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ABSTRAKT

Tato prace pojednava o autotrofni a heterotrofni kultivaci fas na ¢tyfech vybranych
organickych substratech: glukoza, syrovatka, sacharoza, glycerol. Ke kultivaci byla vybra-
na fasa Chlorella vulgaris. Rychlost ristu fas byla sledovéana dle hodnot susiny zjistované
pomoci spektrofotometrického meéteni optické hustoty pii vinové délce 680 nm. Dale byl
v této praci sledovan vliv vybranych slou¢enin pouzivanych v prostfedcich osobni péce na

prab¢h ristu fas.

Kli¢ova slova: Chlorella vulgaris, kultivace, prosttedky osobni péce, substrat

ABSTRACT

This thesis is about autotrofic and heterotrofic cultivation of alga on four carefully
selected organic substrates. The substrates used for cultivation were glucose, sacharose,
whey and glycerol. The alga species selected for the cultivation was Chlorella vulgaris and
the growth rate was determined by measuring the content of dry matter using spectropho-
tometry at fixed wavelength 680 nm. Furthermore, pharmaceutical and personal care pro-

ducts were administered to the cultivation process to observe the effects on the growth rate.

Keywords: Chlorella vulgaris, cultivation, Personal Care Products, substrate
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UVOD

Chlorella je v posledni dobé nejpouzivanéjSim experimentalnim organismem, ktery
reprezentuje fyziologické a biochemické vlastnosti zelenych mikroorganismi a rostlin. Ma
Sirokou Skalu vyuziti, a proto v soucasnosti probiha stale vice a vice vyzkumi s témito
organismy. Je nejpouzivanéjsi fasou soucasného vyzkumu, také pro své biologické hodno-
ty, ovladatelnosti pfi kultivaci a vysoké riistové rychlosti. Chlorella nejvice roste tfeti, paty
a desaty den. Tato fasa potiebuje ke svému rlstu zdroj energie ve form¢ svétla nebo orga-
nického substratu, zdroj zivin, pfisun vzduchu, michani, urcité pH a teplotu. V soucasné
dob¢ je fasa komercné nejznaméjsi jako doplnek stravy pro detoxikaci organismu a jako
pfirodni antibiotikum. Déle také probihaji vyzkumy na pouzivani fas pro vyrobu biopaliv a

pro zpracovani odpadnich vod.

Tato prace se zabyva sledovanim nartstu koncentrace a rychlosti ristu fas rodu
Chlorella vulgaris na riznych druzich substratu- sacharéza, glukéza, glycerol, syrovatka.
Kultivace probihd autotrofn€, heterotrofné a s pfidavkem sloucenin pouzivanych v pro-

sttednich osobni péce po dobu 5 az 16 dni, za laboratornich podminek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 RASY (ALGAE)

Rasy miizeme obecné definovat jako pomérné jednoduché, fotosyntetizujici organismy
produkujici kyslik. Tyto organismy tvoti rozsdhlou skupinu, ve které se tasy lisi riznymi
zivotnimi cykly, velikosti, tvarem, pigmentaci a konstrukéni slozitosti. Vyskytuji se ve
vSech klimatickych péasech od severniho a jizniho pélu az po tropické oblasti. Mizeme je
najit naptiklad v ocednech, fekach, ryZzovych polich, betonovych povrsich, ale také napfi-

klad v pousti a pitné vod¢, kde zptsobuji zménu chuti a zdpachu.

Existuje n¢kolik zplisobl rozmnozovani tas. Prvni zplsob, jak se mohou fasy mno-
Zit, je vegetativni rozmnozovani, kdy dochazi u jednobunéénych tas k rozpadu kolonii ne-
bo pfi€nému déleni bun¢k. U mnohobunéénych tas pak k fregmentaci stélek. DalSim zpt-
sobem je nepohlavni rozmnoZzovani, kdy se vytvaii pohybliva spora (zoospora), nebo ne-
pohybliva zmensSena kopie matetské bunky (autospora — u rodu Chlorella). Poslednim zput-
sobem je pohlavni rozmnozovani, kde pomoci gamet vznikd zygota. Pohlavni rozmnozo-

nedochazi k pareni. [1,2]

Rasy obecné délime na sladkovodni a moiské. Objevuji se ve formé planktonu (orga-
nizmy tvoii ve vod¢ suspenzi a jsou pfendSeny pasivné — proudem) nebo jsou pfisedlé na

povrchu (napt. na sedimentech, kamenech, rostlinach nebo na stén€ nadrze). [2]

V minulosti byly klasifikovany hlavni skupiny na zdkladé¢ pigmentace, skladovani
produktu fotosyntézy, druhu chloroplastu, druhu bi¢ik aj. AvSak neddvno uskute¢néné

genetické analyzy vyrazné¢ rozvinuly taxonomii a rozdélily fasy do 9 skupin:

1. Ruduchy (Rhodophyta), neboli Cervené fasy, jsou prevazné motské rasy, které se
vyskytuji nejvice na rovniku, a ubyva jich smérem k polam. Diky vyuzivani modrozelené-
ho spektra, mohou zit ve vétSich hloubkach (az do 180 m). Ruduchy, kter¢ ziji ve sladkych
vodach, se kvili snadnéj§imu pfisunu zivin a kysliku vyskytuji v mistech s prudce;ji tekouci
vodou. Mohou se také zavrtavat do kament ¢i lastur nebo parazitovat na jinych rudu-
chach. Nejvice vyuzivanym zastupcem z Cervenych fas je fasa Porphyra, ktera je slozkou

potravy, krmiv a hnojiv. [3]

