ODPOVEDI NA OTAZKY OPONENTUM

Doc. RNDr. Yvonne Némcova, Ph.D.

1. Jaké formy N vyuiivaji fasy pfednostné a proc?

Rasy mohou pfijimat N z anorganickych (NH4*, NO27, NOs ) i organickych substratd
(mocovina). Nejpreferovanéj$im zdrojem je amonium NHs4*, nebot N z této formy muize
byt rovnou zabudovany do aminokyselin. Formy NOs™a NO2” musi byt nejprve zredukovany
na NH4*, coZ vyZzaduje uritou energetickou naro€nost (Podevin et al. 2015). Tato konverze
vyZaduje pfitomnost enzymu nitrat reduktazy, pro jejiz funk&nost je nezbytna p¥itomnost
Fe a Mo jako kofaktoru.

BohuZel ne vSechny mikrofasy pfijimaji jakoukoliv formu N. Napfiklad z naich
experimentd plyne, Ze mikrofasa Trachydiscus minutus (Eustigmatophyceae) preferuje
radéji  NOs= oproti mocloviné. Vpfipadé mikrofasy Vischeria  helvetica
(Eustigmatophyceae) je N v podob& NOs™ pfijiman stejné dobie jako v podobé mocoviny.

Kim eat al. (2016) Effects of nitrogen sources on cell growth and biochemical composition of marine chlorophyte Tetraselmis sp. for lipid
production. Algae 31: 257-266.

2. Chlorella vulgaris R-117 (Annex 1) vykazuje velmi $irokou teplotni valenci. Do jaké
miry se jedna o evolu¢ni pamét a do jaké miry se dokaze adaptovat?

Oznaceni R v ndzvu nese pravdépodobné proto, Ze byla izolovéna Ing. Douchou z byvalé
sopky v Rupite v Bulharsku. Chlorelly jsou ptedeviim sladkovodni mikrofasy z riiznych
klimatickych oblasti. Jsou schopné aklimatizace na ménici se vn&jsi faktory, napt. teplota
a svetlo. Pravé proto pravdépodobné ziskala (adaptovala) viastnosti, které ji umozriuji rist
v tak Sirokém rozmezi teplot; nami zjisténa nejvhodné;si teplota kultivace je v rozmezi 25
a 30°C (z hlediska rychlosti rlstu i fotosyntetické aktivity). Vyhodou — nejen kmene R-117
— ale vieobecné mikrofas rodu Chlorella je, e maji nizkou hodnotu saturaéniho ozafeni,
pri které jiné druhy mikroFas neprosperuji, a naopak toleruji i vysoké ozafenosti.

3. Historie kultivaci fas v tenké vrstvé — 1963-70 — pramérny vytéZek kolem 10 g/m?/d;
v letech 200-17 uZ cca 15 g/m?/d. Co vedlo k takto vyraznému zvygeni? Kolik dni
trva priimérné kultivace?

K vyraznému zvySeni vytézkd mezi léty 1963-1970 a 200-2017 vedlo predevéim vylepSeni
technologie kultivatnich jednotek. PUvodn& ze sklenéného povrchu osazeného
pfepazkami (pro lepsi michdni suspenze), se vyvinul novy typ kultivaéni jednotky, kdy
pfepazky byly zcela odstranény z dGvodu usazovani kultury v danych mistech. Skla, kterd
jsou obecne nachylnd k prasknuti, byla vyménéna za nerezovou ocel, kvilli lepgimu
pfenosu tepla (rychlé ohfivani béhem slunnych dnd) a z ddvodu lepsiho &i$téni. Povrch je
pochozi, tedy se snadno vycisti viechna potifebna mista na konci kazdého kultiva¢niho
dne.



