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Anotation

Eustigmatophyceae algae have shown enormous potential due to the production of lipids and
polyunsaturated fatty acids. Nannochloropsis belongs to the best known and most frequently
used genus. However, researchers are exploring new strains that might have similar potential.
Previous studies have shown that some soil strains of the Eustigmatophyceae class are suitable
candidates for biotechnological applications as sources of lipids and unsaturated fatty acids.
The attached bachelor thesis describes cultivation and analysis of Eustigmatos and Monodopsis
strains with possible biotechnological potential. Observations and comparisons of EPA, other

fatty acids, lipids were performed under various abiotic conditions algae were exposed to.



Anotace

U fas tfidy Eustigmatophyceae, diky produkci lipidi a polynenasycenych mastnych
kyselin, miizeme nalézt obrovsky potencial. Mezi nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi rod se tadi
Nannochloropsis. Vyzkumnici se v§ak zabyvaji objevovanim novych kmenti, které by mohly
mit podobny potencial. V pfedchozi praci se prokazalo, ze nckteré pidni kmeny tiidy
Eustigmatophyceae jsou vhodnymi kandidaty pro biotechnologické vyuziti jako zdroje lipida a
nenasycenych mastnych kyselin. V prilozené bakalaiské praci je popsana kultivace a rozbor
kment Eustigmatos and Monodopsis s moznym biotechnologickym potencialem. Probihalo
pozorovani a porovndvani obsahu EPA, dal§ich mastnych kyselin, lipidG pii rGznych

abiotickych podminkach, kterym byly vystaveny.
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1.Uvod

1.1. Rasy

Rasy jsou jedine¢né organismy ovladajici nejvyvinutéjsi proces piemény energie na
Zemi, ktery se nazyva fotosyntéza. Pii fotosyntéze je svétlo nejprve pieménéno na chemicky
vazanou energii a reduktanty. Reduktanty jsou posléze vyuzity pro fixaci anorganického CO>
a naslednou pfeménu na organickou formu uhliku, ktera se dale uklada v biomase. Tato
fotosynteticka pfeména uhliku anorganického na organicky je obecné nazyvéana jako primarni
produkce. Rasy a dali autotrofni organismy maji vyznamnou roli ve tvorbé& kysliku a slouzi
jako zakladni kamen Vv potravnim fetézci (Sayre, 2010, Tsai et. al., 2014). Dalsi unikatni
schopnosti téchto organismi je schopnost obyvat extrémni biotopy. Mizeme je tak najit v
suchych poustich (Saber et al., 2014), horkych pramenech (Castenholz, 1968;1969), extrémné
slanych motskych jezirkach (Ben-Amotz a Avron, 1990), ale i v mrazivém prostfedi jako jsou
permafrosty arktickych oblasti (Holzinger et al., 2018) ¢i ledovych vodach, kde teplota mize
klesat az k -10 °C. | v téchto extrémnich podminkach jsou fasy stale schopné fotosyntézy. Aby
byly organizmy schopné piezit v takto neptatelskych (nehostinnych) podminkéch, musely si
vytvofit mechaniSmy vyrovnavajici vnitini rovnovahu (homeostazi) a tim zmirfiovat vliv
abiotického stresu na buniku. Mezi mechanismy, udrzujici stabilitu fotosyntetického systému,
patti napiiklad uprava fotosyntetické antény, slozeni pigmentd nebo vznik komplext
inhibujici fotosyntézu. Membranova homeostaze je ovlivnéna syntézou novych mastnych
kyselin nebo jejich desaturaci i elongaci. Takto noveé vzniklé ¢i pozménéné mastné kyseliny
se nasledn¢ ukladaji do strukturnich a zdsobnich lipidl. Proteinovd homeostaze zahrnuje
degradaci proteini poSkozenych stresem a syntézu novych proteinti zapojenych do ochrany
bunék pred stresem. Homeostaze sacharidil spociva v biosyntéze ¢i degradaci sacharidi. Maji
primarné funkci zasobni a u nékterych druht i funkci strukturni zejména pii formovani
bunécné stény. Zasoby sacharidii jsou nezbytné pro energii ke spravnému fungovani
metabolismu a umoziuji bunikam do¢asné preziti v temnych podminkach (Geider a La Roche,
2002; Raven a Beardall, 2004). Obecné jsou sacharidy béhem dne ukladany a béhem noci
zpracovavany k udrzeni basalniho metabolismu (Lancelot a Mathot, 1985; Granum et al.,
2002). Fotosyntéza je také vyrazn¢ ovliviiovana abiotickymi faktory, zejména svétlem a
teplotou. Svétlo neni jen nezbytnym zdrojem energie ale i vyznamnym stresovym faktorem
(Vass et al., 2007). Pokud organismus absorbuje pfili§ mnoho svétla muze dojit k foto-
oxidativnimu poSkozeni fotosyntetického aparatu, které vede ke sniZeni fotosyntetické

aktivity. Bunky se musi aklimatizovat vzhledem k podminkdm v prostiedi, ve kterém se



nachazi, z dtivodu zachovani funkéniho metabolismu. Za timto u¢elem buriky vyuzivaji rizné
mechanismy pro zachyceni, pfeménu a rozptyl energie, kterou nasledné vyuziva pro
fotoprotekci a opravu foto-oxidativniho poskozeni. Pokud je intenzita svétla nizka dochazi
k omezeni aktivity, ktera vede k poskozeni metabolismu a zastaveni rustu (Niyogi a Truong,
2013). Zménou abiotickych stresovych faktort, jako je teplota, svételna intenzita, ¢i slozeni
rustového média Ize docilit produkce latek o které mame zajem (bez potieby genového
inZenyrstvi).  Tato bakalafskd prace se zamétfuje vybér vhodnych kandidati pro
faktord (2 teploty a tfi rustovda média sriznym podilem dusiku) na rist a obsah

polynenasycenych mastnych kyselin u vybraného kmene ttidy Eustigmatophyceae.

1.2. Potencial ras

Rasy se zacaly vyuzivat jako krmivo pro dobytek uz ve starovéké Cing, do Evropy se
tento trend dostal o néjakych 1000 let pozdé&ji. Spolecné s migraci populace se posupné zménil
1 pohled na moznosti vyuziti téchto energeticky nenarocnych organismi. Diky tomu se zacala
vyvijet jejich kultivace a naslednd komeréni produkce. Rychlost rlstu a nizké energetické
naroky z nich ¢ini idealni surovinu (Barsanti a Gualtieri, 2006; Koudelkova, 2011). Prozatim
nejvetsi ekonomickou hodnotu ma samotna biomasa (Gross a Pulz, 2004 ; Koudelkova, 2011).
Kultivace probiha v bioreaktorech nebo vodnich nadrzich s kultivaénim médiem. Po patficné
separaci a vysuSeni se ziskdva prasek, ktery se ve vysoké mife vyskytuje na trhu se zdravou

vyzivou (Gross a Pulz, 2004; Koudelkova, 2011).

1.2.1. Rasy v hospodaistvi, akvakultuie a zemé&délstvi

schopnost hospodaiskych zvitat, je bezpochyby kvalitni strava. Po letech experimentti, kdy
byla zvifata krmena riznym mnoZstvim fas s odliSnym slozenim a obsahem proteind, bylo
dokézano, Ze 1 malé mnoZstvi fasy ptidané do krmiva miZe pozitivn€ ovlivnit zdravotni stav
zvifete. Toto zjisténi vedlo k narustu vyrabénych krmnych smési s ptidavkem Chlorelly,
zvlasté pak u krmnych smési pro dribez. PraSek nejcastéji z hnédych fas se nazyva
,macroalgae meal”“ (Gross a Pulz, 2004). Vyznamnou roli zastupuji fasy i v oblasti
akvakultury. Maji pozitivni vliv na rizna vyvojova stadia veskerych organismli obyvajicich
vodni prostiedi. Slouzi jako krmivo zooplanktonu, kterym se poté krmi larvy ryb ve
velkochovech. Barviva, obsazend v nékterych tasach, se daji vyuzit v ptipad¢ Slechténi
okrasnych ryb, nebo maji pozitivni vliv na barvu svaloviny, kterd zvySuje naslednou cenu

masa (Gross a Pulz, 2004).



Zlepsuji kvalitu pudy a dodavaji do ni potiebné mineraly, zvysuji také vazebnou
kapacitu vody (Gross a Pulz, 2004; Koudelkova 2011). Dfive jiz zminované ,,Macroalgae
meal“ se pouziva i jako smés v hnojivech, jelikoz obsahuje idealni pomér dusiku a drasliku,
mén¢ fosforu nez bézn¢ pouzivana zivocisna hnojiva(Barsanti a Gualtieri, 2006; Koudelkova,
2011). Produkt obsahujici vysoké mnozstvi vapniku, ktery se ziskava z Cervenych fas se
obecné oznacuje jako ,,mearl“. Vyuziva se v zahradnictvi a zeméd¢lstvi prevazné za ucelem
zvySeni obsahu vapniku v pudg€, slouzi i K neutralizaci kyselé vody pii vyrobé vody pitné
(Barsanti a Gualtieri, 2006; Koudelkova, 2011). Soucasné vyzkumy se zaméfuji na prokazani
biologické ochrany rostlin (Gross a Pulz, 2004; Koudelkova, 2011).

1.2.2. Rasy a léka¥stvi

Rasy maji §iroké vyuziti, diky pestré paleté bioaktivnich latek. Mineraly, karotenoidy,
peptidy 1 lipidy maji prokdzané¢ lécebné tucCinky proti degenerativnim metabolickym
onemocnénim. Mohou byt zdrojem antivirovych latek. Siroké spektrum vytazki je aktivni
Vv obrané bunky pied efekty zpisobenych virem HIV. N¢které vykazuji podptirnou funkci proti
nadorovym metastazim (Barsanti a Gualtieri, 2006; Koudelkova, 2011; Mohamed et al.,
2012). Volné radikaly z fas se vyuzivaji pii 1é¢b¢ zanétlivych onemocnéni (Gross a Pulz 2004;
Koudelkova 2011).