2. Obrnénky (Dinophyta) jsou fasy sladkovodni i moiské, heterotrofni a fotosynte-
tické a maji nekteré jedine¢né organely. Obrnénky jsou dilezitou soucasti planktonu. Ve

dne se vyskytuji spiSe u hladiny, kde maji vetsi prisun svétla. Kvili vétsSimu pfisunu zivin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

najdeme tyto fasy v noci ve vétSich hloubkach. U pobiezi eutrofnich vod dochazi asto
k premnozeni, coz zpusobuje vegetacni zbarveni a vznikaji tzv. ,,Cervené prilivy*, které

Casto zplsobuji otravu korysi a ryb, potravnim fetézcem také otravu cloveka. [4]

3. Skryténky (Cryptophyta) jsou sladkovodni i mof$ti, autotrofni i heterotrofni bici-
kovci. Tvofti nejvetsi ¢ast planktonni biomasy. Vyskytuji se v horskych jezerech, ve vo-
dach mirného pasu, a to i v zimé, kdy jsou tésné€ pod ledem, protoZe tyto fasy maji pii sni-
zené¢ respiraci velmi efektivni fotosynteticky systém. Nékteti zastupci skrytének jsou toxic-

ti, coz mlze zpusobit otravu ryb.

4. Chrysophyta jsou jednobunécné organismy s dvéma heterokontnima bic¢ikama.
Nejznaméj§imi zastupci jsou zlato-hnédé fasy (Chrysophyceae), neboli zlativky. Zivi se
mixotrofné, autotrofn€ nebo heterotrofné. Najdeme je pievazné ve sladkych vodach, ale
mohou se vyskytovat také ve vodach moiskych. Uptednostiiuji vodu s nizkym obsahem

vapniku. Pfi pfemnozeni zlativek dochazi k silnému zapachu po rybim tuku.

5. Rozsivky (Bacillariophyta) jsou jednobunééné zlato-hnédé tasy, vyznacujici se
bunécnou sténou z oxidu kiemicitého. Vyskytuji se vSech moznych biotopech. Jsou slad-
kovodni i motské. Rozsivky zajist'uji 25% primarni produkce rostlin na Zemi. Tyto fasy
jsou velmi vyznamné pfti zjis§tovani znecisténi vod, jelikoz jsou na kvalitu vody velmi cit-
livé. Z frustul téchto fas se usazuji kiemeliny (diatomity), které jsou velmi vyznamné jako
diltra¢ni nebo absorpcni material pro farmaceuticky primysl. Vyuzivaji se také pfi bio-

technologii pro ziskavani oleje a k testovani optickych mikroskopi.[3,4]

6.Phaeophyta jsou hnédé tasy neboli chaluhy. Vyskytuji se pfevazné v moiskych
vodach, kde je najdeme v maximalni hloubce do 50m, protoze jsou velmi zavislé na svétle.
[3] Tyto sladkovodni fasy se nachazeji naptiklad v rychle tekoucich potocich nebo podél
odvodinovacich ptikopt. Nekteré hnédé fasy mohou tvofit kolonie na vlhké pade. Nejvetsi
vyuziti nalézaji Phaeophyta v zemé&d¢lstvi jako krmivo pro ovce, hnojivo a palivo. Déle
také v potravinaistvi k stabilizaci pokrmti nebo imobilizaci kvasinek. Zastupce Ascophyl-

lum je zdrojem pesticidu proti hlisticim na citrusech.[3,4]

7. Xanthophyta neboli riznobrvky jsou spiSe sladkovodni fasy. Vzacné se vyskytuji

v motskych vodach a v pad¢, s dvéma riznymi biciky.

8. Krasnoocka (Euglenophyta) jsou sladkovodni i moiské, vyhradné bicikové tasy,

které jsou znacné zavislé na dostatku organickych latek a vitamini. [3]
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9. Zelené tasy (Chlorophyta) jsou vétsinou sladkovodni organismy, z 10% motské.
Velmi Casto se vyskytuji v jezerech, rybnicich, mokrych ptidach a i v oSetfovanych vod-
nich nadrzich. Nékteré druhy se vyskytuji v mékkych, kyselych vodach, které jsou ne-
vhodné pro vétSinu jinych fas. Zelené fasy jsou obecné povazovany za neSkodné
v zasobarnach vody, avSak mohou se pfemnozit a vytvaret ,,zelenou* vodu, kterd poté
proudi ven do distribu¢niho systému a mohou zpiisobovat zménu chuti a zapachu. Nekteré
jejich Zivotni cykly se zna¢né shoduji s cykly zelenych rostlin. Tyto rostliny jsou pravdé-
podobné vyvinuty ze zelenych fas. Maji Sirokou Skalu vyuziti — naptiklad testovani trofie

vody, vyuziti v medicing, pro ptipravu kosmetickych piipravki a krmnych smési. [2-4]
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2 CHLORELLA

