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Abstrakt

Haematococcus pluvialis je jednobunécna zelena rasa (Chlorophyceae, Chlamydomonadales),
kterou je moZné nalézt v efemérnich nadrzkach na kamenech nebo v ptacich koupaliStich. Tato
rasa je nejlepSim prirodnim producentem cerveného sekundarniho karotenoidu astaxanthinu se
silnymi antioxida¢nimi vlastnostmi, ktery se pouziva jako pigment v akvakulturach a v chovech
driibeze a ktery ma pozitivni acinky na lidské zdravi. Haematococcus pluvialis ma pomérné
komplexni Zivotni cyklus, v némz se objevuji Ctyri stadia, dvoubicikaté zoospory, nepohyblivé
kulaté palmely, tlustosténné akinety (aplanospory, cysty) s vysokym obsahem astaxanthinu a
malé dvoubicikaté gamety. Akinety, které umoziuji H. pluvialis ptreckat obdobi desikace v jeho
prirozeném prostredi, jsou tvotfeny pri vystaveni stresovym podminkam, jako je vysoké ozareni
a teplota a nedostatek zivin. Béhem premény na cysty dochazi v bunkach kvyraznym
ultrastrukturalnim zménam. SniZi se objem chloroplastu, vysledkem syntézy velkého mnoZstvi
astaxanthinu a mastnych kyselin je pfitomnost tukovych télisek, jejichZ tvorba postupuje od
stredu bunky smérem Kk periferii. Je vytvorena i tlustd bunécna sténa obsahujici algaenan.
Kultivace H. pluvialis vétSinou probiha ve dvou fazich, prvni zelena faze zamérena na produkci
biomasy je nasledovana cervenou fazi, ve které dochazi k akumulaci astaxanthinu za stresovych
podminek. Tato fasa muze byt kultivovana rliznymi zpisoby, které zahrnuji batch, fed-batch,
attached a perfuzni kultivaci. Kultury H. pluvialis mohou rist fototrofné, mixotrofné i

heterotrofné v riznych kultivacnich médiich.

Klicova slova: astaxanthin, bunécna ultrastruktura, fotobioreaktor, Haematococcus pluvialis,

kultivacni média, mikrorasové biotechnologie, stresova reakce, Zivotni cyklus



Abstract

Haematococcus pluvialis is unicellular green alga (Chlorophyceae, Chlamydomonadales), which
can be found in ephemeral rock pools and birdbaths. It is the best natural producer of strong
antioxidant astaxanthin, red secondary carotenoid used as coloring agent in aquaculture and
poultry breeding. Astaxanthin also has various positive effects on human health. Haematococcus
pluvialis has quite complex life cycle consisting of four life stages, biflagellated zoospores, non-
motile round palmella stage, thick-walled akinetes (aplanospores, cysts) with high content of
astaxanthin and small biflagellated gametes. Akinetes, which enable H. pluvialis to survive
desiccation in its natural habitat, are formed in response to stress conditions such as high
irradiance and temperature and nutrient depletion. Cells undergo dramatic ultrastructural
changes during aplanospore formation. Chloroplast volume is decreased, synthesis of high
amount of astaxanthin and fatty acids results in presence of lipid droplets that spread from the
center to the periphery of the cell and thick cell wall containing algaenans is formed. Cultivation
of H. pluvialis is often performed in two subsequent stages, green stage focused on biomass
production and red stage focused on astaxanthin accumulation under stress conditions. There
are several different approaches to the cultivation of this alga including batch, fed-batch,
perfusion and attached -cultivation. Cultures of H. pluvialis can grow phototrophically,

mixotrophically and heterotrophically in various culture media.

Keywords: astaxanthin, cell ultrastructure, culture media, Haematococcus pluvialis, life cycle,

microalgae biotechnology, photobioreactor, stress response
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1 Uvod

V soucasné dobé stoupa zajem o biotechnologie a vyuzivani prirodnich produkti. Z tohoto
divodu je pomérné intenzivné zkoumano i mnozstvi druhti jednobunécnych fas, které mohou
byt potencialné vyuzity pro produkci biopaliv, obsahuji hodné zivin nebo syntetizuji radu
zajimavych latek. Mezi mikrorasy s nejvétSim biotechnologickym vyuzitim patfi naptiklad
Chlorella, Arthrospira, Nannochloropsis (produkce eikosapentenové kyseliny, EPA), Dunaliella
salina (produkce B-karotenu) a Haematococcus pluvialis produkujici sekundarni karotenoid
astaxanthin s vysokymi antioxida¢nimi €inky (Spolaore et al. 2006, Pulz & Gross 2004)
Mikrorasy a produkty z nich byvaji vyuzivany jako soucast potravinovych doplitkkti a krmiv pro
zvirata, velky vyznam maji predevSim v akvakulturach, dalsi uplatnéni nachazeji v kosmetice a
farmaceutickém priamyslu. Kultivace ras je ale stdle pomérné drahd, jejich produkty se tudiz
v porovnani se syntetickymi vyuZivaji v mnohem menSim méritku, predevSim jako vysoce
kvalitni latky v 1ékarstvi a kosmetice nebo v Zivocisné vyrobé pro produkci biopotravin. Z tohoto
divodu jsou neustale zkoumany efektivnéjsi a levnéjsi metody kultivace, které by umoznily vétsi
konkurenceschopnost fasovych produktii v porovnani s primyslovymi (Lorenz & Cysewski
2000).

Cilem této bakalatské prace je shrnout soucasné poznatky o zelené rase Haematococcus pluvialis.
Konkrétné je prace zameérena na Zivotni cyklus této rasy a s nim spojené ultrastrukturalni a
fyziologické zmény v bunce s dlirazem na tvorbu karotent u H. pluvialis. Ve druhé Casti prace
jsou popsany rizné typy kultivace, kultivacni podminky a pouzitd média s cilem stanovit

optimalni parametry pro kultivaci H. pluvialis.



1.1 Astaxanthin

Astaxanthin (3,3'-dihydroxy-pB-karoten-4,4'-dion) je sekundarni ketokarotenoid. Ve své
molekule obsahuje 2 centra chirality, proto se mulze vyskytovat ve 3 formach: 35,3’S; 3R,3'R a
35,3'R (tato forma je zaménitelnd s 3R,3’S). Haematococcus pluvialis obsahuje astaxanthin
s opticky Cistou chiralitou 3S,3’S. Oproti tomu vétsSina primyslové syntetizovaného je smési vice
forem, tudiz je pro farmaceutické pouZiti vhodnéjsi prirodni astaxanthin, protoze syntetizovany

Casto nespliuje naroky na Cistotu latky (Jackson et al. 2008).
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Astaxanthin

Obr. €. 1: Schematické zndzornéni struktury molekuly Astaxanthinu. (Jackson et al. 2008)

Astaxanthin plisobi jako silny antioxidant. Prace zabyvajici se vychytavanim volnych radikald a
inhibi¢nimi ucinky na radikaly indukované oxidacni reakce u rGznych skupin antioxidanta
prokazala, Ze ma astaxanthin v porovnani s lykopenem, a-karotenem, 3-karotenem, luteinem a
a-tokoferolem relativné nejvyssi antioxidac¢ni aktivitu (Naguib 2000).

Mozna pravé diky témto antioxidacnim vlastnostem je jeho syntéza v bunikdch H. pluvialis
spojena se stresovymi podminkami, které indukuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), jako
je napriklad zvySena ozarenost, UV nebo pritomnost nékterych soli. Jeho tvorba je mozna
spusténa pirimo vyskytem ROS, které mohou aktivovat cytoplazmatické enzymy zapojené do
jeho biosyntetické drahy (Kobayashi et al. 1993). Tento ptredpoklad je podporen faktem, Ze
s produkci astaxanthinu neni spojena syntéza novych proteinid (Boussiba 2000). Jeho akumulace
je naopak spojena s tvorbou mastnych kyselin, se kterymi tvofi mono a diestery, které vytvari
matrix pro jeho rozpusSténi a zaroveni ho mohou stabilizovat (Lemoine & Schoefs 2010).
Navzdory svym silnym antioxidacnim vlastnostem ale nemusi byt astaxanthin v buiice primo
latkou branici fotooxida¢nimu poSkozeni, ale spiSe kone¢nym produktem jinych protekénich
mechanismtl (Lemoine & Schoefs 2010, Boussiba 2000, Han et al. 2012), jejichZ povaha zatim
neni plné prozkoumdana. Zaroven miZe stinit jadro a tim chranit DNA pred poskozenim
vyplyvajicim z ptsobeni UV, v prvnich fazich akumulace je totiz vzdy ukladan okolo jadra
(Collins et al. 2011), nebo miiZe fungovat jako zasobni latka (Lemoine & Schoefs 2010, Han et al.
2012).

Diky svym vlastnostem nasSel astaxanthin bohaté uplatnéni v primyslu. Nejvice je pouzivan jako
zdroj pigmentu a antioxidant v zivocCisné vyrobé. Hojné se pouziva v chovech lososti nebo
pstruha duhového, u kterého plisobi komercné atraktivni zbarveni svaloviny a navic ma

pozitivni G¢inky na krvetvorbu a metabolismus lipid& (Rehulka 2000). Jako zdroj pigmentu je



astaxanthin pouzivan i v akvakulturach garnati a krevet, brani zde onemocnéni ,blue colour
syndrom®, zvysuje rdstovou rychlost a pribyvani na vaze (Zhang et al. 2013). Zaroven mize
sniZzovat mortalitu (Lorenz & Cysewski 2000). Dal$i uplatnéni nachazi v chovu okrasnych
tropickych ryb, jako jsou napftiklad klauni (Seyedi et al. 2013), kromé estetické hodnoty je
spravné zbarveni ryb dllezité v mezidruhové i vnitrodruhové komunikaci a ma vliv i na
fyziologické funkce. Astaxanthin je pouzivan i v chovech driibeze pro vyssi pigmentaci zloutkd, u
brojlert zvySuje mnozstvi Zlutého zbarveni v klizi na nohach a v zobaku, zplsobuje rychlejsi
piibyvani na vaze a vy$$i hmotnost prsnich svall a zefektiviiuje krmeni (Lorenz & Cysewski
2000).