Terapeutické vyuZiti polynenasycenych mastny kyselin (PUFA), ptedev§im kyseliny
dokosahexaenové (DHA), eikosapentaecnové (EPA) a arachidonové (AA) bylo jiz
demonstrovano na existujicich klinickych studiich. Rybi olej je hlavnim komerénim zdrojem
dlouhotetézcovych @3 PUFA. Globalni produkce pé&stovanych ryb se v poslednich dvaceti
letech vice nez zdvojnasobila. Cena rybich vyrobka v poslednich tfech dekéddach postupné
rostla a do budoucna se by se rostouci trend cen ménit nemél. Tento fakt nabizi moznost

vyzkumu alternativnich zdroji (Hossain a Salleh et al., 2008).

PUFA

Bylo prokazano, Ze ®3 mastné kyseliny z rybiho oleje, pochazi ze zooplanktonu, ktery se Zivi
fasami. Ty mohou mit vynikajici stabilitu lipidi v porovnani s komer¢nimi rybimi zasobami,
protoze jsou piirozen¢ bohaté na antioxidanty, karotenoidy a vitaminy. ®3 mastné kyseliny
jsou dilezité pro lidskou vyzivu a maji rozsahlé farmaceutické vyuziti. EPA a DHA jsou
dulezité pro prevenci ateroskler6zy, rakoviny, revmatoidni artritidy, a nemoci vyssiho véku,
jako je naptiklad Alzheimerova choroba. AA a DHA maji specialni vyznam pro mozek a cévy

a jsou povazovany za nezbytné v pre- a post-natalnim mozkovém vyvoji (Hossain a Salleh et
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al., 2008 ). Polynenasycené¢ mastné kyseliny (PUFA) jsou dlouhofetézcové nenasycené
kyseliny, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Snizuji hladinu cholesterolu a riziko
srdeCnich onemocnéni (Fiserova, 2012). Na zaklad¢ stability v surovém stavu, béznému
vyskytu a minimélnimu riziku chemické kontaminace, jsou fasy moznym alternativnim
zdrojem PUFA. Polynenasycené mastné kyseliny jsou z fas extrahovany hned nékolika

zpusoby, které budou dale popsany v praktické casti bakalaiské prace (Fiserova, 2012).

PUFA v potrave

Polynenasycené mastné kyseliny jsou latky, které nemohou byt syntetizované
Clovékem jako takovym. Tudiz tyto latky musim byt pifijimany stravou. PUFA se bézné
vyskytuji v naptiklad v rybach, houbach a fasach. Stravovaci ndvyky nynéjs$i doby jsou vSak
zalozeny na nadmérné konzumaci fastfoodovych vyrobkt, které obsahuji PUFA jen
minimaln€. Z tohoto diivodu nutriéni terapeuti povazuji za nezbytné informovat vetejnost o
zdravotnich benefitech konzumace ryb a zelené zeleniny. Prave tyto potraviny mohou snizovat
riziko srde¢nich chorob diky svému obsahu PUFA (Fiserova, 2009). Problém s konzumaci ryb
a rybich vyrobkul spociva hlavné v jejich cené, chuti a zdpachu, které mnozi lidé nesnesou a
proto se témto potravinim vyhybaji. ReSenim by mohl byt fakt, Ze ryby n&které PUFA
pfirozend nesyntetizuji, ale ziskavaji je z fas, které konzumuji. Rasy jsou pravé hlavnim

zdrojem PUFA (Fiserova, 2009).

EPA

Kyselina eikosapentacnova neboli EPA ma prokazatelné pozitivni ucinky na
kardiovaskularni systém ¢loveéka, zahrnujici snizovani hladiny triglycerida a cholesterolu.
Jedna se o dulezitou polynenasycenou mastnou kyselinu, kterd se ve velké mife vyskytuje
Vrybim oleji. Strava bohatd na tuto kyselinu snizuje riziko vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni, predchdzi ucpavani cév a zabranuje kyseliné arachidoové ve zméné na

prostaglandin-2 (Fiserova, 2012).

DHA

Kyselina dokosahexaenova je nenahraditelnou slozkou pro spravny vyvoj nervového
systému v détstvi a v dospélosti je nezbytnd pro udrZzeni normdlni funkce mozku. Zac¢lenéni
této kyseliny do stravy napomaha zlepseni paméti. Mozek tuto kyselinu ptijima primarné¢ pied
vSemi ostatnimi a zpracuje ji neptedstavitelnou rychlosti. Nedostatek této kyseliny je spojovan

s rozvojem hyperaktivity, cystickou fibrézou, fenylketonurii, bipoldrni poruchou, depresi,
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zvySenou agresi. Ma pozitivni vliv na hypertenzi, artritidu, aterosklerézu, depresi, infarkt,

trombozy a nékteré tipy rakoviny (Richmond, 2004).

AA
Kyselina arachnidonova se bézné vyskytuje v driibezim mase, zvifecich organech a
mase, rybach, motskych plodech a vejcich. Ovliviiuje iontové kanaly a aktivitu enzymil.

Zapojuje se do apoptozy, bunééné smrti (Richmond, 2004).

1.2.3. Vitaminy a stopové prvky

Rasy obsahuji zna¢né mnoZstvi esencidlnich vitamint, které jsou velice kvalitni
(Becker, 2004). Zelené tasy obsahuji pfevazné vitamin C, B-karoten, niacin, biotin, cholin,
vitamin K, Vitamin B12, vitamin B1 (thiamin), B2 (riboflavin), B6 (pyridoxin), kyselinu
listovou, kyselinu panthotenovou, inositol a kyselinu lipoovou (Merchant a Andre, 2001). U
Eustigmatophyceae je dilezité zminit i vitamin E (a-tokoferol). Tento vitamin je rozpustny
V tucich a umi ho syntetizovat pouze fotosyntetizujici organismy. Diky svym antioxida¢nim
u¢inkt hraje dulezitou roli pii prevenci koznich onemocnéni, zpusobenych slune¢nim

zatenim. Dale pomaha pfi prevenci onemocnéni oc¢i, srdce a aterosklerdézy (Durmaz, 2006).

Stopové prvky se v fasach vyskytuji ve stejném mnozstvi jako vitaminy. Obsah
jednotlivych stopovych slozek je vSak proménlivy v rdmci jednotlivych druhti i v ném
samotném. Zavisi na ristovych podminkach, vyzivé atp. Obsah téchto prvki lze ovlivnit
atributem u téchto slozek je vyuzitelnost, kterd je vSak u téchto fas vysoka a z toho divodu

jsou kultivovany za G¢elem komeréniho vyuziti (Becker, 2004).

1.3. Chemické sloZeni ras

1.3.1 Proteiny

Proteiny jsou organické makromolekularni latky navzajem spojené peptidovou
vazbou, ktera poji dohromady amino skupinu jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinu
druhé aminokyseliny. Délime je na jednoduché a slozené. Jednoduché proteiny jsou tvofeny
pouze aminokyselinami a ¢leni se na fibrilarni proteiny, které jsou ve vodé nerozpustné a plni
tak v bunce strukturni funkci (napf. kolagen, keratin) a globularni proteiny, které svym
charakteristickym kulovitym tvarem bali své hydrofobni vazby dovnitf buiiky a umoziuji tak
jeji rozpustnost ve vodé€ (napf. albumin). Slozené proteiny obsahuji navic i neproteinovou
strukturu. Radi se sem napiiklad glykoproteiny (obsahujici navic glykosidicky vézany

sacharid), metaloproteiny (obsahujici iont kovu, napf. ferritin obsahuje Fe), chromoproteiny
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(obsahuji pigment, napt. hemoglobin), nukleoproteiny obsahuji navic nukleové kyseliny nebo
lipoproteiny, které navic obsahuji lipidovou slozku (Becker, 1994). Kvalitu proteinu ur¢ujeme
z hlediska obsahu esencialnich aminokyselin (Becker, 1994). Termin esencialni znamena, ze
se jedna o latky, které si télo nedokaze samo syntetizovat (Merchant a Andre 2001; Bishop
and Zubeck 2012). Ruzné vyzkumy zaméfené na vyzivové hodnoty fas prokazaly, ze obsahuji
vysoké mnozstvi kvalitnich proteint (Becker, 1994). Praveé tato skutecnost je divodem, proc
jsou tyto organismy hojné vyuzivany jako dopliiky stravy. V souvislosti s vysokym obsahem

proteint je Casto zminovana Chlorella, jejiz obsah proteind v susiné ¢ini az 60 %.

1.3.2. Sacharidy

Jedna se o zakladni slozku vSech Zivych organismi a tvoii nejvétsi podil organické
hmoty na Zemi. Zatimco zivoc¢isné tkané obsahuji pouze 2 % sacharidi, rostliny maji podil
sacharidi az 90 % v suSin€. Sacharidy jsou dllezité zdroje energie a metabolické intermediaty,
jsou soucasti DNA a RNA. Hraji dileZitou roli 1 v pfenosu signdlu v rdmci jedné bunky 1
v mezibunééné komunikaci (Becker, 1994). Z chemického hlediska se dale ¢leni na
monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Monosacharidy se fadi mezi nejjednodussi
cukry obsahujici minimalné¢ 3 a maximalné¢ 9 atoma uhliku. Jedna se o pfimy produkt
fotosyntézy, slouzi jako zasobarna slune¢ni energie. Oligosacharidy obsahuji 2-10
monosacharidovych podjednotek navzajem spojenych glykosidovou vazbou. Tvoii dilezitou
soucast slozitych lipidii a proteinti (napt. glykolipidy nebo glykoproteiny), plni tak dileZitou
stavebni ¢i regula¢ni funkci (Becker, 1994). Polysacharid je oznaéeni pro velké mnozstvi
vzajemn¢ navazanych monosacharidovych podjednotek. Hlavni roli hraji jako soucast
bunéénych stén rostlin a nkterych fas. Skrob a glykogen zase plni zasobni funkci u rostlin a

zivoc¢ichu (Becker, 1994).