2.1 Kultivace a vyuziti

Bylo prokazano, ze Chlorella roste autotrofné, mixotrofn¢ i heterotrofné, pricemz pfti
heterotrofni kultivaci dochdzi k mnohem lepsi akumulaci lipidii za pouziti riznych zdroji
uhliku a pfi riznych podminkéch. Jedna se o jednu z nejrychleji rostoucich fas, kterd neni
nijak naro¢na na kultivaci. [5] Zptsob kultivace tas popisuje také patentovy spis vydany 9.
srpna 1961. Tento spis popisuje zejména kultivaci rodu Chlorella pro vyrobu tukl a mast-
nych kyselin. Tato vyroba méa zna¢ny vyznam pro vyrobu krmiv. Pokud se fasa kultivuje
obvyklym zptisobem, obsahuje kolem 5 % tuki. Pti kultivaci, v disledku pozdéjsiho vyu-
ziti tukt fas, je nutné zvysit obsah tukl alesponl na péti az Sesti nasobek normalniho. Je
potieba, aby tato kultivace fungovala i v malém objemu a v co nejkratsi dobé. Postup je
zalozen na kultivaci v prostfedi, obsahujici roztok anorganickych Zivnych soli, které obsa-
huji dusik, fosfor a jiné biogenni prvky. Tento roztok je davkovan nadvakrat (poprvé, do-
jde ke spotfebovani a poté se dodaji ziviny podruhé). K zastaveni kultivace dochazi

v patém dni, kdy je dosaZeno maximalniho obsahu tuku v fase. [6]

Zjistovani koncentrace fas, popf. rychlosti rastu, vétSinou probihd spektrofotomet-
rickou analyzou, kterd je nejcastéjsi metodou k urcovani ptiblizné koncentrace chlorofylu
v roztoku. Metoda je zaloZzena na méteni absorbanci v jedné nebo nékolika vinovych dél-
kach s naslednym odhadem koncentrace chlorofylu, ziskanych prostfednictvim standardi-
zované rovnice. Kromé chlorofyld, je také mozno méfit rostlinné karotenoidy z extrakce
roztoku. Sila spektrofotometrické metody spociva v jeji jednoduchosti, rychlé analyze
vzorkl a flexibilité v testovani riznych pigmentt. Tato metoda je také levna, a tudiz patfi
ke kazdodennimu posuzovani obsahu chlorofylu ve vodnich zdrojich a dalSich enviromen-

talnich aplikacich. Nejvétsi nevyhodou je nedostatek citlivosti.

Ke kultivaci je potieba zajistit kultivaéni médium ve vhodné nadobé, piisun vzdu-
chu, aby umoznil vyménu oxidu uhli¢itého mezi médiem a atmosférou, a neustalé michani.
Autotrofni fasy potfebuji pro rast svétlo, oxid uhliity, vodu, ziviny a stopové prvky. Pro-
sttednictvim fotosyntézy bude fasa schopna syntetizovat vSechny biochemické slouceniny,
které potiebuje pro rlst. Pii heterotrofni kultivaci se vyuziva substrat jako zdroj uhliku.
Nejcastéji pouzivanym substratem je glukoza, sachardza a glycerol. [7] Zpusob kultivace

Chlorella vulgaris na glukéze v kultivaénim tanku za pfitomnosti mineralnich Zivin popi-
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suje patentovy spis, ktery popisuje kultivaci probihajici ve dvou fazich. V prvni se zahajuje
kultivace tas pti pocatecni koncentraci alesponn 10 g/l a koncentrace glukoézy by méla byt
mezi 60 az 90 g/I. Poté dochézi k ristu fas a snizovani koncentrace glukozy pod 10% poca-
te¢ni hodnoty. Nastava druha faze, kdy se ptidava znovu glukoza, které by mélo byt dvoj-
nasobné mnozstvi odpovidajicim dvojnasobku nartstu fas a potfebné mineralni ziviny.
Ptiklad — Kultivace tas probihala pfi teplot¢ 30°C, pH 6,5-7, v 5 1 Erlenmayerové barce,
obsahujici 3 1 Zivného roztoku o sloZeni (na litr): 80 g glukdza, 16,2 g KNOs, 2,72 g
KH,POy4, 4 g MgSO4-7H,0, 0,112 g FeSO4-7H,0, 0,178 g CaCl,, mikroelementy Cu, Zn,
Co, Mo. Rasy se péstovaly ve tmé, za stalého tiepani na tiepacce po dobu 5 dnd. Dosahlo

se koncentrace tas cca 80g/1. [8]

100 -

80

Chlorella
60 - ( sulina )

20 |-

Q 10 20 30 40 50

Obrazek 1 Zavislost koncentrace (g/1) na Case [8]

Nejdulezitéjsimi parametry pro rust fas jsou ziviny ve spravné kvantité i kvalité,

svétlo, pH a teplota. [9]

Teplota pii kultivaci by se méla co nejvice blizit teploté z mista, ze kterého orga-
nismy pochazi. Chlorella, jakoZto fasa pochéazejici z mirného pasma, by se méla kultivovat
pti teploté 13-30°C. M¢la by se dodrzovat stala teplota, pokud je potifeba teplotu sniZit ne-
bo zvysit, méla by byt ménéna po maximalné 2°C za tyden. Pti teplotach nizSich nez 13°C
dochazi ke zpomaleni ristu, zatimco teplota vyssi nez 30°C muze byt pro Chlorellu az

latalni. [7]
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vvvvvv

hraje intenzita svétla. Se zvySujici se koncentraci musi byt svétlo intenzivngjsi. Ovsem
muze také dojit k prehfati. Intenzita a barva svétla se dle potteby muze vylepsit riznymi

filtry.

