko). Stupen
dezintegrace tasové biomasy byl pozorovan stejnym zplsobem, jak bylo

popsano v sekei 3.2.1.

3.2.3 Enzymaticka dezintegrace

Enzymatické pokultivaéni oSetfeni fasové biomasy bylo provedeno
s vyuzitim filtraénich sackt F58 (ANKOM Technology, New York, USA),
inkubatoru Daisy II (ANKOM Technology, New York, USA) a enzymu
celulasy a dale pomoci komeréniho celulasového produktu Celluclast 1,5L.
Rasova biomasa byla enzymaticky oSetfena celulasou (0,168 g enzymuna 6 g
vzorku fasy), komerénim produktem Celluclast 1,5L (1,4 ml preparatu na 6 g
vzorku tfasy) po dobu 24 hodin pii teploté 40 °C v acetatovém pufru (pH 4,6).
Vzorky tas (0,25 g s ptesnosti 0,0001 g) byly navazeny do filtra¢nich sackd,
které byly zataveny a vloZeny do inkubacnich lahvi obsahujicich 1700 ml
acetatového pufru vytemperovaného na teplotu 40 °C s adekvatnim
mnozstvim celulasy ¢1 komeréniho produktu Celluclast 1,5L. Jako korekce
byl pouzit prazdny filtracni sacek. Inkubacni ldhve byly umistény
do inkubatoru Daisy II po dobu 24 hodin pii teplot¢ 40 °C. Po uplynuti

inkubaéni doby byly filtraéni sacky jemné proplachnuty destilovanou vodou.
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Filtracni sacky obsahujici fasovou biomasu oSetienou popsanym postupem

byly déle pouzity pro stanoveni stravitelnosti.

3.3. Zivolené metody stanoveni

3.3.1 Zakladni chemické analyzy rasové biomasy
Obsah vlhkosti, popela a celkovy obsah dusikatych latek byly v fasové

biomase stanoveny dle Nafizeni komise (ES) ¢. 152/2009 [86], kterym
se stanovuji metody odbéru vzorki a laboratorniho zkouSeni pro ufedni
kontrolu krmiv. Obsah vlhkosti slouzil k vypoctu suSiny piivodni hmoty ve
vySetifovanych vzocich a byla stanovena suSenim mikrofas pii teploté
103 + 2 °C do konstantniho ubytku hmotnosti, obsah popela byl urcen
spalenim vzorku pifi 550 °C po dobu 5 hodin v muflové peci, obsah
dusikatych latek byl proveden dle Kjeldahlovy metody s uzitim automatické
destilaéni jednotky Pro Nitro A (J. P. Selecta, Spanélsko)
a jako prepocitavaci faktor byla pouZzita hodnota 6,25. U kazdého vzorku
mikrofasy bylo stanoveni obsahu suSiny, popela a dusikatych latek provedeno

StyFikrat.

3.3.2 Stanoveni aminokyselin

Obsah sedmnécti aminokyselin: kyseliny asparagové (Asp), threoninu
(Thr), serinu (Ser), kyseliny glutamové (Glu), prolinu (Pro), glycinu (Gly),
alaninu (Ala), valinu (Val), isoleucinu (Ile), leucinu (Leu), fenylalaninu (Phe),
tyrosinu (Tyr), histidinu (His), lysinu (Lys), argininu (Arg), methioninu (Met)
a cysteinu (Cys) ve vzorcich mikrotfas byl stanoven uzitim iontoménicové
chromatografie pomoci analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha,
CR) po kyselé hydrolyze nebo piedeslé oxidaci sirnych aminokyselin cysteinu
a methioninu [87]. Sirné aminokyseliny (Cys, Met) jsou castecné nebo
kompletn¢ zni¢eny b&hem kyselé hydrolyzy, proto se u nich nejdiive provadi

oxidace, kdy jsou prevedeny na kyselinu cysteovou a methionin sulfon, které

50



jsou stabilni v pribéhu kyselé hydrolyzy. Aminokyseliny glutamin a asparagin
jsou pomoci kyseliny chlorovodikové pfislusné pievedeny na kyselinu
glutamovou a asparagovou [87]. Vzorky mikrotfas (20 az 25 mg) byly
podrobeny hydrolyzam po dobu 24 hodin, jejichz podminky jsou popsany
ve studii [87]. Chemikélie pro analyzu aminokyselin byly dodany
ze spole¢nosti Ingos (Praha, CR).

3.3.3 Stanoveni proteinového profilu mikroras

Pro stanoveni proteinovych profilii mikrotas byla pouzita vertikalni metoda
sodium dodecyl sulfatové polyakrylamidové elektroforézy SDS-PAGE. Tato
metoda byla provedena dle studie [88]. Ptiblizné¢ 0,03 g kazdého vzorku
mikrofasy bylo navazeno, nésledné¢ k nému bylo pfidano 100 pL lysového
pufru (50 mM Tris—puft, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 mM NacCl; 0,5% (v/v)
Triton X-100) a 100 uLL SDS-PAGE barviva. Tato sm¢s byla vafena po dobu
15 minut, ndsledné byla zchlazena a centrifugovana po dobu 10 minut
pii 15 000 otackach za min. Z kazdého supernatantu bylo odebrano 20 uL pro
separaci proteinli na 12 % SDS-PAGE polyakrylamidovém gelu. Separace
probihala pii 30 mA po dobu 90 min. Poslednim krokem stanoveni bylo
barveni gelu za pomoci coomassie modie R-250. Proteinovy profil
byl vyhodnocen uzitim programu Bio.l1D verze: 12.11 (Vilber Lourmat,
Francie), dendrogramy byly vypocteny shlukovou metodou UPGMA uzitim
DICE korelaéniho koeficientu. Stanoveni kazdého vzorku bylo provedeno
tiikrat. Pro stanoveni proteinového profilu mikrofas byly chemikalie
zakoupeny ze spole¢nosti Sigma Aldrich, proteinovy standard P7702L (New
England Biolabs Inc., Anglie) s rozsahem 2 az 212 kDa obsahoval proteiny
o definovanych molekulovych hmotnostech 212; 158; 116; 97.,2; 66,4; 55,6;
42,7, 34,6; 27; 20; 14,3; 6,5; 3,4 a 2,3 kDa.
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3.3.4 Stanoveni lipidového profilu mikroras

Obsah lipidt a stanoveni obsahu mastnych kyselin ve vzorcich mikrotas
a sinice bylo provedeno dle norem CSN CEN ISO/TS 17764-1 a CSN CEN
ISO/TS 17764-2 [89, 90]. Obsah celkovych lipidi a jednotlivych mastnych
kyselin ve vzorcich byl stanoven pouzitim aparatury dle Soxhleta. Extrakce
byla provedena s rozpousStédly hexanem a smési metanol/chloroform/voda
vpomérul:2: 1.

Celkové lipidy byly stanoveny gravimetricky po extrakci probihajici
4 hodiny v pfislusnych rozpoustédlech. Celkovy obsah lipidii byl vypocten
jako rozdil mezi pfedem zvazenou prazdnou baiikkou a bainikou s obsahem
lipidd po extrakci, oddestilovani pfislusSného rozpoustédla a nésledném
dosuseni odparku.

Po Soxhletové extrakci pod zpétnym chladicem byly vyextrahované lipidy
pfevedeny na metylestery mastnych kyselin (FAMEs) esterifikaci
metanolickym roztokem NaOH v pfitomnosti kyselého katalyzatoru
bortrifluoridu (BF3).

Stanoveni celkového obsahu lipidi a pifiprava metylesteri mastnych
kyselin byla provedena dle postupli uvedenych ve vySe zminénych normach.

Metylestery mastnych kyselin ve vySetfovanych vzorcich mikrofas a sinice
byly stanoveny plynovou chromatografii s plamenové ioniza¢nim detektorem
(FID) na pfistroji GC-2010 (Shimadzu, Japonsko) za pouziti vysoce polarni
chromatografické kolony HP-88 (Agilent Technologies, USA), kterd je urcena
pro identifikaci cis/trans metylesterit. mastnych kyselin. Podminky
chromatografického stanoveni metylesteri mastnych kyselin jsou uvedeny

v Tab. 4.

52



Tab. 4: Podminky chromatografického stanoveni

plynovy chromatograf GC-2010

kolona HP-88 (100m x 0,25 mm, film 0,2 pm)
nosny plyn dusik

pratok nosného plynu 0,95 ml/min

objem nasttiku 1,0 ul

teplota nastiiku 250 °C

teplota kolony 250 °C

teplota detektoru 280 °C

detektor FID

doba analyzy 90 min

Teplotni program byl zvolen nésledovné: prvni platé na teplot¢ 80 °C
po dobu 5 min., zvyseni 14 °C.min.” na teplotu 200 °C, druhé platé na teplotd
200 °C po dobu 30 min., zvyseni 25 °C.min.” na 250 °C a posledni platé
na teploté 250 °C po dobu 15 min.

Kvalitativni vyhodnoceni bylo provedeno na zdklad¢ analyzy referen¢ni
standardni smeési za stejnych operacnich podminek, které byly pouzity
pfi analyze realného zkuSebniho vzorku.

Kvantitativni vyhodnoceni obsahu metylesteri mastnych kyselin
ve vzorcich bylo provedeno metodou vnitini normalizace na obsah vnitiniho
standardu (metylester kyseliny undekanové). Zastoupeni jednotlivych
metylestert mastnych kyselin bylo pfepo¢teno na % z celkového obsahu
pfitomnych metylestert.

Pro analyzu lipidového profilu vzorkl zelenych sladkovodnich mikrotas
a sinice byl pouzit standard mastnych kyselin Supelco” 37 Components

FAME Mix (Sigma-Aldrich, USA).

3.3.5 Stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidii

Obsahy chlorofylu a, b a karotenoidli byly ve vySetfovanych vzorcich
mikrofas stanoveny spektrofotometrickou metodou pfistrojem UV/VIS
Spektrometer, (Lambda 25, PerkinElmer, USA) s vyuzitim 1 cm kyvet

z optického skla. Pigmentové extrakty zelenych sladkovodnich mikrotas byly

53



ptipraveny v 80% acetonu, pigmentové extrakty sinice byly ve 100%
metanolu. Pfi jejich pfipravé bylo postupovano dle laboratorniho postupu,
ktery je pouzivan v  biotechnologické laboratofi Akademického
a Univerzitniho Centra v Novych Hradech.

Ptiprava 80% acetonového pigmentového extraktu ze zelenych
sladkovodnich mikrofas byla takova, ze k navazce vzorku (0,005 g s pfesnosti
0,0001 g) ve sklenéné centrifugacni zkumavce byl pfidan 1 ml destilované
vody a nasledné bylo provedeno vortexovani po dobu tfi minut, obsah byl
zcentrifugovan pii 3500 otackach za min. po dobu dvou minut pii 4 °C,
supernatant byl slit. K peletu byl pfidan 1 ml balotiny B7 spolu s 1 ml
acetonu, probchlo vortexovani po dobu tfi minut. Nasledné bylo provedeno
odstranéni balotiny ze suspenze pomoci automatického davkovace. Suspenze
prosta balotiny byla zcentrifugovana pii 3500 otackach za minutu po dobu
dvou minut pii 4 °C. Supernatant byl opatrné odlit do odmérné banky, ktera
obsahovala vypoctené mnozstvi destilované vody tak, aby kone¢na
koncentrace acetonu byla 80 %. Byly zméfeny hodnoty absorbanci pfi
vlnovych délkach: 415, 435, 470, 646, 663 a 730 nm.

Pii pfipravé metanolového pigmentoveho extraktu z modro-zelené
mikrofasy byl zvolen obdobny postup jako pfi ptipravé acetonového extraktu,
kdy k navazenému vzorku ve sklenéné centrifugacni zkumavce byly pfidany
2 ml metanolu spolu s malym mnozZstvim MgCO;, tato smés byla zahtivana
ve vodni lazni pfi 65 °C po dobu ctyt minut. Ke vzorku byl pfidan 1 ml
balotiny, néasledné¢ probéhlo vortexovani po dobu tfi minut, poté byl ptfidan
I ml metanolu a opét byla provedena vortexace. Dale bylo postupovano
stejnym zplisobem jako u piipravy acetonového extraktu. Hodnoty absorbanci
vzorkil byly zméteny pii vinovych délkach: 415, 435, 470, 666 a 730 nm.

Pigmentové extrakty byly uchovany v temnu a chladu pii 4 °C. Bylo
provedeno sledovani stability pigmentovych extraktl po dobu desetidenniho

skladovani. Stabilita pigmentového extraktu se vyjadiuje jako pomér hodnot
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absorbanci pii vinovych délkach 435 a 415 (OD435/0D415), ktery
je povazovan za parametr vyjadiujici degradaci chlorofylu. Hodnota
OD435/0D415 uvadi relativni pomér chlorofylu a ku feofytinu a [51].
M¢éfeni  hodnoty OD435/0D415 probéhlo v Cerstvé  piipraveném
pigmentovém extraktu a nasledné v prvnim, druhém, ctvrtém, sedmém
a desatém dni jeho skladovani.

Hodnoty obsahti chlorofylu a, b a celkovych karotenoidli byly vypocteny
dle niZze uvedenych rovnic (1) — (5) podle Dere a kol. [49] a Wellburn [51].

Pro pigmentové extrakty v 80 % acetonu:

a=12,21.(Absgy, — Abs,y, ) — 2,81 .(Abs — Abs,y,) (1)
b =20,13.(Absy,, — Abs.y,) —5,03.(Absgg, — Absoy, ) )
k =5,05.(Abs,,, — Abs.,,) —(0,0165.a) — (0,5252.b) 3)

Pro pigmentové extrakty v methanolu:

a =15,65.(Abs — Abs ;) (4)

ke =4,52.(Abs ., — Abs,5,) —0,0129.q (5)

a — obsah chlorofylu a (ug.ml'l)
b — obsah chlorofylu (ug.ml'l)
k — obsah celkovych karotenoidi (ug.ml™)

Abs — absorbance pfti urcité vinové délce

3.3.6 Stanoveni mineralnich prvki

Minerdlni prvky ve vzorcich mikrotfas byly stanoveny dle metody platné
pro krmiva [91, 92]. Charakteristiky stanoveni jednotlivych prvkl jsou
uvedeny v Tab. 5. Fosfor a bor byly stanoveny spektrofotometricky, fosfor
pii vinové délce 430 nm po reakci s €inidlem na bazi molybdenanu amonného

a vanadicnanu amonného [91] a bér metodou podle Berger-Truoga
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azometinem-H pfi

vlnové délce 420 nm

[92]. Ve vSech vzorcich

byla stanovena suSina akoncentrace jednotlivych kovii byly vyjadieny

-1 v v -1 v . 9 r . J4 4
vmg.kg" suSiny fasy nebo g.kg  suSiny mikrofasy. Stanoveni mineralnich

vvvvv

Tab. 5: Charakteristiky stanoveni mineralnich prvki

prvek rozklad vzorku ¢inidlo metodika koncentrace
stanoveni standardu

P min. mokrou cestou  H,SO4 + H,0, spektrofotometrie
!Ca  min. mokrou cestou H,SO4 + H,O, AES acetylén - N,O 50,0 mg.1 !
Mg  min. mokrou cestou H,SO4 + H;O, F-AAS acetylén - vzduch 15,0 mg.l !
K min. mokrou cestou  H,SO4 + H,0, F-AAS acetylén - vzduch 200,0 mg.1 ™!
Na min. mokrou cestou  H,SO4 + H,0, F-AAS acetylén - vzduch 20,0 mg.1™
Fe uzavieny mikrovinny HNOs; + HCl ~ F-AAS acetylén - vzduch 10,0 mg.1 ™
Zn uzavieny mikrovinny HNOs; + HCl ~ F-AAS acetylén - vzduch 2,0 mg.l ™
Cu  uzavieny mikrovinny HNO;+ HCl F-AAS acetylén - vzduch 2,5 mg.]l™
Mn  uzavieny mikrovinny HNOs;+HCl  F-AAS acetylén - vzduch 2,5 mg.l ™
*Cr  uzavieny mikrovinny HNOs;+HCl ET-AAS 10,0 pg.1 ™
Pb  uzavieny mikrovinny HNOs;+HCl ET-AAS 30,0 ug.1 ™!
3Cd  uzavieny mikrovinny HNOs; + HCl  ET-AAS 2,0 pgl™!
B uzavieny mikrovinny HNOs; + HCl  spektrofotometrie
Hg  bez rozkladu TMA-254 0,5pgl™”

Uvolnovaci ¢inidlo: "LaCl; 5 H,0

Modifikatory pro termickou stabilizaci vzorki: ’pd

*NH4H,PO,

3.3.7 Stanoveni in vitro stravitelnosti
Analyze stravitelnosti organické hmoty OMD (%) a suSiny DMD (%)

enzymaticko-gravimetrickou filtracni metodou in vitro s vyuzitim inkubatoru
Daisy II byly podrobeny jak pokultivatné neupravené vzorky zelenych
sladkovodnich mikrotas a sinice, tak fasova biomasa, ktera byla pokultivacné
oSetfena mechanickym (uzitim oscilaéniho kulového mlyna) a enzymatickym
zpusobem (s vyuzitim enzymu celulasy a komercéné dostupného celulasového

produktu Celluclast 1,5L).
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Stravitelnost organické hmoty OMD (%) a suSiny DMD (%) zelenych
sladkovodnich mikrotas (Ch. kessleri, Sc. quadricauda, Chlorella sp.),
modro-zelené mikrotasy (Sp. platensis) a pokultivatné oSetfené fasové
biomasy mechanickym a enzymatickym zplisobem byla stanovena
enzymaticko-gravimetrickou filtraéni metodou in vitro s vyuzitim inkubatoru
Daisy II a filtracnich sackt F58, pticemz bylo postupovano dle metod
Misurcova (2008) [55] a MiSurcova a kol. (2010) [77]. Vzorky mikrotas
(0,25 g) byly navazeny ve tfech opakovanich do filtracnich sackt F58, které
byly nasledné¢ zataveny a vlozeny do inkubac¢nich lahvi. Pro korekci
byl pouZzit prazdny filtracni sacek. Stravitelnost organické hmoty OMD (%)
a suSiny DMD (%) ve vzorcich mikrofas byla provedena pod riiznymi
podminkami: po 24 hodinové hydrolyze pepsinem (z veptové zaludecni
sliznice; 0,7 FIP-U/g; Merck KGaA, Némecko) v davkovani 3 g pepsinu
na 6 g fasové biomasy; po 24 hodinové hydrolyze pankreatinem (z veprové
slinivky; proteazova aktivita 350 FIP-U/g, lipazova aktivita 6000 FIP-U/g,
amylazova aktivita 7500 FIP-U/g; Merck KGaA, Némecko) v pouzitém
mnozstvi 3 g pankreatinu na 6 g fasové biomasy; a po kombinované
hydrolyze pepsinem (24 hodin) a pankreatinem (24 hodin). Kazdé stanoveni

stravitelnosti bylo provedeno ve tfech opakovanich.