1.3.3. Lipidy a mastné kyseliny
1.3.3.1. Lipidy

A v neposledni fad¢ jsou lipidy, které tvoii nejednotnou skupinu nizkomolekuldrnich
latek a jsou vyznacéné svou hydrofobicitou. Hlavni ulohu hraji jako soucast bunéénych
membran , ale také se zcCastnuji riznych biologickych procest. Jedna se o organické latky
hydrofobniho charakteru, tzn. Ze jsou nerozpustné¢ ve vodé¢ ale za to jsou dobie misitelné
S nepolarnimi rozpoustédly. Karboxylova skupina mé sice hydrofilni charakter, ten je ovSem
naru$en esterovou vazbou a tak molekula zistava i nadale hydrofobni (Tvrzicka et al., 2011).
Lipidy maji dv¢ zakladni funkce: zdsobni a strukturni. Zasobni lipidy (neutralni) se ¢leni na

acylglyceroly a vosky. Acylglyceroly jsou slozené vyhradné ze zbytku alkoholu glycerolu a
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kyseliny. Podle mnozstvi esterifikovanych hydroxylovych skupin je dale ¢lenime na mono-,
di-, tri- glyceroly. Komplexni (strukturni) lipidy obsahuji navic polarni skupiny, poptipadé
dalsi ¢asti molekuly, podle niz se utvati nazvoslovi. Napft. fosfolipidy obsahuji zbytek kyseliny
fosforecné, glykolipidy zase obsahuji zbytek cukru. Fosfolipidy jsou strukturované tak aby
jejich hydrofilni konce sméfovaly ven z molekuly a ¢inily tak molekulu nerozpustnou
(Tvrzicka et al., 2011). Mezi hlavni strukturni rostlinné lipidy patii MGDG, DGDG, SQDG a
PG. MGDG (monogalaktosyldiacylglyceroly) a DGDG (digalaktosyldiacylglyceroly) jsou
hlavni soucasti tylakoidnich membran. Nachazime je zejména u sinic, fas a vyS$sich rostlin

(Tvrzicka et al., 2011)

1.3.3.1. Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou jednim z nejvice vyuzivanych metabolitti fas. V télech Zivoc¢ichi
nemohou byt nékteré mastné kyseliny z divodu absence urcitych enzymi (tzv. desaturaz)
produkovany. Jsou oznacovany jako esencialni, je nutné je tedy piijimat v potravé (Tvrzicka
et al., 2011). Lidsky organismus nedokaze sam syntetizovat kyselinu linolovou (C18:2n6) a
a-linolenovou (C18:3n3), tyto patii mezi esencialni mastné kyseliny. Z toho vyplyva, ze i fasy
jsou nedilnou soucasti potravniho fetézce (Tvrzicka et al., 2011). Jedna se o nasycené Ci
nenasycené karboxylové kyseliny. Na jednom konci fetézce se nachdzi methylova skupina a
na druhém je skupina karboxylova. Methylovy uhlik na konci se oznacuje jako omega a
smérem blize ke skupin€ karboxylové se oznacuji jako o1, ®2, »3. Idedlni pomér ©3 a ®6
mastnych kyselin 3:1. @6 mastné kyseliny slouzi jako prekurzor kyseliny arachnidonové.
Vzhledem k tomu, Ze se mastné kyseliny vytvaieji ze dvou uhlikovych jednotek, je vétSsinou
pocet atomtl uhliku sudy. Polovinu mastnych kyselin u Zivocichti a rostlin tvofi nenasycené
mastné kyseliny, obsahujici 1 az 6 dvojnych vazeb (Tvrzicka et al., 2011). Tvoii zaklad
fosfolipidovych membran. V lidskych a zvifecich tkanich jsou nejvice zastoupeny mastné
kyseliny s 16 az 18 uhliky, mezi které patii napt. kyselina palmitova, stearova, linolova atd.
Polynenasycené, zejména ®3 polynenasycené jsou oznacovany jako zdravi prospésné

(Tvrzicka et al., 2011).

1.4. Podminky rustu ras

1.4.1 Svétlo

Svétlo je jednim z nejdulezitéjSich abiotickych faktorti. Ovliviiuje fotosyntézu, kdy
pfeménuje energii slune¢niho zafeni na energii chemickych vazeb. Dale svétlo, spole¢né
s dalsimi abiotickymi faktory, jako jsou teplota, ziviny atd., ovliviiuje i homeostazi bun¢k
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(Sayre, 2010; Tsai et al., 2014). Experimenty s intenzitou svétla a jeji nasledny vliv na obsah
a slozeni lipidii, demonstrovaly, ze buniky rostouci v saturujicim svétle, vykazuji vysoky obsah
lipidii ve srovnani s butikami rostouci p¥i osvétleni omezeném. Rasa Nanochloropsis, rostouci
Vv osvétleni sub-saturujicim, syntetizovala galaktolipidy s vysokym obsahem EPA. Za téchto
podminek tvofila EPA téméf polovinu obsahu MK. Vysoka intenzita svétla podporuje
rastovou aktivitu bunék, nema vSak zadny vliv na produkci EPA (Sukenik, 1999).
Experimenty s intenzitou svétla nejsou relevantni v piipadech kultivace v nadrzich ci
nadobach s velkou optickou hloubkou, jsou mozné pouze u tenkych kultur, u kterych je
fedénim udrzovana stabilni hustota (Sukenik, 1999). Pokud vytvofime stabiln¢ se opakujici
cyklus stfidani svétla a tmy, zacne se u celé populace vyskytovat trend, kdy se fasy dé€li
V temné period¢ a v t€ svétlé probihaji metabolické procesy (syntéza MK, tvorba pigmentt,
ukladani polynenasycenych mastnych kyselin). U Nannochloropsis byla béhem svételné
periody prokazana syntéza triacylglycerolli a vzriist obsahu EPA. Béhem temné periody

triacylglyceroly u tohoto rodu metabolizuji a obsah EPA klesa (Sukenik, 1999).

1.4.2. Teplota

Zivot na Zemi je spojeny s kapalnou vodou. VVoda je nezbytna jako medium pro vnéjsi
1 vnitini spojeni bunck, metaboliti a enzymu. V tekuté forme existuje v teplotnim rozpéti 0 az
100 °C. Vzhledem k okolnostem jsou nékteré mikroorganismy schopné piezivat i v prostiedi,
ktera jsou pro jiné organismy neobyvatelné. Pokud vezmeme v potaz vSechny
mikroorganismy, miZe fotosyntéza obecné probihat v rozpéti od 0 az po 74 °C. Klasicka
mikrobiologickd klasifikace jednotlivé kmeny c¢leni na termofily, které nejlépe rostou
V teplotnim rozhrani 55-75°C, kam patii nékteré prokaryotni sinice, které mohou rust i pii 73-
74 °C, zatimco eukaryotni organismy se mezi termofily vibec nevyskytuji (Meeks a
Castenholz, 1971). Dale mezofily prospivajici pii teplotach 25-45 °C a psychrofilni organismy
rostouci niz$ich teplotach pod 15-18 °C. Mezi psychrofilni patfi napf. Chlamydomonas
nivalis (fad Volvocales). Jedna se o zelenou fasu, ktera je schopna hojného ristu i pii teplotach
blizicim se nule (Meeks a Castenholz, 1971). Funkce fotosyntézy je zavisla na teploté.
Optimalni funkce fotosyntézy pod teplotnim stresem zaleZi na spravné funkci thylakoidni
membrany. To jak se membrana chova v zavislosti na zméné teploty zalezi na jeji
propustnosti. Vys$i teplota propustnost membrany zvySuje, naopak sniZzeni propustnosti
vyvolavaji reakce nove vzniklych mastnych kyselin s membranovymi lipidy nebo s membranu
stabilizujicimi proteiny (Los et al., 2013). Nizké teploty také vedou ke sniZeni propustnosti.

Nizka propustnost je vyvazena desaturaci membranovych lipidi (Sakamoto a Murata, 2002).
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Funkce fotosyntézy pii nizkych teplotich muze byt pozitivné ovlivnéna zvySujicim se
obsahem nenasycenych mastnych kyselin ve svych membranach (Wada et al., 1994). Stresové
podminky narusuji slabé interakce, coz ma vliv na konformacni stabilitu proteind (Daniel et
al. 1996). Indukuji i denaturaci a agregaci proteinti, coZ ma vliv na metabolismus a poskozeni

membrany (Fu et al., 2008).

1.4.3. Ziviny

Rostliny ke svému zivotu a spravnému rustu potfebuji makro a mikrobiogenni prvky,
bez nichz dochdzi k poruchdm riastu, zbarveni ¢i tGhynu organismu. Mezi zékladni
mikrobiogenni prvky se fadi napft. Zelezo, chlor, zinek atp.. Makrobiogenni prvky zastupuji
dusik, uhlik, voda, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfor, sira a vodik (Sukenik, 1999). Uhlik je do
téla buiiky pfijiman ve formé oxidu uhlicitého a je zékladni slozkou organické hmoty. Stejnou
funkci zastupuji i kyslik a vodik. Dusik je pfijiman ve form& NO3~, NH* * a je duleZitou
sou¢asti nukleovych kyselin, proteinti, hormont a koenzymii. Véapnik je pfijiman jako Ca®" a
je dualezity pro utvareni odolnosti bunécné stény, zachovani permeability a spravné funkce

membran a slouZi i jako vyznamny regulator bunééné odpovedi (Sukenik, 1999).