Jak jiz bylo zminéno, pro kultivaci je také dulezité spravné pH prostiedi, které se po-

hybuje mezi 7 az 9.

Michani je nutné, aby se zabranilo usazovani fas, a aby vSechny builky populace mé-
ly stejny piistup zivin a svétla. VEétSinou se michani zajistuje probublavanim vzduchem,

denné ru¢nim michanim, nebo pfistroji.

Kultiva¢ni nadoby mély byt vyrobeny z netoxickych, chemicky inertnich materiala

s dobrou propustnosti svétla, sterilizovatelné a snadno Cistitelné.[7]

Kultivace Chlorelly za riznych podminek srovnaval ve svém vyzkumu Rattanapoltee
a kol. Sledovali produkci biomasy a lipid v zdkladnim médiu pfi tiech riiznych podmin-
kach - autotrofn€, heterotrofn€, mixotrofn€é. Maximalniho ristu bunék dosahli ve tfetim,
patém a desatém dni. Obsah lipidil bylo pfiblizn€ 57% hmotnosti suSiny biomasy. Heterot-
rofni rlst C. vulgaris vedl oproti autotrofni kultivaci k vyssi produkci biomasy a vyssi ku-
mulaci lipidi. Kultivace probihala v 250 ml lahvi s pouzitim média o slozeni (na litr):
0,25g NaNOs, 0,074g K,HPO4, 0,0175g KH,PO4, 0,024g CaCl,-2H,0O, 0,073g Mg-
SO4-7H,0, 0,025g NacCl, 0,005g FeSO4 a 0,045g EDTA pii pH 6,8, stalého osviceni 3000
lux a teploté 25°C.[9]

Chlorella je sladkovodni jednobunéfné zelend fasa, kterd ma Sirokou Skalu vyuziti.
V porovnani s jinymi kmeny je to jedna znejvice pouzivanych fas soucasného vyzku-
mu.[5] Tato fasa je piikladem dokonalého modelu experimentalniho organismu, ktery re-
prezentuje fyziologické a biochemické vlastnosti zelenych mikroorganismu a procesy fyzi-
ologie rostlin. Chlorella se také v n¢kterych zemich pouziva jako prevence proti nadoro-

vému onemocnéni a pro posileni imunity. [10]

Jednim ze zpisobu vyuziti fas Chlorelly je jakozto zdroj biomasy pro vyrobu bionaf-
ty. Je to nova technologie, Setrna k Zivotnimu prostiedi tak, aby se omezilo vy€erpavani
fosilnich paliv a zmény klimatu. K udrzeni optimalnich podminek ftas, jako je dostatek
svétla, tepla, oxidu uhlic¢itého a zivin, se pouziva fotobioreaktor. [11] Nejcastéji pouziva-

v

nym zdrojem uhliku je u této kultivace glycerol, ale bylo dokazano, Ze G¢inngjsi je vyuziti
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smési glycerolu s glukézou. Tato smés zvysuje jak rychlost ristu, tak rist biomasy. Tato
kombinace snizuje celkové naklady na vyrobu bionafty. Rasové buiiky byly v této studii
péstovany v modifikovaném extraktu pidniho média, které obsahovalo (na litr) : 0,25¢g
NaNOs, 0,175g KH,PO4, 0,075g K,HPO4, 0,075g MgSO4-7H,0, 0,025g NaCl, 0,025g
CaCl,-2H,0, 5Smg FeCls, 0,278mg ZnSO4-7H,0, 0,169mg MnSO, - H,0, 0,061mg H3;BOs,
2,5mg CuSO4-5H,0, 1,24mg NagMo70,4-7H,0. Hodnota pH byla upravena na 7,2. Zkou-
Sely se rizné poméry koncentrace glukozy s glycerolem. VSechny kultury byly kultivovany
pfi 30°C ve 250ml baiikach pii osvétleni 2500 lux (12 hod svétlo/ 12 hod tma). Ctvrty den
byla kultivace ukonéena. Koncentrace biomasy byly stanoveny absorbanci pifi 660nm.

Rustova rychlost byla pocitana nasledujici rovnici:

_ (lan—lnXl)
(tz-t1)

kde X, a X; je hmotnostni koncentrace biomasy [g/l] a t;, t; je ¢as. Vysledky naméfené

(1

absorbance v zavislosti na ¢ase jsou popsany grafem:

1 = control

74 —e—CGlyl

{1 —— Gly 1+Glu 2
G4 —w—0Glys

—a— Gily 5+0Glu 2
54 —+—Gly 10

{ == Gly 10+Glu 2

bl
B
i

; : ; e el e
] 12 24 36 48 60 72 B4 96 108

f(culture)/h

Obrazek 2 Zavislost absorbance na Case pfi riznych koncentracich glukézy a glycerolu