Pro své silné antioxidacni vlastnosti ma astaxanthin znacny potencial i pro farmaceutické
vyuziti, ve studiich provadénych na zvitatech i na buné¢nych kulturach byla prokazana cela rada
jeho pozitivnich ucinki. BEhem pokusu, ktery spocival v dodavani astaxanthinu rtizné starym
pstim, bylo zjisténo, Ze v jejich bunikidch sniZuje oxidativni i zanétlivé poSkozeni mitochondrii
spojené se starnutim. Zaroven zlepSil mitochondridlni funkce prostrednictvim zvysSené tvorby
ATP, ktera obvykle klesa s vékem, vétStho mitochondridlniho objemu a mnozstvi cytochromu c
oxidoreduktazy (komplexu III) zapojené do dychaciho retézce, coz vedlo ke sniZeni tvorby ROS
(Park et al. 2013). Astaxanthin také stabilizuje bunécné membrany, protoze brani peroxidaci
polynenasycenych mastnych kyselin obsazenych v membranovych lipidech (Kurashige et al.
1990). Ve tkanich vystavenych ac¢inklim UVB zafeni sniZuje tvorbu oxidu dusnatého a aktivitu
kaspazy-3 zapojené do apoptické drahy, ¢imz pozitivné plisobi na odolnost keratinocytt
(Yoshihisa et al. 2014) a bunék o¢niho rohovkového epitelu (Lennikov et al. 2012). U mysi,
jejichZ oci byly po vystaveni UVB zareni oSetfeny astaxanthinovymi kapkami, bylo v rohovce

oproti kontrole zaznamenano mnohem méné apoptickych bunék a sniZen byl i ROS signal.
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Obr. ¢. 2: Morfologie mySich rohovek po ozareni UVB v zavislosti na mnoZstvi dodaného astaxanthinu. A: 1 mg/ml ast,;
B: 0,1 mg/ml ast; C: 0,01 mg/ml ast.; D: neozafenda kontrola. P: pravé oCi oSetfené astaxanthinovymi kapkami; L: levé
oc¢i slouZici jako kontrola. (Lennikov et al. 2012)



Diky stabilizaci membran, inhibici apoptézy a udrzovani iontové homeostazy miiZe astaxanthin
branit i vzniku Parkinsonovy choroby a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni (Chan et al.
2009). Dalsim jeho pozitivnim vlivem na nervovou tkan je zlepSovani funkce nervovych
kmenovych bunék prostiednictvim zvySené exprese transkripcnich faktord spojenych s
proliferaci a gent hrajicich roli pri udrzeni vlastnosti kmenovych bunék. Bunky po dodani

astaxanthinu vykazovaly priblizné dvojnasobny nartst tvorby kolonii (Kim et al. 2010).
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Obr. ¢. 3: Stimulace bunécné proliferace nervovych kmenovych bunék po dodani astaxanthinu. A: proliferace bunék
oSetrenych riznymi koncentracemi astaxanthinu (ASX) v pribéhu 3 dni; B: pomér kolonie formujicich jednotek.
(Kim et al. 2010)

Skrze inhibici produkce oxidu dusnatého a stimulaci tvorby HSP proteind, konkrétné
protizanétlivého enzymu Hsp32, mlze zmirnovat nasledky globalni mozkové ischemie. Po jeho
dodani byla tyden po indukované desetiminutové ischemii namérena vys$Si denzita
hippokampalnich pyramidalnich neuroni (Lee et al. 2010). Ale neni jisté, jestli proces
degenerace bunék nebyl pouze zpomalen, nasledky ischemie nebyly sledovany dostatecné
dlouho. U astaxanthinu byla prokizana i imunomodulac¢ni aktivita spojenda se stimulaci
proliferace a funkci mysich thymocytli a bunék sleziny (Okai & Higashi-Okai 1996). Nejvétsi
efekt mél na produkci polyklondlnich protilatek IgM a IgG slezinou. Skrze zvySeni aktivity
protinddorové imunity u mysi inhiboval nadorovy rilist transplantovatelného fibrosarkomu.
U téchto mysi byla zjisténa i zvySena aktivita cytotoxickych T-lymfocytd a produkce IFN-y
(Jyonouchi et al. 2000). Ale pravdépodobné je dodani astaxanthinu ucinné jen v pocatecnich
stadiich rakovinného vyvoje. DalSim zpilsobem, jak miZe astaxanthin ptlisobit proti rozvoji
rakoviny, je indukce xenobiotika-metabolizujicich enzymi v jatrech, plicich a ledvinach (Guerin
et al. 2003). Vneposledni radé snizuje obsah cholesterolu a triacylglyceroli v Kkrvi,
pravdépodobné skrze modulaci exprese genti zapojenych do metabolismu téchto latek. Spolu se
svymi antioxida¢nimi vlastnostmi ma tudiZ astaxanthin potencial v prevenci aterosklerdzy (Yang

etal. 2011).



2 Fylogenetické vztahy a vyskyt

Haematococcus pluvialis (synonyma H. lacustris, Sphaerella pluvialis, S. lacustris, Volvox lacustris)
je zelena rasa patrici do tridy Chlorophyceae, konkrétné do radu Chlamydomonadales (Guiry &
Guiry 2015). Rod Haematococcus byl spolecné s kolonialnim bicikovcem rodu Stephanosphaera
fazen do cCeledi Haematococcaceae na zakladé pritomnosti cytoplasmatickych provazct
propojujicich protoplast s bunécnou sténou (Buchheim et al. 2002). Z této Celedi se pouze u
druhu H. pluvialis vyskytuje syntéza Cerveného sekundarniho karotenoidu astaxanthinu, diky
které je tento druh biotechnologicky vyznamny.

Vysledky studie zkoumajici vzajemnou pribuznost druhti Haematococcus buetschlii, H. capensis,
H. droebakensis, H. pluvialis, H. zimbabwiensis a Stephanosphaera pluvialis (Buchheim et al. 2013)
ale monofylii rodu Haematococcus zpochybnuji. Ukazalo se, Ze druhy patifi do dvou odliSnych
linii, pricemz v prvni je zastoupen pouze typovy druh H. pluvialis, ktery byl zarazen do skupiny
Chlorogonia do blizké ptitomnosti druhu Ettlia carotinosa, ktera také produkuje astaxanthin,
oba druhy navic vykazuji zna¢nou podobnost v genech pro malou ribozomalni podjednotku.
Vsechny ostatni druhy piivodné trazené do rodu Haematococcus patii spolecné s rodem
Stephanosphaera do druhé linie naleZejici do sesterské skupiny Stephanosphaerinia. Proto byly
tyto druhy premistény do nového rodu Balticola, od kterého se H. pluvialis odliSuje uniformné

tenkymi cytoplasmatickymi provazci a pritomnosti 3 nebo vice pyrenoidd.
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Obr. ¢. 4: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé analyzy dat z genetickych sekvenci 18S RNA. (podle Buchheim et
al. 2013)

U H. pluvialis byla zjiSténa pomérné velkd vnitrodruhova diverzita (Mostafa et al. 2011),
piredevsim u kmeni z riznych geografickych oblasti. Proto by bylo dobré obohatit omezené

zdroje v kulturach o nové izolaty z dalSich oblasti a stanovist, které mohou mit jiné zajimavé
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vlastnosti s potencidlnim vyuzitim pro kultivaci za biotechnologickymi ucely. Napriklad byla
popsana izolace kmenu, ktery vykazoval zvySenou toleranci ke koncentraci soli, proto by k jeho
kultivaci mohla byt vyuzita brakicka voda, coz miliZe byt vyhodné v oblastech s nedostatkem
sladké vody (Chekanov et al. 2014). Diverzita mezi kmeny muze také poskytnout vysvétleni pro
odlisné vysledky studii, které se zabyvaji kultivacnimi podminkami.

H. pluvialis se vyskytuje celosvétové ve sladké vodé v mélkych nadrZzkach periodicky
zaplavovanych vodou (Hazen 1899), které se mohou tvorit ve skalnich prohlubnich, v betonu,
piikopech u silnice, na hibitovech nebo v ptacich koupalistich (Proctor 1957). Mize se
vyskytovat i v brakické vodé na skaldch na motském pobieZi (Chekanov et al. 2014). Jeho
nepritomnost ve vétSich a vytrvalych vodnich plochach pravdépodobné neni zptlisobena
samotnymi vlastnostmi prostiedi, ale velkou citlivosti ke kompetici, pfredevS§im k inhibi¢nim
stresovych podminek jako je vyschnuti, vy$si ozatfenost nebo teplota ve formé aplanospor, mu

naopak umoznuji preZzit i na mistech, kde je kompetice velmi nizka (Proctor 1957).



3 Zivotni cyklus

Haematococcus pluvialis ma pomérné slozity Zivotni cyklus. Hazen (1899) a Elliott (1934)
shodné popisuji vyskyt ¢tyt odliSnych morfologickych stadii, konkrétné se jedna o pohyblivé
megazooidy (= zoospory) velké az 50 pm s dvéma apikalnimi bi¢iky vystupujicimi z papily a
s tenkymi cytoplazmatickymi provazci, které propojuji protoplast s bunécnou sténou, ovalné
dvoubicikaté mikrozooidy (pravdépodobné se jedna o gamety) s velikosti neptresahujici 20 pm,
kromé velikosti se od megazooidii odlisuji i slabSi bunécnou sténou a jddrem posunutym do

predni c¢asti buiiky, nepohyblivé kulaté palmely a tlustosténné aplanospory (= akinety, cysty).

Obr. ¢. 5: Schematické znazornéni jednotlivych stadii Zivotntho cyklu H. pluvialis. A: megazooid; B: mikrozooid;
C: palmela; D: aplanospora; B bazalni téliska; C chloroplast; CE centrozom; CG chromatinové granule; CW bunéc¢na
sténa; F flagellum; FT flagelarni tubulus; HA hyalinni oblast; N nukleolus; NM jadernd membrana; P pyrenoid; Ps
protoplazmatické provazce; R rhizoplast; S stigma. (Elliott 1934)

Po preneseni do Cerstvého média se cysty zacinaji délit, zvétSuji sviij objem, takze dojde
k prasknuti matei'ské bunécné stény. Vytvori se vnich 2-32 dcefinych zoospor, které jsou

nasledné uvolnény do okoli (Wayama et al. 2013). V ptirozenych podminkach k tomu dochazi

vétSinou brzo rano (Hazen 1899, Elliott 1934).
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Obr. & 6: Zivotni cyklus H. pluvialis: déleni cysty na 32 dcefinych zoospor. Fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu.
DIC: diferencnf interferen¢ni kontrast; SYBR: jadra barvena SYBR Green [; CHL: autofluorescence chlorofylu; Overlay:
piekryti obrazti SYBR a CHL. (Wayama et al. 2013)




Zoospory se poté dal déli, nejdrive ztrati biCik a zakulati se, z téchto bunék jsou opét uvolnovani
bicikovci, ktefi se po néjaké dobé preméni na kulaté bezbicikaté palmely. Lee & Ding (1994)
pozorovali, Ze k transformaci dojde po 5 bunéénych délenich. V ostatnich studiich tento jev
pozorovan nebyl, kultura naopak zlistavala v pohyblivé fazi déle (Hazen 1899, Elliott 1934),
tudiZ je mozné, Ze omezeny pocet déleni nebyl determinovan geneticky, ale dosSlo k nému
v diisledku pouzitych kultiva¢nich podminek.