1.5. Trida Eustigmatophyceae a zastupci pouziti v této praci

V soucasnosti je tfida Eustigmatophyceae tvofena 5 celedémi, 12 rody a vice nez 20
druhy v jediném tadu ptficemz vSichni znadmi zastupci jsou jednobunééné kokalni tfasy se
zlutozelenymi plastidy (Elias a Neustupa, 2012; Prochazkova, 2012). Od ostatnich zelenych
kokalnich fas se li§i pfitomnosti oranzového téla chloroplastii. Nase znalosti eustigmatofytni
biodiverzity jsou ovSem neuplné. Neznalost redlné biodiverzity, miry fenotypové plasticity
nebo vhodnych urcujicich ryst zdrzuje vyvoj znalosti o rozsiteni a ekologii eustigmatofytnich

fas (Neustupa a Nemcova, 2001).

Rad tiidy Eustigmatophyceae, tzv. Eustigmatales, rozlisil Hibberd nejdtive do 4 Geledi
a to na zaklad¢ ultrastrukturnich znakt, pfedevs§im pfitomnosti ¢i absence zoospor a poctu
bicikt. (Fiserova, 2009) Clenové &eledi Eustigmataceae a Pseudocharaciopsidaceae byl
charakterizovani produkci zoospor, zatimco Chlorobotryaceae a Monodopsidaceae naopak
absenci zoospor (Andersen and Brett et al., 1998) Dalsimi znaky uzivanymi pro vymezeni
taxonu jsou naptiklad tvar vegetativni buniky, pocCet chloroplastli ve vegetativnich buiikach

atd. (Sheath a Wehr, 2003).

Morfologie vegetativnich bun¢k Eustigmatophyceae je velmi jednoducha - na povrchu

maji bunéénou sténu, tvarem jsou sférické, ovalné, eliptické nebo kokalni, nepravidelné
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tvarované, vyskytujici se bud’ samostatné, v parech nebo v koloniich. Vegetativni buniky
obsahuji diktyosomy (golgiho aparat) a ackoli se Van den Hoek et al. (1995) domnivali, Ze
zoospory jej nemaji, ukazalo se, ze opak je pravdou. Golgiho aparat je pouze tézko
pozorovatelny z davodu velikosti (3-4 cisterny) (Hoek, Mann et al.1995). Zastupci této tiidy
maji obvykle jeden nebo vice parietalnich plastidi obsahujicich chlorofyl typu a a, jak uz bylo
vySe zminéno, postradajicich véncovou lamelu. U zoospor se nikdy nevyskytuje pyrenoid a v
predni ¢asti buiikky maji velkou svétloCivnou skvrnu, kterd neni spojena s plastidem a je
strukturné podobna tém, které mizeme najit u odd€leni krasnoocka-Euglenophyta
(Euglenozoa), ackoliv se zda, ze fotoreceptivni mechanismy se lisi (Sheath a Wehr, 2003).
Rozmnozovani Eustigmatophyceae probiha za pomoci autospor (nepohyblivé spory bez
tvoteni bi¢iku) nebo nahych (bez stény) zoospor (bi¢ikaté, nepohlavni rozmnozovaci bunky).
Pohlavni rozmnozovani nebylo u eustigmatofytnich fas pozorovano. (Andersen et al., 1998;

Gartner et al. ,2012)

1.5.2.1.1. Zastupci: Eustigmatos a Vischeria

v

Mezi nejhojnéjsi zastupce eustigmatofytnich tas patii rody Vischeria a Eustigmatos z
celedi Eustigmataceae. Oba tyto rody se bezné vyskytuji v aeroterestirckych podminkach. Pti
jejich urcovani, stejné tak jako u ostatnich eustigmatophyt, se fidime nasledujicimi znaky —
organizace chloroplastu, pfitomnost a typ pyrenoidu a piitomnost lamelarnich vacka v
cytoplazmé a v okoli pyrenoidu (Andersen et al., 1998; Girtner et al., 2012). Eustigmatos ma
kulovité buiiky s hladkou buné¢nou sténou, obvykle jednim parietalnim chloroplastem a
extraplastidialnim polygonalnim pyrenoidem. RozmnoZuje se zoosporami s jednim bicikem a
stigmatem. Rod Vischeria je charakteristicky pfevazné svymi zoosporami s jednim bicikem a

schopnosti tvorit polyedrické bunky (Fiserova, 2009).

1.5.2.1.2. Zastupci: Monodus a Nannochloropsis

Typovy druh Monodus subterraneus, syn. Monodopsis, je dalsim zastupcem
eustigmatofytnich fas. Je charakteristicky kulatymi, ovalnymi nebo cylindrickymi bunikami s
velikosti v priméru mezi 5 az 10 um. Jednd se o Zlutozelenou jednobunécnou fasu, jejiz

zastupci netvofi zoospory a maji jeden termindlni pyrenoid uvniti chloroplastu (FiSerova,

2012).

Monodus subterraneus je v soucasné dobé znamym druhem diky vyznamné produkci
EPA, ktera mtze tvofit az 34 % celkového obsahu MK. Je proto pravem ozna¢ovan za jednoho

z nejslibnéjsich producentt této PUFA (Liu a Lin, 2005).

17



Jedna se o fasu, kterd ma bezbicikaté, sférické az lehce vejcovité buiky, které méfi v
pruméru asi 2-4 um. V kazdé bunce je jediny chloroplast, ktery nema pyrenoid.
Chloroplastové endoplazmatické retikulum je spojené s jadernym obalem. V chloroplastu jsou
lamely, kazda tvofena tfemi tylakoidy, ale, stejné jako u ostatnich eustigmatofyt, tu neni
véncova lamela. Nachdzi se zde pouze (stejné tak jako u vSech eustigmatofyt) chlorofyl typu
a a hlavnim piidatnym pigmentem je violaxanthin. Bunky neprodukuji Skrob, ¢ili zasobni
polysacharid zelenych fas. Nannochloropsis se po dlouhou dobu pletla se zelenou kokalni
fasou Chlorella. Nejvice se vyskytuje pravdépodobné ve svétovych oceanech (Van den Hoek
etal., 1995).
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Kmeny vyuzité pro tuto praci

Cislo vzorku Nazev vzorku Sbirkové oznaceni
1 Monodopsis sp. SVA225

2 Monodopsis sp.

3 Monodopsis sp. SVAL6

4 Eustigmatos sp. SVB213

5 Eustigmatos sp. SVB34

6 Eustigmatos sp. SVB200

Tab.1. Ptehled vzorkd a jejich sbirkové oznaceni

Pro tuto praci byly vybrany tfi zastupci ¢eledi Monopsidaceae rodu Monodopsis a tii zastupci
Celedi Eustigmataceae rodu Eustigmatos. Tyto kmeny byly obdrzeny ze sbirky ptidnich fas a

sinic doktorky Aleny Luke3ové z Ustavu piidni biologie.

2. Cile prace

1) Vybrat vhodné zastupce podle rychlosti ristu, mnozstvi lipidit v biomase a mnozstvi

polynenasycenych mastnych kyselin.

2) U nejvhodnéjsiho kmene stanovit optimalni rastové podminky (kultivaéni médium,

rastovou teplotu).
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3 s nejvétdim potencialem

Hodnotici parametry
Susina, mnoZstvi
lipidd, EPA, DBI

Médium

Hodnotici parametry
Susina, mnoZstvi EPA,
DBI

Obr. ¢.1: Schéma pokust a jednotlivych hodnoticich parametr(

3. Metodika

3.1. Osnova pokusu

Pro tuto praci bylo vybrano Sest kment tfidy Eustigmatophyceae. 3 zastupci rodu
Monodopsis a 3 zastupci rodu Eustigmatos. V prvni fazi se rozhodovalo podle mnozstvi
bunék, mnozstvi susiny v biomase a mnozstvi kyseliny eikosapentaenové (obr.¢.2) po 14-ti
dnech od inokulace. V Této fazi prace byly tyto kmeny péstovany pii kontinualnim osvétleni
80 pmol*m2*s?, teploté 20 +1 °C, homogenita vzorku byla zaru¢ovana rovnomérnym
ttepanim na orbitalni tfepacce (Elmi, Unimed Praha). Jako Zivné médium bylo pouzito
mineralni Bold-Bazal medium (BBM) ( Bischoff a Bold, 1963). Z téchto 6-ti kment poté byly
vybrany tii s nejvyssi obsahem suSiny a mnozstvi EPA. ).Z téchto 6-ti kment poté byly
vybrany tfi s nejvyssim poctem bunék, obsahem susiny a mnozstvi EPA .Na tfech nejlepsich

kmenech pokracovaly dalsi pokusy (obr.¢.1).