[12]
Dalsim ze zpusobu vyuziti je ¢isténi odpadnich vod. Pfi této kultivaci se odstanuje
z vody dusik a fosfor. Existuji tfi hlavni zdroje odpadnich vod: komunélni, zemédélské a

primyslové.[13] Naptiklad odpadni vody z pivovari se pouzivaji pro heterotrofni péstova-
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ni Chlorelly. Qu Chunbo a kol. se vénovali tomuto vyzkumu za pouziti péti riznych kment
Chlorelly, znichz 2 kmeny byly s vysokou specifickou ristovou rychlosti a maximalni
tvorbou biomasy pro ¢iSténi odpadnich vod. Pti kultivaci bylo také pouzito zdkladni médi-
um a glukéza o koncentraci 10 g/l. Doséahli velkého nartistu biomasy a bylo odstranéno az
92,2% CHSK, 95,1% BSKs, 98,5% NOs a 92,3% NHy.[14] DalS$imu vyzkumu se vénoval
Ji Min-Kyu a kol., kteti zkoumali vliv riznych odpadnich vod z potravinaiského primyslu
na narust biomasy, lipidi a produkci sacharidii. Odpadni vody riizné fedili a ptidavali roz-
toky soli nebo motskou vodu. Nejvyssich hodnot dosahli 6. den, kdy hodnota mastnych
kyselin se zvysila az o 8%. Zlepsil se rust lipidt, produktivita sacharidli a nartist biomasy.

[15]

V roce 2015 bylo 125. vyroc¢i popisu druhu Chlorella vulgaris. [10]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité latky, prisluSenstvi a pristroje
Chlorella vulgaris 269, Mikrobiologicky ustav AV CR Tieboii
Destilovana voda

D-Glukoéza, 99,1%, Ing. Petr Lukes

Sachar6za, Tereos

Glycerol, 99,5%, Reachim

Syrovétka, Magador

Fenoxyethanol, 99%, Aldrich

Oktamethylcyklotetrasiloxan, 98%, Aldrich

Zivny roztok BG11, Mikrobiologicky tistav AV CR Tteboti (dusi¢nan sodny, fosforeéna-
novy pufr, roztok stopovych prvki, chlorid vépenaty, kyselina citronova, EDTA, uhli¢itan

sodny, heptahydrat siranu hote¢natého)
Kyselina chlorovodikova, 35%, Chemapol
Hydroxid sodny, 99%, Chemapol

250ml Erlenmayerovy nadoby

21 sklenéna kultivaéni nddoba

Magnetické michadlo

Vzduchovy motorek

Ttepacka

LED osvétleni

Spektrofotometr Helios Epsilon, Thermo Spectronic

Dale byly pouzity ostatni pomticky vyuzivané pii bézné laboratorni préci.
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3.2 Priprava zasobniho roztoku kultiva¢niho média BG11

Jako zdroj Zivin pro fasy bylo pouzito zakladni Zivné médium BG11. Médium se
ptipravovalo v 11 1dhvi, do které se nejdiive nadadvkovalo: 1,5¢ NaNOs, 1,8ml fosforecna-
nového pufru, 3,3g roztoku MgS0O,4.7H,0, 1,3ml roztoku CaCl,, 2,0ml roztoku stopovych
prvki, 2,0ml roztoku kyseliny citronové o koncentraci 0,6g/1, 1,0ml roztoku EDTA o kon-
centraci 1g/1, 1,0ml roztoku Na,COs o koncentraci 20,0g/l. Poté jsme lahev doplnili desti-
lovanou vodou do objemu 11 a adjustovali na pH 7,1 pomoci roztoku koncentrované HCI
nebo NaOH. Lahev jsme nésledné sterilizovali po dobu 20 minut v tlakovém hrnci pfi tep-

loté 120°C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo médium piipraveno k pouziti.

3.3 Stanoveni suSiny mérenim optické hustoty

Jiz v teoretické Casti je popsano zjisténi koncentrace fas pomoci absorbance a na-
slednému vypocitani rychlosti ristu béhem kultivace. Méfenim absorbance roztoku fas s

koncentracemi 0-0,1g/1 pti 680nm byly stanoveny kalibrac¢ni standardy.

0,3

0,25

0,2

0,15

A[1]

A=2,412C + 0,002

01 R*=0,998
0,05
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Clg/ll

Obrazek 3 Stanoveni kalibrac¢nich standardi pomoci zavislosti koncentrace fas v roztoku

na absorbanci.

Diky rovnice pfimky, kde C je koncentrace a A absorbance, 1ze vypocitat ptibliznou kon-

centraci fas pii dané absorbanci
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3.4 Autotrofni kultivace

Tato kultivace probihala dvéma zpiisoby. Prvni zpiisob, byl pifi pouziti substratu
glukézy a syrovatka, kdy byly fasy nasazeny do osmi 250ml Erlenmayerovych banék.
V kazdé bance byla rizna koncentrace substratu (od 0-1000mg/1), 15ml zivného média,
30ml roztoku tas a pro doplnéni na objem 150ml byla ptidana, dle potieby, destilovana
voda. Kultivace probihala po dobu 16 dni. Druhym zplisobem probihal riist fas na sacharo-
ze a glycerolu po dobu péti dni. K 0,51 tohoto substratu o koncentraci 10g/1 bylo pfidano
0,51 zivného média a voda na doplnéni do 1,51 a ur¢ité mnozstvi zakladniho roztoku fas.
Rust probihal za stalého osvétleni 800lux, tfepani a pii laboratorni teploté. Rychlost ristu

fas byla pocitana dle rovnice (1) z teoretické ¢asti.