U palmel opét dochazi k déleni, pii kterém mohou byt tvoreny dalsi palmely nebo zoospory
(Elliott 1934). Pri ptrechodu do stresovych podminek se palmely transformuji na tlustosténné
odpocivajici akinety. Tato transformace mulzZe vyjimecné probéhnout i u zoospor (Wayama et al.
2013, Elliott 1934), pokud dojde ke zméné podminek velmi rychle, pii pomalejsi zméné ale
nejdiiv dochazi k preméné na palmely. Akinety dale zvétSuji svlij objem (Hazen 1899) a ziskavaji
tmavé Cervenou barvu vlivem silné akumulace astaxanthinu. Ve formé téchto odolnych cyst
miuZze H. pluvialis preckavat neprizniva obdobi jako je vyschnuti nebo mraz. Jakmile se podminky
znovu zlepsi, uvolni se z cyst zoospory a cely cyklus se opakuje.

Za urcité situace se miZe zcyst uvolilovat misto velkych zoospor az 64 malych ovalnych
dvoubicikatych bunék (Triki et al. 1997, Elliott 1934), které se kromé velikosti odlisuji i slabsi
bunécénou sténou a jadrem posunutym do predni ¢asti bunky. Hazen (1899) pozoroval tvorbu
téchto mikrozooidd, pokud byla kultura opakované vystavena mrznuti a tani nebo pokud doslo
k postupnému vysusSeni akinet. Elliott (1934) oba tyto pokusy netspésné opakoval, misto toho
navrhnul metodu umisténi akinet ze starého agaru na noc do prevarené vody. V jiné praci (Triki
et al. 1997) byly tyto buriky ziskany po pridani cerstvého média do 1-4 mésice starych kultur.
Z toho je patrné, Ze indukovat gametogenezi v laboratornich podminkach je pomérné obtizné a
Ze je sexualita vzdy indukovana stresovymi faktory. VSechny tyto studie uvadeéji, Ze se gamety
ptfed uvolnénim aktivné pohybuji uvnitr materské bunécné stény a poté velmi rychle plavou.
V této formé ale nevydrzi déle nez den, postupné zpomaluji, aZ nakonec dojde k jejich zakulaceni
a preméné na palmeloidni bezbicikaté bunky, které se mohou dale délit a pokracovat v asexualni
reprodukci, jakd byla popsand vysSe. Ani jednomu ztéchto autorii se nepodafilo pozorovat
splyvani mikrozooid(i, coz ale nevylucuje, Ze plni funkci gamet. Je mozné, Ze aby doslo
k syngamii, musi byt pritomné dva rtzné rozmnozovaci typy, které se v daném izolovaném
kmenu nemusi vyskytovat. Ze se pravdépodobné jedna o gamety, podporuje studie Chekanova et
al. (2014), ve které autori pozorovali jejich konjugaci, ktera pripominala izogamii. Nicméné stale

neni jasné, co se déje po syngamii a kdy dochazi k redukénimu déleni.



Obr. ¢. 7: Gametogeneze u H. pluvialis. A: cysta (C), gametocysta (G) a sporocysta (S); B: vegetativni zoospory, F = bi¢ik;
C: gametocysta pred uvolnénim gamet; D: uvoliiovani gamet z gametocysty. (Triki et al. 1997)

Lee & Ding (1994) popisuji splyvani velkych bicikovci, ke kterému dochazelo pied tvorbou
palmel. Pozorovani podkladaji mérenim obsahu DNA v kultufe, jenZ byl vdané dobé
dvojnasobny oproti fazi zivotniho cyklu, ktera byla tvorena pouze bicikovci. Pokud by k této
konjugaci megazooidli opravdu dochazelo, jednalo by se v pripadé palmel pravdépodobné o
zygoty. Zadny z ostatnich autori nic podobného nepopisuje a pritomnost mensich bi¢ikovch
v zivotnim cyklu, ktefi svym vzhledem i okolnostmi vzniku odpovidaji gametam mnohem Iépe,
tuto moznost spi$ vyvraci. Jediny, kdo se o splyvani megazooidl také zminuje, je Hazen (1899),
ten ale uvadi, Zze se pravdépodobné jedna o disledek nedokonalého rozdéleni dvou bunék,
protoze k sobé byli oba bicikovci ptipojeni posteriornimi konci. Jednou pozoroval cely proces,
kdy se bic¢ikovec zacal délit a po netiplné cytokinezi doslo opét k ftzi a nasledné tvorbé bunky

podobné cysteé.

Obr. ¢. 8: Schematické znazornéni Zivotniho cyklu H. pluvialis bez pohlavniho rozmnozovani. A: dospéla palmela; B:
akineta; C: mikrozooidy; D+G: mladé palmely; H: déleni palmely na palmely nebo zoospory; F: mladi zoospora;
E: dospéla zoospora. (podle Elliott 1934)



4 Ultrastrukturalni a fyziologické zmény v pribéhu Zivotniho cyklu

V bunkdch H. pluvialis dochazi vpribéhu jejich zivotniho cyklu kvelkému mnoZstvi
ultrastrukturalnich i fyziologickych zmén, které jsou Casto spojené s odpovédi na stresové
podminky v prostredi, jeZ jsou prirozenou soucasti zivotniho cyklu této rasy. Piipadné
strukturalni zmény spojené s pohlavnim rozmnozovanim nejsou vzhledem knizkému poctu
pozorovani gamet detailnéji prozkoumany, ale zda se, Ze jsou gamety svou ultrastrukturou
znacné podobné zoosporam (Triki et al. 1997). V Zivotnim cyklu dochazi ke zménam piedevsim
na urovni chloroplastu a bunécné stény, vyznamné jsou i zmény spojené s akumulaci

astaxanthinu a lipidd.

4.1 Zmény na urovni chloroplastu

Po uvolnéni mladych zoospor zcyst v cerstvém médiu u nich dochazi ke zvySené syntéze
chlorofylu (Kobayashi et al. 1997). Parietalni fragmentovany chloroplast obsahuje kontinualni
thylakoidy v lamelach po 2 aZ 6, pritomné jsou i typické vyrazné pyrenoidy, v jejichz blizkosti je
mozné najit extrapyrenoidalni Skrobova zrna, pritomné je i intraplastidialni stigma, které je
tvoreno jedinymi vétsimi lipidovymi télisky pfitomnymi v chloroplastovém stromatu (Santos &
Mesquita 1984, Chekanov et al. 2014). Zoospory i gamety vykazuji vyraznou fototaxi (Hazen
1899). Pokud jsou zoospory vystaveny vys$simu ozareni, dochazi u nich k abytku chlorofylu a
poskozeni fotosystému II, vyznamné se zvysi produkce ROS, ktera posléze zplisobi peroxidaci

membranovych lipidg, jez nakonec mize vést az k bunécné smrti (Han et al. 2012).

Obr. ¢. 9: Ultrastruktura chloroplastu. A: rozlozeni chloroplastu v buiice; B: detail chloroplastu s pyrenoidem. C —
chloroplast; N - jadro; P - pyrenoid. Métitko v A odpovida 5 pm, méritko v B odpovida 1 pm. (podle Wayama et al.
2013)

U zelenych palmel jsou stale piitomné parietalni chloroplasty s neporusenymi thylakoidy, které
mohou predstavovat az 41,7 % bunécného objemu (Wayama et al. 2013). V souvislosti s
transformaci na cysty byva popisovano postupné rozkladani thylakoidnich membran
pozorovatelné jako jejich rozvoliovani smérem od okraji (Wayama et al. 2013, Gu et al. 2013).
Autori jinych studii naopak zadné znamKky degradace thylakoidli v nepohyblivych stadiich
zivotniho cyklu nepozoruji (Santos & Mesquita 1984, Han et al. 2012). Tyto odlisné vysledky
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vystaveny. S postupnou akumulaci astaxanthinu souvisi zmenseni chloroplastového objemu, ale
fotosynteticka aktivita zlistava zachovana, prinejmensim v podminkach dlouhodobéjsi aklimace,
vnékterych parametrech je vSak odliSna od fotosyntézy zoospor (Gu et al. 2013).
V thylakoidnich membranach dochazi ke znacnému tubytku cytochromu f, ktery mize dosahovat
az 60 % ptvodniho obsahu, tim je omezen elektronovy transport mezi obéma fotosystémy, coz
vede ke sniZené produkci ROS (Han et al. 2012). Tato redistribuce energie mezi PSI a PSII vede
k vyssi aktivité PSI, ktera miZe byt spojena i svyS$$i potiebou produkce ATP pro syntézu
astaxanthinu (Gu et al. 2013).

Ve stadiu cysty miize byt celkova hmota chloroplastu sniZena az na 9,7 % bunécného objemu,
zmenSuje se i objem matrix pyrenoidu, konkrétné z 3,5 % na 0,2 %. Obé tyto struktury ale
zlstavaji v cystach zachovany, coz hraje vyznamnou roli v jejich rychlém obnoveni po zlepSeni
podminek (Wayama et al. 2013). Collins et al. (2011) popisuje, Ze je chloroplast v tomto stadiu
lokalizovdn na bunécné periferii, ale pozdéji bylo svyuZitim jinych zobrazovacich metod
zjisténo, Ze degradovany chloroplast ziskava sitovitou morfologii a je distribuovan po celé buiice

(Wayama et al. 2013, Nogami et al. 2014).

4.2 Zmény spojené s akumulaci astaxanthinu

Akumulace astaxanthinu v buiikach je zaroven spojena se syntézou mastnych kyselin, predevsim
olejové 18:1 a palmitové 16:0 (Wayama et al. 2013), se kterymi tvoii estery, a stvorbou
triacylglyceroll, v nichz je astaxanthin rozpustén a které spolu s nim tvori lipidova téliska.
Lipidy zaroveni mohou zvySovat bunécnou toleranci ke stresu (Gu et al. 2013). Pritomnost
astaxanthinu v burnice miiZe byt predevSim na snimcich z transmisni elektronové mikroskopie
identifikovana s umisténim lipidovych télisek, coz je podporeno skutecnosti, Ze je fluorescence
astaxanthinu presné kolokalizovana s fluorescenci lipofilni barvy Nile Red (Wayama et al. 2013).
Dalsi latkou, u niz dochazi vlivem akumulace astaxanthinu ke zménam, je B-karoten, ktery se
nejprve nachazi v chloroplastu, ale posléze dochazi kjeho transportu pies chloroplastovou
membranu (Wayama et al. 2013). Jeho pomérné vysoké koncentrace mimo chloroplast jsou
kolokalizované s vyskytem astaxanthinu, coZ podporuje hypotézu, Ze je B-karoten prekurzorem
pro jeho syntézu (Collins et al. 2011). S timto faktem muzZe souviset i pozorovani, Ze se mnozstvi

B-karotenu ve star$ich kulturach vyrazné snizuje (Nogami et al. 2014).
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Obr. ¢. 10: Zmény v koncentraci a lokalizaci chlorofylu, astaxanthinu a B-karotenu v pribéhu zivotniho cyklu. A-D:
zoospora; E-H: palmela pii neinduktivnich podminkach; I-L: palmela po 24 hod vystaveni induktivnim podminkam;
M-P: aplanospora. Méritko vzdy predstavuje 10 pm. D, H, L a P predstavuji RGB kompozit vytvotfeny z obrazl
koncentraci jednotlivych pigmentd, barvy odpovidaji barvé nazvu slou¢enin. Skaly intenzity signalu se u jednotlivych
stadii lisi, ale v ramci jednoho stadia intenzita predstavuje relativni koncentrace pigmentdi. (podle Collins et al. 2011)

V oranzovych palmelach bylo detekovano i zvySené mnozstvi violaxanthinu, ktery také prispiva
k syntéze astaxanthinu (Gu et al. 2013). Do procesu syntézy je nejspis zapojené endoplazmatické
retikulum, protoZe jsou s nim Gzce asociovana téliska, v nichz se astaxanthin hromadi (Santos &
Mesquita 1984).