3.2. Kultivace a vzorkovani

V druhé fazi pokust (obr.¢.1), podrobném studiu na tfech vybranych kmenech se
kultury péstovaly stejnym zptisobem jako v prvni fazi. S rozdilem ve vzorkovani. Vzorky byly
odebirany v den inokulace (den 0), 3, 6, 10,14 a 21. Rasy byly kultivovany ve tfech
opakovanich. U téchto vzorki byla stanovena susina, mnozstvi lipidd v biomase a relativni

zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin (podrobné popsano dale v kapitole 2.4-2.6).
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Ve tieti fazi této prace se jiz pracovalo pouze s jedinym kmenem (0br.¢.1). Ke kultivaci
byly pouzity 3 média. BBM (Bold’s Basal Medium) je medium pro sladkovodni fasy, které se
bézné pouziva k péstovani kultur bez potteby ptidnich extraktd ¢i vitamina (Bishop a Zubeck
,2012). "Evaluation of microalgae for use as nutraceuticals and nutritional supplements."
Nutritional and Food. ), v tomto piipadé byla pouzita modifikace s trojnasobnym mnozstvim
dusiku (3NBBM). Jako druhé médium bylo pouzito % SS. Jedna se o produkéni médium
vytvofené na tistavu MBU AV CR v Tteboni v 60. letech minulého stoleti. Bylo vyvinuto
cilené pro velkoobjemové kultivace pro biotechnologické ucely (Bishop a Zubeck ,2012).
Ttetim médiem bylo Bg 11, které je vhodné pro péstovani sinic. Divodem pouziti téchto tii
médii bylo srovnani rastového potencidlu a obsahu lipidii a mastnych kyselin v zavislosti na
mnozstvi dusiku v daném médiu. Obsah dusiku ve formé dusi¢nanu sodného téchto medii je
pro ANBBMYV 0,75 g/1, pro SS je 1,5 g/l a u BG11 je mnozstvi dusi¢nanu 2,02 g/l. Vzorky
byly kultivovany ve tfech opakovanich pii teplotach 20 a 25 °C. U vSech téchto pokust byly
vzorky odebirany ve dnech 0, 3, 6, 10,14 a 21. Tyto vzorky byly pouzity pro stanoveni poc¢tu
bun¢k, stanoveni suSiny, stanoveni obsahu lipidi a mastnych kyselin, zarovei byla na zivych
vzorcich stanovena fotosynteticka aktivita (maximalni kvantovy vytézek fotochemie

fotosystému II.

3.3. Stanoveni po¢tu bunék

1 ml vzorku byl promichédn, aby se zabranilo vzniku shluki, které se u téchto kultur
Casto vytvareji. Poté bylo pomoci mikropipety odebrano 50 pl vzorku, ke kterému bylo
piidano 10 ml elektrolytu. Takto upraveny vzorek byl umistén do pocitadla bunék (Coulter
counter, Beckman). Tento ptistroj umoznuje urcit rychle a pfesné pocet bunék v roztoku. Aby
se zabranilo zkresleni vysledkd, vlivem kontaminace rozbitych bunék, pocet bunék byl

stanoven v rozmezi 1 — 12 um.

3.4. Stanoveni fotosyntetické aktivity

Fyziologicka aktivita vzorkd byla urena pomoci pfistroje AquaPen AP100. Tento
ruéni pfistroj je fluorometrem pro méifeni fotosyntetické aktivity v suspenzi. V tomto testu byl
dalezitym nastrojem pro zhodnoceni efektivity fotosystému II, pomoci namétenych hodnot
kvantového vytézku. Fotosystém II je u vzorkli adaptovanych na tmu roven hodnoté Fv/Fm
(Bishop a Zubeck ,2012). Pomér byl odvozen od podilu (Fm-F0)/Fm). FO oznac¢uje minimalni
fluorescenci, ktera je méfena slabymi svételnymi impulsy. Fmax oznacuje maximalni
fluorescenci, kterou vyvola silny zablesk. Fluorescenéni pomér variabilni ku maximalni

fluorescenci (FV/FM) je obecnym indikatorem snizeni funkce nebo poskozeni reakénich
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center (RC) fotosystému II. Do kyvet byly odebrany 2ml vzorku, které byly nasledn€ umistény

do temna po dobu 15 minut, aby se adaptovaly na tmu. Poté byly zméteny.

3.5. Stanoveni obsahu susiny

Vzorky byly zakoncentrovany centrifugaci pii 5000 g po 10 min. Promyty
destilovanou vodou a ptevedeny do predvazenych vialek. Poté byly zamrazeny, vysuSeny

lyofilizaci (suSeni pii snizeném tlaku) a po vysuseni byly zvazeny za i¢elem stanoveni susiny.

3.6. Extrakce lipida

Z celkového mnozstvi susiny bylo do mikrozkumavky odebrano 10 mg vzorku, ke
kterému byly pfidany kuli¢ky o velikosti 100-200 um a 1 ml destilované vody. Bunky byly
rozbity pomoci homogenizatoru (Mini-Beater, Biospec products). Buiiky byly rozbijeny v 10
cyklech po 30 sekundach, v mezic¢ase byly chlazeny ledem, aby nedoslo ke znehodnoceni
vzorkd. Suspenze byla ptrenesena do zkumavek, do kterych bylo nasledné mikropipetou
pfidano 2 ml metanolu a 1 ml dichlormetanu (findlni pomér metanol:dichlormetan:voda 2:1:1
v/v). Zkumavky byly nasledné umistény do ultrazvukové vany (Kraintek6, Kraintek) po dobu
15 minut. Opét bylo napipetovano 1ml destilované vody a 1 ml dichlormetanu (finalni pomér
metanol:dichlormetan:voda 1:1:1 v/v). Nasledovalo tfepani vortexem a stoceni centrifugou
nastavenou na 600 g po dobu 10 minut. Po centrifugaci byly vzorky rozdélené na jednotlivé
faze podle hustoty Suspenze byla pfenesena do zkumavek, do kterych bylo nésledné
mikropipetou ptfidano 2 ml Met-OH a 1 ml dichlormetanu (findlni pomér
methanol:dichlormetan:voda 2:1:1 v/v). Zkumavky byly nasledné umistény do ultrazvukové
vany (Kraintek6, Kraintek) po dobu 15 minut. Opét bylo napipetovano 1ml destilované vody
a 1 ml dichlormetanu (findlni pomér methanol:dichlormetan:voda 1:1:1 v/v). Nasledovalo
tiepani vortexem a stoCeni centrifugou nastavenou na 600 g po dobu 10 minut. Po centrifugaci
byly vzorky rozdélené na jednotlivé faze podle hustoty. V tomto kroku ptipravy vzorka byla
odebirana spodni fdze obsahujici lipidy. Po odebrani dichlormetanové faze byl do zkumavek
pfidan dichlormetan 2 ml, vzorky byly znovu vortexovdny a sto¢eny, poté byla znovu
odebrana spodni vrstva a toto promyti se jesté jednou opakovalo. Dichlormetanové faze byly
pipetovany do nové zkumavky. Poté byly extrakty vysuseny proudem dusiku. Zkumavky se
znovu zvazily, kvili urCeni zastoupeni lipidi. Lipidovy extrakt byl vyplachnut smési
dichlormetanu a methanolu v poméru 2:1 (v/v), odpipetovan do vialky a zamraZzen na -80 °C
az do dalsiho kroku.

22



3.7. Derivatizace vzorku a stanoveni obsahu mastnych kyselin pomoci

plynové chromatografie

Ke 500 ug extraktu bylo pfidano 15 pg interniho standardu (C17:0). Byl pfidan 1 ml
Boron trifluoriduv metanolu a 0,5 ml hexanu. Zkumavky byly vyfoukany dusikem (odstranéni
kysliku) a dikladné se uzaviely, aby se ptedeslo ztratdm. Poté se umistily na jednu hodinu do
termobloku nastaveném na 85 °C. Poté se pienesly na led, kde se zchladily az poté byl pfidan
dalsi 1ml hexanu. Takto pfipravena suspenze se protiepala na vortexu a zkumavky se nasledné
umistily do centrifugy a stocily se na 600g po dobu 10 minut. Po stoceni vzorkl se pipetou
odebirala horni hexanova faze s rozpusténymi methyl-estery mastnych kyselin. Postup sta¢eni
a odebirani horni faze probihal opét ve dvou naslednych opakovéanich. Vzorky se vysusily
proudem dusiku a methylestery mastnych kyselin byly pfevedeny do vialek. Vzorky se
uchovavaly pti -20 °C az do vysledné analyzy. V této praci byl pouzit plynovy chromatograf
S plamenové-ioniza¢ni detekci (Trace 1300, Thermo), nosnym plynem bylo Helium o
rychlosti pratoku 2 mL/min. Teplotni gradient vypadal nasledovné: po nastfiku se kolona
vyhtata na 140 °C postupné zahiiva na 240 °C rychlosti 4 °C/min, po dosaZeni maximalni
teploty zlstane 5 min pii této teploté a poté dojde k ochlazeni zpét na 140 °C pied nastiikem
dalsiho vzorku. Mnozstvi mastnych kyselin jsem stanovila pomoci znamého mnozstvi
interniho standardu ve vzorku. Index dvojnych vazeb DBI (relativni nenasycenost mastnych
kyselin) byl vypoéitan podle vzorce DBI = > ( % mastné kyseliny * pocéet dvojnych
vazeb)/100 (Fiserova, 2009). Relativni nenasycenost uruje pomér mezi nasycenymi a
nenasycenymi mastnymi kyselinami. Pokud je zastoupeni nasycenych a nenasycenych

mastnych kyselin stejny, pak je DBI rovno 1.

Vsechny pokusy byly provedeny ve tiech opakovanich, vysledky jsou prezentovany

jako primér = smérodatnd odchylka.
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4. Vysledky

4.1. Vybér kmenu

Na pocatku pokusu bylo k dispozici 6 kment (tab.¢.1), z nichz byly nejprve podle

nejvys$iho poctu bunék (obr.c.2a), posléze podle nejvyssiho mnozstvi susiny (obr.c.2b) a

podle nejvyssiho mnozstvi kyseliny Eikosapentaenové (0br.c.3) vybrany 3 nejispésnéjsi
kmeny.

a) b)

70 1 1.2

60 1 1.0

50
0.8 1
40 -
0.6 4
30 -

Pocet bunék [ *10%]
Susina [mg/ml]

0.4 1
20 1

104 0.2 -

0.0 -

Vzorek Vzorek

Obr.¢.2: a) PocCet bunék, b) mnozstvi susiny testovanych 6 kment

Kmeny rodu Monodopsis vykazovaly vysoké po¢ty bunék. Nejvyssi pocet bunék byl
u kmene ¢. 3 piiblizné 50 miliéoni bunék na ml. (obr.¢.2) Kmeny rodu Eustigmatos (4 -6)
dosahovaly poctu bunek v rozmezi 4-7 milionu bun¢k na ml. (obr.¢.2). Vysledky obsahu
susiny ukazovaly nejvys$i mnozstvi u kment rodu Eustigmatos 2, 4 a 5. Hodnoty susiny byly
okolo 1 mg/ml. Bunky rodu Monodopsis jsou mnohonasobné mensi, nez u Eustigmatos, tedy
I s vétsim mnozstvim bunék dosahuji mensiho, ¢i podobného vytézku susiny jako u rodu

Eustigmatos, ktery nedosahoval tak vysokych po¢tt bunék.
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Obr. ¢. 3: Procentudlni zastoupeni EPA v testovanych kmenech

Analyza mastnych kyselin ukazala, Ze nejvyssi mnozstvi EPA bylo ve vzorcich
4 a5 s hodnotami 30 a 32 % (vSech mastnych kyselin) (obr.¢.3). Dva kmeny rodu Monodopsis
1 a 2 dosahovaly o néco nizsich hodnot okolo 25 %. Zbylé dva kmeny 3 a 6 dosahovaly jen
15-17 % EPA.