Hydrolyza pepsinem

Hydrolyza pepsinem byla provedena v 1700 ml 0,1M HCI vytemperované
na 40 °C s pfisluSnym mnozstvim pepsinu. Inkubac¢ni ldhve byly vlozeny
do inkubatoru Daisy II po dobu 24 hodin pii teplot¢ 40 °C. Po uplynuti
inkubac¢ni doby byly filtratni sacky proplachnuty destilovanou vodou
a nasledn¢é byly suSeny po dobu 24 hodin pii teploté¢ 103 £ 2 °C, nakonec
byly spaleny v muflové peci pti 550 °C po dobu 5 hodin.
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Hydrolyza pankreatinem

Enzymaticka hydrolyza pankreatinem byla uskuteénéna v 1700 ml
fosfatového pufru (pH 7,45) vytemperovaného na 40 °C obsahujiciho
adekvatni mnoZstvi pankreatinu. Nasledny postup byl identicky jako

v ptipadé hydrolyzy pepsinem.

Kombinovana hydrolyza pepsinem a pankreatinem

Pii kombinované hydrolyze byla jako prvni provedena hydrolyza
pepsinem, potom byly filtra¢ni sacky promyty destilovanou vodou a nasledné
byla provedena hydrolyza pankreatinem. Dalsi postup byl identicky

s postupem popsanym pii hydrolyze pepsinem.

Vypocet stravitelnosti DMD (%) a OMD (%)
Stravitelnosti DMD a OMD byly vypocteny podle rovnic (6) — (9):
100- DMR

DMD =100 - DM [%] (6)

OMD — 100 100 (DMR — AR) 4] 7)
m, - DM -OM

DMR=my—m,-¢, |[g] (8)

AR=m,—m ¢, |g] 9)

Kde DMD je stravitelnost suSiny (%), OMD je stravitelnost organické
hmoty (%); DMR je hmotnost vzorku fasy po enzymatické hydrolyze a suSeni
(g), DM je suSina vzorku ftasy (g/g), AR je hmotnost vzorku fasy
po enzymatické hydrolyze, suseni a spaleni (g), OM je obsah organické hmoty
v susin€ vzorku fasy (g/g), m; je hmotnost prazdného filtraéniho sacku (g), m,
je hmotnost navazeného vzorku fasy (g), ms; je hmotnost filtratniho sacku
obsahujici vzorek fasy po enzymatické hydrolyze a suSeni (g), m4 je hmotnost
filtracniho sacku se vzorkem fasy po enzymatické hydrolyze, suseni a spaleni

(g), c1 a ¢, jsou korekéni faktory vypoctené z prazdych (korekcnich) sacki:
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ci=my/m; (my je hmotnost prazdného filtracniho sacku po enzymatické
hydrolyze a suSeni), c,=m/m; (m, je hmotnost prazdného filtracniho sacku po

enzymatické hydrolyze, suSeni a spaleni).
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4. HLAVNI VYSLEDKY PRACE

4.1. Zakladni chemické charakteristiky vySetfovanych
mikroras a sinice

Obsahy suSiny, popela a dusikatych latek vySetfovanych vzorkil zelenych
sladkovodnich mikrotfas a sinice jsou uvedeny v Tab. 6. Nejniz$i hodnoty
obsahti suSiny a dusikatych latek byly zaznamendny ve vzorku sinice
Sp. platensis (SpAL), ktera byla kultivovdna autotrofnim zpiisobem
v laboratornich podminkéch, na druhou stranu sinice kultivovana autotrofné
ve fotobioreaktoru (SpAP) vykazovala nejvyssi obsahy popela a dusikatych
latek mezi vySetfovanymi vzorky mikrofas. Nejvyssi obsah suSiny byl
zaznamenan v mikrofase Sc. quadricauda (ScAP) pochazejici
z autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru, nejnizsi obsah popela mezi
vSemi vySetfovanymi vzorky mikrofas byl stanoven v heterotrofné

kultivované zelené mikrotase Chlorella sp. (ChHF).

Tab. 6: Zakladni chemické charakteristiky vySetfovanych mikrotas (%; n = 4,

pramér + smérodatna odchylka)

vzorek obsah suSiny obsah popela dusikaté latky
SpAP 91,5+ 0,6 17,8 +0,4° 55,6 £ 0,7
SpAL 83,6 + 1,8 13,1 +0,9° 22,7 +0,6°
ScAP 96,0 £ 0,5 52+0,1° 43.4+0,7°
ScAL 92,9+ 1,6° 59+0,1° 52,5+1,9°
ChKAP 94,0 £ 0,1 6,7 +0,6° 53,3+0,7%
ChKAL 93,5+0,8° 52+04° 49,5 +0,2°
ChAO 93,8 + 0,4 4,8 £0,3° 54,9 £ 0,4°
ChHF 94,7 £ 0,8 4,8 +0,3° 31,6 £0,9°

Statisticky vyznamné rozdily v obsahu susiny, popela a dusikatych latek mezi kultivacemi
u jednotlivych tas (AP/AL, AO/HF) jsou oznacené rozdilnymi pismeny v hornich
indexech. Hodnoty uvedenych parametrii u jednotlivych fas byly hodnoceny zvlast’ a byly
statisticky vyhodnoceny pomoci Wilcoxonova testu (P < 0,05). Pro vypocty byl vyuzit

software Unistat” verze 5.5 (Unistat, Londyn, Velka Britanie).
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Obsahy suSiny u druhit mikrotas Chlorella kultivovanych raznymi
metodami se vyznamn¢ statisticky neliSily (P < 0,05). Podobné¢ u obsahu
popela ve vzorku mikrotasy Chlorella sp. pochazejici z venkovni oteviené
autotrofni  kultivace s kaskadovym uspofddanim na tenké vrstvé
a z heterotrofni kultivace nebyly zaznamenany vyznamné statistické rozdily
(P <0,05). Avsak zbyvajici vysledky obsahti susiny, popela a dusikatych latek
se vyznamné statisticky liSily (P < 0,05) ve vzorcich mikrofas pochazejicich
z ruznych zpisobl kultivaci. Prevazné vys$§i obsahy zminénych parametrii
byly zaznamenany ve vzorcich mikrotas pochazejicich z autotrofni kultivace
v solarnim fotobioreaktoru, mimo vzorek Sc. quadricauda, ktery vykazoval
pii autotrofni kultivaci pod laboratornimi podminkami vyznamné vys$si obsah
dusikatych latek neZz pii autotrofni kultivaci ve fotobioreaktoru. Nejveétsi
rozdil v obsahu dusikatych latek byl zaznamenan u sinice Sp. platensis.
Statisticky vyznamny rozdil v obsahu dusikatych latek byl zjiStén v mikrotase
Chlorella sp., kdy autotrofné kultivovand mikrotasa obsahovala o 40 % vyssi
mnozstvi dusikatych latek ve srovnani s heterotrofné kultivovanym vzorkem
ve fermentoru. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny rozdilnou citlivosti
riznych fasovych druhli ke kultivatnim podminkdm v pribéhu autotrofni
¢i heterotrofni kultivace (koncentrace zivin v kultivatnim médiu, intenzita

osvétleni, teplota v pribéhu kultivace).

4.2. Dezintegrace rasové biomasy

Rasova biomasa byla podrobena pokultivaéni dezintegraci, ktera byla
provedena mechanickym zpisobem pomoci oscilaéniho kulového mlyna
a sklenénych mikrokuli¢ek balotina B7 dle postupu uvedeného v sekcich
3.2.1 a 3.2.2. Vysledek dezintegrace bun¢k mikrotas je ilustrovan na obr. 4.
Rasova biomasa a vliv dezintegrace byly pozorovany mikroskopem

v imerznim oleji pfi nejvétsim zvetSend.
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Obr. 4: Pozorovani vysetirovanych mikroras a ucinku mechanické dezintegrace pod
mikroskopem.  Vzorek  rasy:  1-Chlorella  sp.;  2-Chlorella  kessleri;
3-Scenedesmus quadricauda; 4-Spirulina platensis. Pokultivacni oSetreni rasové
biomasy: A-nedezintegrovany vzorek, B-rasovd biomasa po oSetieni sklenénymi
mikrokulickami balotina B7; C-fasova biomasa po oSetreni oscilacnim kulovym
mlynem.

4.3. Obsah aminokyselin v mikrorasach

Celkové obsahy aminokyselin (3.AK), esencialnich aminokyselin (> EAK),
neesencialnich aminokyselin (3 NEAK) a sirnych aminokyselin (3 Met+Cys)
ve vzorcich zelenych sladkovodnich mikrofas a sinici jsou vyjadieny

v g.16g'N a jsou znazornény na Obr. 5.
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Obr. 5: Obsahy celkovych (Y AK), esencialnich (Y. EAK), neesencidlnich (). NEAK)
a sirnych (Y.Met+Cys) aminokyselin ve vysSetFovanych vzorcich mikroras
(Sp-Spirulina platensis;, ChK-Chlorella kessleri; Sc-Scenedesmus quadricauda;
Ch-Chlorella sp.) po autotrofni kultivaci v solarnim fotobioreaktoru (AP), autotrofni
laboratorni  kultivaci  (AL),  vemnkovni  oteviené  autotrofni  kultivaci
s kaskadovym usporadanim na tenké vrstvé (AO) a heterotrofni kultivaci
ve fermentoru (HF) v g.16 g’ N.

Z obrazku 5 jsou patrné rozdily v aminokyselinovém sloZeni jednotlivych
druhti mikrofas a sinice, ale také rozdily v obsahu aminokyselin v zavislosti
na zpusobu jejich kultivace. Sladkovodni zelené mikrofasy vSech
zkoumanych vzorkli obsahovaly vyssi koncentrace aminokyselin nezZ vzorek
sinice. Nejvyssi hodnoty celkovych aminokyselin YAK — 86,30 g.16g"'N,
celkovych esencialnich aminokyselin YEAK — 34,48 g.16g”'N a celkovych
neesencialnich aminokyselin YNEAK — 51,79 g.16g"'N byly stanoveny
v mikrotase Chlorella sp. (ChAO) kultivované pod autotrofnim rezimem
ve venkovni oteviené kultivaci s kaskddovym uspofddanim na tenké vrstvé.
Vy$si hodnoty obsahi YAK — 80,01 g.16g'N (ChKAP); 81,62 g.16g"'N
(ScAP), YEAK - 31,07 g.16g'N (ChKAP); 32,67 g.16g'N (ScAP)
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a YNEAK — 48,96 g.16g"'N (ChKAP); 48,90 g.16g"'N (ScAP) byly stanoveny
v mikrotasdch Ch. kessleri (ChKAP) a Sc. quadricauda (ScAP), které byly
autotrofné kultivovany v solarnim fotobioreaktoru. Modro-zelend mikrofasa
Sp. platensis se zda byt velmi citlivd vaci kultivacnim podminkédm, sinice
(SpAL) kultivovand autotrofné¢ v laboratornich podminkidch obsahovala
nejniz§i mnozstvi aminokyselin ze vSech vySetfovanych vzorkll fas,
>AK 47,83 g.16g"'N, YEAK 18,88 g.16g'N a YNEAK 28,95 g.16g'N.

Byly zjistény také rozdily v aminokyselinovém sloZeni fasové biomasy
u vzorku mikrotasy Chlorella sp. pochdzejici z heterotrofni (ChHF)
a autotrofni (ChAO) kultivace. Mikrotasa pochézejici z venkovni oteviené
autotrofni kultivace s kaskddovym uspofaddnim na tenké vrstvé obsahovala
vice > AK, YEAK a Y NEAK a to o 24, 27 a 23 % v ptislusném potadi, nez
heterotrofn€ kultivovana mikrofasa ve fermentoru. NejbohatSim zdrojem
sirnych aminokyselin () Met+Cys) mezi vySetfovanymi vzorky byla
mikrotasa Ch. kessleri (ChKAP), ktera byla kultivovana autotrofné¢ v solarnim
fotobioreaktoru, ve své biomase jich obsahovala 7,02 g.16g"'N. Piiblizné
polovi¢ni mnozstvi sirnych aminokyselin bylo stanoveno
v heterotrofn¢ kultivované Chlorella sp. (ChHF) ve srovnani s autotrofné
kultivovanym vzorkem ftasy (ChAQO) pii venkovni oteviené¢ kultivaci
s kaskddovym uspotfadanim na tenké vrstvé. Z uvedenych hodnot je patrna
tendence, Ze¢ mikrotfasy kultivované autotrofné v solarnim fotobioreaktoru
obsahuji vy$§i mnozstvi aminokyselin ve srovnani se vzorky kultivovanymi
pod laboratornim rezimem.

V Tab. 7 jsou uvedeny hodnoty obsahi jednotlivych aminokyselin
ve vysetiovanych mikrofasach v g.16g"'N v zavislosti na zpiasobu jejich
kultivace. Neesencialni aminokyseliny Asp a Glu byly pfitomny v nejvyssich
mnozstvich ve vSech vySetfovanych mikrofasdch, naopak aminokyseliny

Tyr a Cys byly detekovany v nizSich mnozZstvich.
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Nejhojnéji se vyskytujici esencidlni aminokyselinou byl ve vétsSing
zkoumanych mikrofas Leu svyjimkou ftasy Sc. quadricauda (ScAP)
autotrofné kultivované v solarnim fotobioreaktoru a Chlorella sp. (ChHF)
pochdzejici z heterotrofni kultivace, ve kterych byl Lys vyhodnocen jako
nejvice zastoupena esencidlni aminokyselina. Na druhé strané, ze skupiny
esencialnich aminokyselin byly stanoveny v nejnizSich koncentracich
Thr a His ve vSech vzorcich mikrotfas. Semiesencialni aminokyselina pro déti,
Arg, byl ve vySetfovanych mikrofasach pomérné hojn€ zastoupen
u zelenych sladkovodnich mikrotas rodu Chlorella, jeho nejvy$§i mnozstvi
bylo stanoveno v Ch. kessleri (ChKAP), kterd byla kultivovdna autotrofné
v solarnim fotobioreaktoru, ve své biomase ho obsahovala 8,32 g.16g'1N.