Prrestoze je akumulace astaxanthinu a lipidd spojena predevsim s nepohyblivymi stadii Zivotniho
cyklu, miiZze k ni dochazet i u zoospor, i kdyZ pouze ve snizené mire (Barlow et al. 2014). Lee &
Ding (1994) ve své studii uvadi, Ze syntéza miiZe u zoospor v nékterych podminkach probihat
dokonce stejné rychle jako u nepohyblivych stadii, ale mira akumulace je pomalejsi nez déleni,
proto vbunkach zoospor neni pozorovan zadny vyrazny narlGst v obsahu sekundarnich

7

karotenoidl. V palmelach se lipidova téliska typicky zacinaji tvorit okolo jadra, na némz nejprve
tvori Cepicku, ktera se posléze rozsiti okolo celého jadra. Pozdéji mnozZstvi télisek stale narista
a posouva se smérem K periferii (Santos & Mesquita 1984, Collins et al. 2011). Postupné dochazi
k fazi malych tukovych kapének, vysledkem je mensi pocet velkych télisek (Santos & Mesquita
1984, Wayama et al. 2013). V dospélych cystaich mohou byt tukové kapénky obsahujici
astaxanthin distribuovany po celé cysté a tvorit az 52,2 % objemu (Wayama et al. 2013,
Chekanov et al. 2014). Preneseni cysty do cerstvého média je spojeno s rychlym rozlozenim

sekundarnich karotenoidli, dochazi tak k obnoveni plvodniho zeleného zbarveni (Santos &

Mesquita 1984).
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4.3 Zmény ve strukture a sloZeni bunécnych obalt

V pribéhu Zivotniho cyklu H. pluvialis prochazi vyraznymi zménami i struktura a sloZeni
bunécnych oball. Zoospory jsou na zacatku obklopené silnou vrstvou extracelularni matrix
(Wayama et al. 2013) tvorenou prevazné glykoproteiny (Hagen et al. 2002), kterou prostupuji
uzké cytoplasmatické provazce obsahujici mitochondrie (Santos & Mesquita 1984). Prvni vrstva
(W1) této extracelularni matrix je naplnéna rozvolnénou siti vlaken a granul6znich struktur. Nad
ni se nachazi tripartitni krystalicka vrstva (W2, W4, W6), jejiZ vnéjsi povrch je tvofen mozaikou
krystalickych platkd, které jsou spojené defektnimi zénami z amorfniho materialu. Posledni ¢ast
zajiStujici kontakt s médiem tvori vrstva vldken (W7) se strukturou podobnou vrstvé W1
(Hagen et al. 2002).

Jakmile po néjaké dobé od uvolnéni zoospor dojde zakulacenim jejich protoplasti a ztratou
bic¢ika k transformaci na palmely, zacne se pod ptivodni extracelularni matrix tvorit nova pevna
bunéénd sténa obsahujici celulézu. Nejprve se na periferii jddra objevuji vacky naplnéné
elektrondenznim materidlem, které nakonec fazuji s cytoplasmatickou membranou. Z tohoto
materialu, sekretovaného do vnitfni ¢asti prvni vrstvy extracelularni matrix W1, se vytvori nova
dvojvrstevna amorfni buné¢na sténa silnd 150-200 nm. V této dobé zaroven dochazi k rozpadu
vnéjsich vrstev W4, W6 a W7. Nejdriv se objevuji praskliny v krystalické vrstvé W6 a nasledné se
vnéjsi vrstvy odloupnou po celém povrchu bunky, zachovany zlstavaji pouze vrstvy W1 a W2.
V podminkach indukujicich pfeménu na aplanospory vznika pod primarni bunéc¢nou sténou obal
tvoreny tiemi vrstvami elektrondenzniho materialu (TLS1-3) obsahujici slouceninu algaenan,
kterd je chemicky podobna sporopoleninu. Tato vrstva muze slouzit jako ochrana pred
vysuSenim a pred ucinky ultrafialového zareni (Blokker 2000, Hagen et al. 2002). Soucasné v
buiice dochazi i k syntéze sekundarnich karotenoidd, které jsou také spojené se zvySenou
odolnosti vici vnéjsimu stresu. Poté dojde k oddéleni bunécné stény od cytoplasmatické
membrany a v meziprostoru se hromadi granul6zni material. Pod trojvrstevnym obalem (TLS)
posléze vznikd objemna sekundarni bunécna sténa typickd pro aplanospory. Nejdriv je jeji
vnitfni povrch hladky, ale po dosazeni tloustky 1,8-2,2 um dochazi k jejimu zprohybani smérem
dovnitt, které je poté kopirovano i zvinénim cytoplasmatické membrany. U starSich bunék se
rozpadaji vnéjsi vrstvy obalu tvorené primarni bunécnou sténou a zbytky extracelularni matrix.
Po nékolika mésicich kultivace miiZe bunécna sténa aplanospor tvorit az 16% celkové hmotnosti

susiny (Hagen et al. 2002).
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Obr. ¢. 11: Souhrnné schematické zobrazeni 5 vyvojovych stavii bunécné stény béhem morfogeneze smétujici k tvorbé
aplanospor H pluvialis. CYP: cytoplasma; IS: meziprostor mezi bunéénou sténou a plasmalemou; PL: plasmalema; PW:
primarni bunécna sténa; SV: sekre¢ni vacek; SW: sekundarni buné¢na sténa; TCL: tripartitni krystalicka vrstva; TLS:
trojvrstevny obal; W1-W?7: vrstvy extracelularni matrix. (Hagen et al. 2002)

4.4 Dalsi zmény v prubéhu Zivotniho cyklu

Kromé téchto zmén byla v souvislosti s encystaci pozorovana rada dalSich ultrastrukturalnich a
fyziologickych promén. SniZuje se relativni objem jadra, cisteren Golgiho aparatu i mitochondrii.
Pocet mitochondrii se ale béhem transformace nijak vyrazné nezménil (Wayama et al. 2013).
Encystace je spojena i s degradaci proteinti, germinace naopak s jejich syntézou (Kobayashi et al.
1997). Zaroven se méni i proteinové sloZeni. V zelenych bunkach je zvySené mnozstvi proteind,
které jsou zapojeny do syntézy RNA, vazby bazi a do metabolickych procesi, tim je umoznéna
rychld a aktivni buné¢na proliferace a akumulace biomasy. S transformaci do stadia cysty
naopak souvisi vétsi zastoupeni proteind zapojenych do redoxni regulace, transportu kysliku
nebo zmén pH, celkové se jedna o proteiny tizce spojené s odpovédi na stres (Gu et al. 2013).
Kromé lipidd narlsta v palmelach i mnoZstvi Skrobu, ktery je uloZeny uvnitf chloroplastu
v zrnech umisténych predevsim okolo pyrenoidii (Wayama et al. 2013). Jeho zvySena tvorba
miiZe souviset s reakci na stres zplsobeny nadmérnym ozarenim, v chloroplastu dochazi ke
zrychlené asimilaci uhliku, ze kterého je nasledné syntetizovan Skrob, tim se vyuzije velké
mnozstvi elektrontl generovanych v elektrontransportnim fetézci a omezi se tak i tvorba ROS.
Skrob poté slouzi jako prechodna zasobarna energie a uhliku pro syntézu lipidd a astaxanthinu
(Han et al. 2012). S tim souvisi i zna¢ny ubytek mnozstvi skrobovych zrn v cystach (Wayama et

al. 2013).
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Obr. ¢. 12: 3D TEM zobrazeni subbunéénych komponent u palmel a cyst H. pluvialis. A, C, E, G, I a K predstavuji zelenou
palmelu; B, D, F, H, ] a L predstavuji cystu. A, B: rekonstrukce chloroplastu s pyrenoidy, mitochondriemi a Skrobovymi
zrny; C, D: distribuce astaxanthinu; E, F: Skrobova zrna a jadro; G, H: Golgiho aparat a jadro; I, J: mitochondrie

Vv

(spolecné s jadrem v ]); K, L: pyrenoidy a Sskrobové kapsule. Méfitko predstavuje 5 um. (podle Wayama et al. 2013)

Mitochondria [l Pyrenoid | Cell wall
Chloroplasts . Nucleus . Plasma membrane
Golgi apparatus . Astaxanthin

Starch capsule . Starch grains

Obr. ¢. 13: 3D TEM zobrazeni celych bunék. A: fez zelenou palmelou; B: fez cystou. Méritko predstavuje 5 pm. (podle
Wayama et al. 2013)

15



5 Kultivace

5.1 Metody kultivace

Kromé vybéru média a optimalniho nastaveni kultiva¢nich parametrt, jako je osvétleni, teplota
nebo provzdu$néni kultury, je pro efektivni kultivaci samoziejmé klicovy celkovy kultivacni
postup ve zvoleném typu bioreaktoru. Pro kultivaci H. pluvialis je mozné pouZzit dva hlavni
pristupy.

Prvnim z nich je jednofazovy zplisob kultivace, v némz jsou po celou dobu kultivace zachovany
stejné podminky, pri kterych dochazi zaroven k akumulaci biomasy i k syntéze astaxanthinu. Pro
tento pristup je vhodné pouzit metodu nepretrzité kultivace, ktera spociva v udrzovani kultury
po celou dobu ve fotoautotrofické fazi. Kultivace funguje na principu fotochemostatu
v kontinualnim rezimu, je nastavena Kkonstantni mira ozareni a fedéni a do bioreaktoru je
konstantni rychlosti pridavano cerstvé médium. Tim je dosazeno kultury s aktivné rostoucimi a
délicimi se bunikami, ve kterych je pribézné akumulovan astaxanthin vlivem ubyvajiciho
mnozstvi dostupného nitratu, jehoZ koncentrace musi byt nastavena tak, aby nebyla limitujici
pro ruast, ale zarovenn aby vedla ksyntéze astaxanthinu. Témto pozadavkim odpovida
koncentrace nitratu priblizné 5,7 mM. SvyuZitim metody kontinudlni kultivace je moZné
dosahnout produktivity astaxanthinu 5,6 mg/l za den, obsah astaxanthinu mtiZe odpovidat 0,8 %
susiny (Del Rio 2005).