Na zakladé téchto vysledkt, byly pro dalsi zkoumani zvoleny kmeny ¢islo 2, 4 a 5.
Jednalo se o kmeny Monodopsis sp., Eusigmatos SVB213 a Eustigmatos SVB34 (tab.¢.1).

Tyto kmeny mély nejvyssi vytézek susiny a zaroven mnozstvi EPA.
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4.2. Vysledky kmenu Monodopsis sp., Eusigmatos SVB213 a Eustigmatos
SVB34

4.2.1. Rustova krivka

2.5 1 —@— Monodopsis sp.
—e— Eustigmatos sp. SVB213
—e— Eustigmatos sp. SVB34
2.0 -
E ]
= 1.5
E
o
k=
'8 1.0 -
7
0.5 A
0-0 1 I I I I
0 5 10 15 20
Cas [d]

Obr.¢.4: Rastové kiivky studovanych kment

Na obr.¢.4 jsou prezentovany rustové kiivky 3 studovanych kment, které prosli
prvotnim vybérem. VSechny 3 mély podobny pribéh ristu v ¢ase. Obsah suSiny ve dne
inokulace byl ptiblizné 0,1 mg/ml. Lag faze probihala ode dne 0 az do dne 6 v téchto dnech
se obsah susiny neménil. Od 6. k 21. dni probihal exponencialni rist a obsah susiny tak vzrostl
az na hodnotu 1,82 + 0,13 mg/ml u Monodopsis sp., 1,84 £ 0,06 mg/ml u Eustigmatos sp.
SVB213 a 1,77 £ 0,05 mg/ml u Eustigmatos sp. SVB34 . Obsah susiny se tedy zvysil 35x u
Monodopsis sp., 11,7x u Eustigmatos sp. SVB213 a 22x u Eustigmatos sp. SVB34.
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4.2.2. Mnozstvi lipida v susiné

Cas odbéru [d] | Mnozstvi lipidt v suginé [ %]
Monodopsis sp. Eustigmatos sp. SVB213 Eustigmatos sp. SVB34
0 25,67 (12,51) 30,41 (9,94) 25,64 (2,56)
3 24,42 (16,93) 24,43 (5,74) 18,21 (2,06)
6 23,05 (5,21) 18,24 (4,49) 16,11 (2)
10 12,09 (2,12) 14,11 (1) 16,32 (4,48)
14 23,82 (9,32) 15,02 (3,61) 12,9 (2,82)
21 21,14 (11,48) 17,38 (5,89) 16,56 (1,07)

Tab.¢. 2: Mnozstvi lipida v susiné

Kmen Monodopsis sp. V ptibéhu prvnich 6 dni sviij obsah lipidd vyrazné neménil a jejich
hodnota se pohybovala kolem 23-25 % (tab.¢. 2). Prudky propad nastal desaty den, kdy
hodnota klesla az na 12 %, nasledoval opét nartist na cca 24 % (den 14) a poté mirny pokles
na 21 % (den 21). Mnozstvi lipidii u kmene Eustigmatos sp. SVB213 klesalo ode dne 0 ze 30
% az do dne 10 na 14 %. Nasledoval mirny nartist hodnot az do dne 21, kdy mnozstvi lipida
¢inilo 17 %. Kmen Eustigmatos sp. SVB34 vykazoval klesajici trend z 25 % (den 0) az na cca
13 % (den 14). Ke dni 21 doslo k naristu obsahu lipidii na cca 16.5 %.
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4.2.3. Procentualni zastoupeni mastnych kyselin

U tfi kment, vybranych na zaklad¢ predchozich pokust, bylo sledovano procentudlni

vvvvvv

kyselina palmitova (C16:0), kyselina palmitolejova (C16:1), kyselina arachnidova (C20:4n6,
ARA) a kyselina eikosapentaenova (C20:5n3, EPA).

4.2.3.1. Monodopsis sp.
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Mastné kyseliny

Obr.¢. 5: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase u kmene Monodopsis sp.

Nejvétsi mnozstvi mastnych kyselin u kmene Monodopsis sp. ma kyselina palmitova,
palmitolejova a EPA (obr.¢. 5). C16:0 méla své zastoupeni v den inokulace piiblizné 27 %,
béhem 3 dnt doslo k narGstu az na 35 %. Tehdy dosahla maximalni hodnoty. 6. den doslo
k poklesu na 21 %, nasledoval postupny nartst na 28 %, kterého dosahla 21. den. C16:1
vykazovala prubézny narust ode dne 0, kdy mnozstvi MK ¢inilo 21 %, az ke dni 10. Tento den

dosahla maxima na 31 %. Ke 21. dni doslo k poklesu na 26 %. ARA méla ze vSech
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sledovanych mastnych kyselin nejmensi procentudlni zastoupeni. Ode dne 0 aZ ke dni 21 u ni
pietrvaval rostouci trend ze 3 na 5 %. Procentualni zastoupeni EPA rostlo ze 12 % (den 0) na

27 % ( den 6), nasledoval postupny pokles na 20 % ( den 21).

4.2.3.2. Eustigmatos sp. SVB213
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Obr.¢.6: Procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase u kmene Eustigmatos sp. SVB213

Stejn¢ jako u kmene Monodopsis sp. maji nejvétsi zastoupeni kyselina palmitova,
palmitolejova a EPA (obr.¢. 6). Mnozstvi C16:0 na pocatku bylo kolem 19 % (den 0) a rostlo
az do dne 6, kdy dosédhlo maxima na hodnoté cca 36 %. Nasledoval prudky pokles az ke dni
21, tou dobou byl obsah C16:0 cca 16 %. Obsah C16:1 ve dne 0 ¢inil cca 31 %. Ke 3. dni
doslo k mirnému nérGstu mnozstvi této kyseliny, ale pouze o 2 %. Klesajici trend probihal az
do 10. dne, kdy doséahla svého minima na 24 %. Ve dne 21 bylo mnozstvi této kyseliny okolo
26 %. ARA celou dobu méfeni vykazovala rostouci trend. Obsah vzrostl ze 4 % na 9 %.

Mnozstvi EPA vzrostlo z 6 % (den 0) na 26 % (den 10). Ke dni 21 se obsah snizil na 25 %.
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4.2.3.3 Eustigmatos sp. SVB34

40
g 30 -
o
=
Q
e
0N
[++]
N
‘' 20 A
©
2
o
Q
Q
e
o 10 - 0
3
6
10
0 21

C14:0

C16:0
C16:1n7
C18:1n7
C18:2n6
C18:3n3
C20:3n6 §

Mastné kyseliny

Obr.¢.7: Procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase u kmene Eustigmatos sp. SVB34

Mnozstvi C16:0 ve dne 0 bylo 26 % (obr.¢. 7). Maximalniho obsahu dosahla 3.
den na hodnot¢ cca 20 %. V prubéhu dalsich 18 dni dochazelo k poklesu az na 15 %. Obsah
C16:1 dosahoval svého maxima 29 % uz v den 0. Celou dobu vykazovala klesajici trend.
Minimum nastalo 21. den, kdy se hodnota mastnych kyselin pohybovala okolo 25 %. Obsah
ARA rostl ze 4 % (den 0) az na 7 % ( den 21) po celou dobu méla rostouci trend. Stejnou
tendenci jako ARA méla i EPA. U této kyseliny doslo ke zvyseni obsahu z 12 % (den 0) na
32 % (den 21).
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4.2.4. Relativni nenasycenost (DBI)
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Obr.¢.8: Relativni nenasycenost mastnych kyselin (DBI) studovanych kmenti

Relativni nenasycenost kmene Monodopsis sp. se Vv prvnich 3 dnech
pochybovala kolem 1,1 (obr.¢. 8). Prudky nartist az na 1,9 nastal 10. dne a DBI u tohoto kmene
dosahla svého maxima. Nasledoval postupny pokles az do dne 21, na hodnotu cca 1,65. DBI
u kmene Eustigmatos SVB213 se postupné zvySovalo z hodnoty 1,2 (den 0) na hodnotu 2,1
(den 10) (obr.¢. 8). Ode dne 10 do dne 21 se DBI neménilo. Nejvyssiho DBI dosahoval kmen
Eustigmatos SVB34. Po celou dobu analyzy vykazoval rostouci trend. DBI se tak zvysil z 1,6
na 2,3 (obr.¢. 8).