3.5 Heterotrofni kultivace

Kultivace bez svétla probihala ve vSech zptsobech stejné. Do 21 sterilizované bylo
ptidano 0,51 substratu o koncentraci 10g/1, 0,51 Zivného média, urcity objem fas na poza-
dovanou pocatecni koncentraci a destilovana voda pro doplnéni do objemu 1,51. Rust pro-
bihal bez svétla, nddoba byla obalena alobalem, za stdlého michani a pfisunu vzduchu.
Kultivace probihala po dobu péti dni za kazdodenniho méfeni absorbance. Rustova rych-

lost fas byla poc¢itana dle rovnice (1) z teoretické ¢asti.

3.6 Kultivace ras v pritomnosti PCP’s

Byl sledovén také vliv vybranych sloucenin pouZivanych v prosttedcich osobni péce
na pribéh ristu fas. Témito slou¢eninami byly zvoleny fenoxyethanol a oktamethylcyklo-
tetrasiloxan. Kultivace probihala po dobu péti dni na substratu gluk6za o koncentraci 10g/1.
Do 21 nadoby bylo ptidano 0,51 roztoku glukézy, 0,51 zivného média, urcité mnozstvi tas,
aby koncentrace Chlorelly ve vysledném roztoku byla 0,1g/1 a destilovana voda na doplné-
ni do 1,51. Koncentraci fenoxyethanolu a oktamethylcyklotetrasiloxanu ve vysledném roz-
toku byla 100mg/1, tudiz bylo vzdy ptidano cca 0,13ml jedné ze sloucenin. Kultivace opét
probihala autotrofng i heterotrofné za stalého michéni, pfisunu vzduchu, laboratorni teploty

a popft. svétla. Rychlost ristu fas byla pocitana dle rovnice (1) z teoretické casti.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Autotrofni kultivace

Na obr. 4. je znazornén prab¢h rustu fas pfi autotrofni kultivaci, kdy byla pouzita
glukoza jako organicky substrat. Lze vidét, Ze fasy rostly nejrychleji pfi koncentraci gluko-
zy 750 mg/l, kdy béhem prvnich péti dnli se hodnota suSiny zvysila pfiblizné pétkrat.

V tab. 1. je uvedena rychlost riistu fas, v niz lze vidét, Ze nejrychleji rostly fasy mezi 1. — 3.

dnem.
0,7
0,6 ——GLUO
0,5 -#-GLU 10
=f=GLU 50
_ 04
= =>=GLU 100
)
0,3
==GLU 250
0,2 ~-GLU 500
0.1 ====GLU 750
== GLU 1000
0,0
0 5 10 15
t [den]

Obrazek 4 Zavislost koncentrace tas na ¢ase pii pouziti glukozy- autotrofné
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Tabulka 1: Rychlost autotrofniho ristu fas p [g1"-den™'] na glukoze [mg/I]
ol n n n n n n n n
GLU 0 |GLU 10 | GLU 50 | GLU 100 | GLU 250 | GLU 500 | GLU 750 | GLU 1000
1. ] 0,0627 | 0,0799 | 0,1063 | 0,1416 0,2320 0,3204 0,3385 0,3149
2.10,3493 | 0,3518 | 0,2483 | 0,1921 0,2251 0,1533 0,2745 0,2496
3.10,0382 | 0,0397 | 0,0268 | 0,0209 0,0354 0,0457 0,0384 0,0358
4. 10,0171 | 0,0422 | 0,0273 | 0,0245 0,0085 0,0005 | -0,0412 -0,0182
5.10,0154 | 0,0237 | 0,0337 | 0,0299 0,0129 | -0,0012 | 0,0214 0,0236
6. |0,0230 | 0,0140 | 0,0177 | 0,0183 0,0017 | -0,0207 | 0,0170 0,0284
7. 10,0267 | 0,0399 | 0,0390 | 0,0277 0,0239 | -0,0047 | 0,0729 0,0322

Obr. 5. zndzornuje pribeh autotrofniho riistu fas na organickém substratu syrovat-

ka. Rasy rostly nejrychleji pii koncentraci 1000mg/l, kdy béhem prvnich sedmi dnii se

koncentrace fas v roztoku zvysila pfiblizné pétkrat. V tab. 2. je uvedena rychlost ristu fas,

Ize vidét, Ze nejrychleji fasa rostla rychlosti 0,1821g-1"-den™, na koncentraci syrovatka

500mg/1.
0,6
0,5
——SYRO
04 —8-SYR 10
—4—SYR 50
—SYR 100
- 0.3 —%—SYR 250
K —e—SYR 500
0,2 ——SYR 750
—SYR 1000
0,1
0
0 5 t[den] 10 15 20