Mikrotasa Chlorella sp. (ChAO) autotrofné kultivovand na tenké vrstvé
s kaskddovym uspofadanim byla ohodnocena jako nejbohatsi zdroj
esencialnich (Val, Leu, Phe a Thr) a neesencialnich (Asp, Gly, Ala a Tyr)
aminokyselin mezi vSemi vySetfovanymi vzorky mikrofas. V heterotrofné
kultivované Chlorella sp. byly jednotlivé aminokyseliny pfitomny
ve vyznamné niz§ich mnozstvich ve srovnani s autotrofn¢ kultivovanym

vzorkem na tenke vrstvé s kaskadovym uspotfadanim.
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Tab. 7: Obsahy jednotlivych aminokyselin (g.16g'N) v mikrofasach (Spirulina platensis-Sp; Chlorella kessleri-ChK;
Scenedesmus quadricauda-Sc; Chlorella sp.-Ch) po autotrofni kultivaci v solarnim fotobioreaktoru (AP), autotrofni
laboratorni kultivaci (AL), autotrofni venkovni kultivaci s kaskddovym uspofdddnim na tenké vrstvé (AO)

a heterotrofni kultivaci ve fermentoru (HF); (n = 8, primér + smérodatna odchylka)

SpAP SpAL ScAP ScAL ChKAP ChKAL ChAO ChHF
EAK
Val 3,26 £ 0,20 3,06 + 0,09 4,68 +0,22* 3,11 +£0,13* 4,19+0,18 428 +0,15 4,82 +0,29* 3,46 +0,14*
Ile 2,48 £0,11%* 2,90 +0,12* 2,84 +0,17* 2,00 +0,13* 3,45£0,16 3,35+£0,13 3,07 +0,10%* 2,07 £ 0,09*
Leu 4,03 £0,26* 4,74 £ 0,07* 5,89 + 0,50* 4,72 £ 0,20%* 6,32 +0,40 6,43 + 0,25 7,69 £0,21* 5,28 £0,32*
Phe 3,17 £0,24* 1,70 £ 0,05* 4,32 +0,19*% 2,99 +£0,12* 3,89+£0,19 3,88 0,09 4,72 £0,22%* 2,74 £ 0,09*
Lys 3,61 +0,13* 2,38 £ 0,09* 6,07 £0,16* 4,34 £0,19% 4,29 +0,22 4,39 + 0,09 5,13 +£0,14* 5,74 £0,24*
Met 2,49 £ 0,14* 1,66 £ 0,07* 4,06 £ 0,33 3,94+ 0,11 3,72+£0,16 3,74 +0,23 2,81 £0,16* 1,50 £ 0,05*
Thr 2,28 +0,08* 1,56 £ 0,04* 2,93 +£0,21 2,83 +0,13 3,67 0,18 3,22+0,26 4,40 +£0,21%* 2,96 £ 0,13*
His 1,28 + 0,08* 0,88 + 0,06* 1,88 +0,01* 1,32 +0,09* 1,54 + 0,05 1,62 + 0,02 1,84 +£0,06* 1,44 +0,03*
NEAK
Asp 5,14 £0,19* 3,91 £0,16* 8,36 £0,36* 6,01 +0,38* 7,42 +0,38 6,57 £0,75 9,85 +0,64* 6,21 £0,19*
Ser 4,22 +0,27* 1,20 = 0,06* 2,53+0,15 2,64 + 0,08 3,53 0,16 3,28+0,16 3,83 £0,18*% 2,73+0,11*
Glu 5,33 £0,18* 7,05 +0,20%* 9,85 £ 0,52* 6,75 +0,30* 8,52 +0,42 7,84 +0,72 9,49 £ 0,50* 7,29 £0,27*
Pro 3,98 £0,25* 1,89 +£0,12* 5,77 £0,23* 3,44 £ 0,04* 5,26 £0,29 5,39 £0,40 4,37+ 0,16* 3,62+£0,19%
Gly 3,29 £0,20* 2,67+0,11* 5,21 £0,44* 3,80 £ 0,20* 4,35+0,21 4,43+ 0,14 5,04 £0,42* 3,60 £0,19*
Ala 3,69 +0,19 3,96 £0,17 6,42 +0,51* 4,55+£0,22% 5,55+0,24 6,01 £0,47 6,97 £0,50 6,91 + 0,25
Tyr 2,18+ 0,11* 1,70 = 0,04* 3,29 +0,25% 1,89 +£0,01* 2,71 £ 0,15 2,89 + 0,05 3,55+0,27* 2,32+0,11*
Cys 2,56 +0,08* 2,78 +0,12* 2,65+ 0,08 2,57+0,18 3,30+ 0,21 3,21 £0,15 2,00 +0,05* 1,77 £ 0,08*
Arg 4,35+0,17* 3,79 +£0,10* 4,88 £ 0,38* 3,70 £ 0,09* 8,32 £ 0,49* 6,19+0,21* 6,69 +£0,31* 5,19 £0,05*

*hodnoty vykazujici vyznamny rozdil mezi obsahy aminokyselin v fasach kultivovanych riznymi metodami
Hodnoty byly statisticky vyhodnoceny pomoci Wilcoxonova testu, (P < 0,05; jednotlivé fasy a kazda aminokyselina byly vyhodnoceny

samostatn&). Pro vypodty byl vyuzit software Unistat” verze 5.5 (Unistat, Londyn, Velka Britanie).
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4.4. Proteinové profily mikroras

Proteinové profily vySetfovanych druht mikrofas jsou ilustrovany
na Obr. 6, pficemz byl sledovan vliv kultivace a nasledné dezintegrace fasové
biomasy na zménu jejich proteinovych profild.
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Obr.  6: Proteinové profily Spirulina platensis-Sp, Chlorella kessleri-ChK,
Scenedesmus quadricauda-Sc a Chlorella sp.-Ch po autotrofni kultivaci v solarnim
fotobioreaktoru (AP), autotrofni oteviené venkovni kultivaci s kaskadovym
usporadanim na tenké vrstvé (AO) a po osetieni oscilacnim kulovym mlynem (M),
balotinou B7 (B) v kDa. Standard je oznacen jako S.

Spoleénym znakem vySetfovanych druht mikrofas byl obsah proteint
o molekulovych hmotnostech v rozmezi 14,3 az 27 kDa a 70 az 116 kDa.
Heterogenita mezi proteinovymi profily mikrofas byla pozorovana v oblasti
mezi 30 az 70 kDa. Proteiny o molekulovych hmotnostech v rozmezi 30
az 70 kDa nebyly zjiStény u sinice Sp. platensis. V proteinovém profilu
mikrotasy Chlorella sp. nebyly detekovany proteiny o molekulové hmotnosti
v intervalu od 65 az 80 kDa, dale profil Ch. kessleri nevykazoval ptitomnost
proteinll v rozmezi od 30 do 65 kDa. V proteinovém profilu Sc. quadricauda

nebyly zjiStény proteiny o molekulové hmotnosti 50 az 70 kDa. Zna¢na
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variabilita byla pozorovana mezi proteinovymi profily fas Chlorella. sp.
a Sc. quadricauda.
Homologie neboli podobnost mezi proteinovymi profily vySetfovanych

mikrofas jsou ilustrovany na dendrogramu (viz. Obr. 7).
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Obr. 7: Dendrogram homologii proteinovych profilu sinice (Sp-Spirulina platensis)
a mikroras (ChK-Chlorella kessleri; Sc-Scenedesmus quadricauda; Ch-Chlorella
sp.) po autotrofni kultivaci v solarnim fotobioreaktoru (AP), venkovni oteviené
autotrofni kultivaci s kaskadovym usporadanim na tenké vrstvé (AO), heterotrofni
kultivaci ve fermentoru (HF) a po oSetieni oscilacnim kulovym mlynem (M)
a balotinou (B).

Nejvys§i mira podobnosti mezi proteinovymi profily mikrotas byla
zaznamenana mezi Sp. platensis a Ch. kessleri, jejiz hodnota byla na Grovni
69 %. Proteinovy profil Sc. quadricauda vykazoval podobnost v 57 %
s proteinovymi profily mikrotas Sp. platensis a Ch. kessleri. Nejvice odliSny
proteinovy profil vykazovala mikrotasa Chlorella sp., jehoz podobnost byla
na urovni 21 % kproteinovym profilim ostatnich mikrofas. Dale
byl zhodnocen vliv kultivace u mikrotasy Chlorella sp., kterd byla
kultivovana heterotrofné ve fermentoru (ChHF) a autotrofné pii venkovni
oteviené kultivaci s kaskddovym uspofaddnim na tenké vrstvé (ChAO).

Podobnost jejich profild byla na trovni 81 %.
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4.5. Obsah lipidu a mastnych Kkyselin

Hodnoty obsahu lipidi a procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin v mikrofasach byly stanoveny v neoSetfené fasové biomase
a v biomase, kterd byla dezintegrovana mechanickym zplsobem pomoci
oscilacniho kulového mlyna, déale pro tato stanoveni byly pouzity dvé
rozpoustédlové soustavy (hexan; smés methanol/chloroform/voda v poméru
1 :2:1)scilem urcit, ktera soustava je vhodn&jsi pro extrakci lipidovych
slozek z fasové biomasy.

Hodnoty obsahu lipidi ve vySetfovanych vzorcich mikrotas s vyuzitim
dvou rozpoustédlovych soustav jsou uvedeny v Tab. 8. Volba pouzité
rozpoustédlové soustavy vyznamnym zpisobem ovlivnila zjiStény obsah
lipidi ve vzorcich mikrotas. RozpousStédlova soustava tvofend hexanem
vykazovala ve vSech vySetfovanych vzorcich mikrofas niZ$i a¢innost extrakce
lipidovych slozek z jejich biomasy ve srovnani se soustavou tvoienou smési
methanol/chloroform/voda (1 : 2 : 1). Nejvétsiho rozdilu (t¢mét 9 %) mezi
obsahy lipidll v zavislosti na zvolené rozpoustédlové soustavé bylo zjiSténo
v Ch. kessleri (ChKAP), naopak nejmensi vliv pouzité¢ rozpoustédlové
soustavy byl zaznamenan u Sp. platensis (SpAP). NejniZ8i obsah lipida viibec
byl stanoven v heterotrofné¢ kultivované Chlorella sp. (ChHF), naopak
nejvysSich  hodnot  dosahovaly  autotrofn€¢  kultivované  mikrotasy
ve fotobioreaktoru Sc. quadricauda a Sp. platensis. Disledkem
pokultiva¢niho oSetfeni fasové biomasy mechanickym zplisobem oscila¢nim
kulovym mlynem bylo zvySeni G¢innosti extrakce lipidickych slozek z fasové
biomasy, pfi¢emZ nejvyS$i vzrist UCinnosti extrakéniho procesu byl
pozorovan v mikrotase Sc. quadricauda a to ptiblizné o 6 %. Vliv zpisobu
kultivace na celkovy obsah lipidi v fasové biomase byl pozorovan
v Chlorella sp. pii pouziti rozpoustédlové soustavy

methanol/chloroform/voda, kdy heterotrofné kultivovany vzorek (ChHF)
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mikrofasy obsahoval o 3 % méné lipidi ve srovnani s autotrofné

kultivovanym vzorkem v solarnim fotobioreaktoru (ChAO).

Tab. 8: Obsah lipidii v mikrofasach (%; n = 3, primér + smérodatna

odchylka)

obsah lipidi

vzorek extrakce * extrakce

SpAP 13,41+£0,79 18,02+1,15
SpAPM 15,07+0,80 19,94 + 1,37
ScAP 12,56 £ 1,14 18,06 £ 0,78
ScAPM 18,89+ 0,63 23,90+ 1,04
ChKAP 9,87 +£ 0,89 18,01 £1,15
ChKAPM 11,89 £1,00 20,28 +0,63
ChAO 8,87 £0,84 16,91 + 0,67
ChAOM 1191+0,84 17,17 £0,28
ChHF 797+£1,10 13.97+0,57

extrakce * — rozpoustédlova soustava tvoiena hexanem

extrakce ® — rozpoustddlova soustava smés methanol/chloroform/voda 1 : 2 : 1

Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vySetfovanych mikrotfasach

za pouziti rozpoustédlové soustavy (smési methanol/chloroform/voda)

a hexanu jsou prezentovany v Tab. 9 a 10.
V tasovych extraktech ziskanych riznymi extrakénimi soustavami byla

pozorovana podobnost v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin.

Mezi nejvice zastoupené mastné kyseliny pii pouziti

uvedenych rozpoustédlovych soustav ve vzorcich mikrofas byly nasycena
mastnd  kyselina palmitovd (C16:0); monoenové mastné kyseliny
— palmitolejova (C16:1) a olejova (C18:1; cis-9); dienova mastnd kyselina
linolova (C18:2; cis-9,12) a polyenové mastné¢ kyseliny — vy-linolenova
(C18:3; cis-6,9,12) a a-linolenova (C18:3; cis-9,12,15).

AvSak v pfipadé¢ obsahli jednotlivych mastnych kyselin ziskanych
s pouzitim rozpousStédla hexanu je nutno uvést, ze tyto hodnoty jsou

ovlivnény meéné€ UCinnou a tudiZ nedokonalou extrakci lipidickych slozek
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z fasové biomasy, coz jiz dokladaji vysledky obsaht lipidi uvedenych
v Tab. 8. Pfi porovnani zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ziskanych
za pouziti rozpoustédlové soustavy methanol/chloroform/voda (Tab. 9)
a hexanu (Tab. 10) je ziejmé, Ze rozpoustédlo hexan je méné vhodné pro
stanoveni lipidového profilu mikrofas. Soustava tvofend hexanem
nedostate¢né extrahovala nasycené mastné kyseliny, napiiklad u kyseliny
palmitové (C16:0) bylo pozorovano vyznamné niz$i zastoupeni ve srovnani
s rozpoustédlovou soustavou methanol/chloroform/voda, ¢i né€které nasycené
mastné kyseliny nebyly vyextrahovany viibec naptiklad kyselina lignocerova
(C24:0). Dale 1ze obecné konstatovat, Ze zastoupeni dienovych a polyenovych
mastnych kyselin stanovenych pii rozpoustédla hexanu bylo vyssi, nez pfti
pouziti soustavy methanol/chloroform/voda. AvSak je nutno podotknout,
7ze vpiipadé hexanu vykazovalo zastoupeni jednotlivych dienovych
a polyenovych mastnych kyselin vyssiho rozptylu hodnot a tato metoda
extrakce nebyla vhodnd pro mechanicky pokultivacné oSetfené vzorky
mikrofas. Proto vysledky ziskané s pouzitim hexanu maji malou vypovidaci
hodnotu o skute€ném zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich mikrotas
a ztohoto divodu jsou vpraci dile komentovany a hodnoceny pouze
vysledky  ziskané za  pouziti druhé rozpoustédlové  soustavy
methanol/chloroform/voda.

VTab. 9 je znazornéno =zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
ve  vzorcich  mikrofas pfi  pouziti  rozpousStédlové  soustavy
methanol/chloroform/voda. Autotrofné kultivovana Sp. platensis v solarnim
fotobioreaktoru (SpAP) byla nejhojnéjsim zdrojem kyseliny palmitové
(C16:0), palmitolejové (C16:1) a y-linolenové (C18:3; cis-6,9,12), avSak
neobsahovala kyselinu a-linolenovou (C18:3; cis-9,12,15). V sinici nebyly
detekovany trans mastné kyseliny. Nejvetsi zastoupeni kyseliny olejové
(C18:1; «cis-9) a linolové (C18:2; cis-9,12) vykazovala heterotrofné
kultivovand Chlorella sp. (ChHF). Kyselina a-linolenova (C18:3; cis-9,12,15)
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byla prokazana v nejvy$Sim mnozstvi ve vzorku autotrofné kultivované
Ch. kessleri (ChAO). Ostatni detekované mastné¢ kyseliny byly pfitomny
v fadoveé mensSich koncentracich. Vliv pokultiva¢niho oSetfeni fasové biomasy
mechanickym zptisobem pomoci oscilacniho kulového mlyna na zvySeni
ucinnosti extrakce mastnych kyselin z fasové biomasy byl pozorovan znatelné
u vy-linolenové mastné kyseliny (C18:3; cis-6,9,12). V mikrotasach
Sp. platensis a Ch. kessleri byl zaznamendm mirny vzrist G¢innosti extrakce
této mastné¢ kyseliny nasledkem mechanického pokultivacniho oSetfeni,
v ptipad¢ Sc. quadricauda a Chlorella sp. se jednalo o vyznamny nartst
ucinnosti. Pf1 zkoumani vlivu kultivace na zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin v fasové biomase Chlorella sp. bylo pozorovano, ze heterotrofné
kultivovana mikrotasa (ChHF) obsahovala dvojnasobné mnozstvi palmitové
kyseliny (C16:0), o 75 % vice kyseliny olejové (C18:1; cis-9), o 7 % vice
kyseliny linolové (C18:2; cis-9,12), ale 0 27 % mén¢ kyseliny a-linolenové
(C18:3; cis-9,12,15) ve srovnani s autotrofné¢ kultivovanym vzorkem

mikrotasy (ChAO).
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Tab. 9: Zastoupeni mastnych kyselin ve vySetfovanych mikrotasach (% z celkovych MK; n = 4, praimér + smérodatna

odchylka) za pouziti rozpoustédlové soustavy methanol/chloroform/voda (1 : 2 : 1)

MK SpAP SpAPM ScAP ScAPM ChKAP  ChKAPM ChAO ChAOM ChHF
C12:0 0,06+0,01 0,06+0,00 0,11+0,00 0,16+0,01 0,11+0,00 0,04+ 0,00
C14:0 0,46 0,03 0,56+0,00 0,67+0,00 0,66+0,01 1,14+0,00 1,15£0,00 0,68+0,00 0,556+0,00 0,33 +0,01
C15:0 028+0,01 025+000 0,72+0,00 0,70+0,00 0,16<0,00 021+0,00 0,110,00
C16:0 61,06+ 0,06 58,75+027 3491+0,02 31,21+0,10 24,64+0,09 2338+0,04 1627+0,02 14,76+0,04 33,16+ 0,03
C17:0 027+0,00 045+001 0,53+0,02 047+0,00 029+0,01 0,32+0,00 0,70+001 0,62+0,02 022 +0,02
C18:0 140+0,02 1344002 1,89+002 1,99+0,01 0,74+001 0,89+0,01 055+002 042+001 0,89+ 0,03
C24:0 0,30+£0,02 042+000 123+0,07 073+0,02 0,17+£0,00 0,32+0,03 0,02 +0,00
C16:1(cis-9) 2,59+0,03 2,53+£004 082+001 0,63+0,00 1,610,001 1,58+0,01 133+0,03 1,06+0,01  0,35=0,01
C17:1(cis-10) 0,96 = 0,01 0,19 + 0,01
C18:1(cis-9) 529+0,08 509+0,14 12,.89+0,01 13,19+004 550+0,03 568+002 11,42+0,02 10,02+0,02 18,57 +0,03
C18:1(trans-9) 231+0,01 1,82+£0,03 2,50+£0,00 2,66+0,02 2,18+0,03 1,97+0,01  2,40+0,04
C24:1(cis-15) 0,07+0,02  032+0,03 0,06+ 0,00 0,11+£0,01 0,01 +0,00
C18:2(cis-9,12)  18,42+0,07 1843+0,04 12,52+0,02 11,50+0,04 36,38+0,07 36,49+0,03 31,89+0,11 2946+0,11 38,22 +0,00
C18:2(trans-9,12) 0,26 + 0,00
C20:2(cis-11,14) 0,64+0,02  027+0,39
C18:3(cis-6,9,12) 10,44 +0,03 12,55+0,00 293+0,04 10,45+0,17 4,74+0,11 598+0,10 232+0,06 10,58+0,24 0,20 + 0,01
C18:3(cis-9,12,15) 29.80£0,01 26,40 +0,07 19,76+0,01 20,03+036 3228+025 29.61+0,13 5,20+ 0,00
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Tab. 10: Zastoupeni mastnych kyselin