Kmen Eustigmatos SVB34 se sice vyznacoval stejnou rastovou rychlosti, jako zbylé
dva kmeny (obr.¢. 4). Avsak obsahoval nejvétsi mnozstvi kyseliny eikosapaentaenové (obr.¢.
7) a celkové nejvyssiho podilu polynenasycenych mastnych kyselin v susiné (obr.¢. 7, 8). Na

zakladg téchto vysledki byl zvolen jako nejidealnéjsi kmen pro dalsi analyzy.
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4.3. Kmen Eustigmatos sp. SVB34

4.3.1. Vliv média p¥i teploté 20 °C a 25 °C na rust
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Obr.¢.9: Vliv média na rust Eustigmatos sp. SVB34 pfii a) 20 °C, b) 25 °C

Lag faze probihala pii 20 °C (obr.¢. 9a) po dobu prvnich 3 dni, bez ohledu na druh
média. U bunék rostoucich v 3NBBM a BG11 (obr.¢. 9a) doslo k 21. dni ke zvySeni obsahu
susiny studovaného kmene az na 1 mg/ml. V médiu SS mél rist bunék rapidnéjsi pribéh nez
u predchozich dvou médii. Vytézek susiny byl v tomto ptipadé k 21. dni az 1,4 mg/ml.

Pii 25 °C (Obr.¢. 9b) bez ohledu na ristové médium trvala lag faze také prvni 3 dny. Obsah
suSiny u média 3NBBM k 21. dni ¢inil 1,4 mg/ml, v médiu BG11 byl vytézek o néco nizsi a
to 1,1 mg/ml. V médiu SS dosahly buitky mnozZstvi suginy az 1,7 mg/ml. Pii teploté 25 °C
mély buiiky ve v8ech médiich vyssi vytéznost suSiny nez pii 20 °C. Nejvyssiho mnozstvi

suSiny se u obou teplot dosahlo v médiu SS.
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4.3.2. Vliv média p¥i teploté 20 °C a 25°C na fotosyntetickou aktivitu
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Obr.¢.10: Vliv média na fotosyntetickou aktivitu Eustigmatos sp. SVB34 pti a) 20 °C, b) 25 °C

Kultury rostouci v 3NBBM pii 20 °C ve dne inoklulace (den 0) mély aktivitu
fotosytému II piiblizné 0,62 (obr.c. 10a). Ke tfetimu dni doslo k nartstu Fv/Fm na 0,65. Po
zbytek analyzy se parametr Fv/Fm nijak vyrazné neménil. U bunék rostoucich v médiu BG11
dochazelo po celou dobu analyzy k poklesu hodnot Fv/Fm a to ode dneinokulace, kdy hodnota
byla cca 0,66 az do dne 21 (0,64) (obr.¢. 10a). Buiiky rostouci v médium SS mély na podatku
analyzy hodnotu Fv/Fm cca 0,62 a po celou dobu dochéazelo k postupnému narustu aktivity az
do dne 21, kdy vykazovala hodnotu cca 0,64 (obr.¢. 10a). Pii 25 °C u bunék rostoucich v
médium 3NBBM dosahovaly butiky v den inokulace hodnoty Fv/Fm piiblizné 0,66 a a ta se
nemeénila az do dne 6, kdy doslo k rapidnimu propadu az na 0,63 (obr.¢. 10b). Den 14 se
vyznacoval opétovnym nartistem aktivity zpét na hodnotu 0,66, ktera se pak neménila az do
dne 21. U bungk rostoucich v médiu BG11 pii 25 °C zac¢inalo Fv/Fm na hodnoté 0,68 (obr.¢.
10b) a vzkazovalo po celou dobu analyzy klesajici trend az na hodnotu 0,63 (den 21). Buiiky
rostouci v médiu SS mélo podobny pribéh jako BG11 (obr.&. 10b). Také na pocatku
vykazovalo hodnotu aktivity 0,68 a také mélo po celou dobu klesajici trend. Hodnota aktivity

21. den byla jen 0,62.
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4.3.3. Procentualni zastoupeni MK u kmenu Eustigmatos sp. SVB34 v ¢ase

4.3.3.1. 3NBBM médium pii teploté 20 °C
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Obr.¢&.11: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase v 3NBBM médiu pii kultivaéni teplotd
20 °C

Kyselina palmitova vykazovala po celou dobu analyzy klesajici trend (obr.¢. 11) a to
ode dne 10, kdy nabyvala hodnoty cca 15 % az do dne 21 (12 %). C16:1 naopak po celou dobu
zvétSovala své mnozstvi z 29 % (den 10) na 31 % (den 21). Kyselina arachnidova v dobé
analyzy nijak neménila své procentudlni zastoupeni a nabyvala hodnoty 5 %.Kyselina
eikosapentaenova zvySovala své mnozstvi ode dne 10, kdy nabyvala hodnoty 32 % az do dne

21, kdy jeji procentualni zastoupeni Cinilo cca 36 %.
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4.3.3.2. 3NBBM médium pfi teploté 25 °C
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Obr.¢.12: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase v. 3NBBM médiu pfi kultivaéni teploté
25°C

Mnozstvi C16:0 rostlo ode dne 10, kdy nabyvalo hodnoty 22 % az do dne 21, tehdy
vykazovala hodnoty kolem 16 % (obr.¢. 12). C16:1 zvétSovala sviij obsah z 22 % (den 10) az
na cca 31 % (den 21). Mnozstvi kyseliny arachnidové vzrostlo ze 7 % (den 10) na 9 % (den
14), poté se az do dne 21 jeji obsah prakticky neménil. Rostouci trend byl pozortovan i u EPA,

ktera své mnozstvi zvySovala z 18 % (den 10) na 23 % (den 21).

35



4.3.3.3. BG11 médium pfi teploté 20 °C
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Obr.&.13: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v dase v BG11 médiu pii kultivaeni teploté 20
°C

Mnozstvi C16:0 se snizovalo z 15 % (den 10) na 12 % (den 21) (obr.¢. 13). Po celou
dobu vykazovala klesajici trend. C16:1 sniZila sviij obsah z 28 % (den 10) na 27 % (den 14).
Poté doslo opét ke zvysSeni obsahu na 29 %. ARA zaznamenala prudky narust ze 4 % (den 10),
na 9 % (den 14). Nasledoval prudky pokles mnozstvi kyseliny arachnidové na cca 5 %. EPA
snizila své mnozstvi ze 31 % (den 10) na 29 % (den 14). Nasledoval prudky nardst obsahu

této kyseliny az na 32 %.
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4.3.3.4. BG11 médium pfi teploté 25 °C
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Obr.&.14: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ase v BG11 médiu pii kultivacni teplots 25
°C

U C16:0 doslo ke sniZzeni mnozstvi z 26 % (denl10) na 24 % (den 14) (obr.¢. 14). Tato
hodnota se dale prakticky neménila az do konce analyzy. Mnozstvi C16:1 vykazovalo po celou
dobu nartstajici trend. Mnozstvi se zvysilo z cca 28 % (den 10) na cca 31 % (den 14). Obsah
ARA klesl z10 % (den 10) na 6 % (den 14). Poté k 21. dni nasledoval narGst na ptivodni
hodnotu 10 %. Mnozstvi EPA bylo v den 10 cca 25 % a ke dni 14 doslo na zvyseni obsahu na

cca 33 %, k poslednimu dni analyzy doslo k poklesu na 25 %.
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4.3.3.5. SS médium pfi teplote 20 °C

40 -
__TT

‘g 30 - I

o

=

o

[72]

©

N

£ 20

R

2

j =

[+}]

o

o

a 10 -
I 10
T 14
/21

0 T

C16:0 -

e
<<
-
(&)

C16:1n7
C18:0
C18:1n9c
C18:1n7
C18:2n6
C18:3n6
C18:3n3
C20:3n6

C20:4n6 -

C20:5n3

Mastné kyseliny

Obr.&.15: Procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase v SS médiu pii kultivaéni teploté 20 °C

C16:0 vykazovala po celou dobu analyzy klesajici charakter (obr.¢. 15). Jeji mnozstvi
se snizilo z 12 % (den 10) na 11 % (den 21). Mnozstvi C16:1 narostlo z 27 % (den 10) na 29
% (den 14). Po zbytek analyzy se obsah této mastné kyseliny prakticky nezménil. ARA méla
po celou dobu analyzy stejné mnozstvi okolo 5,5 %. Obsah EPA se zvysilo z 33 % (den 10)
na 34 % (den 14). Nasledoval nepatrny pokles na zpét na 33 % (den 21).
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4.3.3.6. SS médium pfi teploté 25 °C
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Obr.¢&.16. Procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v ¢ase v SS médiu p#i kultivaéni teplot& 25 °C

C16:0 snizila své mnozstvi z26 % (den 10) na 24 % (den 14) (obr.c. 16).
V nasledujicich dnech doslo k mirnému nartstu na 25 % (den 21). C16:1 se vyznacovala
stoupajicim trendem a zvySovala své mnozstvi z 23 % (den 10) az na cca 30 % (den 21).
Mnozstvi ARA se po celou dobu analyzy nezménilo a pohybovalo se na hodnoté 10 %. EPA
zvysila sviij obsah z 28 % (den 10) na 30 % (den 14). Do 21. dne nasledoval vyrazny pokles

na cca 25 %.
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4.3.4. DBI V riznych médiich a teplotach
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Obr.17. Relativni nenasycenost mastnych kyselin (DBI) pii riistu v riiznych médiich a teplotach a) 20 °C, b) 25
°C

Vzorky rostouci v médiu 3NBBM pii 20 °C vykazovaly po celou dobu analyzy
pozvolny nartst DBI (obr.c. 17a). Hodnota se zvysila 2,3 (den 10) na 2,5 (den 21). DBI u
vzorki rostoucich v médiu BG11 pfi teploté 20 °C se chovalo podobné jako u 3NBBM, nariist
byl pomalejsi ale mnozstvi se zvysilo z 2,3 (den 10) na 2,5 (den 21) (obr.c. 17a). Vzorky
rostouci pii 20 °C v médiu SS po celou dobu analyzy nezménily hodnoty DBI, to po celou
dobu nabyvalo hodnoty 2,5 (obr.¢. 17a). Pii 25 °C doslo ve vzorcich z média 3NBBM
k narastu DBI z 1,7 (den 10) na 2,1 (den 21) (obr.¢. 17b). V médiu BG11 pii 25 °C hodnota
DBI vzrostla z 2,3 (den 10) na 2,5 (den 14). Nasledoval pozvolny pokles az na hodnotu 2,1
(den 21) (obr.&. 17b). Vzorky rostouci v SS médiu pii 25 °C, po celou dobu analyzy
vykazovaly klesajici trend. Hodnota DBI tak postupné klesla z 2,3 (den 10) na 2,1 (den 21)
(obr.c. 17b).