Vyhodou tohoto pristupu je jeho jednoduchost a nepretrzita produkce biomasy i astaxanthinu.
Vzhledem k priibéZnému doplitiovani média a redéni kultury nedochazi k vycerpani Zivin a
ristova rychlost béhem kultivace nekles3, stale ma konstantni hodnotu, ktera ale neni prilis
vysoka, proto je tato metoda méné vhodna pro produkci v primyslovém méritku (Park et al.
2014). Dalsi nevyhodou miiZe byt vyssi nachylnost ke kontaminaci béhem dlouhodobé kultivace.
Vzhledem k pozadavkiim na nepretrzité ozatreni se tento zptlisob prilis§ nehodi pro venkovni
kultivace (Aflalo et al. 2007).

Druhou moznosti je vyuziti dvojfazové kultivace, ktera spociva ve vytvoreni riznych podminek
pro zelenou fazi, u nizZ je hlavnim cilem produkce biomasy, a pro ¢ervenou fazi, ve které dochazi
k akumulaci astaxanthinu. Pro dosazeni optimalnich vysledkt v kazdé fazi jsou totiZ vhodné jiné
podminky, proto je dobré od sebe obé faze oddélit. Tim je mozné dosahnout vyssi produktivity
astaxanthinu, jez miiZe byt dokonce i po zprimérovani hodnot ziskanych v obou kultivac¢nich
fazich vice nez dvojnasobnd oproti kontinudln{ kultivaci. Butiky H. pluvialis mohou v ¢ervené fazi
akumulovat astaxanthin v mnoZstvi azZ do 4 % suSiny, coZ je hodnota pétkrat vyssi nez vytézek
z kontinualni kultivace, kde se mnoZstvi astaxanthinu pohybuje okolo 0,8 % suSiny. Diky
vy$Simu obsahu astaxanthinu je pro dosaZeni stejného vysledného zbarveni svaloviny ryb a

koryst v akvakulturach potifeba mnohem méné biomasy. Dalsi vyhodou je, Ze zde astaxanthin
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tvori az 95 % vsech karotenoidti, zatimco pii kontinualni kultivaci je v buiikkach mnohem vyssi
podil jinych karotenoid(, napiiklad luteinu nebo B-karotenu, které musi byt pro ziskani c¢istého
astaxanthinu ze smési oddéleny. Pri dvojfazové kultivaci je také mozné vyprodukovanou
biomasu snadnéji sklidit, protoze tézké cysty klesaji vlivem gravitace ke dnu. Odtud se daji
pomérné snadno ziskat, zatimco v pripadé pohyblivych bicikovci to je znacné obtiznéjsi.
Z téchto dtivod je dvojfazovy piistup vhodnéjsi pro masovou produkci, navic je 1épe vyuzitelny i
odolnéjsi vici mechanickym i dal$im vlivim, coZ tlustosténné cysty z Cervené faze splnuji
mnohem lépe neZ nachylnéjsi bicikovci (Aflalo et al. 2007).

Haematococcus pluvialis je mozné v ramci dvojfazového pristupu kultivovat nékolika zptisoby s
vyuzitim rGznych typt uzavienych fotobioreaktorti s umélym regulovanym osvétlenim nebo
metodou extenzivni velkoploSné venkovni kultivace, jejiZ pouziti ale neni v podminkach mirného
pasu severni polokoule vzhledem k vysokym narokdim na miru slune¢niho zareni ptili§ vhodné,

a proto nebude dale podrobnéji popisovana.

5.1.1 Batch kultivace

Asi nejjednodussim zpisobem Kkultivace je metoda, pri které je inokulum preneseno do nadoby
s pocatecni koncentraci zivin, médium neni v pribéhu kultivace dopliiovano. Typicky je
fotobioreaktor predstavovan sklenénym sloupcem, ve kterém je Kkultura probubldavana
vzduchem s 1,5% koncentraci CO; (Aflalo et al. 2007, Chekanov et al. 2014).

Nevyhodou této kultivace je, Ze v jejim pribéhu postupné dochazi k tibytku Zivin, které jsou
tudiz pro buniky méné dostupné, zarovei se v médiu hromadi inhibi¢ni metabolity produkované
bunikkami. Z téchto divodi dochazi ke snizeni ristu, ktery se ve vysSsSich hustotich bunék
relativné brzy dokonce zastavi (Park et al. 2014).

Ale na druhou stranu muze byt aplikace této metody levnéjsi vzhledem k pomérné jednoduché
konstrukeci fotobioreaktoru. V pribéhu kultivace navic nedochazi k vyssi spotiebé média, tudiz
se Setfi vodou i zivinami. Pokud by na zacatku byla spravné nastavena koncentrace prvki

v médiu, mohla by byt tento zplisob pomérné efektivni.

5.1.2 Fed-batch kultivace

O néco slozitéjsi je kultivace, vjejimz pribéhu jsou do kultury postupné pridavany ziviny
v podobé malého mnozZstvi koncentrovaného média. To miize byt ptidavano napriklad na
zakladé meéreni zmén pH v kultufe (Hata et al. 2001). Béhem kultivace vtomto piipadé
nedochazi ke spotiebovani Zivin, takze byva dosahovano vyssi produkce biomasy nez u batch
kultivace, ale i zde dochazi k akumulaci iontl a inhibi¢nich metabolitt, které ve vyssi hustoté

kultury zpomaluji riistovou rychlost. Buiiky nejsou schopné vyuzit vSechny dostupné ziviny a
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v konecné fazi kultivace stejné jako u piredchozi metody biomasa témér nepiibyva (Park et al.

2014).

5.1.3 Perfuzni kultivace

Dal$i moZnosti je perfuzni kultivace, kterd spocivad v opakovaném nahrazovani starého média
Cerstvym. Buriky jsou kultivovany ve fotobioreaktoru a poté jsou zadrZeny v usazovaci komofre,
zniZ je odstranén supernatant tvoieny starym médiem. Zbytek husté bunécné kultury je
recyklovan a navracen zpét do bioreaktoru, do kterého je priibézné dopliiovano cerstvé médium.
Aby v usazovaci nedochazelo spole¢né s odstrafiovanim supernatantu i k vyplachovani bunék, je
dobré, aby byla rychlost perfuze (neboli toku kultury z bioreaktoru do usazovace) dvakrat vyssi
nez rychlost dopliiovani ¢erstvého média. Tim je médium dopliiovano stejnou rychlosti, jakou je
kultura recyklovana (tok z usazovace zpét do bioreaktoru).

Diky tomuto postupu nedochazi ke spotiebovani Zivin v médiu a navic nedochazi ani k inhibici
ristu metabolity a ionty soli, které se zde nehromadi, ale jsou odstranény spolu se starym
médiem. Proto jsou buiiky schopné efektivné vyuzit dostupné Ziviny, nedochazi zde k redukci
rastové rychlosti, proto je mozné v kulture dosdhnout vysoké bunécné denzity. Koncentrace
biomasy po 14 dnech dosahuje az 2,47 g/l, produktivita se mlze pohybovat okolo 0,18 g/l za
den (Park et al. 2014).

Nevyhodou této kultivace je vyssi spotreba vody vlivem kontinualni vymény média a narocnéjsi

konstrukce fotobioreaktoru.

Fed batch Perfusion

priddvané
Ziviny pfidavané

00 o Ziviny
0 ... 00 ©

CYA ’ 0o 0 nové

® koncentrovany .. o .. o
roztok Zivin @) médium ® e
médium
]

Na+: @ Inhibitory
Acetate- : @ metabolite :

(pridavané Ziviny)

Obr. ¢. 14: Schematické porovnani fed-batch a perfuzni metody kultivace. (podle Park et al. 2014)
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5.1.4 Attached kultivace

Hlavnim principem této metody je umisténi zelenych bunék ziskanych klasickou kultivaci ve
vodnim sloupci na membranu, na které zlistanou prichyceny po celou dobu druhé faze kultivace
zamétené na produkci co nejvétStho mnoZstvi astaxanthinu. Tato metoda v podstaté napodobuje
prirozené podminky, protoze i v prirodé dochazi k nejvyssi akumulaci astaxanthinu v bunkach
uchycenych na sténach nadrzek (Wan et al. 2014, Hazen 1899). Samotna kultivace miiZe byt
usporadana riznymi zptlisoby.

Ve studii provedené tymem Zhang et al. (2014) je vyuzit systém lamindrniho kultiva¢niho
modulu, ktery je umistén s naklonem v thlu 5° viici horizontalni roviné ve sklenéné komore,
naklon byl zvolen proto, aby médium dodavané na vrchni stranu desky modulu mohlo vlivem
gravitace rovnomérné navlhcit celou kultivacni plochu. Samotny modul je mnohovrstevna
struktura tvorena sklenénou deskou, na které je umisténa vrstva filtra¢niho papiru, nejvyssi
vrstva je pak tvofena rasovymi disky. Ty jsou vytvorené opatrnym prefiltrovanim bunék
ziskanych centrifugaci ze zelené kultury na nitrocelul6zovou/acetatovo-celulézovou membranu.
Bunky se tak nachazi ve velké hustoté a dojde kjejich oddéleni od tekutého média. Médium
miiZe byt dodavano dvéma zplsoby. U necirkulujictho mddu nedochazi k Zadné recyklaci,
pouzité médium je odvadéno ze dna komory a nahrazovano novym, diky ¢emuz jsou rasy
zasobeny stale stejnym mnozstvim Ziviny, ale dochazi k vyssi spotiebé média. Cirkulacni zplisob
je naopak zaloZen na kompletni recyklaci média, jehoz objem je staly po celou dobu (vypar je
kompenzovan pfidavanim deionizované vody). Ziviny jsou tudiZ postupné spotfebovavany, ale

naroky na mnozstvi média jsou mnohem nizsi, proto je tento zptisob pro kultivaci vhodnéjsi.