odchylka) s pouzitim hexanu

ve vySetifovanych mikrotasach (% z celkovych MK; n = 4, primér = smérodatna

MK SpAP SpAPM ScAP ScAPM ChKAP  ChKAPM ChAO ChAOM ChHF
C12:0 0,10£0,01 081+004 0,54+009 0,12+£0,02 047+0,02 0,18+001 0,81 £0,09 0,08+001 0,07+ 0,00
C14:0 048+0,01 058+010 228+008 0,84+002 225+0,10 0,69+003 0,12£0,00 028+001 0320,00
C15:0 021+0,01 081+0,07 029+0,02 108+005 039+0,03 006+000 0,17+0,02 0,11+0,00
C16:0 50,43 +0,01 50,43+023 30,61+0,36 19,84+025 20,33+0,34 11,75+0,04 12,70+0,15 7,48+0,05 23,29 +0,00
C17:0 0,51+0,04 055+0,02 1,75£0,06 0,94+0,01 137+0,06 030£008 0,15£0,00 0,49+0,03 0,33 +0,01
C18:0 130+£0,05 133+0,09 4,11+0,13  1,75+0,05 3,79+0,07 0,46+0,01 0,16+0,00 031+0,01 0,91+0,03
C20:0 6,34 + 0,42 0,23 + 0,01
C22:0 0,07 + 0,01
C14:1(cis-9) 0,53 + 0,04
C16:1(cis-9) 3,10£0,14 3,06+001  0,98+008 0,72+£0,00 1,36+0,04 084+007 120+050 0,49+0,01 0,40+ 0,01
C17:1(cis-10) 0,63+0,07 1,79+0,11 0,20 + 0,00 0,32 0,01
C18:1(cis-9) 513+£037 6,07+0,04 23,0002 11,550,009 7,86+031 3,13+0,06 11,310,553 5,35+0,04 18,39+0,29
C18:1(trans-9) 1,91+0,02 1,42+0,07  060+0,00 1,40+0,01 2,16+0,01
C20:1(cis-11) 0,34 + 0,02
C24:1(cis-15) 16,88 £0,66 0,65 = 0,00
C18:2(cis-9,12)  23,73+0,57 2123+0,13 12,33+0,52 8,91+026 2589+0,05 18,15+035 31,71+0,65 20,51+0,16 4547 +0,50
C18:2(trans-9,12) 0,21 + 0,01
C20:2(cis-11,14) 0,41 £ 0,00 1,35 + 0,00 0,16 + 0,00
C18:3(cis-6,9,12)  1522+0,18 14,92+0,06 12,01+0,00 33,52+0,17 595+0,01 49,90+0,11  6,05+0,03 42,91+0,15 3,57+0,08
C18:3(cis-9,12,15) 10,84+040 19,75+0,09 10,86+0,11 10,59 40,05 28,80+ 1,45 2022+0,10 3,83 +0,03
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Zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyselin zcelkové sumy
stanovenych mastnych kyselin ve vySetfovanych vzorcich mikrofas
je znazornéno na Obr. 8. V modro-zelené mikrotase Sp. platensis
byla majoritné zastoupena skupina nasycenych mastnych kyselin, dale byly
ve vetSim mnozstvi zjiStény polyenové mastné kyseliny, naopak minoritni
zastoupeni vykazovala skupina monoenovych mastnych kyselin. V zelenych
sladkovodnich mikrofasdch méla dominantni postaveni skupina polyenovych
mastnych kyselin, v hojnosti obsahu dale nésledovala skupina nasycenych
mastnych kyselin, skupina monoenovych mastnych kyselin byla zastoupena
nejméné, stejné jako v sinici Sp. platensis. Obsah celkovych trans mastnych
kyselin v zelenych sladkovodnich mikrotfasach osciloval kolem hodnoty 2 %

ze sumy stanovenych mastnych kyselin.
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Obr. 8: Zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyselin z celkové sumy
stanovenych mastnych kyselin ve vySetrovanych vzorcich sinice (Sp-Spirulina
platensis) a mikroras (Sc-Scenedesmus quadricauda; ChK-Chlorella kessleri;
Ch-Chlorella sp.) po autotrofni kultivaci v soldrnim fotobioreaktoru (AP), venkovni
otevirené autotrofni kultivaci s kaskadovym uspordadanim na tenké vrstve (A0),
heterotrofni kultivaci ve fermentoru (HF) a po oSetreni oscilacnim kulovym mlynem

(M).
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4.6. Obsah chlorofylu a karotenoidu v mikrorasach
Obsahy pigmenti (chlorofylu a, b a celkovych karotenoida) ve vysetfovanych

mikrofasach jsou znazornény v Tab. 11. Pigmenty byly stanoveny
v pokultivaéné¢ neoSetfenych vzorcich mikrofas, pifi vlastni pfipravé
pigmentovych extrakti byly vzorky rozmélnény pomoci sklenénych

mikrokuli¢ek (postup ptipravy extraktl je uveden v sekci 3.3.5).

Sinice jsou organismy, které jsou typické tim, Ze neobsahuji ve svych
bunkéach chlorofyl b, coz vyplyva 1 znaméfenych dat v pfedlozené praci.
Nejvyssi hodnoty obsahti chlorofylu a, b a celkovych karotenoidii byly
stanoveny v autotrofné¢ kultivované Ch. kessleri (ChKAP) v soldrnim
fotobioreaktoru, dale hojné zastoupeni pigmentli bylo stanoveno v autotrofné
kultivované Chlorella sp. (ChAO) pii venkovni oteviené kultivaci
s kaskadovym uspofadanim na tenké vrstvé. VIiv kultivatni metody na obsah
pigmentli v fasové biomase byl zjistén u tasy Chlorella sp. Mikrotasa
kultivovana heterotrofnim zptisobem ve fermentoru (ChHF) obsahovala vyrazné
niz§i mnozstvi pigmentl neZ autotrofné kultivovand ftasovd biomasa
pii venkovni oteviené kultivaci s kaskddovym uspotadanim na tenké vrstvé
(ChAO), tasova biomasa heterotrofné kultivované fasy obsahovala ptiblizné
desetkrat méné chlorofylu a, b a pétkrdt méné celkovych karotenoidl
nez autotrofné kultivovana biomasa.

Tab. 11: Obsahy chlorofylu a, chlorofylu b a celkovych karotenoidi

v mikrofasach (mg.g"' fasy; n =9, pramér + smérodatna odchylka)

obsah pigmenti

vzorek  chlorofyl a chlorofyl b celkov¢ karotenoidy
SpAP 7,80 +0,03 --- 0,62 + 0,00
ScAP 5,97 +£0,02 2,60 + 0,01 0,75+ 0,00
ChKAP 17,52 +0,02 6,24 + 0,06 2,50 +£ 0,02
ChAO 12,18 +£0,02 3,35+0,01 1,16 £ 0,01
ChHF 1,37 £ 0,01 0,28 + 0,01 0,24 + 0,00
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4.6.1 Stabilita pigmentovych extraktii

Stabilita pigmentovych extraktli byla sledovana po dobu skladovani deseti
dnii vtemnu pii teploté 4 °C. Stabilita extraktu je vyjadfovdna jako pomér
hodnot absorbanci pii vinovych délkach 435 a 415 tzv. OD435/0D415. Tento
pom¢ér absorbanci se povazuje za parametr vyjadiujici degradaci chlorofylu,
jehoz hodnota ptredstavuje relativni pomér chlorofylu a ku feofytinu a. Méfeni
hodnot absorbanci prob&hlo v ferstvém pigmentovém extraktu a dale
v prvnim, druhém, cCtvrtém, sedmém a desatém dni skladovani extraktii
za vySe uvedenych podminek. Vysledky sledovani stability extrakth
jsou uvedeny v Tab. 12.

Ze ziskanych dat plyne skuteCnost, Ze skladovani pigmentovych extraktd
po dobu deseti dnii za zminénych podminek neovliviiuje jejich stabilitu. AvSak
je nutno uvést, ze chlorofyl a podléha lehce transformaci na jeho bezhotecnaty
derivat feofytin a jiz pifi piipravé samotného extraktu ze vzorkll fas.
Z uvedenych hodnot vyplyvd, Ze vice nez 70 % chlorofylu a bylo
transformovano na feofytin a u mikrotas Ch. kessleri (73 %) a Sp. platensis
(71 %), naopak nejnizS§i transformace chlorofylu a na feofytin a
na urovni 53 % byla pozorovana u tasy Chlorella sp. pochazejici z heterotrofni

kultivace a na trovni 54 % u téze tasy kultivované autotrofné.

Tab. 12: Stabilita pigmentovych extrakti OD435/0D415 (%; n = 9, prumér

+ smérodatnd odchylka)

doba 0D435/0D415
skladovani (dny) SpAP ScAP ChKAP ChAO ChHF
Cerstvy extrakt 0,70+ 0,01 0,61 +0,01 0,73+0,01 0,54+0,01 0,53 +0,01
1 0,69+0,01 0,60+0,00 0,73+0,00 0,54+0,01 0,53+0,00
2 0,71+0,00 0,60+0,00 0,73+0,00 0,54+0,00 0,53+0,00
4 0,71+£0,00 0,60+£0,01 0,73+0,01 0,54+0,01 0,53+0,01
7 0,71+£0,01 0,60+0,01 0,72+0,00 0,54+0,01 0,53+0,00
10 0,71+£0,01 0,60+0,00 0,72+0,00 0,54+0,00 0,53+0,01
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4.7. Obsah mineralnich latek

V zelenych sladkovodnich mikrofasdch a sinici byly stanoveny
makrobiogenni prvky (K, P, Mg, Ca, Na), oligobiogenni prvky (Fe, Mn, Zn, Cu)
mikrobiogenni prvky (B, Cr) a toxické prvky (Pb, Cd, Hg) postupem uvedenym
s kapitole 3.3.6 a jejich obsahy jsou uvedeny v Tab. 13.

Makrobiogenni prvek draslik byl ptitomen v tasach Chlorella sp.,
Sc. quadricauda a Sp. platensis v nejvy$Sim mnozstvi, v Ch. kessleri byl
nejzastoupengjSim prvkem fosfor. Makrobiogenni prvek sodik byl minoritné
zastoupen ve viech vysetiovanych zelenych sladkovodnich mikrofasach. Zelezo,
jako zastupce oligobiogennich prvki, bylo ve vSech vySetfovanych mikrotasach
pfitomno v nejvyssi koncentraci. Bor vykazoval dominantni zastoupeni v rdmci
stanovenych mikrobiogennich prvki. Toxické prvky byly pfitomny ve vSech
vySetfovanych mikrofasach ve stopovém mnozstvi, nejméné byla zastoupena
rtut’.

Nejvyssi koncentrace prvkll fosforu, vapniku, zeleza a zinku byly
stanoveny v autotrofné¢ kultivované¢ Ch. kessleri (ChKAP) v solarnim
fotobioreaktoru, mikrotfasa Sc. quadricauda (ScAP) pochazejici ze stejného
zpusobu kultivace vykazovala nejvyssi zastoupeni drasliku, avSak obsahovala
nejméné zeleza. Sinice Sp. platensis (SpAP) autotrofné kultivovana v solarnim
fotobioreaktoru byla nejbohat§im zdrojem sodiku, naproti tomu obsahovala
nejnizsi koncentrace zinku a médi. Bylo pozorovano, ze Chlorella sp. (ChAO)
kultivovand autotrofn€ pifi venkovni oteviené kultivaci s kaskddovym
usporadanim na tenké vrstvé obsahovala dvojnasobné vice hoiciku, vapniku
a manganu, avSak o polovinu méné¢ médi ve srovnani s Chlorella sp. (ChHF)
pochéchazejici z heterotrofni kultivace ve fermentoru. Dale v Ch. kessleri
(ChKAP) bylo stanoveno dvakrat vice fosforu nez v fasach Chlorella sp. (ChAO
a ChHF).
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Tab. 13: Obsahy mineralnich latek v mikrofasach (g.kg™' fasy, mg.kg™ fasy;

n =4, prim¢r + smérodatna odchylka)

ChHF ChAO ChKAP ScAP SpAP
makrobiogenni prvky (g.kg” Fasy)
K 12,9+ 0,02 13,4+ 0,03 10,1 +£0,11 14,2 £ 0,30 14,0 + 0,30
P 11,7+0,01 10,3 +£0,01 19,4 +0,41 10,3+ 0,01 8,0+0,10
Mg 2,48 £0,00 4,01 £0,01 3,02 +£0,01 2,00 + 0,20 1,30 £ 0,01
Ca 1,37 £ 0,00 2,53 +0,00 4,70 £ 0,01 0,50 + 0,00 1,01 +£0,00
Na 1,12 +0,00 0,35 +0,00 1,02 £ 0,00 0,30 + 0,00 9,40 £ 0,50
oligobiogenni prvky (mg.kg” Fasy)
Fe 912,5 +28,66 1027,7+15,35 1310,9+33,19 248,1 +23,72 851,9+12,39
Mn 73,9+ 0,77 148,6 + 1,96 65,8 £ 1,60 51,2+2,91 64,8 £1,55
Zn 83,6 £0,17 114,7 £ 4,57 166,5+ 1,18  144,1 £1,54 16,5+ 0,49
Cu 98,4+ 0,35 51,8+ 1,00 84,4 + 1,01 56,2 +0,35 2,81 +0,29
mikrobiogenni prvky (mg.kg'1 rasy)
B 41,0 £6,93 43,3 +£2,31 41,0+1,73 25,0 £2,08 35,5+1,76
Cr 2,35+ 0,02 0,63 = 0,02 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,29 + 0,01
toxické prvky (mg.kg” Fasy)
Pb 0,21 £ 0,04 0,19 +0,01 0,27 £0,02 0,50 £ 0,03 0,22 +0,02
Cd 0,01 £0,00 0,03+0,00 0,01 +0,00 0,02 £ 0,00 0,01 £0,00
Hg 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,00+ 0,00 0,02 + 0,00 0,01 +0,00

4.8. Stravitelnost ras

Hodnoty stravitelnosti in vitro byly stanoveny postupem, ktery je uveden
v kapitole 3.3.7. Stravitelnost byla zkoumana jak v neoSetfené fasové biomase
tak vfasové biomase, ktera byla pokultivaéné oSetfena mechanickym
a enzymatickym zplsobem, kdy byl zkoumdan vliv téchto oSetfeni na hodnoty
stravitelnosti. Mechanicky byla oSetfena pomoci oscilaéniho kulového mlyna
a enzymaticka dezintegrace biomasy byla uskutetnéna enzymem celulasou
a komer¢né dostupnym celulasovym preparatem Celluclast 1,5L.

Hodnoty stravitelnosti DMD a OMD stanovené po hydrolyze pepsinem,
pankreatinem a po kombinované hydrolyze v neoSetiené fasové biomase

a v biomase, ktera byla pokultivacné oSetfena mechanickym zplisobem jsou

uvedeny v ptiloze A. Pro piehlednost textu prace a lep$i demonstraci vlivu
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pokultivacnich oSetfeni fasové biomasy na stravitelnost jsou hodnoty DMD

a OMD znéazornény graficky.

4.8.1 Vliv enzymu a pokultivacniho oSetreni Fasové biomasy na

jeji stravitelnost
Na Obr. 9 jsou znazornény hodnoty DMD a OMD po hydrolyze

provedené pepsinem, pankreatinem a jejich kombinaci v fasové biomase, ktera
byla pokultiva¢né oSetfena mechanickym a enzymatickym zptsobem.

Pfi srovnani pouzitych enzymatickych hydrolyz, je z Obr. 9 patrné,
pepsinem, vys§i hodnoty byly ureny po hydrolyze pankreatinem a nakonec
nejvys$i hydrolyzaéni ucinek byl pozorovan pii kombinované hydrolyze
pepsinem a pankreatinem. Ve vSech vySetfovanych vzorcich mikrofas bylo
pozorovano, 7e hodnoty stravitelnosti organick¢é hmoty (OMD) byly vyssi
ve srovnani s hodnotami stravitelnosti suSiny (DMD). Tato skutecnost
je podpoiena faktem, ze suSina obsahuje nestravitelné slozky.

U zelenych sladkovodnich mikrotas byl pozorovan trend vzriistu hodnot
OMD a DMD po mechanické ¢i enzymatické dezintegraci jejich celulotické
bunécné stény. Ziskané udaje stravitelnosti u sinice Sp. platensis potvrdily
hypotézu, Zze pokultivatni oSetfeni jeji fasové biomasy mechanickym
a enzymatickym zplsobem stimuluji pouze nepatrny ¢i zddny ndrst hodnot
DMD a OMD. Vysledky dale ukazuji, Ze sinice je velmi dobie stravitelna

ve srovnani s vySetfovanymi vzorky zelenych sladkovodnich mikrofas.
Hydrolyza pepsinem

Vysledky stravitelnosti zndzornéné na obrazku 9 (A, D) indikuji,
ze nejniz$i hodnoty DMD a OMD ve vSech zkoumanych mikrofasdch byly
stanoveny pii hydrolyze pepsinem (PE), bez jakékoliv pokultivaéni upravy
vzorkl, pfi¢emZ nejnizsi hodnoty stravitelnosti DMD (25,9 %) 1 OMD (33,2 %)

byly stanoveny v mikrotase Sc. quadricauda, naopak nejvys$si hodnoty DMD
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(53,2 %) a OMD (59,9 %) vykazovala Ch. kessleri. Navic, hodnoty stravitelnosti
stanovené u sinice pievySovaly stravitelnost Ch. kessleri o 16 %.