5.Diskuze

Tato bakalarska prace byla zaméfena na, zatim nedostatecné prozkoumanou, skupinu
fas Eustigmatophyceae a predev§im na vyzkum potencialu rodt Eustigmatos a Monodopsis.
Cilem bylo ziskat informace o vlastnostech rdstu, mnozstvi mastnych kyselin, indexu
nenasycenosti a fotosyntetické aktivit¢ za predpokladu zmény kultivaéniho média nebo
teploty. Dilezitym aspektem prace bylo ziskani dat ohledné produkce latek, které by mohly

mit potencialni vyuziti v komercni vyrobé potravinovych dopliiki nebo zdravych potravin.
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Biotechnologicky potencidl kment tfidy Eustigmatophycea by prokdzan jiz v pfedchozich
vyzkumech (Wolkman, et al. 1999; Lang et al., 2011). Absolutni hodnoty riznych kment vSak
nebyly detailné vyhodnoceny. Byla provedena kultivace Sesti kment tiidy
Eustigmatophyceae, z nichz byly vybrany 3 jako nejvhodngjsi kandidati pro dalsi analyzy.
Vysledky analyzy ristu tfi vybranych kment (faze 2, obr.¢.1) ukazaly, Ze vSechny tii kmeny
e.g. Monodopsis sp., Eustigmatos sp. SVB213 a Eustigmatos sp. SVB34 dosahovaly vytézka
susiny vV rozmezi 0,4 — 0,6 g/l v desaty den kultivace, coZ je srovnatelné az vyS$si neZ u prace
Lima et al. (2018), kde sledované kmeny v desaty den kultivace dosahovaly vytézku
maximalné 0,38 g/l. Pfi dlouhodobéjsi kultivaci (30 dnt), kmeny eustigmatofyt dosahovaly
maximalni susiny 0,2 — 0,78 g/l, kde kmen Eustigmatos ACCI 3441 dosahoval hodnoty 0,78
g/l (Lima et al., 2018), zatimco V této praci sledované kmeny dosahovaly k 21. dni vyrazné
vysSich vytézkii biomasy a to vrozmezi 1,7 — 1,85 g/l (obr.¢. 4). Piedchozi vyzkum
(Koudelkova, 2015), studoval n¢kolik kmend Eustigmatos/Vischeria, Vischeria Stellata
SAGB887-2 a Monodopsis Subterraneus CCALA 830 v mediich BBM a % SS. Vysledky této
studie ukazaly dokonce jesté vysSich vytézka biomasy 1,5 - 2,5 g/l béhem 7dmi dnu a to
Vv obou rustovych médiich (Koudelkové, 2015). V tomto pfipad¢ rast byl vyrazné vyssi diky
jinému zpusobu kultivace. Kultivace v tomto ptipadé byly provadény ve valeceich a kultury
byly probublavany vzduchem s pfidanym 1 % CO> (Koudelkova, 2015)., zatimco v mé praci
byly kmeny kultivovany v Erlenmeyrovych bankach a pouze tfepany. Mnozstvi lipidi v této
praci (12 — 16 %) (tab.c.2) u studovanych kmenti mnohem niz§i v porovnani
s Nannochloropsis CCMP 1775 (32,53 %), Characiopsis ACOIl 2424 (29,04 %) ¢i
Nannochloropsis SAG 38.85 (22,07 %) (Lima et al., 2018) a cca 41 % pro
Eustigmatos/Vischeria MBU4 (Koudelkova, 2015). Tyto vysledky jsou téZzko porovnatelné
diky raznym kultivaénim podminkam (teplota a zptsob kultivace) a riznym kultivaénim
¢astim. Z piedchozich méteni na tfech kmenech byl, jako nejvhodnéjsi kandidat pro podrobné
mnozstvi eikosapentaenové kyseliny (EPA), v zavislosti na kultivaénim médiu a teploté
(obr.¢.11 — 16). Kmen byl péstovan ve tfech médiich s riiznou koncentraci dusiku a byl
vystaven dvéma ruznym teplotam a to 20 a 25 °C. Effekt teploty na produkci EPA je velmi
komplexni a zatim jesté nebyl Gpln¢ objasnén. V praci Seto et al. (1992) kmeny péstované pti
teploté 20 °C obsahovaly o0 60 % vice EPA neZ pfi optimalni ristové teploté (25 °C). Podobné
Vv praci Sukenik et al. (1993) diky vétsi produkei galaktolipidi bylo relativné vétsi zastoupeni
EPA v kultute Nannochloropsis sp. péstované pii 20 °C nez pti 30 °C. Na rozdil od téchto
autortt Teshima et al. (1983) pozoroval nejvyssi produkci EPA pii 25 °C u moiského kmene
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Chlorella. Vysledky této prace ukazuji, ze mnozstvi EPA je vice méné zavislé na teploté,
nebot’ pii nizZi teploté 20 °C bylo relativni mnozstvi EPA vice nez 30 %, zatimco pfi teploté
25 °C bylo toto mnozstvi o cca 5 % nizsi. V porovnani s praci Koudelkova (2015), mél kmen
Eustigmatos sp. SVB34 obsahoval az 0 19 % vice EPA, nez jakykoliv z jimi analyzovanych
kmenid. Dal§im zajimavym vysledkem potvrzujicim ,,strain specific produkce latek je
relativné vysoky obsah EPA (okolo 30 %, obr.¢. 3 a 5 v této praci) u kmene Monodopsis sp.,
kde Monodus subterraneus CCALA 830 ve studii Koudelkova (2015), neprodukoval EPA.
Monodus subterraneus je jinak intenzivné studovan pro sviij vysoky obsah EPA (az 26,9 %)
(Cohen, 1990). Béznym zpusobem pro zvySeni obsahu lipidi v biomase fas je limitace
dusikem (Yeesang a Cheirsilp, 2011). V praci (Converti et al., 2009) je uvadéno, ze 75%
snizeni obsahu dusiku indukovalo az 100% narust totalnich lipida v buitkach Nannochloropsis
oculata. EPA je vsak nejvice obsaZzena v glykolipidech a fosfolipidech, tedy strukturnich
formach lipidii. Proto u bunck rostoucich v dusiku hojném médiu dochazelo ke zvySené
produkci EPA u Nannochloropsis oceanica (Meng et al., 2015). To je v souladu s vysledky
této prace, protoze relativni obsah EPA rostl se vyrastajicim mnozstvim dusiku v médiu (obr.¢.

11 - 16).

6. Zavéry

Na zakladé vysledkl poctu bun¢k, mnozstvi susiny a mnozstvi mastnych kyselin, byly
pro podrobngjsi analyzu vybrany kmeny Monodopsis sp., Eustigmatos sp. SVB213 a
Eustigmatos sp. SVB34 . U téchto tii studovanych kmend probéhla analyza rastové kiivky,
mnozstvi lipidd v susing, slozeni mastnych kyselin a indexu nenasycenosti (DBI). Z téchto
SVB34. Jednim z diivodl byla nejvyssi podil EPA a celkové nejvyssi podil polynenasycenych
mastnych kyselin v sus$iné a zaroven vykazoval nejvyssi reprodukovatelnost vysledkil
(nejnizsi smérodatné odchylky) a to u rustu ,(mnozstvi lipidi v suSing, procentudlniho

zastoupeni mastnych kyselin a relativni nenasycenosti mastnych kyselin.

Z analyz rastovych ktivek pfi dvou testovanych teplotach 20 a 25 °C se ukazalo, ze rtst pii
vyssi teploté vedlo vyssi rastové rychlosti ve vsech ristovych médiich. Eustigmatos sp.
SVB34 vsak rostl nejrychleji v médiu SS a to v obou testovanych teplotach. Fotosynteticka
aktivita (parametr Fv/Fm) vSak ukazala, ze v médiu 3NBBM nedochazelo ani v hustych
kulturach k poklesu jako u obou dalsich médii. Toto zjisténi vede k zavéru, ze médium BBM

s trojnasobnym mnozstvim dusiku (3NBBM) je vhodnéjsi pro velkokapacitni kultivace do
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mnohem vysSich hustot, nez byly pouzity v této praci. DBI parametr ukazal, Ze kmeny
rostouci bez ohledu na zivné médium dosahuji v teploté 20 °C vyssich hodnot nez pii 25°C,
tedy, ze pfi nizsi teploté dochézi k produkci vétsiho mnozstvi polynenasycenych mastnych
kyselin. Vyssi hodnoty nenasycenosti mastnych kyselin u vzorka rostoucich pii 20 °C vsak
mohou byt kompenzovany rychlej§im ristem pii 25 °C. Hodnoty DBI byly pii danych
teplotach bez ohledu na zivné médium stejné. Po analyze téchto vysledk jsem dosla k zéveru,
7e atkoliv se zda, e buiiky rostouci v médiu SS predéi v riistu buiky rostouci v ostatnich
médiich, pfi velkokapacitnich kultivacich by vSak mohlo dochazet ke zpomaleni rtstu
v disledku snizené fotosyntetické aktivity. Toto by mélo byt potvrzeno dalsim podrobné&jSim
vyzkumem. Nabizi se analyza kmeni pé€stovanych v monochromatickém, kontinualnim svétle

¢1 ve svétle o rtiznym vinovych délkach.
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