Obrazek 5 Zavislost koncentrace tas na ¢ase pii pouziti syrovatka- autotrofné
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Tabulka 2: Rychlost autotrofniho ristu fas p [g1"-den™'] na syrovatce [mg/I]
C.| n B B B B B B B
SYRO | SYR10 | SYR50 | SYR 100 | SYR 250 | SYR 500 | SYR 750 | SYR 1000
1.| 0,0343 | 0,0814 | 0,1074 | 0,1010 | 0,1816 0,1265 0,1812 0,1675
2.| 0,0304 | 0,0300 |-0,0137 | -0,0433 | 0,0773 0,1254 | 0,1626 0,2242
3.1-0,0276 | 0,0075 | -0,0262 | 0,1335 0,0227 0,1821 0,0700 0,0964
4. 0,0291 | 0,0384 | 0,0357 | 0,0356 | 0,0074 0,0634 | 0,0335 0,0176
5.1 0,0720 | 0,0299 | 0,1207 | 0,0106 | 0,0426 0,0050 | -0,1376 | -0,0647
6. | 0,0343 | 0,0814 | 0,1074 | 0,1010 | 0,1816 0,1265 0,1812 0,1675

Na obr. 6. Ize sledovat priibéh autotrofniho ristu fas na sacharéze. Prvni hodnota je

vzdy méfena v nulté hodin¢ tzn. neprodlené po nasazeni fas do roztoku s Zivinami a sub-

stratem. Béhem prvniho dne se koncentrace zvysila na dvojnasobnou hodnotu. Nejvyssi

koncentrace bylo dosazeno treti den. V tab. 3. Ize sledovat, Ze nejrychleji Chlorella rostla

v prvnim dni, kdy hodnota riistové rychlosti byla az 0,7179g-1"-den".

0,4

0,3

ERY
o

0,1

0

1,5

2 2,5
t [den]

3

3,5

4 4,5

Obrazek 6 Zavislost koncentrace fas na €ase, pti pouZziti sachardzy- autotrofné
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Tabulka 3: Rychlost autotrofniho ristu fas p [g1"-den™'] na sacharéze

&, "
L. 0,7179
2. 0,1015
3. 0,2132
4. -0,0799

Dale probihal autotrofni rist na glycerolu, jeho prabéh lze sledovat na obr. 7. Nejvyssi
koncentrace bylo dosazeno v tietim dni, kdy se jeji hodnota zvysila az Sestkrat. V tab. 4.
1ze vidét, Ze nejvyssi rychlosti fasa rostla mezi prvnim a druhym dnem, kdy doséhla rych-

losti 1,014g-1"-den.

0,9
0,8 —
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

clg/1]

0 0,5 1 1,5 t [den] 2 2,5 3 3,5 4

Obrazek 7 Zavislost koncentrace fas na ¢ase pii pouziti glycerolu- autotrofné

Tabulka 4: Rychlost autotrofniho ristu fas p [g-1"-den™] na glycerolu

¢. 1)

1. 1,0140
2. 0,5952
3. 0,0627
4. -0,0488
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4.2 Heterotrofni kultivace

Obr. 8. znazoriiuje heterotrofni kultivaci Chlorelly na glycerolu. Lze vidét, Ze
v prvnim dni probihala adaptace na substrat a nasledné doslo k rychlému nértstu biomasy.
Hodnota koncentrace se v druhém dni zvysSila témér sedmkrat. Nasledné koncentrace klesa,
protoze doslo k vyCerpani substratu a fasy zacaly odumirat. Nejrychleji fasa rostla mezi
prvnim a druhym dnem. Rychlost ristu vidime v tab. 5. Maximéalni hodnota rychlosti je

1,5598 g-1"-den™.
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Obrazek 8 Zavislost koncentrace fas na Case pii pouziti glycerolu- heterotrofné

Tabulka 5: Rychlost heterotrofniho ristu fas p [g-1"-den™'] na glycerolu

¢. 1)

1. 0,0588
2. 1,5598
3. -0,0669
4. -0,4053
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Heterotrofni rist fas na sachardze je zndzornén a na obr. 9. Hned prvni den fasa do-
sahla nejvyssi koncentrace. Druhy den byla koncentrace témér stejna a v dalSich dnech jiz
koncentrace vyrazné klesala. V tab. 6. 1ze pozorovat, Ze nejvyssi rychlosti fasa dosahla

v prvnim dni, kdy rostla rychlosti a7 0,6239 g-1"-den™.
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
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Obrazek 9 Zavislost koncentrace fas na €ase pii pouziti sachardzy- heterotrofné

Tabulka 6: Rychlost heterotrofniho ristu fas p [g-1"-den™] na sacharéze

¢. 1)

1. 0,6239
2. 0,0024
3. -0,2430
4. -0,2551
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Nasledovala heterotrofni kultivace fas na syrovatce, ktera je zndzornéna na obr. 10.
Nejvyssi koncentrace bylo opét dosazeno v prvnim dni, kdy se koncentrace zvysila az Cty-
tfikrat. D4 se ptedpokladat, ze béhem této doby rlstu nedoslo k uplnému vycerpéani substra-
tu, protoze nedochazi k vyraznému poklesu koncentrace fas. Z tab. 7. lze vyc¢ist rychlost
rustu, nejvyssi rychlosti rostla fasa béhem prvnich 24 hodin, kdy ristova rychlost byla

0,6239 g-1"-den.

0,4
—
+

0,3
<
[oT0]
T

0,2
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
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Obrazek 10 Zavislost koncentrace fas na ¢ase pii pouziti syrovatka- heterotrofné

Tabulka 7: Rychlost heterotrofniho riistu fas p [g-1"-den™'] na syrovatce

¢. 1)

1. 0,6239
2. 0,0024
3. -0,2430
4. -0,2551
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Probihala také heterotrofni kultivace Chlorelly na glukéze, jak lze vidét na obr. 11.
Prvni den se fasy musely na substrat opét adaptovat a ve druhém dni se koncentrace zvysi-
la pfiblizné pétkrat. Po tfetim méfeni doslo k vy€erpani substratu a fasy zacaly odumirat.