Z Obr. 9 je patrné, Ze naruSeni bunécnych stén pokultivacnim oSetfenim
fasové biomasy celulasou (PE + CE) zvySilo hodnotu DMD u Chlorella sp.
0 40 %, u Ch. kessleri o 17,7 %, u Sc. quadricauda bylo pozorovano zvyseni
pouze o 1,2 %. Nicméné naruSeni bunéénych stén mechanickym pokultivacnim
oSetfenim (PE + M) zpusobilo u Sc. quadricauda zvySeni hodnot stravitelnosti
pfiblizné o 15 %, naopak u vzorklt mikrotas rodu Chlorella tento zpisob
nevykazoval takovou ucinnost ve srovnani senzymatickym zpisobem
(PE + CE) pokultivaéniho oSetfeni. NejvysSiho nartistu hodnot stravitelnosti
bylo dosazeno pii kombinaci mechanického a enzymatického zpisobu
pokultivacniho oSetieni (PE + CE + M) fasové biomasy. Kombinace obou metod
pokultiva¢niho oSetfeni méla nejvyssi U€inek na zvySeni hodnot DMD a OMD

zejména v mikrotase Chlorella sp.
Hydrolyza pankreatinem

Hydrolyza s pouzitim pankreatinu (PA) vedla k vyznamnému zvySeni
hodnot stravitelnosti u vSech vySetfovanych vzorkli mikrotas. Hydrolyzy
s pouzitim PE 1 PA ukazuji, Ze Sc. quadricauda je nejméné stravitelnd
mikrofasa, na druh¢ stran¢ Ch. kessleri byla ohodnocena jako nejvice stravitelna
zelend mikrotasa mezi vySetfovanymi vzorky. Sp. platensis ptevySovala nejvyssi
dosaZzené¢ hodnoty stravitelnosti v zelenych mikrofasach ptiblizné o 23 %
uDMD ao 21 % u OMD.

Tak jako u pfedeslého typu hydrolyzy, tak i1 hydrolyza PA indikovala,
ze hodnoty stravitelnosti u Chlorella sp. a Ch. kessleri byly vyznamné pozitivné
ovlivnény enzymatickym pokultivacnim oSetienim (PA + CE) fasové biomasy
celulasou, nikoliv v8ak v ptipad¢ Sc. quadricauda. Vyznamny nartist DMD

piiblizné o 40 % a OMD o 35 % v tase Sc. quadricauda byl pozorovan
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po mechanickém pokultivaénim oSetfeni (PA + M) fasové biomasy (viz. Obr. 9
B, E).

I pti tomto typu hydrolyzy bylo pozorovéano, Ze nejvyssiho nariistu hodnot
stravitelnosti bylo dosazeno pii kombinaci mechanického a enzymatického
zpusobu (PA + CE + M) pokultivaéniho oSetfeni fasové biomasy, ackoliv
v ptipad¢ Chlorella sp. mély oba typy pokultivaéniho oSetieni srovnatelny
ucinek na stravitelnost. Dale byl zdokumentovan vyrazny rist DMD (49,3 %)
a OMD (44,1 %) v mikrotfase Sc. quadricauda pii kombinaci mechanického

a enzymatického zpisobu pokultiva¢niho oSetieni.
Kombinovand hydrolyza pepsinem a pankreatinem

Hodnoty DMD a OMD stanovené pii hydrolyze (PE + PA) byly vyrazné
vys$8i (u Chlorella sp.), mirn€ vyssi (u Ch. kessleri a Sc. quadricauda) nebo
na stejné urovni (u Sp. platensis) ve srovnani s hydrolyzou provedenou
s pouzitim PA (viz. Obr. 9). Bylo pozorovano, ze samostatny ucinek
mechanického (PE + PA + M) a enzymatického (PE + PA + CE) pokultivaéniho
oSetieni fasové biomasy u Ch. kessleri a Chlorella sp. zpusobil pozitivni rist
hodnot stravitelnosti, ktery byl na stejné Grovni, navic soucasné aplikace téchto
metod indikovala stejny vliv na zvySeni DMD a OMD.

Stejné jako u ptredchozich dvou typt hydrolyz, také pii hydrolyze
(PE + PA), mechanické pokultivacni oSetfeni fasové biomasy Sc. quadricauda
piispélo k vyraznému nartistu DMD (o 38,4 %) a OMD (o 34,2 %). Z obrazku
9 (C, F) je zftejmé, ze kombinace pouzitych zplsobi pokultivacniho oSetfeni
fasové biomasy u Sc. quadricauda vedlo k intenzivnimu narGstu DMD

(0 45,2 %) a OMD (0 39,5 %).
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Obr. 9: Hodnoty stravitelnosti susiny DMD (%) a organické hmoty OMD (%) po hydrolyze pepsinem PE, pankreatiem PA
a kombinované hydrolyze PE+PA v zelenych sladkovodnich mikrorasach (Sc-Scenedesmus quadricauda; ChK-Chlorella
kessleri; Ch-Chlorella sp.) a v sinici (Sp-Spirulina platensis) po autotrofni kultivaci v solarnim fotobioreaktoru (AP) a venkovni
oteviené autotrofni kultivaci s kaskadovym uspordadanim na tenké vrstve (AO). Hydrolyzy uskutecnené s rasovou biomasou
oSetrenou enzymaticky celulasou jsou oznaceny CE, hydrolyzy provedené s pokultivacné oSetienou rasovou biomasou oscilacnim
kulovym mlynem jsou oznaceny M a hydrolyzy s Fasovou biomasou pokultivacné oSetrenou enzymaticky celulasou a mechanicky
oscilacnim kulovym mlynem jsou oznaceny CE+M.
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4.8.2 Vliv kultivace na stravitelnost

Vliv zvolené kultivacni metody na stravitelnost suSiny DMD a organické
hmoty OMD byl pozorovan u mikrotasy Chlorella sp. Hodnoty DMD a OMD
stanovené ve vzorcich kultivovanych heterotrofnim (ChHF) a autotrofnim
(ChAO) zptsobem jsou uvedeny v Tab. 14, z jejichz udaji plyne skutec¢nost, ze
pfi hydrolyze pepsinem (PE) a kombinované hydrolyze (PE + PA) nejsou
zaznamendny vyznamné rozdily v DMD a OMD ve vzorcich pochazejicich
z riznych metod kultivaci. Vyznamny rozdil v hodnotach stravitelnosti byl
pozorovan pii hydrolyze pankreatinem, kdy heterotrofné¢ kultivovany vzorek
vykazoval piiblizné o 20 % vySSi stravitelnost ve srovnani s autotrofné

kultivovanym vzorkem mikrofasy.

Tab. 14: Hodnoty DMD a OMD v mikrotase Chlorella sp. kultivované
heterotrofné a pii autotrofni kultivaci; (%; n = 9, primér + smérodatna

odchylka)

PE PA PE + PA
DMD OMD DMD OMD DMD OMD
ChHF 51,84 +1,43 57,67+1,55 86,25+0,23 89,09 +0,20 87,39+0,36 89,43 +£0,38
ChAO 51,75+1,24 57,37+0,99 67,29 +0,48 72,69+0,62 89,29+ 0,59 91,08 +0,48

4.8.3 Vliv pouziti Celluclastu 1,5L na stravitelnost

Pti stanoveni stravitelnosti in vitro v fasové biomase pokultivatné oSetfené
enzymatickym zpiisobem bylo realizovano stanoveni s komeréné dostupnym
celulasovym produktem Celluclast 1,5L, ktery je vhodny pro potravinéiské
pouziti. Bylo nutné zjistit vhodnou koncentraci tohoto produktu jejiz tcinek
by byl srovnatelny s pokultivaénim oSetfenim enzymem celulasou. Dlivody pro¢
bylo toto stanoveni realizovdno jsou nasledujici: enzym celulasa je pomérné
nakladny na pofizeni a jeho pouZiti pii hydrolyze omezuje ptipadné dalsi vyuziti
fasové biomasy ke specifickym UCelim, kdeZzto produkt Celluclast 1,5L

je cenové dostupnéj$i a v pfipadé jeho pouziti je mozno fasovou biomasu
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¢i hydrolyzaty zni vyuzit pro specifické ucely napt. pro potravinarsky
¢1 krmivaisky pramysl. Pi1 hledani vhodné koncentrace produktu Celluclast 1,5L
byly provedeny analyzy stravitelnosti s jeho riznymi koncentracemi. Nakonec
byla nalezena optimalni koncentrace produktu, kterd vykazovala stejnou
ucinnost jako enzymatické pokultivacni oSetfeni enzymem celulasou. Optimalni
hodnota koncentrace produktu Celluclast 1,5L byla 1,4 ml preparitu na 6 g
vzorku ftasy, niz§i koncentrace produktu vykazovaly nedostateCnou ucCinnost,
naopak vys§i hodnoty koncentraci jiz neptispivaly k vy§Simu G¢inku produktu.

V Tab. 15 jsou uvedeny hodnoty stravitelnosti DMD a OMD u mikrofas,
jejichZz biomasa byla enzymaticky pokultivaéné oSetiena enzymem celulasou
a celulasovym produktem Celluclast 1,5L. Z uvedenych hodnot je patrné,
e optimalni mnoZstvi produktu 0,23 ml.g" fasy mé&lo téméf u viech vzorki
velmi podobnou ucinnost pti realizovanych hydrolyzach ve srovnani s metodou
vyuzivajici enzymu celulasy. Pouze u mikrotasy Sc. quadricauda, jejiz biomasa
byla nejdiive mechanicky pokultivaéné oSetiena byla zaznamenana nizsi
ucinnost celulasového produktu, dale nizsi Gi€innost produktu byla zaznamenéana
také wu autotrofné¢ kultivované mikrotasy Chlorella sp. pii hydrolyze

pankreatinem.
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Tab. 15: Hodnoty DMD a OMD v mikrofasach stanovené po ptedchozi

dezintegraci fasové biomasy enzymatickym zplisobem pomoci enzymu celulasy

a

komer¢éné

dostupnym

celulasovym  produktem  Celluclast

(%; n =9, primér = smérodatnd odchylka)

vzorek celulasa + PE Celluclast 1,5L + PE

DMD OMD DMD OMD
ScAP 27,10 £0,12 34,51 £0,20 27,18 £ 0,53 35,49 £ 1,65
ScAPM 63,27+0,93 66,84 +0,78 53,80+ 0,58 59,31 £ 0,69
ChKAP 70,89 £0,95 74,86+ 0,71 72,36 £0,80 76,47 + 0,65
ChKAPM 74,32+045 77,95+0,36 73,33+ 0,03 77,57 +0,13
ChAO 91,71 £0,24 92,74+ 0,16 93,48 £0,66 9436+0,53
ChAOM 96,10+ 0,35 96,62+0,15 94,98 £ 0,33 96,29 + 0,45
SpAP 79,34 +£0,72 84,89 +0,50 81,89 + 0,82 87,03 £ 0,80
SpAPM 84,44+ 1,33 88,62+ 1,01 81,00 £ 0,25 86,16 + 0,20

celulasa+PA Celluclast 1,5L+PA

DMD OMD DMD OMD
ScAP 33,00£0,28 41,32+0,51 31,66 £0,34 40,49 + 0,68
ScAPM 79,31 £0,23 82,45+ 0,08 75,68 £0,28 79,24 +£ 0,42
ChKAP 81,00 £ 1,07 84,46+ 0,68 81,26 +£ 0,69 84,60 + 0,76
ChKAPM 80,72+0,58 84,15+ 0,38 79,21 £ 0,20 82,50 £ 0,42
ChAO 95,39+0,43 96,92 +0,43 90,52 0,50 91,99 + 0,37
ChAOM  98,07+1,78 98,89 + 1,59 96,39 +£0,39 97,17+0,32
SpAP 93,51 £0,28 96,03 + 0,04 94,43 +£ 0,25 96,33 + 0,22
SpAPM 93,48 +1,10 95,63 +0,67 91,74+ 0,17 94,37+ 0,40

celulasa+PE+PA Celluclast 1,5L+PE+PA

DMD OMD DMD OMD
ScAP 41,20+ 0,94 48,39 +0,91 38,49 +0,20 45,84+0,10
ScAPM 82,39 +0,68 84,44+0,13 77,35+ 0,57 81,24 £0,81
ChKAP 84,92 +0,77 87,39+ 0,65 82,51 +0,17 85,61 +0,19
ChKAPM 84,36+1,15 87,14+0,65 82,42 + 0,54 86,55+ 0,45
ChAO 97,34 +0,13 98,27+ 0,20 93,20+0,18 94,98 +£ 0,32
ChAOM  98,03+0,19 99,09 +0,58 96,19 +£ 0,41 97,29 +£ 0,27
SpAP 93,65+1,54 95,83+0,99 93,59 £ 0,41 95,92 +£0,22
SpAPM 97,72+ 0,13 98,51 £ 0,20 95,51 £0,61 96,98 + 0,39
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S. DISKUSE

Disertacni prace sledovala vybrané nutriéni slozky aminokyseliny,
proteiny, lipidy, mastné¢ kyseliny, minerdlni prvky, chlorofyly
a karotenoidy v fasové biomase zelenych sladkovodnich mikrotas Chlorella
kessleri, Chlorella sp., Scenedesmus quaricauda a v modro-zelené mikrotase
(sinici) Spirulina platensis v zavislosti na metod¢ jejich kultivace. Prace
se zabyvala sledovanim vlivu pokultivaéniho oSetfeni fasové biomasy
mechanickym zplsobem uzitim oscilaéniho kulového mlyna a sklenénych
mikrokulicek balotina B7 na vytéznost obsazenych nutricnich slozek.
V disertacni préaci byla stanovena stravitelnost organické hmoty OMD (%)
a stravitelnost suSiny DMD (%) zelenych sladkovodnich mikrotas a sinice
pomoci enzymaticko-gravimetrické filtracni metody in vitro s vyuzitim
inkubatoru Daisy II. Dale byl pozorovan vliv pokultiva¢niho oSetieni fasové
biomasy mechanickou cestou uzitim oscilacniho kulového mlyna
a enzymatickym zplisobem s vyuzitim enzymu celulasy a komeréné
dostupného celulasoveého produktu Celluclast 1,5L na hodnoty stravitelnosti

fasové biomasy.

Zakladni chemické charakteristiky

Hodnoty obsahi suSiny ve vzorcich mikrofas byly vysoké
a pohybovaly se v rozmezi od 83 % u Sp. platensis autotrofné kultivované pti
laboratornich podminkéach do 96 % u mikrotasy Sc. quadricauda autotrofné
kultivované v soldrnim fotobioreaktoru. Obsah suSiny se vlivem kultivace
statisticky vyznamné lisil (P < 0,05) u Sp. platensis a Sc. quadricauda, kdy
vzorky mikrotas pochdzejici z autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru
vykazovaly statisticky vyznamné vyS$si hodnoty ve srovnani s mikrotfasami,
které¢ byly kultivovany autotrofné v laboratornich podminkich. Obsahy
popela v zelenych sladkovodnich mikrofasach byly zjiStény v intervalu
od 4,8 % (heterotrofné kultivovana Chlorella sp.) do 6,7 % (autotrofné

kultivovand Ch. kessleri v solarnim fotobioreaktoru), naproti tomu
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Sp. platensis obsahovala pfiblizné ttikrat vyssi obsah popela (17,8 %) nez
zelené sladkovodni mikrotasy. Zvoleny typ kultivace statisticky vyznamné
ovlivnil (P < 0,05) hodnoty obsahti popela u Sp. platensis, Sc. quadricauda
a Ch. kessleri. Pii autotrofni kultivaci v soldrnim fotobioreaktoru byly
zaznamendny jeho vySSi hodnoty ve srovnani s autotrofni kultivaci
pfi laboratornich podminkach, nikoliv v§ak u Sc. quadricauda.

Obecné Ize konstatovat, Ze autotrofné kultivované mikrotfasy
v solarnim fotobioreaktoru vykazuji vysSi hodnoty obsahti dusikatych latek
ve srovnani sfasovou biomasou pochézejici z autotrofni kultivace pod
laboratornimi podminkami ¢i  z heterotrofni kultivace ve fermentoru.
Rattanapoltee a kol. [13] uvadi, ze fasova biomasa pochéazejici z autotrofni
kultivace obsahuje vySSi mnozstvi dusikatych latek nez heterotrofné
kultivovand tasovd biomasa, avSak toto tvrzeni je v rozporu
s Perez-Garzia a kol [25], ktery uvadi, Ze heterotrofni kultivace miize
poskytovat fasovou biomasu s vy$§im mnozstvim dusikatych latek
nez v piipad¢ biomasy pochdzejici z autotrofni kultivace. Nejvyznamnéjsi
rozdil v obsahu dusikatych latek u analyzovanych vzorkli byl pozorovan
v sinici Sp. platensis, kdy autotrofn€¢ kultivovand biomasa v solarnim
fotobioreaktoru obsahovala ptiblizn€¢ dvojnasobné mnozstvi dusikatych latek
(55,5 %) nez biomasa kultivovana autotrofné¢ pod laboratornim rezimem
(22,7 %). Tato situace mohla byt pravdépodobné zplisobena podminkami pfi
autotrofni laboratorni kultivaci (intenzita osvétleni, koncentrace zivin
v kultivacnim médiu, teplota béhem kultivace, objem kultivacni nadoby).

Pfi srovnani vlivua kultivatni metody na hodnoty zakladnich
chemickych charakteristik u mikrotfasy Chlorella sp. bylo pozorovéno,
ze statisticky vyznamného rozdilu (P < 0,05) mezi zjiSténymi hodnotami bylo
dosazeno pouze v pifipadé obsahu dusikatych latek, kdy heterotrofné

kultivovanid biomasa vykazovala pfiblizné o 20 % niz8i hodnotu obsahu
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ve srovnani s autotrofné¢ kultivovanou mikrofasou pii venkovni oteviené

kultivaci s kaskadovym uspofadanim na tenké vrstve.