Obr. ¢ 15: A: Schematické znazornéni pouzitého fotobioreaktoru; B: Usporddani pro cirkulaéni zplisob dodavani
média. Pro necirkula¢ni méd byla odstranéna peristaltickd pumpa, ¢erstvé médium dodavané na vrchni stranu pouze
stékalo dold vlivem gravitace. (Zhang et al. 2014)
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Trochu odlisny zptlisob kultivace zvolil tym Wan et al. (2014). Zde byly buriky ze zelené faze
pirefiltrovany pies mikrofiltracni membranu s velikosti p6rd 0,2 um, na niz nasledné vytvorily
husty biofilm. Tato membrana byla umisténa na vrstvu gazy podloZenou draténou sitkou, ktera
byla umisténa vertikilné do nadoby s médiem. Aby bylo mozné membranu s biofilmem
zafixovat, byly na jeji okraj pripevnény malé magnety, které byly ptitahovany ke kovové sit'ce.
Médium bylo aplikovano rozsttikovatem na vrchni okraj gazy, pronikalo gdzou a membranou a

timto zplisobem zvlhcovalo Fasové disky.
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Obr. ¢. 16: A: Schéma uspotadani pouzitého bioreaktoru; B: Detail fasového disku. (Wan et al. 2014)

Pro akumulaci astaxanthinu stac¢i intenzita svétla okolo 100 pmol fotoni m-2s?, protoze
v podminkach limitace dusikem se mnoZstvi astaxanthinu pfi vy$$i ozarenosti vyznamné
neméni. Tudiz je vhodnéjsi pouzit niz$i intenzitu, pri které je dosaZzeno vyssi efektivity
fotosyntézy. Pokud je médium vyuzito v ramci cirkulujici strategie, je potieba stanovit vhodnou
pocate¢ni koncentraci dusiku. Jako kritickd hodnota byla stanovena koncentrace 1,8 mM, coz
odpovida 1/10 mnoZzstvi dusi¢cnanu sodného pouzitého pro pripravu standardniho média BG-11.
Pokud by byla koncentrace nizsi, vedlo by to k ubytku biomasy, pii vys$si by naopak byla snizena
produkce astaxanthinu. Tato koncentrace tak vede k pomérné vysoké produkci biomasy i
astaxanthinu (az 160 mg na m2 za den) a k dosaZeni vysoké tcinnosti fotosyntézy (Zhang et al.
2014). Pokud jde o spotiebu vody, je oproti kultivaci ve vodnim sloupci sniZena o vice nez 70 %
(Wan et al. 2014), za urcitych podminek dokonce az o 90 %, na 1 m2 kultivacni plochy je potieba
pouze 30 I média (Zhang et al. 2014).

Diky niz$im narokiim na mnozstvi vody je sniZena finan¢ni narocnost. Dal$i vyhodou je, Ze
kultura nemusi byt promichavana a je odolnéjsi vii¢i kontaminaci. Sbér bunék je velmi snadny,
staci je sebrat z povrchu a neni potieba se dale zbavovat vody. Imobilizované bunky jsou
odolnéjsi vaci vyssSim teplotdm i ozafeni, takZze muze kultivace probihat v Sir§im rozmezi
induk¢nich podminek, které nemusi byt tak presné regulovany, coz je vyhodné predevsim pro

potencialni vyuziti ve venkovni kultivaci. Zaroven Ize touto metodou dosdhnout vyssi
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produktivity biomasy i astaxanthinu nez pri kultivaci ve vodnim sloupci za uziti stejnych
podminek (Wan et al. 2014).

Nevyhodou tohoto postupu je, Ze butiky ve svrchni ¢asti biofilmu stini tém pod sebou, takZe maji
rozdilny piistup ke svételnému zareni i k zivinam. Vysledkem je, Ze se na povrchu vytvoii vrstva
cervenych bunék s vysokym obsahem astaxanthinu, ale pod ni se nachazi vrstva bunék zelenych.
Pokud se nepodafri zavést zptisob na oddéleni obou vrstev, diky kterému by se spodni ¢ast mohla
pouzit pro dalsi kultivaci, bude celkovy obsah astaxanthinu v biomase tvoren priimérem obsahu
vobou vrstvach. To je rozdil oproti vodnim Kkultivacim, ve kterych probihda akumulace
astaxanthinu synchronné (Zhang et al. 2014). Druhou nevyhodou mohou byt vyS$si prostorové

naroky pii horizontalnim umisténi biofilmu.
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5.2 Kultiva¢ni podminky

Pro dosazeni vysoké produkce biomasy a astaxanthinu je tieba optimalizovat riizné kultivacni
parametry jako je sloZeni média, osvétleni kultury, pH nebo teplota, priCemz vétSina téchto
parametri ma rozdilnou optimalni hodnotu vzhledem k riistu kultury nebo naopak k produkci
astaxanthinu za stresovych podminek.

Pro indukci karotenogeze obvykle plati, Ze ¢im silnéjSimu stresu jsou burky vystaveny, tim vice
astaxanthinu se v nich akumuluje, at’ uZ tento silny stres vyplyva z vysokych hodnot jednoho
parametru nebo z kombinace vice stresovych faktorl. Zaroven ale buiiky vystavené silnému
stresu Casto uplné zastavi svij rist a po pomérné kratké dobé zacinaji odumirat (Su et al. 2014).
Proto je tfeba zvolit, jestli je z dlouhodobéjsiho hlediska vyhodnéjsi aplikace slabsiho stresu, pii
kterém buiiky mohou pokracovat v riistu a akumulovat astaxanthin mensi rychlosti, ale vytrvale
(Park et al. 2014), nebo jestli by bylo vétsi produkce dosazeno vystavenim bunék silnému stresu,

v ném?Z se astaxanthin tvori rychleji a ve vétsi mire, ale jen po omezenou dobu.

5.2.1 Typ a mira ozareni

Pokud probiha vegetativni faze kultivace Cisté heterotroficky v médiu se zdrojem organického
uhliku v podobé acetatu sodného, neni potieba, aby bylo bunikkdm zaroven dodavano svétlo,
vysoké ristové rychlosti miize byt tudiz dosazeno i ve tmé (Hata et al. 2001). V pripadé, Ze
probiha vegetativni faze kultivace fotoautotroficky nebo fotoheterotroficky, je dobré pouzit
takové mnozstvi svétla, pii kterém je dosazeno vysoké aktivity fotosyntézy, ale jesté nedochazi
ke stresu z nadmérného ozareni. Tato hodnota se pohybuje okolo bodu, v némz dochazi k plné
svételné saturaci fotosystémi v chloroplastech (LSP, light saturation point). Pomérné casto
byvaji uzivany hodnoty ozaireni mezi 40 a 50 umol fotonti m-2s-1 (Chekanov et al. 2014, Hata et al.
2001, Park et al. 2014), ackoli optimalni hodnoty ozareni pro dosazeni vysoké riistové rychlosti
popisované jinymi autory byvaji vyssi, konkrétné 70 pmol fotoni m-2s-1 (Tjahjono et al. 1994,
Zhang et al. 2014), 80 umol fotond m-=2s-1 (Saha et al. 2013), 90 umol fotont m-2s-! (Fan et al.
1994) nebo dokonce az 177 pmol fotoni m-2s! (Dominguez-Bocanegra et al. 2004). Tyto
jako je sloZzeni média, teplota nebo pouzity kmen H. pluvialis, i kdyz se tyto podminky
v nékterych zminovanych pracich shoduji. Z toho vyplyva, Ze je velmi obtizné mezi sebou
porovnavat vysledKky riiznych studii, pokud se v nich li$i kultiva¢ni postup.

I kdyz byva pro kultivaci H. pluvialis pouzivan ve vegetativni fazi pravidelny cyklus stridani
svétla a tmy 12:12 h, piipadné 16:8 h (Park et al. 2014, Saha et al. 2013), vyssi hustoty kultury
byvéa dosazeno pii kontinualnim osvétleni (Dominguez-Bocanegra et al. 2004). Jako nejvhodnéjsi

se jevi pouziti bilého nebo modrého LED osvétleni (Saha et al. 2013).
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Karotenogeneze je v bunikkdch indukovana pfti ozareni vysSim, nez odpovida LSP. I zde se vSak
zareni se pohybuji okolo 100-150 pmol fotoni m-2s-1 (Tjahjono et al. 1994, Zhang et al. 2014),
dale pak 240 pmol fotonli m-2s! (Saha et al. 2013), 345 umol fotond m-2s-1 (Dominguez-
Bocanegra et al. 2004) a 480 pmol fotoni m-2s-1 (Chekanov et al. 2014). Nizsi z téchto hodnot
optimalniho ozateni byly zjiStény pti soucasné aplikaci dalSich stresovych podminek, jako je
nedostatek zivin (Saha et al. 2013, Zhang et al. 2014) nebo zvySena teplota (Tjahjono et al.
1994). Takto nizké osvétleni (100 - 150 a 240 pmol fotonli m-2s-1) by samo o sobé pro pirechod
do Cervené faze patrné dostatecné nebylo (Boussiba et al. 1999). Z toho vyplyva, Ze pro efektivni
indukci karotenogeneze nemusi byt nadmérné ozareni nezbytné. Diky témto sniZenym
svételnym pozadavkiim mohou byt pti kultivaci ve fotobioreaktorech redukovany kultivacni
vydaje, coz je podstatné predevsim pro produkci astaxanthinu v priimyslovém méritku.

Pokud jde o typ osvétleni, nejvyssi obsah karotenoidl byl ziskan pii pouziti kontinualniho PAR
osvétleni, zadny jiny z barevnych typt LED zareni nebyl tak efektivni (Saha et al. 2013).

Zajimavou alternativou kjednorazové okamZzité zméné intenzity ozareni pii piechodu
z vegetativni faze na produk¢ni je postupné zvySovani miry osvétleni. Tento postup je vyhodny
z nékolika divodt. V kulture s vys$si hustotou buneék je potreba pro dosazeni maximalniho ristu
vyssi ozarenosti, protoZe si buiiky zac¢inaji vzajemné stinit. Pro indukci karotenogeneze je také
lepsi ozareni zvySovat postupné, protoze mladsi buiiky jsou na vysokou intenzitu svétla citlivé a
miiZe dochazet kjejich odumirani. Timto zplsobem je dosaZeno postupné transformace na
cysty, diky pozvolné aklimaci mtze byt navic akumulovano vice astaxanthinu, protoZe se bunky

musi vyrovnavat se stale vyssi mirou stresu (Park et al. 2014).

5.2.2 Mnozstvi zivin

Nejvyssi rastové rychlosti je dosazeno, pokud nedochazi k limitaci zivinami (Park et al. 2014).
Dostatek dostupného dusiku je patrné dilezitéjsi nez mnozstvi fosforu, specificka rastova
rychlost bunék se projevila jako funkce obsahu dusiku vmédiu (Lee & Ding 1994). Jako
nejvhodnéjsi anorganicky zdroj dusiku se jevil dusi¢nan sodny (Sarada et al. 2002), alternativou
by teoreticky mohl byt organicky zdroj v podobé mocoviny, ktera zaroven miize slouzit jako
synchronizacni agens pro rist kultury (Lee & Ding 1994).