V tab. 8. Ize vidét, Ze mezi prvnim a druhym dnem byla rychlost riistu 1,6843 g-1"-den™.
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0,3

clg/]

0,2

0,1
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Obrazek 11 Zavislost koncentrace fas na Case pfi pouZiti glukdzy- heterotrofné

Tabulka 8: Rychlost heterotrofniho réistu fas p [g-1"-den™] na glukéze

¢. 1)

1. 0,0924
2. 1,6843
3. 0,0473
4. -0,2980
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4.3 Kultivace s PCP’s

Déle byla pozorovana autotrofni kultivace fas na glukoze s fenoxyethanolem. Na
obr. 12. mizeme sledovat jeji pribéh. Prvni den se koncentrace zvysila ptiblizné Skrat a
poté byla témét konstantni. V tab. 9. je vypocitana rychlost rastu. Nejvyssi byla hned bé-
hem prvniho dne, kdy doséhla rychlosti az 1,6960 g-1"'-den™.
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—— N
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
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Obrazek 12 Zavislost koncentrace fas na case pti pouziti glukdzy a fenoxyethano-

lu- autotrofné

Tabulka 9: Rychlost autotrofniho ristu fas p [g-1"-den™'] na glukéze s fenoxyethanolem

é. 1)

1. 1,6960
2. 0,0390
3. -0,0882
4. 0,0196
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Autotrofni rast fas na glukoze s oktamethylcyklotetrasiloxanem je zobrazen na obr.
13. Kultivace prvni den prudce stoupla, zvysila se az pétkrat, poté lehce klesla a dalsi dny
byla opét témét konstantni. V tab. 10. 1ze vidét, ze prvni den byla riistova rychlost 1,2566
g1"den’.
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Obrazek 13 Zavislost koncentrace fas na Case pfi pouziti glukdzy a oktamethyl-

cyklotetrasiloxanu — autotrofné

Tabulka 10: Rychlost autotrofniho riistu fas p [g-1"-den'] na glukéze s oktamethylcyklo-

tetrasiloxanem
¢. 1)
1. 1,2566
2. -0,2301
3. -0,0563
4. -0,0231
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Naésledovala heterotrofni kultivace na glukéze s fenoxyethanolem. Je zndzornéna na
obr.14. Béhem prvnim dvou dnd se hodnota suSiny zvysila pfiblizné Sestkrat. Nasledné
pozvolna klesala. V tab. 11 lze vidét, Ze nejvyssi rychlosti dosahla hned prvni den, jeji

hodnota byla 1,142 g-1"-den™.
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Obrazek 14 Zavislost koncentrace fas na ¢ase pii pouziti glukdzy a fenoxyethano-

lu- heterotrofné

Tabulka 11: Rychlost heterotrofniho ristu fas p [g-1"-den™] na glukéze s fenoxyethanolem

¢. 1)

1. 1,1422
2. 0,5670
3. -0,0808
4. -0,0168
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Jako posledni byla provadéna heterotrofni kultivace na glukéze s oktamethylcyklo-
tetrasiloxanem, kterd je znazornéna na obr. 15. Nejvyssi koncentrace fas byla v druhém
dni, kdy doséhla aZ sedminasobné hodnoty. Avsak dle tab.12. 1ze ur€it, Ze nejvyssi rychlos-

ti fasa rostla prvni den, a to rychlosti 1,315g:1"-den™.
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Obrazek 15 Zavislost koncentrace fas na Case pii pouZiti glukdzy a oktamethyl-

cyklotetrasiloxanu — heterotrofné

Tabulka 12: Rychlost heterotrofniho ristu fas p [g-1"-den] na glukdze s oktamethylcyklo-

tetrasiloxanem
é. 1)
1. 1,3148
2. 0,2234
3. -0,1434
4. -0,3792
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ZAVER
Cilem této prace bylo sledovani autotrofni a heterotrofni kultivace fas rodu Chlorel-
la vulgaris. Kultivace probihala na substratech- glukéza, syrovatka, sachardza a glycerol.

Dale byl sledovan vliv fenoxyethanolu a oktamethylcyklotetrasiloxanu na prubéh ristu

Chlorelly.

P11 autotrofni kultivaci fas byl pozorovan jejich staly riist. Obsah suSiny fas se stale

zvySoval a rust fas na vSech substratech probihal skoro stejné.

Naopak pfi heterotrofni kultivaci bylo dosazeno v pomérné kratkém ¢asovém inter-
valu ur¢ité maximalni koncentrace susiny fas a nasledné se hodnota susiny snizovala. Toto
koze a glycerolu se prvni den fasy musely adaptovat na substrat, proto se koncentrace moc

nezvysovala.

Pii pouziti vybranych prostiedki osobni péce, fasa prekvapive rostla 1épe nez bez

pouziti téchto sloucenin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova.

GLU  Glukoza.

SYR  Syrovatka.

PCP’s Prostfedky osobni péce (Personal Care Products).
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