Aminokyseliny

Autotrofné¢ venkovné kultivovand mikrotasa Chlorella sp. (ChAO)
na tenké vrstvé s kaskddovym uspofaddnim obsahovala nejvice celkovych
aminokyselin, esencidlnich a neesencidlnich aminokyselin mezi vSemi
zkoumanymi vzorky mikrotas, avSak nejbohatSim zdrojem sirnych
aminokyselin byla autotrofné kultivovand Ch. kessleri (ChKAP) v solarnim
fotobioreaktoru. Lze tedy dedukovat, Ze fasovd biomasa pochazejici
z autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru obsahuje vy$$i mnozstvi
celkovych aminokyselin, celkovych esencialnich a neesencidlnich
aminokyselin nez biomasa kultivovand pod autotrofni kultivaci
v laboratornich podminkach. Dale, v ptipadé Chlorella sp. bylo pozorovano,
7ze mikrotfasa kultivovana heterotrofnim zpiisobem obsahuje statisticky
vyznamn¢ niz8§i mnozstvi (P < 0,05) aminokyselin, nez mikrofasa pochazejici
z venkovni  oteviené  kultivace s  kaskadovym  uspotfadénim
na tenké vrstvé.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkli lze konstatovat, Zze aminokyselinové
slozeni mikrofas je velmi variabilni mezi riznymi rody, ale 1 v rdmci stejnych
druhi. V analyzované sinici Sp. platensis (SpAP), ktera byla autotrofné
kultivované v solarnim fotobioreaktoru byly obsahy aminokyselin Val — 3,1;
Phe — 3,2; Met —2,5a His— 13 v g.16g'1N srovnatelné s hodnotami téchto
aminokyselin stanovenych v sinici Spirulina sp. podle Ogbonda a kol. [18].
Na druhé strané¢ obsahy dalSich aminokyselin jako Thr — 2,3; Glu — 5,3;
Gly —3.,3; Ala— 3,7 a Tyr — 2,2 v g.16g"'N byly v analyzované sinici (SpAP)
stanoveny v nizSich koncentracich a zbyvajici aminokyseliny Ile — 2.5;
Leu - 4,0; Lys - 3,6; Asp — 5,1; Ser - 4,2; Pro — 3,9; Cys — 2,6 a Arg — 4,4
v 2.16g"'N byly ve vySetfované sinici stanoveny ve vyssich koncentracich nez

v ptipad¢ publikovanych udaji u Spirulina sp. [18]. Ve vySetfované sinici
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(SpAP) byla stanovena sirnd aminokyselina Cys, jejiz niz§i zastoupeni bylo
potvrzeno v Sp. platensis ve studii Morist a kol. [19], na rozdil od sinice
Spirulina sp., kde ptitomnost této aminokyseliny nebyla potvrzena [18]. Dale
bylo zjisténo, zZe obsahy Lys a Leu byly v analyzované sinici (SpAP) ve shodé
s obsahy stanovenymi v Sp. platensis podle Morist a kol. [19], nicméné
vyznamné niz§i hodnoty téchto aminokyselin Lys — 0,9; Leu — 2,8 v g.16g"'N
byly stanoveny podle Ogbonda a kol. [18] ve Spirulina sp. Celkovy obsah
sirnych aminokyselin (5,1 g.16g"'N) ve vysetfované Sp. platensis (SpAP),
ktera byla autotrofné¢ kultivovand v solarnim fotobioreaktoru, byl pfiblizné
dvakrat vySsi ve srovnani s hodnotami publikovanymi pro Sp. platensis
— 1,9 g.16g'N [19] a pro Spirulina sp. — 2,2 g.16g"'N [18]. Na druhou stranu
suma Phe a Tyr (5,4 g.16g'N) v analyzované sinici (SpAP) byla piiblizné
poloviéni nez publikovana hodnota pro Spirulina sp. — 11,2 g.16g"'N [18].
Je tfeba zdiraznit, ze laboratorn¢ kultivovand Sp. platensis (SpAL) pfi
autotrofnim rezimu obsahovala nejniz§i mnozstvi aminokyselin ze vSech
vySetfovanych vzorki fas, coz je souladu s nejniz§im zjiSténym mnozstvim
dusikatych latek mezi v§emi vySetfovanymi vzorky mikrofas.

Obsahy  jednotlivych  aminokyselin v autotrofn¢  kultivovaném
Sc. quadricauda v solarnim fotobioreaktoru (ScAP) a v laboratornich
podminkéch (ScAL) byly pfevazné na nizSich urovnich nez hodnoty obsahti
aminokyselin publikovanych podle Becker [4] v Scenedesmus obliquus, avSak
v analyzovaném Sc. quadricauda (ScAL), ktery byl laboratorné kultivovan,
byly stanoveny vy$§i obsahy Met — 3,9 a Cys — 2,6 v g.16g"'N, déle vyssi
koncentrace Lys — 6,1; Met — 4,7; Pro — 5,8; Tyr—3,3aCys - 2,6 v g.16g'1N
byly stanoveny v biomase pochdzejici z autotrofni kultivace v solarnim
fotobioreaktoru ve srovnani s koncentracemi aminokyselin stanovenymi
v Sc. obliquus [4]: Lys — 5,6; Met — 1,5; Pro — 3,9; Tyr — 3,2 a Cys — 0,6
v g.16g"'N. Na rozdil od publikovanych udaji byla zjiténa vysoka hodnota

celkového obsahu sirnych aminokyselin v analyzovaném Sc. quadricauda
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— 6,7 g.16g'N, ktery byl autotrofné kultivovan ve fotobioreaktoru,
jez priblizné tfikrat pfevySovala hodnotu tohoto paramentru v Sc. obliquus
—2,1 g.16g"'N podle Becker [4].

Stanoveny obsah Arg — 8,3 g.16g'N, semiesencialni aminokyseliny pro
déti, v autotrofné¢ kultivované Ch. kessleri (ChKAP) v solarnim
fotobioreaktoru byl vyssi pfiblizné o 20 % ve srovnani s publikovanymi
obsahy v Ch. vulgaris — 6,4 a 6,0 v g.16g"'N [4, 6]. Na druhé strand obsahy
Val, Ile, Leu, Lys, Thr, Asp, Glu, Gly, Ala a His ve vySetfované Ch. kessleri
(ChKAP) byly nizsi nez v piipad¢ mikrotasy Ch. vulgaris [4, 6]. Zastoupeni
aminokyseliny Ser (3,4 g.16g'N) v analyzované Ch. kessleri pochazejici
zobou typl kultivaci bylo srovnatelné shodnotou stanovenou
v mikrotase Ch. vulgaris — 3,3 g.16g"'N [6]. Ve vySetiované Ch. kessleri
(ChKAP) byl zjistén vyS§i obsah sirnych aminokyselin na Urovni
7,0 g.16g"'N, ¢imz piiblizné dvakrat az tiikrat prevy$il mnoZstvi téchto
aminokyselin, které byly publikovany pro Ch. vulgaris — 3,6 a 1,9 v g.16g"'N
[4, 6].

Mikrotasa Chlorella sp. (ChHF) pochazejici z heterotrofni kultivace
ve fermentoru obsahovala niZz§i mnoZstvi aminokyselin, mimo Cys,
ve srovnani se stanovenymi obsahy v Ch. vulgaris [4]. Naproti tomu u tasy
Chlorella sp. (ChAO), ktera byla kultivovana na tenké vrstvé s kaskadovym
uspofadanim byly zjistény vys§i obsahy aminokyseliny Arg (6,7 g.16g"'N)
a sumy sirnych aminokyselin (4,8 g.16g"'N) ve srovnani s publikovanymi
obsahy v Ch. vulgaris, kde byl obsah Arg — 6,4 a 6,0 v g.16g'N [4, 6] a suma
sirnych aminokyselin ¥Met+Cys byla 3,6 a 1,9 v g.16g"'N [4, 6].

Obsahy nékterych aminokyselin Val, Ile, Leu, lys a Thr byly porovnany
s hodnotami udavanymi WHO [93] pro idealni bilkovinu. Doporu¢ené obsahy
Val, Ile, Leu, Lys a Thr podle WHO jsou pfislusné¢ 5,0; 4,0; 7,0; 5,5
a 4,0 g.16g'N. Hodnoty obsahti Leu a Thr byly nad doporu¢enimi WHO

v autotrofné¢  kultivované  Chlorella  sp.  Autotrofné¢  kultivovany
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Sc. quadricauda a heterotrofn¢ kultivovand Chlorella sp. obsahovaly vyssi
mnozstvi Lys nez je doporu¢eni WHO. Ve zbyvajicich mikrotasach byly
hodnoty obsahii jednotlivych aminokyselin na stejné ¢i niz§i Urovni
ve srovnani s doporu¢enim WHO. V souvislosti s doporu¢enym piijmem
aminokyselin v potravé zlstdva oteviena otazka denni spotieby fas a produktli

z nich vyrobenych.

Proteinové profily

Distribuce proteinli ve vySetfovanych vzorcich mikrotas byla stanovena
na zéklad¢ jejich molekulové hmotnosti metodou vertikalni elektroforézy
SDS-PAGE. Proteiny o molekulovych hmotnostech urené pomoci této
metody nepiedstavuji proteiny ve vySetfovanych vzorcich mikrotas, ale pouze
jejich subjednotky o urcitych molekulovych hmotnostech [16]. Disociace
proteinit na subjednotky je zplsobena piitomnosti redukéniho agens,
coz je naptiklad dodecylsiran sodny (SDS).

Vétsina  proteinit  obsazenych v mikrofasich  jsou  plvodem
z fotosyntetického aparatu, kde jsou agregovany do supra-molekularnich
struktur. 'V modro-zelenych mikrofasdch jsou fykobiliproteiny slozkou
makromolekuldrniho proteinového komplexu tzv. LHC (light-harvesting
complex), fykobilisom je spojen s membranou tylakoidu v chloroplastu [16].

Proteinovy profil Ch. kessleri (ChKAP) byl srovnan s proteinovym
profilem mikrotasy Ch. pyrenoidosa, kterd byla fotoautotrofné kultivovana
v laboratornich podminkadch podle Leu a Hsu [88]. Byly pozorovany
vyznamné  rozdily = vjejich  proteinovych  profilech. = Mikrotfasa
Ch. kessleri (ChKAP) neobsahovala proteiny o molekulovych hmotnostech
v oblasti od 30 do 60 kDA, naopak tato oblast byla hojné zastoupena
u Ch. pyrenoidosa. AvSak je nutno uvést, ze zminéné mikrotasy spolecné
obsahovaly vysoky pocet proteinovych bendl v oblastech od 10 do 30 kDa
a od 80 do 120 kDa.
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V  proteinovém  profilu  Sp.  platensis, kterd  pochazela
z oteviené kultivace v systému nadrzi, byly podle Chronakis a kol. [16]
pfitomny proteiny o molekulovych hmotnostech v intervalu 43 az 67 kDa
na rozdil od analyzované sinice Sp. platensis v jejimZ proteinovém profilu
nebyla pfitomnost téchto proteinill potvrzena.

Pti  srovndni  proteinovych  profili  vySetfované  mikrofasy
Sc. quadricauda (ScAP) a autotrofné¢ kultivované mikrotasy Sc. obliquus
v laboratornich podminkach v Kuhl médiu podle Osman a kol [94] byla
pozorovana heterogenita pievazné v oblasti od 43 do 69 kDa. Narozdil
od Sc. obliquus [94] v analyzovaném Sc. quadricauda nebyla potvrzena
pfitomnost proteint o té€chto molekulovych hmotnostech.

Jak jiz bylo zminéno, proteinové profily vySetfovanych mikrotas jsou
pfevazné tvoreny polypeptidy, které pochazi z fotosyntetického aparatu.
Proteinové bendy z oblasti od 4 do 36 kDa jsou predominantné tvoreny
polypeptidy pochazejicimi z fotosystému I a II. V této oblasti jsou piitomny
polypeptidy z membrany tylakoidu a z makromolekularniho proteinového
komplexu tzv. LHC (LHC Ilc, LHCPa, LHCPb) dile fytochelatiny,
polypeptidy z P700-chlorophyll a-protein 1 z fotosystému I mohou byt
vyjadfeny jako bendy o molekulovych hmotnostech 8, 10, 15 a 18 kDa,
molekulovd hmotnost 9 kDa mulZe predstavovat pritomnost proteinu
CPIII — Chlorophyll a protein a oblast 22 kDa mlZe indikovat protein CP22
[94-99]. Oblast 31 a 32 kDa muze pfisluSet proteinim D1 a D2, ptficemz
protein D1 je kliCcovou subjednotkou fotosystému II [100]. Apoprotein CP47
(ACPA47) pochézejici z fotosystému II mize byt vyjadien jako bend v oblasti
50 kDa [100]. Proteinové bendy okolo 40 az 70 kDa mohou piisluset enzymu
magnesium chelatasa (podjednotka I a D), dale bendy oscilujici okolo 75 kDa
mohou indikovat pfitomnost proteinu Toc75, ktery pochazi zvnégjsi
membrany chloroplastu [101, 102]. Polypeptidy z fotosyntetického komplexu
I (PSI-200) jsou vyjadieny jako proteinove bendy v oblasti 58 a 62 kDa [103].
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Ptitomnost bendli v oblastech 100 a 110 kDa mohou pftisluSet proteinu
chlorofyl a protein CPIV a proteinu P700-chlorofyl a protein 1 z fotosystému
1195, 96].

Z dat uvedenych ve studiich [16, 88, 94] a piedloZzenych
vysledkl analyz mlze byt dedukovéno, Ze proteinové profily mikrotas se lisi
jak v zavislosti na druhu mikrotasy, tak mohou byt rozdilné i v rdmci stejné¢ho
rodu mikrofas. Rozdilnosti v proteinovych profilech mohou byt dale
zptusobeny rozdilnou metodou jejich stanoveni, dale také rozdilnou diverzi
obsazenych proteind, kterd miize byt indukovéna odlisnou kultiva¢ni metodou
ovlivilujici syntézu fotosyntetickych proteinti.

Lipidy a mastné kyseliny

Stanoveni lipidi a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin bylo
provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.4, pii kterém byly pouzity
dvé rozpoustédlové soustavy: hexan a smés methanol/chloroform/voda
(1:2:1).

Rozpoustédlova soustava tvoiena hexanem vykazovala podstatné nizsi
ucinnost pii  extrakci lipidovych slozek ztasové biomasy neZ smecs
methanol/chloroform/voda, tato situace byla potvrzena i1 studii [27]. Tudiz
vysledky zjisténé pi1 pouziti hexanu nemaji dostateCnou vypovidajici
hodnotu, jak o obsahu lipidd, tak o zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
v fasové biomase.

Také idaje o obsahu lipidl publikované v odborné literatuie se znacné
ruzni. VySetfovana sinice Sp. platensis (SpAP) obsahovala ve své biomase
piiblizné tiikrat vice lipidi (18,0 %) ve srovnani s hodnotami, které jsou
uvedeny u Spirulina maxima — 6,0 az 7,0 % [2] a u Sp. platensis — 4,0
az 9,0 % [4]. Analyzovan4 mikrotasa Sc. quadricauda (ScAP) obsahovala
o tretinu vice lipida (18,1 %) ve srovnani s mikrotasou Sc. obliqguus — 12,0
az 14,0 % [2, 4]. Obsahy lipidi ve zkoumanych mikrotasach Ch. kessleri
(ChKAP) — 18,0 % a Chlorella sp. (ChAO) — 16,9 % jsou srovnatelné
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s hodnotami zjisténymi v Ch. pyrenoidosa [27] a Ch. vulgaris [2, 4], avSak
mnohem vys$§i obsahy lipidit byly zjisteny v Ch. vulgaris — 26,7 % podle
Widjaja a kol. [104] a Chlorella sp. — 28,0 az 32,0 % podle Harun a kol.[24].
Na druhou stranu mnohem niz§i obsahy lipidi byly publikovany
v Ch. vulgaris — 7,0 % [6] a 13,3 % [54] ve srovnani s obsahy v ndmi
analyzovanych Ch. kessleri a Chlorella sp.

Bylo pozorovano, ze pokultivacni oSetfeni fasové biomasy mechanickym
zpusobem pomoci oscilaéniho kulového mlyna pozitivn€ ovlivnilo u¢innost
extrakce lipidickych slozek ztasové biomasy u vySetfovanych vzorki
mikrotas. VIiv zplisobu kultivace na obsah lipida byl pozorovan u mikrofasy
Chlorella sp., kdy tasa pochazejici z heterotrofni kultivace obsahovala nizsi
mnozstvi lipidd (13,9 %) nez biomasa kultivovand autotrofnim zpiisobem
(16,9 %). Z uvedenych dat lze dedukovat, Ze heterotrofni zpiisob kultivace
poskytuje fasovou biomasu o niz§im obsahu lipidi, toto tvrzeni je podpofeno
také studii dle Mitra a kol [67], ktery uvedl, Ze heterotrofni kultivace
poskytuje fasovou biomasu o niz§im obsahu lipida pfi srovnani s mixotrofni
kultivaci.

Pomérové zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vySetfované sinici
Sp. platensis (SpAP) bylo ve shod¢ s daty publikovanymi ve studiich [9, 19,
21, 54]. Nejvice =zastoupenou nasycenou mastnou kyselinou byla
v analyzované sinici kyselina palmitova (C16:0 — 61,1 %), avSak jeji
zastoupeni bylo piiblizné o 15 % vyS§i nez je publikovany obsah pro
Sp. platensis v rozmezi 44,3 az 45,6 % [9, 19, 21]. Kyselina olejova (C18:1;
cis-9) vmnozstvi 5,3 % byla u této sinice nejhojnéji zastoupenou
monoenovou mastnou kyselinou, na rozdil od 1,8 % zjiSt€éného v biomase
Sp. platensis podle Xue a kol. [21]. Ve skupin€ dienovych mastnych kyselin
méla ve vySetfované sinici predominantni zastoupeni v hodnoté 18,4 %
kyselina linolova (C18:2; cis-9,12), jejiz zastoupeni bylo ve shodé

s hodnotami uvedenymi pro Sp. platensis [19, 21], na rozdil od vysledkl
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podle Colla a kol. [9] zjisténych v téze sinici, které byly o 7 % nizsi.
Zastoupeni polyenové mastné kyseliny y-linolenové (C18:3; cis-6,9,12) bylo
ve vySetfované sinici v polovi¢ni koncentraci oproti publikovanym udajim
v rozmezi od 20,3 do 23,5 % [9, 19, 21]. Ve shod¢ s publikovanymi udaji
v8ak vyznamné polyenové kyseliny kyselina a-linolenova (C18:3;
cis-9,12,15), EPA a DHA nebyly detekovany [9, 19, 21].