Pokud je kultura vystavena nedostatku Zivin, vede to u bunék k indukci akumulace astaxanthinu
(Saha et al. 2013). I vtomto pripadé je podstatnéjSim faktorem limitace dusikem, ktera vede
priblizné ke dvojnasobné rychlosti produkce astaxanthinu nez limitace fosforem. Mtze to byt
predevsim znaCnou degradaci chlorofylu, oproti tomu fosfatové hladovéni nemusi nutné

znamenat poSkozeni struktury chloroplastu (Boussiba et al. 1999).
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Vystaveni bunék tomuto typu stresu miZe byt zajiSténo dvéma zpisoby. Prvni z nich spociva
v pouziti takové pocatecni koncentrace dusiku v médiu, aby na zacatku kultivace umoznila
dosazeni vysoké ristové rychlosti. Pfi postupném spotiebovavani buiitkami ve vyssich hustotach
je pozdéji koncentrace dusiku natolik sniZena, Ze dojde k indukci karotenogeze. Koncentrace
dusi¢nanu sodného vhodna pro tento zptisob kultivace se pohybuje okolo 1,8 mM (Zhang et al.
2014). Nevyhodou této metody je postupné snizovani ristové rychlosti ve vegetativni fazi
kultivace, ale na druhou stranu nedochazi ktak vysokému ubytku bunék pti prechodu do
Cervené faze, protoZe jsou bunky stresovym podminkdm vystavovany postupné. Navic jsou
dodané zZiviny témér Uplné spotrebovany, coz miiZze snizit kultivacni naklady. Alternativnim
zplsobem Kkultivace je preneseni bunék do média, které je ochuzené o dusik nebo fosfor
(Boussiba et al. 1999) nebo dokonce do destilované vody (Chekanov et al. 2014). V tomto
pripadé miize byt po celou dobu zelené faze zachovana vysoka ristova rychlost, ale vyména
média komplikuje cely kultivacni proces.

Pokud doslo k vytvoreni stresovych podminek jinym zplisobem neZ nedostatkem Zzivin, jako
nejlepsi zdroj dusiku z hlediska akumulace astaxanthinu se projevil dusi¢nan vapenaty, u néhoz
byla pozorovana nékolikanasobné vyssi produktivita ras neZ v pripadé uziti dusicnanu sodného,

draselného nebo amonného (Sarada et al. 2002).

5.2.3 pH kultury

Ve studii zkoumajici vliv pH v rozsahu 5-9 na kulturu H. pluvialis bylo zjisténo, Ze pH vyznamné
ovliviiuje rist bunék i produkci chlorofylu a karotenoidii. Pfi pH 5 nedochazi k zddnému rastu,
poctu bunék bylo dosazeno v pH 7, vysoky obsah chlorofylu i karotenoidd bylo mozné pozorovat
vrozsahu pH 7-8, v pH 6 byly obé hodnoty vyznamné nizsi. Po vystaveni kultur starych 9 dni
stresovym podminkdm v podobé pridani 0,25% w/v NaCl spolecné s 4,4 mM acetatem sodnym
doslo ve vSech pH kubytku chlorofylu. Vrozsahu pH 6-8 doslo ke dvojnasobnému nartstu
obsahu astaxanthinu, zatimco v pH 9 nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil. Z téchto udaja
vyplyva, Ze z hlediska produkce biomasy i astaxanthinu je nejvhodnéjsi pH 7 (Sarada et al.
2002). Podobny vysledek je prezentovan i v dalsi studii (Hata et al. 2001), v niZ byl nejlepsi riist

kultury pozorovan pii pocate¢nim pH 7,85.
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5.2.4 Kultivacni teplota

Pro rist H. pluvialis se jako optimalni ukazala teplota okolo 25 °C, pii které kultura dosahovala
nejvyssi ristové rychlosti a pri niZ jeSté nedochazelo k redukci tvorby chlorofylu a k formaci cyst
(Hata et al. 2001). V jiné praci (Fan et al. 1994) dospéli k Sir§Simu optimalnimu rozpéti teplot 25-
28 °C, pritemz nejvyssi ristova rychlost (0,054 /h, coz odpovida zdvojnasobeni poctu bunék za
12-13 h) a fotosynteticka aktivita (podle mnoZstvi vytvoreného O2) byla pozorovana pii 28 °C.
Toto zvySené teplotni optimum muze byt zapri¢inéné kromé rozdilné genetické preadaptace
pouzitych kmenti i vys$si teplotou v piredchozi fazi kultivace (28 °C oproti 20 °C).

Teplota nad 30 °C indukuje prechod do cervené produkcéni faze, zelené builkky mohou byt
transformovany na velké ¢ervené cysty béhem dvou dni. Dochazi k vyraznému zpomaleni ristu,
zatimco astaxanthin je akumulovan ve 2-3x vySsi mife nez pri kultivaci ve 20 °C. Z hlediska
bunéc¢ného obsahu miize byt produkce karotenoidli vzhledem k niz$imu poctu bunék zvySena
dokonce 15-20x. ZvySena teplota pravdépodobné ovliviiuje syntézu astaxanthinu skrze stimulaci
tvorby a reaktivity kyslikovych radikalt (Tjahjono et al. 1994). Aby béhem teplotni zmény doslo
k co nejmensimu ubytku bunék, je vyhodné, aby zména probihala postupné, coZ umoZzni lepsi
aklimaci na nové podminky, a zaroven aby vysSim teplotdm byla vystavena star$i kultura
obsahujici nepohyblivé burky odolnéjsi ke stresu (Hata et al. 2001).

Pri teploté 33 °C je inhibovano déleni a sniZena tvorba chlorofylu, ale syntéza proteinti naopak
zUstava vysoka (Fan et al. 1994). Vyssi teplota je pro H. pluvialis letdlni, pii 35 °C bunky brzy
lyzuji (Tjahjono et al. 1994).

5.2.5 Koncentrace soli

Tvorba astaxanthinu v bunikach H. pluvialis mtze byt indukovana i pridanim NaCl do média.
Pokud je ale siil pridana do mladych kultur, dochazi k vybéleni bunék. Pokud je ale do starsich
kultur pridano 0,25% w/v nebo 0,5% w/v NaCl, dojde kvyssi akumulaci astaxanthinu. U
devitidennich kultur byl pozorovan az dvojnasobny nardst, mnozstvi vytvoreného astaxanthinu
se jesté zvysilo, pokud byl spole¢né s NaCl pridan i 2,2 mM acetat sodny. Pokud bylo pridano 1%
w/v, doSlo k mirnému ubytku, pti 2% byly pozorovany vybélené buiiky, z ¢ehoz vyplyva, ze
pridani vétSiho mnoZzstvi NaCl neZ je 1% w/v je pro buiiky letdlni (Sarada et al. 2002).

Acetat sodny muze pii nizsich koncentracich (napr. 15 mM) slouZit jako organicky zdroj uhliku
v heterotrofnich nebo fotoheterotrofnich médiich (Tjahjono et al. 1994). AvSak po jeho pridani
do vegetatini rdstové faze v koncentracich vyssich nez 40 mM dochazi kinhibici bunécného
rastu (Hata et al. 2001). Pridani 45 mM acetatu vedlo béhem 48 hodin k tvorbé cyst, ktera byla
spojena s ubytkem proteint i chlorofylu, zaroven byl pozorovan mirny tubytek v poctu bunék

(Kobayashi et al. 1993).
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Dodani 0,45 mM Fe?2* ve formé siranu Zeleznatého miZe vyznamné zvySit biosyntézu
karotenoidli v cystach (Kobayashi et al. 1997), protoze je vyuzit pro tvorbu hydroxylového
radikalu Fentonovou reakci. Vzniklé radikaly poté mohou posttranslacné aktivovat proteiny
zapojené do syntézy karotenoidli (Kobayashi et al. 1993). Pridani samotného Fe2+ ale tvorbu
astaxanthinu zvysi jen nepatrné, podstatnéjsi zmeény je dosaZeno, pokud je zaroven pridan i
45mM acetat sodny (Kobayashi et al. 1993, Tjahjono et al. 1994). Kombinace téchto dvou latek
muze zdvojnasobit produkci astaxanthinu dokonce i vpripadé, Ze uz je karotenogeze

stimulovana vysokou teplotou (Tjahjono et al. 1994).
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5.3 Média

Pro kultivaci H. pluvialis jsou pouZzivany rtizné typy médii. V anorganickych médiich mtze tato
Fasa rust Cisté fototrofné. Pokud je vmédiu pritomen organicky zdroj uhliku, mize byt H.
pluvialis kultivovan i mixotrofné. Kultivace je moZna i ve tmé, kde rist probiha ¢isté heterotrofné
(Hata et al. 2001). Mezi nejcastéji uzivana média patii BG-11 (Boussiba et al. 1999, Zhang et al.
2014, Chekanov et al. 2014), BBM (Dominguez-Bocanegra et al. 2004, Triki et al. 1997, Tripathi
et al. 1999) a bazalni médium s organickym zdrojem uhliku v podobé acetatu sodného KM1

(Kobayashi et al. 1993, Tjahjono et al. 1994, Sarada et al. 2002) nebo piipadné jejich modifikace.

CaClz - 2H20 0,025 0,025 0,11 0,036 - 0,08 0,025 0,02 0,0367
Ca(N03)2 - - - = 0,15 = o o o
FeCls - 6H20 0,005 - - - 5,88 10+ 0,096 0,0025 - -
FeS04 - 7H20 - - - - - - - 0,01 =
K2HPO4 0,075 0,075 - 0,03 - 2,63 0,075 - 0,0087
KH2PO4 0,175 0,175 - - - - 0,175 - -
KNO3 - - 0,41 - 0,1 - - - -
Kyselina citronova - - - 0,006 = = = = =
MgCl; - 6H20 - - - -
MgS04 - 7H20 0,075 0,075 0,246 0,075 0,04 3,0 0,075 - 0,0369
MnSO0s4 - 4H20 - - - - = 0,016 = = =
Na;B407 - 10H20 - - - - - 0,035 = = =
Naz-EDTA - - - 0,001 0,003 0,2827 0,025 = =
Na;HPO4 - - 0,03 = = = = = =
NazSiO3 - 9H20 - - - - - - - - 0,0284
NazC03 - - - 0,02 - - - - -
NaHCO3 - - - - - - - - 0,0126
NaNO3 1,0 1,0 - 1,5 - - 0,25 - 0,0085
NaCl 0,025 0,025 - - 0,025 - =
C3H7Naz06P - 5H20 - - - - 0,05 - - - -
Tris - - - - 0,5 - - - -
CoClz - 6H20 - - 1,1-105 - 1,2-105 - - - 2,0-105
CoCl3 - - - - - - 2,3-10+4 - -
Cr203 - - 7,5-10-5 - - - - - -
CuS04 - 5H20 1,6-105 = 1,2-10°5 0,8-10-5 - 0,004 7,7 -104 - 2,0-105
FeCsHs07 - 5H20 - - 2,62-103 - - - - - 0,0335
H3BO4 57-103 - - 2,8-103 - - - - 6,210+
MnCl - 4H,0 3,6-103 - 9,8-10+4 1,8-103 1,08-10+ - 7,310+ - 1,26 - 105
Na;MoO4 - 2H20 - - 1,210+ - 7,5-10-6 - - - 1,26 - 105
NaMoO4 4,2-105 - - 2,1-105 = = 3,5-10+ = =
NaVO03 - - - - - 50-103 = = =
NiSO4 - 7H20 - - = = = 8,0-104 = = =
Se0: - - 5,0-10¢6 - - - - - -
ZnS04 - 7H20 4,4-10+4 - - 2,2-104 6,6 - 10-5 0,018 4,4-103 - 4,4-105
Acetét sodny = - - - - - 1,0 1,986 -
Extrakt z kvasinek - - - - - - - 2,0 =

- - 0,405 =
Mocovina - - - - - 1,7/0,85 = = =
Biz - - 1,5-105 - 1,0-107 - - - -
Biotin - - 2,5-105 - 1,0-107 - - - -
Thiamin - - 1,75- 105 - 1,0-105 - - - -

Tab. ¢. 1: Slozeni vybranych médii. BBM, FAB, BG-11, BAR (Dominguez-Bocanegra et al. 2004), OHM, Chu médium
(Fabregas et al. 2000), NIES-C (Kang et al. 2010), A9 (Lee & Pirt 1981), KM1 (Kobayashi et al. 1993).