V ptipadé profilu mastnych kyselin zelené¢ mikrotasy Sc. quadricauda
bylo zjisténo podobné pomérove zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
ve srovnani s profilem Sc. obliquus [105], 1 kdyZ v procentudlnim zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin byly zaznamenéany 1 vyrazné rozdily. V obou
profilech byla shodné nejvice zastoupenou nasycenou mastnou kyselinou
kyselina palmitovd (C16:0), avSak obsah této mastné Kkyseliny
v analyzovaném Sc. quadricauda — 34,9 % ttikrat prevysoval jeji zastoupeni
v Sc. obliquus — 12,5 % [105]. V ptipadé kyseliny olejové (C18:1; cis-9) byl
zaznamenan rozdil v mensim rozsahu, kdy jeji zastoupeni bylo u Sc. obliquus
— 94 %, coz je piiblizné o 3 % méné ve srovnani s vySetfovanym
Sc. quadricauda — 12,9 %, déale v analyzované mikrotase bylo stanoveno
pfiblizn¢  Sestkrat vySSi zastoupeni kyseliny a-linolenové (C18:3;
cis-9,12,15). Vyznamné disproporce v procentualnim zastoupeni byly
pozorovany v analyzovaném Sc. quadricauda u kyseliny linolové (C18:2;
cis-9,12) a y-linolenove (C18:3; cis-6,9,12), jejichz obsahy byly 12,5 %
a 2,93 % v uvedeném potadi, kdezto v Sc. obliguus [105] byly detekovany
v mnohonasobné¢ niz§ich mnozstvich v ptisluSném potadi 0,12 % a 0,07 %.
Polynenasycené mastné kyseliny EPA a DHA nebyly ve vySetfované biomase
Sc. quadricauda stanoveny, 1 kdyz EPA v Sc. obliquus byla ptitomna
ve stopové koncentraci 0,07 % [105]. Vyznamné rozdily v procentualnim
zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve srovndvanych profilech

mikrotas rodu Scenedesmus mohou vyplyvat z divodu rozdilnych kmen.
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Procentuélni zastoupeni mastnych kyselin ve vySetfovanych mikrotasach
Chlorella sp. (ChAO) a Ch. kessleri (ChKAP) jsou pievazné ve shodé
s obsahy publikovanymi pro Ch. vulgaris a Ch. pyrenoidosa podle Petkov
a kol. [10], kde je srovnan profil mastnych kyselin v biomase tas Ch. vulgaris
pochazejici z autotrofni laboratorni kultivace a z venkovni kultivace, dale
v biomase tasy Ch. pyrenoidosa  pochazejici jak  z heterotrofni
tak z fotoautotrofni kultivace. V biomase Ch. vulgaris [10] pochézejici
z autotrofni laboratorni kultivace byly publikovany vySSi obsahy kyseliny
palmitové (C16:0) a kyseliny linolové (C18:2; cis-9,12), avSak niz8i obsah
kyseliny a-linolenové (C18:3; cis-9,12,15) ve srovnani s venkovné
kultivovanou mikrofasou. Obdobny trend v zastoupeni téchto mastnych
kyselin byl pozorovan i pii srovndni vySetfovanych mikrotas rodu Chlorella
pochazejicich z autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru (ChKAP)
a z autotrofni venkovni kultivace na tenké vrstvé s kaskadovym uspofaddnim
(ChAO). Heterotrofn¢ kultivovand Chlorella sp. (ChHF) ve fermentoru
obsahovala ve srovnani s autotrofné kultivovanym vzorkem (ChAO) vyssi
zastoupeni kyseliny olejové (C18:1; cis-9) a kyseliny linolové (C18:2;
cis-9,12), naopak niz§i mnozstvi kyseliny a-linolenové (C18:3; cis-9,12,15).
VySetfované mikrofasy rodu Chlorella neobsahovaly kyseliny EPA a DHA,
tyto mastné kyseliny nebyly také stanoveny v Ch. pyrenoidosa a ani
v Ch. vulgaris podle Petkov a kol. [10], avSak vysoké mnozstvi DHA
(20,9 %) bylo publikovéano v Ch. vulgaris podle Tokusoglu a kol. [54].

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFAs) uc¢inné redukuji riziko vzniku
kardiovaskularnich chorob, rakoviny, osteopordézy a diabetu [28, 29].
Tato skupina mastnych kyselin se dale déli na ®-3 a w-6 PUFAs, pfiemz
dalezity je jejich pomér v pfijimané stravé. Optimalni pomér mezi ®-3 a ®-6
PUFAs je 1:2 ¢i 1:4, avsak v soucasnosti se pohybuje na urovni 1:20-30 [28,
29]. ZvySenim piijmu potravin, které jsou zdroji ®-3 PUFAs a omezenim

pfijmu nasycenych mastnych kyselin a @-6 PUFAs se vyrazné snizuje riziko
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vzniku srde¢nich onemocnéni [29]. Doporuceny piijem w-3 PUFAs je stale
diskutovan na védecké urovni, odhadovany pfijem této skupiny mastnych
kyselin v Evropé je 0,1 — 0,5 g/den [28]. Z profilu mastnych kyselin
ve vySetfovanych zelenych sladkovodnich mikrotfasach plyne skutecnost,
ze jsou vyznamnym zdrojem -3 polynenasycené mastné Kkyseliny
a-linolenové (C18:3; cis-9,12,15). Z tohoto divodu by konzumace biomasy
zelenych mikrofas a potravinovych produktii z ni vyrobenych mohla pozitivné
prispivat k upraveni poméru mezi piijmem -3 a ®-6 PUFAs a tudiz
by se mohla podilet 1 na snizovani rizika vzniku kardiovaskularnich chorob
v lidské populaci.

Heterotrofn¢ kultivovana Chlorella sp. méla nejvyssi zastoupeni
nasycenych a monoenovych mastnych kyselin, avSak obsahovala nejméné
polynenasycenych mastnych kyselin. Kyselina palmitova (C16:0) byla
stanovena v heterotrofn¢ kultivované mikrotase Chlorella sp. v dvojnasobné
vys$§im mnozstvi (33,2 %) nez v autotrofné kultivovaném vzorku (14,8 %)
pii venkovni kultivaci na tenké vrstvé s kaskddovym uspotradédnim. Nejnizsi
hodnoty obsahii nasycenych mastnych kyselin vykazovala autotrofné
venkovné kultivovand Chlorella sp. na tenké vrstvé s kaskadovym
uspofadanim, na druhé strané¢ tato mikrofasa byla hojnym zdrojem
polynenasycenych mastnych kyselin.

Zvyseni vytéznosti mastnych kyselin vlivem pokultivaéniho oSetieni
fasové biomasy mechanickym zptisobem pomoci oscilacniho kulového mlyna
bylo pozorovano pouze v piipad¢ kyseliny y-linolenové (C18:3; cis-6,9,12).
U Sp. platensis a Ch. kessleri bylo pozorovano zvySeni vytéznosti této mastné
kyseliny  po  pokultivaénim  oSetfeni  vmalé  mife, kdezto
u dalSich mikrofas vyvolalo pokultivaéni oSetfeni biomasy piiblizné
pctindsobné zvySeni jeji vytéZnosti, a to u Sc. quadricauda z 2,9 % na 10,5 %

au Chlorella sp. z 2,3 % na 10,6 %.
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Obsah chlorofylii a karotenoidit

Mikrotasy obsahuji pfevazn¢ fotosyntetické pigmenty chlorofyly, dale pak
pomocné fotosyntetické pigmenty (fykobiliproteiny) zvySujici vyuzitelnost
energie ze svétla a také karotenoidy slouzici jako ochrana pied negativnim
vlivem slunecniho zatfeni [25]. Pfirozené jsou pigmenty produkovany
pod autotrofnimi ristovymi podminkami, avSak ptrekvapivé nékteré pigmenty
jsou produkovany i pii heterotrofnim kultivaénim rezimu [25].

Obecn¢ se uvadi, Ze fasy obsahuji ptiblizn€ 0,5 — 1 % chlorofylt v susin¢
a 0,1 — 0,2 % karotenoidll v suSin¢, avSak toto rozmezi neni uplatnitelné
pro vSechny typy mikrofas a je velmi proménlivé [2]. Analyzovana Sp.
platensis obsahovala 7,8 mg.g™' fasy chlorofylu a, coz bylo p¥iblizné étytikrat
vice nez hodnota stanovend v Sp. platensis [19]. Obsahy chlorofylu a
(5,9 mg.g' fasy) a chlorofylu b (2,6 mg.g' fasy) ve vySetfovaném
Sc. quadricauda (ScAP) byly mirné¢ vyS$i ve srovnani s hodnotami
publikovanymi pro Scenedesmus sp., ktery byl kultivovan v KEP I médiu [62]
a to chlorofyl a (3,6 mg.g"' fasy) a chlorofyl b (2,3 mg.g™ fasy), avak tato
mikrofasa obsahovala piiblizné ¢tytikrat vyssi obsah celkovych karotenoidii
(3,3 mg.g' fasy) nez analyzovany Sc. quadricauda (0,8 mg.g' fasy).
VySetiovana Ch. kessleri obsahovala pfiblizné¢ Ctyfikrat vice chlorofyla
(23,8 mg.g"' fasy) ve srovnani s Ch. vulgaris — 5,3 mg.g" fasy [6], avSak
srovnatelné mnozstvi celkovych karotenoidt (2,5 mg.g™ fasy). Vliv zpiisobu
kultivace na obsah chlorofyli a karotenoidli byl pozorovan v piipad¢ fasy
Chlorela sp, kdy heterotrofn¢ kultivovana mikrofasa ve fermentoru
obsahovala desetkrat méné chlorofylu @ 1 b a pétkrat méné celkovych
karotenoidli ve srovnani s fasou pochazejici z autotrofni venkovni kultivace
na tenké vrstvé s kaskddovym uspotadanim.

Pigmentové extrakty po dobu desetidenniho skladovéani ve tmé pii 4 °C
nepodléhaly znatelné degradaci, coz potvrzuji data uvedend v tabulce 12,

avSak tato situace je v ostrém kontrastu se studii Barnes a kol. [52], ktery
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pozoroval vyraznou degradaci pigmentovych extraktdl v 80% acetonu
z liSejnikdt jiz po Sestétm dnu skladovani pii identickych podminkéch
skladovéni.

Obsah mineralnich latek

Ze stanovenych obsahli mineralnich prvkl ve vySetfovanych mikrotfasach
a sinici lze konstatovat, ze jejich biomasa je dobrym zdrojem
makrobiogennich, oligobiogennich a mikrobiogennich prvkl. Zastoupeni
jednotlivych prvkl ve zkoumanych fasach se liSilo v zévislosti na druhu
mikrofasy a i na zpusobu kultivace, ale i1 piesto byla obecné¢ u vySetfovanych
mikrofas pozorovdna tendence obsahu jednotlivych prvka s klesajici
koncentraci v poradi: K, P, Mg, Ca, Na, Fe, Mn, Zn, Cu, B a Cr. Toxické
prvky byly v fasové biomase zastoupeny ve stopovych koncentracich, jejich
obsahy mély klesajici trend v potadi: Pb, Cd a Hg. Limity obsahti pro toxické
prvky v fasovych produktech nejsou samostatné feSeny v ramci legislativy
Ceské republiky, ale ani vramci Natizeni komise (ES). Avsak je nutno
podotknout, Ze nami vySetfované mikrotfasy neptekrocCily francouzské limity
stanovujici limitni obsahy téchto toxickych prvkll v tasach a produktech
z nich [106].

Ve vSech zkoumanych mikrofasdch byly stanoveny vysoké obsahy
drasliku, Zeleza a boru. Ch. kessleri pochézejici z autotrofni kultivace ve
fotobioreaktoru byla ohodnocena jako relativné nejbohatsi zdroj mineralnich
latek. Autotrofné kultivovana sinice Sp. platensis
ve fotobioreaktoru byla nejbohat$im zdrojem sodiku (9,4 gkg' fasy),
obsahovala jej pfiblizné v desetkrat vyS$i koncentraci ve srovnani
s heterotrofné kultivovanou Chlorella sp. (1,1 gkg' fasy). Nejnizsi
zastoupeni vapniku (0,5 gkg' fasy), sodiku (0,3 gkg' fasy), Zeleza
(248,1 mg.kg™ fasy) a manganu (51,2 gkg" fasy) mezi zkoumanymi vzorky

mikrotas bylo stanoveno v Sc. quadricauda pochéazejici z autotrofni kultivace
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ve fotobioreaktoru. Vliv zpiisobu kultivace na zastoupeni jednotlivych
mineralnich prvkl v fasové biomase byl pozorovan u Chlorella sp., mikrotasa
autotrofné¢ venkovné kultivovana na tenké vrstvé s kaskadovym uspofaddnim
obsahovala piiblizné dvakrat vice hoi¢iku (4,0 gkg' fasy), vapniku
(2,53 gkg' fasy) a manganu (148,6 mgkg' fasy), aviak o polovinu méné
médi (51,8 mg.kg™" fasy) ve srovnani s heterotrofné kultivovanym vzorkem
mikrofasy. Dvojnasobné niz§i obsah hoi¢iku (2,48 gkg' fasy) v ptipadé
heterotrofné kultivované Chlorella sp. ve srovnani s autotrofné kultivovanou
mikrofasou miize byt zplsoben nizSim obsahem chlorofyli, ktery byl
v heterotrofné kultivované mikrotase stanoven.

Analyzovana Chlorella sp. obsahovala vyssi obsahy drasliku
(13,4 gkg' tasy), zinku (114,7 mgkg' fasy) a médi (51,8 mgkg' fasy)
ve srovnani s hodnotami publikovanymi pro Chlorella sp. — draslik
(8,4 gkg' tasy), zinek (20,7 mgkg' fasy) a méd’ (2,8 mgkg' fasy) [56].
Podobné jako v predeslém piipad®, obsahy drasliku (10,1 g.kg™ fasy), zinku
(166,5 mg.kg™ tasy) a médi (84,4 mg.kg™ fasy) ve vySettované Ch. kessleri
(ChKAP) byly stanoveny ve vysSich koncentracich ve srovnani s mikrotasou
Ch. vulgaris — draslik (0,5 gkg' fasy), zinek (11,9 mgkg™' fasy) a méd’
(0,6 mg.kg™" fasy) podle Tokusoglu a kol. [54], ktera viak obsahovala vyrazné
vy$§i koncentrace sodiku (13,5 gkg™ fasy) a Zeleza (2591 mgkg' fasy)
ve srovnani s analyzovanymi mikrofasami, kde sodik byl pfitomen ve
vzorcich Chlorella sp. a Chlorella kessleri v koncentracich 0.4 a 1,0 g.kg
fasy a zelezo v mnozstvi 1027,7 a 1310,9 mg.kg" fasy v uvedeném potadi.
Obsahy fosforu, horciku, vapniku, manganu a chromu u vySetfovanych
mikrotas rodu Chlorella byly v souladu s hodnotami publikovanymi pro
Ch. vulgaris [54] a pro Chlorella sp. [56]. Zjisténé koncentrace prvki drasliku
(14,0 g.kg™ tasy), fosforu (8,0 gkg' fasy), zeleza (851,9 mg.kg™ fasy), zinku
(16,5 mg.kg™ tasy) a m&di (2,8 mg.kg™ fasy) ve vysetiované Sp. platensis
(SpAP) byly ve shod€ s hodnotami stanovenymi v sinici Sp. platensis [54],
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dale analyzovand sinice obsahovala vy$§i mnozstvi manganu
(64,8 mg.kg' fasy), aviak niz§i mnozstvi hor¢iku (1,3 g.kg™ fasy), vapniku
(1,0 gkg" fasy) a chromu (0,3 mgkg' fasy) v porovnani s koncentracemi
publikovanymi pro Sp. platensis — mangan (52,3 mgkg" fasy), hoi¢ik
(3,9 g.kg!' fasy), vapnik (7,0 g.kg" fasy) a chrom (1,5 mg.kg™ fasy) [54].
Stravitelnost

Mira stravitelnosti potravy je dillezitou informaci z hlediska vyuzitelnosti
nutriénich slozek vni obsazenych. Vyzivovd hodnota proteinu je dana
predevS§im obsahem a pomérovym zastoupenim jednotlivych aminokyselin,
avSak pro poskytnuti jeho hlubsi charakteristiky je nutno se zabyvat také
oblasti jeho vyuzitelnosti. Zelené sladkovodni mikrofasy a sinice obsahuji
ve své biomase vysoky obsah proteint obsahujicich esencialni
1 neesencialni aminokyseliny, a z tohoto divodu jsou povazovany za jejich
vhodny alternativni zdroj. AvSak limitujicim faktorem jejich vyuziti
pro lidskou vyzivu je obsah celulosy v bunécné sténé zelenych sladkovodnich
mikrotas, jelikoz lidsky zazivaci trakt nedokdze tuto slozku S$tépit a miize
dochézet ke sniZzeni vyuZzitelnosti nutricnich sloZzek z jejich biomasy. Proto
pokultivaéni metody pro oSetfeni fasové biomasy, které zajiSt'uji Gc¢inné
naruSeni celulotickych bunéénych stén mikrofas, hraji dtlezitou roli
pro zvySeni vyuzitelnosti nutricnich slozek pro lidskou populaci
a monogastrické zivocichy.

V soucasné dobé je védecky vyzkum zaméfen piedevSim na identifikaci
jednotlivych bioaktivnich latek a jejich zdravotni Gcinek, avSak komplexni
zhodnoceni jejich vyuzitelnosti pro lidsky organismus je opomijeno.
Vzhledem ke zminénému sloZeni bunécnych stén fasovych organismil byla
pozornost zaméfena 1 na stanoveni stravitelnosti, a to jednoduchou
enzymaticko-gravimetrickou in vifro metodou s vyuZitim inkubatoru Daisy,
kterd by mohla slouzit pro rychlé posouzeni vyuzitelnosti fasové biomasy.

Déle byl sledovan vliv pokultivaéniho oSetfeni bunécnych stén zelenych
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sladkovodnich mikrotfas na hodnoty jejich stravitelnosti, ktery doposud nebyl
popsan.

Stravitelnost byla zkouména po 24 hodinové hydrolyze pepsinem,
pankreatinem a pii kombinované hydrolyze s pouzitim obou enzymu. Byl
sledovan vliv mechanického a enzymatického pokultivacniho oSetieni fasove
biomasy na hodnoty stravitelnosti vySetfovanych mikrotas. Také bylo
realizovano pokultivacni oSetfeni fasové biomasy s komeréné dostupnym
celulasovym produktem Celluclast 1,5L scilem nalézt jeho vhodnou
koncentraci, kterd by méla srovnatelny Uc¢inek s pokultivaénim oSetienim
vyuzivajici enzym celulasu.

Modro-zelend mikrotasa Sp. platensis vykazovala nejvyssi hodnoty
stravitelnosti pfi vSech typech uskutecnénych hydrolyz. JelikoZ neobsahuje
celulosu ve své bunécné sténé, neprokazal se vliv pouzitych pokultivacnich
oSetfeni na zvySeni hodnot stravitelnosti. Naopak nejméné stravitelnou
mikrofasou pii vSech typech hydrolyz a realizovanych pokultivaénich
zptusobli oSetfeni biomasy byl Sc. quadricauda. U této mikrotfasy meélo
mechanické pokultivaéni oSetfeni fasové biomasy vyrazny pozitivni vliv
na zvysSeni hodnot stravitelnosti ve srovnani s enzymatickym oSetienim
celulasou. Tato skute¢nost mtize byt podporovéana faktem, ze bunécna sténa
Sc. quadricauda je pomérné tlusta a odolna a navic tato mikrofasa tvori
soubuni nejcastéji v poctu ¢tyt bunék, ¢imz dochazi ke snizeni plochy pro
pusobeni celulasy na jeho bunécnou sténu.

Mikrotasy Ch. kessleri a Chlorella sp. vykazovaly podobné hodnoty
stravitelnosti pii uskuteénénych typech hydrolyz. U téchto mikrotas byl
pozorovan vysSi ucinek enzymatického pokultivatniho oSetfeni biomasy
na zvySeni hodnot stravitelnosti, nez v ptipadé mechanického zpiisobu, avsak
vyraznéjsiho efektu enzymatického oSetfeni bylo dosazeno u Chlorella sp.

Je nutno uvést, Ze kombinované plsobeni pokultivaéniho oSetieni
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mechanickou a enzymatickou cestou na fasovou biomasu vyvolalo nejvyssi
efekt zvySeni stravitelnosti u vSech vySetfovanych vzorkt mikrotas.

Vliv kultiva¢ni metody na hodnoty stravitelnosti byl sledovan u mikrotasy
Chlorella sp., avSak nepodaftilo se prikazné urcit zda mé volba kultivacniho
zpusobu vyznamny vliv na stravitelnost fasové biomasy, z tohoto divodu
je nutno se touto problematikou dale podrobné&ji zabyvat a zkoumat ji u vice
druh@t mikrofas.

Byly srovnany hodnoty stravitelnosti biomasy zelené sladkovodni
mikrotasy Ch. kessleri a sinice Sp. platensis se stravitelnosti komer¢nich
fasovych produkti Chlorella Tabs (vyrobeno z Ch. pyrenoidosa) a Spirulina
Bio (vyrobeno ze Sp. platensis) uvedenych v praci [55]. Pfi hydrolyze
pepsinem vykazovala biomasa mikrofasy a sinice niz§i hodnoty DMD a OMD
vrozmezi od 6 do 10 % ve srovnani s pfisluSnym komeréné dostupnym
produktem, tato situace byla obdobnd 1 pifi hydrolyze pankreatinem
kde biomasa mikrofas vykazovala niz§i hodnoty stravitelnosti v rozmezi
od 3 do 8 %. AvSak pti kombinované hydrolyze byly stanoveny vyssi hodnoty
DMD a OMD u biomasy Ch. kessleri piiblizné o 4 % oproti produktu
Chlorella Tabs [55], dale pii tomto typu hydrolyzy byly hodnoty stravitelnosti
mezi biomasou sinice Sp. platensis a produktem Spirulina Bio [55]
srovnatelné.

Komeréné dostupny celulasovy produkt Celluclast 1,5L vykazoval
srovnatelny Uc¢inek s pokultivaénim oSetfenim fasové biomasy enzymem
celulasou pfi koncentraci 1,4 ml produktu na 6 g fasové biomasy. AvSak bylo
pozorovano, ze v piripadé mechanicky oSetfené biomasy Sc. quadricauda
nem¢él produkt v uvedené koncentraci takovou tc¢innost jako v ptipade pouziti
enzymu celulasy, tato skutecnost byla dale pozorovana u autotrofné¢ venkovné
kultivované Chlorella sp. na tenké vrstvé s kaskddovym uspotradanim
pii hydrolyze pankreatinem a pii kombinované hydrolyze. Stanoveni

stravitelnosti s vyuzitim preparatu Celluclast 1,5L bylo provedeno s cilem
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snizit naklady na stanoveni stravitelnosti ve srovnani s vyuzitim cistého
enzymu celulasy a také pro ptfipadné dal§i vyuziti pokultivacné oSetfené

fasové biomasy pro potravinafstvi ¢i krmivarstvi.
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6. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Ze ziskanych vysledki Ize konstatovat, ze vySetfované zelené sladkovodni

mikrotasy rodu Chlorella, Scenedesmus a modro-zelend mikrofasa (sinice)

Spirulina platensis pochazejici z kultivaci uskuteénénych v Ceské republice,

jsou dobrym zdrojem proteind, aminokyselin, lipidi, mastnych kyselin,

pigmentil (chlorofylu a 1 b, karotenoidil) a mineralnich prvk.

Disertaéni prace obohacuje oblast védy v nasledujicich aspektech:

Stanoveni nutri¢nich profild zelenych sladkovodnich mikrotas
a sinice pochazejicich z kultivaci uskuteénénych na tzemi CR, které
poskytuji poskytuji uceleny piehled o slozeni fasové biomasy, dale
obohacuji stavajici informace ve zkouman¢ oblasti.

Srovnani obsahi nutricnich slozek obsazenych ve vySetfovanych
mikrotasach v zavislosti na zplisobu jejich kultivace.

NavrZeni a vyzkouSeni dvou mechanickych zpiisobt pokultivaéniho
osetfeni fasové biomasy s cilem zhodnotit jejich vliv na vytéZnost
nutri¢nich slozek z biomasy.

Stanoveni in vitro stravitelnosti vySetfovanych ftas enzymaticko-
gravimetrickou filtracni metodou s vyuzitim inkubatoru Daisy.
Navrzeni, vyzkouSeni a popsani dvou enzymatickych zplsobl
a jednoho mechanického zpiisobu pokultivaéniho oSetfeni mikrofas,
kter¢ vedou ke zvySeni jejich stravitelnosti a tudiz i1 zvySeni
vyuzitelnosti obsazenych nutri¢nich slozek v jejich biomase.
Modifikovani metodiky pro stanoveni in vitro stravitelnosti,
proteinového a  lipidového  profilu = vzhledem  k povaze

a charakteru vySetfovanych vzorkl mikrofas.
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Disertacni prace obohacuje oblast praxe o nasledujici skute¢nosti:

o Priace poskytuje Siroky piehled o nutricnim slozeni zelenych
sladkovodnich mikrotfas a sinici kultivovanych laboratorné 1 pfi
komer¢nim typu kultivace v tuzemsku.

e Srovnani kultiva¢nich metod davad moznost preferovat uréity zptisob
kultivace, ktery poskytuje fasovou biomasu o vysokém obsahu
pozadovaného nutrientu.

e Na zikladé¢ wvysledkii zpokultivacnich oSetfeni fasové biomasy
se otevira moZnost jejich aplikace do komercéniho zpisobu produkce
fasové biomasy s cilem zvySit vytéznost urcité slozky z biomasy
C1 zvysit stravitelnost (€1 vyuzitelnost nutrientil) produkti vyrobenych
z pokultivacéné oSettené fasové biomasy.

e Navazani spoluprace s Ustavem mikrobiologie, Akademie véd Ceské
republiky, Sekce fotoautotrofnich mikroorganismi v Tteboni, jehoz
vyzkum je zaméfen na fotosyntetick¢é mikroorganismy, fasy, sinice a
fotosyntetické bakterie. Spoluprace bude zamétena na hledani novych
zpusobu vyuziti sladkovodnich mikrotfas pro vyrobu potravinaiskych

vyrobkt a doplikt stravy.
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ZAVER

Disertacni prace poskytuje informace o nutricnim slozeni zelenych
sladkovodnich mikrotas Chlorella kessleri, Chlorella sp. a Scenedesmus
quadricauda, sinice Spirulina platensis a o vlivu zvolené kultivaéni metody
vySetfovanych mikrofas na obsah nutri¢nich sloZek v jejich biomase. Dale
prace popisuje mechanické a enzymatické zpiisoby pokultivacniho oSetieni
fasové biomasy s cilem zvySit vytéznost obsazenych nutricnich faktora,
¢i zvysit stravitelnost ftas. Mikrofasy byly kultivovany autotrofné
v laboratornich podminkéach, v solarnim fotobioreaktoru, pi1 venkovni
kultivact v otevieném kaskadovém kultivatnim systému na tenké vrstveé
a heterotrofnim zplisobem ve fermentoru. Pokultivaéni oSetfeni fasové
biomasy mechanickym zplsobem bylo provedeno dvéma metodami
a to oscila¢nim kulovym mlynem a sklenénymi mikrokuli¢kami balotina B7,
enzymatické pokultivacni oSetfeni bylo uskute¢néno enzymem celulasou
a komer¢nim celulasovym produktem Celluclast 1,5L.

Na zikladé¢ wvysledkli zexperimentdlni ¢asti  Ize konstatovat,
ze vySetfované mikrofasy jsou dobrymi zdroji esencidlnich a neesencidlnich
aminokyselin, proteini, mastnych kyselin, pigmentd a mineralnich latek.
Obsah nutri¢nich slozek v fasové biomase se liSil v zavislosti na zvoleném
zpusobu kultivace mikrotas. Autotrofni kultivace v solarnim fotobioreaktoru
poskytuje fasovou biomasu s vys$Sim mnozstvim celkovych aminokyselin,
celkovych esencidlnich a neesencidlnich aminokyselin nez autotrofni
laboratorni kultivace. V ptipadé¢ Chlorella sp. bylo zjiSténo, Ze kultivace
heterotrofnim zpisobem poskytuje biomasu se statisticky vyznamné niz$im
mnozstvim (P < 0,05) aminokyselin, neZ mikrofasa pochazejici z venkovni
oteviené kultivace s kaskddovym uspotadanim na tenké vrstvé. Chlorella sp.

autotrofné venkovné kultivované na tenké vrstvé s kaskadovym uspofadanim
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byla nejbohatSim zdrojem celkovych aminokyselin, esencialnich
a neesencialnich aminokyselin, avSak nejvice sirnych aminokyselin bylo
obsazeno v autotrofné kultivované Ch. kessleri v solarnim fotobioreaktoru.
Proteinové profily mikrotas spolecné obsahovaly proteiny o molekulovych
hmotnostech vrozmezi 14,3 az 27 kDa a 70 az 116 kDa, vyznamna
heterogenita mezi profily fas byla pozorovana v oblasti mezi 30 az 70 kDa.
Mechanické pokultivacni oSetieni fasové biomasy nemeélo vliv na zménu
zddného proteinového profilu. Nejvyssi obsah lipidi byl stanoven
v Sc. quadricauda pochézejici z kultivace v solarnim fotobioreaktoru, naopak
nejniz§i mnozstvi lipidi obsahovala heterotrofné¢ kultivovana Chlorella sp.
Heterotrofni kultivace poskytuje fasovou biomasu s nejvys$im zastoupenim
nasycenych a monoenovych mastnych kyselin, avSak s nejnizSim obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin. Venkovni kultivace na tenké vrstvé
s kaskddovym uspotfddanim s autotrofnim reZimem produkuje ftasovou
biomasu s malym obsahem nasycenych mastnych kyselin, avSak s vysokym
zastoupenim polynenasycenych mastnych kyselin. Pokultiva¢ni oSetfeni
fasové biomasy mechanickym zpiisobem pomoci oscilacniho kulového mlyna
zvysilo vytéznost lipidii z fasové biomasy a déile mélo vyznamny vliv
na zvySeni vytéZnosti kyseliny y-linolenové zbiomasy Sc. quadricauda
a Chlorella sp. VySetfované mikrotasy byly hojnym zdrojem chlorofylu a i b,
celkovych karotenoidii a mineralnich latek predev§im drasliku, fosforu
a zeleza, pti¢emz bylo zjisténo, ze heterotrofni kultivace poskytuje fasovou
biomasu o vyrazné niz§im mnozstvi pigmentli ve srovnani s heterotrofnim
zpusobem kultivace. Nejlépe stravitelnou mikrofasou pii vSech typech
uskutecnénych hydrolyz byla Sp. platensis, naopak nejhiife stravitelnou
mikrofasou byl Sc. quadricauda. Mechanicky a enzymaticky zpisob
pokultivacniho oSetfeni fasové biomasy zelenych sladkovodnich mikrotas
vyznamnym zpusobem zvySuje jejich stravitelnost popiipad¢ vyuzitelnost

nutricnich slozek obsazenych v jejich biomase. Nejvyssiho zvysSeni hodnot
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stravitelnosti bylo dosazeno pifi kombinovaném plisobeni mechanického
a enzymatického zplsobu pokultivaéniho oSetfeni biomasy zelenych
sladkovodnich mikrofas.

Z uvedenych vystupi plyne skute¢nost, Ze nutricni sloZzeni mikrofas
se méni v zavislosti na zplisobech jejich kultivace, dale byl pozorovan vliv
pokultiva¢nich  oSetfeni na zvySeni vytéznosti nutricnich slozek
z tfasové biomasy a byly navrZzeny metody pokultivacniho oSetieni, které
mohou vést ke zvySeni stravitelnosti mikrotfas. Je nutno podotknout, Ze je
nezbytné se danou problematikou nadéle zabyvat a prohlubovat znalosti jak
v oblasti  kultivace zelenych sladkovodnich mikrofas, tak v oblasti
pokultivacnich metod oSetieni fasové biomasy a optimalizovat tyto metody
tak, aby poskytovaly fasovou biomasu o vysoké nutri¢ni hodnot¢, ktera bude

vysoce stravitelna respektive vyuZitelna pro lidsky organismus.
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PRILOHY

Priloha A:

Hodnoty stravitelnosti susiny DMD a organické hmoty OMD po hydrolyze pepsinem PE, pankreatim PA
a kombinované hydrolyze PE + PA v mikrotfasach (Sc-Scenedesmus quadricauda, ChK-Chlorella kessleri;
Ch-Chlorella sp. a Sp-Spirulina platensis) po autotrofni kultivaci v solarnim fotobioreaktoru (AP) a venkovni oteviené
autotrofni kultivaci s kaskddovym uspotfadanim na tenké vrstvé (AO), pokultivaéné oSetfend fasova biomasa oscilacnim

kulovym mlynem je oznacena M (%; n = 9, primér + smérodatna odchylka).

PE PA PE + PA
DMD OMD DMD OMD DMD OMD
ScAP 25,92 £0,86 3323 +£0,77 30,00 £0,77 3839 £0,79 37,19 £0,10 44,92 +0,05
ScCAPM 41,82 0,73 47,90 £0,79 70,56 £0,69 73,74 £0,58 75,64 +0,34 79.07 +0,60
ChKAP 53,16 £0.83 59.85 +0,64 7127 £027 7572 +0,14 8027 +0,77 83.40 +0,75
ChKAPM 61,13 £129 66,57 £094 7525 £0,78 79,40 +0,68 83,79 +0,86 86,60 + 0,74
ChAO 51,75 £1,23 5737 £0,99 67,29 £048 72,69 £0,62 89,29 +£0,59 91,08 + 0,48
ChAOM 7691 +0,80 79,77 +0,76 95,97 +1,02 97,41 +£0,89 96,96 +0,79 97,65 + 0,89
SpAP 80,30 +0,66 8564 +£046 9403 +1,14 96,50 +£0,67 94,10 +0,28 96,07 + 0,24
SpAPM 79,99 +£040 8533 +0,29 93,72 £047 95,39 +036 9337 +0,42 9526 +0,29
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STAZE

Vroce 2009 probéhly odborné staze na dvou pracovistich, které byly
zamétfeny na kultivacni techniky fasové biomasy. V pribéhu téchto stazi byly
nakultivovany vzorky fas a sinice, které byly podrobeny analyzam. Prvni
odbornd staz probéhla na Ustavu fyzikédlni biologie v Novych Hradech,

Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich. Daldi stdz se konala
v Mikrobiologickém ustavu AV CR v Tieboni v Opatovickém mlyné.
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