L-asparagin - o - - _

27



Idealni sloZzeni média pro dosaZeni vysoké riistové rychlosti a pro vyssi objem biomasy se lisi od
idealniho slozZeni pro vysokou akumulaci astaxanthinu. Proto je nutné zvolit vhodny kompromis.
Také je treba zvolit, jestli ma byt cilem kultivace rychly zisk biomasy, které ale bude méné, nebo
jestli je naopak zdlouhodobého hlediska vyhodnéjsi ziskat co nejvic biomasy i presto, Ze
kultivace potrva déle (Gong & Chen 1997).

Béhem autotrofniho zpisobu kultivace byl z klasicky uzivanych médii nejvyssi rist kultury
pozorovan v médiu BBM (Tripathi et al. 1999, Dominguez-Bocanegra et al. 2004). O néco vyssi
produktivita biomasy byla ziskana v médiu optimalizovaném p¥imo pro rist H. pluvialis, OHM
(Fabregas et al. 2000). Pri pouziti média BG-11 dochazi k mirné sniZenému rastu kultury, ale
oproti BBM je v ném produkovano vice astaxanthinu. Nejvyssi bunécné hustoty bylo dosaZeno
kontinualnim ozafenim a provzdusnovanim kultury vzduchem s 1,5% obsahem CO.. Pro
akumulaci astaxanthinu je naopak vhodné kulturu neprovzdusinovat (Dominguez-Bocanegra et
al. 2004).

V heterotrofnich (KM1) a mixotrofnich (BBM s pridanym acetdtem sodnym a L-asparaginem)
médiich je rast kultury rychlejsi nez v autotrofnich (Tripathi et al. 1999). Cisté heterotrofni
zpusob kultivace je vyhodny pro ziskani vysoké bunécné koncentrace, protoZe umoznuje udrzet
buiitky pomérné dlouhou dobu ve vegetativni ristové fazi (Hata et al. 2001). K akumulaci
astaxanthinu ale za téchto podminek dochazi pouze nepatrné (Kobayashi et al. 1997). Produkce
astaxanthinu je naopak vysoka pri vyssi ozarenosti za fototrofnich podminek, ve kterych je
nartst biomasy zprostiedkovan predevsim zvySovanim objemu jednotlivych bunék. Z téchto
divodi by mohlo byt vhodné oddélit riistovou a produkéni fazi (Hata et al. 2001).

Vice nez dvojnasobny obsah astaxanthinu oproti kultivaci v tekutych médiich byl zjiStén
v bunkach kultivovanych na agaru (Tripathi et al. 1999), coz milZe souviset stim, Ze i
v ptirozenych podminkach se nejvic astaxanthinu syntetizuje v buiikdch prichycenych na stény
nadrzek (Wan et al. 2014).

7da se, Ze je pro kultivaci H. pluvialis vhodnéjsi, pokud jsou do média pridany vitaminy thiamin,
biotin a Biz (Tripathi et al. 1999, Fabregas et al. 2000), i kdyZ v jiné studii nebyly po pridani
vitaminl pozorovany zadné vyznamné zmeény (Gong & Chen 1997). Produkci biomasy i
astaxanthinu zvysuje i pridani mikronutrient( (Tripathi et al. 1999, Dominguez-Bocanegra et al.
2004). Selen a chrom, které se bézné do médii pro sladkovodni kultury neptidavaji, maji také

pozitivni vliv na bunécny riist H. pluvialis (Fabregas et al. 2000).
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5.4 Priklady kultiva¢nich postupi s nejvyssi produktivitou

Stanovit optimalni parametry pro kultivaci H. pluvialis je velmi obtizné, protoze vysledny rist
kultury nebo akumulace astaxanthinu vzdy zavisi na konkrétni kombinaci faktort jako je typ
fotobioreaktoru, pouZity kmen H. pluvialis, sloZeni kultivaénitho média a zvolené nastaveni
kultivacnich podminek. Z tohoto diivodu je mozné, Ze jsou pro rizné typy Kkultivace vhodnéjsi
rizna média a podobné. NiZe uvadim nékteré z kultivacnich postupi, které se ukazaly jako
efektivni.

Nejvyssi dosazené bunécné denzity jsou 4,2 - 105 bunék/ml (batch kultivace, KM1 médium bez
extraktu z kvasinek, s pridanymi stopovymi prvky a vitaminy, kmen ze sbirek SAG, kontinualni
ozareni 20 pmol fotonl m-2s1, 25 °C; Tripathi et al. 1999), 1,0 - 106 bunék/ml (nejdrive
heterotrofni fed-batch kultivace v NIES-C médiu s 10 mM acetatem sodnym pfti 25 °C, ve druhé
fazi fototrofni kultivace s kontinualnim ozairenim 950 pmol fotond m-2s-! pri 30 °C, kmen NIES-
144; Hata et al. 2001) a 1,6 - 106 bunék/ml (batch kultivace, nejprve médium BG-11, ozateni 40
umol fotond m-2s-l, ve druhé fazi destilovana voda a ozareni 480 umol fotonli m-2s-l, nové
izolovany kmen BM1 z pobrezi Bilého morte, 27 °C, 5-7 dni; Chekanov et al. 2014).

Pokud jde o produkci biomasy, nejvyssi hodnoty jsou 2,6 g/l (batch kultivace, BG-11, ozareni
nejprve 100 pmol fotond m2s-1, ve druhé fazi médium bez obsahu dusiku nebo fosforu, ozareni
200 pmol fotonti m-2s-1 kmen ze sbirek SAG; Boussiba et al. 1999), 7 g/1 (Hata et al. 2001) a 12,3
g/l (perfuzni kultivace s postupnym zvySovanim ozarenosti z 60 do 150 pmol fotonl m-2s-1,
NIES-C médium, ve druhé fazi postupné zvySovani ozarenosti ze 150 na 450 umol fotonti m2s-1,
NIES-N médium bez obsahu dusiku, kmen NIES-144, 23 °C, 38 dnfi; Park et al. 2014).

Obsah astaxanthinu v buiikach miiZe dosahovat 4 % susSiny (Boussiba et al. 1999, Chekanov et al.
2014) nebo dokonce az 5-5,5 % suSiny pii dlouhodobéjSim stresu (Chekanov et al. 2014).
Produkce astaxanthinu mutZze dosahovat 114 mg/l s produktivitou 4,4 mg/l za den (Hata et al.
2001), pri dlouhodobé kultivaci az 602 mg/l s produktivitou az 15,84 mg/l za den (Park et al.
2014).
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6 Zavér

V této praci byly prezentovany dostupné informace o zivotnim cyklu zelené rasy H. pluvialis.
Navzdory tomu, Ze je tento organismus podrobné zkoumany z hlediska optimalizace kultivace
pro biotechnologickou produkci a jeho fyziologie s diirazem na mechanismus stresové reakce je
tudiZ znama pomérné dobfte, zlistavaji znacné mezery v poznatcich ohledné jeho Zivotniho cyklu
a pohlavniho rozmnoZovani, informaci je k dispozici malo a jednotliva pozorovani se ¢asto lisi.
Ve své navazujici diplomové praci bych se proto chtéla zabyvat touto problematikou, konkrétné
mechanismy gametogeneze a jeji tlohou v Zivotnim cyklu. Dale bych chtéla ovéfrit, jestli je néjak
geneticky omezen pocet vegetativnich déleni bicikatych zoospor, jak naznacuje ¢lanek Lee &
Zajimaji mé i mechanismy, jakymi by se pripadné dalo ovlivnit mnoZstvi zoospor uvolnénych z
cyst za vhodnych podminek s ohledem na co nejvyssi nartist poctu bunék béhem kultivace a
tudiz i vyssi zisk vysledné biomasy.

Ve druhé casti prace byly shrnuty dostupné informace o metodach kultivace, kultivac¢nich
podminkach a pouzitych médiich. Obecné je ale pomérné obtiZzné mezi sebou porovnavat
vysledky rtznych kultiva¢nich studii, obzvlast pokud se jedna o stanoveni optimalnich
podminek, protoze se v nich c¢asto podstatné lisi pouzité kmeny H. pluvialis, kultivacni média
nebo celkovy postup kultivace. Vysledny vytézek je vzdy disledkem konkrétni kombinace vSech
zvolenych parametrii a hodnoty optimalni vjednom piipadé mohou byt znacné odlisSné od
hodnot optimalnich pfi jiném kultiva¢nim postupu. Proto je vhodné pro kazdou kultivacni
metodu nejprve otestovat produktivitu a finan¢ni narocnost kultivace s vyuzitim poznatki
z predchozich pokusi a nasledné optimalizovat kultiva¢ni podminky pro dany typ kultivace.
Dalsi komplikaci pti porovnavani maximalni dosaZené produktivity riznych praci je skutecnost,
Ze jsou vysledky vyjadieny v odliSnych vzajemné obtizné porovnatelnych jednotkach, jako jsou
g/kg susiny, g/l nebo objemova procenta.

Také se da obtizné zhodnotit, jaky typ kultivace je v kone¢ném diisledku ekonomicky vyhodnéjsi,
protoze neni jednoduché z popisu metod prezentovanych v jednotlivych studiich odvodit, jaka je
financni narocnost celého postupu. Proto miize byt napriklad vyhodnéjsi zvoleni jednodussiho
typu fotobioreaktoru a nizSich kultivac¢nich nakladd, i kdyz je timto zplisobem ziskdana nizsi
biomasa nez pri nakladnéjsim kultivacnim postupu. Podobné miZe byt z dlouhodobéjsiho
hlediska vyhodnéjsi kultivovat H. pluvialis krat$i dobu s nizs$im vytézkem, ale opakované, nez
dosahnout vysokého vytézku, ale po dlouhé kultivacni dobé.

Domnivam se, Ze by bylo vhodné vénovat vétsi pozornost rozdilnym vlastnostem dostupnych
kment, naptiklad s ohledem na vyuziti v odliSnych typech fotobioreaktort. Zaroven by bylo
dobré doplnit sbirky o dalsi kmeny z jinych geografickych oblasti a odliSnych habitatl. Toto

navyseni genetické diverzity mutze vést k ziskani dalSich ekonomicky vyhodnych vlastnosti.
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