4. Prot je Arthrospira dobfe stravitelnd? Maji viechny Chlorelly celulézni bunécnou
sténu?

Arthrospira (d¥ive Spirulina, nyni Limnospira) se taxonomicky fadi do tfidy Cyanophyceae,
tedy prokaryotnich sinic, které maji od eukaryotnich mikrotas zcela odlidnou stavbu buriky a
tedy i bunééné stény. Bunétna sténa sinice Arthrospira je tvorena lipopolysacharidy, které
jsou dobfe stravitelng, a neni tfeba tedy dalsi upravy po jejim usudeni. Chlorella je eukaryotni
mikrofasa fadici se do tfidy Trebouxiophycea, kde buriky maji celuldzni sténu, kterd je Spatné
stravitelna. N&které druhy (napf. C. fusca, C. saccharophila, C. vulgaris) maji navic vnéjsi
bunéénou sténu obsahujici sporopollenin (= smés biopolymerl se slozitou strukturou
slozenych z dlouhych Fetézcl aminokyselin, fenold a karotenoiddl). Je to latka vyskytujici se u
vy&ich rostlin v pylovych zrnech a sporech. Pfitomnost této latky v bunétné sténé ma za
nasledek velkou odolnost vii&i nareudeni. Pfitomnost sporopolleninu mizeme najit napfiklad
i u mikrofasy Scenedesmus quadricauda. Bufiky je nutné dezintegrovat (mechanicky, tlakem),
aby doslo k zpfistupnéni obsahu.

Domozych et al. (2015) The cell walls of green algae: a journey through evolution and diversity. Front Plant Sci 3: 82

Burczyk et al. (2014) Polyamines in the cell wall of Chlorococcalean microatage. Zeitschrift fur Naturforschung

Atkinson et al. (1972) Sporopollenin in cell wall of Chlorella ond other algae: Ultrastructure, chmistry and icnorporation of 1*C-acetate,
studied in synchronous cultures. Planta 107: 1-32

5. Jaké druhy Fas se mohou vyskytovat v produktech (prasek, tablety) komeriné
nazyvanych ,chlorella”? Gérs et al. 2010 J Appl Phycol (2010) 22:265-276

Dle legislativy EU se mohou jako potravina vyskytovat pouze 3 druhy rodu Chlorella a to
C. vulgaris, C. pyrenoidosa (nyni C. sorokiniana i jak napovidaji informace uvadéné napf.
sbirkou mikrofas na Univerzité v Gottingenu — SAG 211-8k) a C. luteoviridis (nyni nazyvana jako
Heterochlorella luteoviridis). Co se ty&e taxonomie, celd situace je ponékud nejasna. Dfive se
v biotechnologii pouzivala mikrofasa oznafovana pouze jako Chlorella na zékladé
mikroskopického pozorovani, druhovy nazev se neur&oval. Pokud se pfece jen urdil, vétsinou
byl uvadén C. vulgaris nebo C. sorokiniana. A tedy podle legislativy EU mikrofasy oznacené
jako Chlorella, u kterych byla prokazana konzumace pred rokem 1997, nemuseji podléhat
regulaci (Novel Food Regulation EC No. 258/97) a mohou byt volné konzumované. Jelikoz pod
nazvem Chlorella bylo zahrnovédno mnoho rodd i druhd, neni tento problém stale vyjasnén a
pokud bude moci byt prokdzéna konzumace i jinych kment rodu Chlorella dfive nezminénych,
budou také spadat do kategorie tradi¢ni potravina nespadajici pod regulaci EU.

Champenois J, Marfaing H, Pierre R {2015) Review of the taxonomic revision of Chiorella and consequences for its food uses in Europe. J
App! Phycol 27: 1845-1851

Gouveia et al. (2008) Microalgae in novel food products. In: Papadapoutos KN (ed) Food chemistry research developments. Nova Science
Publisher, Inc., New York, pp 75 — 111

Vigani et al. (2015) Food and feed products from micro-algae: Market opportunities and chalanges for the EV. Trend in Food Science and
Technology 42:81-92,

https://ec.europa.eu/food/safety/novel_food/cataIogue/search/pubIic/?event=home&seqfce=103&ascii=C#



6. Jaka je optimalni hodnota F,/F, pro fasové a sinicové kultury? Lze mluvit o jednom
konkrétnim Eisle tak, jak to viceméné plati u cévnatych rostlin (0.83)?

U vyssich rostlin je hodnota Fv/Fm méfena na listech obvykle 0.83, protoze vy33i rostliny maji
pomerné jednotnou svétlosbérnou Chl a/b anténu. Optimalni hodnota F./Fm Fas a sinic je
odlisna. U mikrofas mize dosahovat maximalini fotochemicky vytéZek hodnoty v rozmezi 0.65
az 0.75 (dle typu svétloshérné antény v zavisloti na tom, jaky je pFenos energie z antény do
reakéniho centra). U sinic je skladba svétloshérné antény zcela odlisSnd v porovnani s
eukaryotickymi Fasami. K thylakoidni membrané ptisedaji fykobilizémy, které obsahuji
jednotlivé fykobiliproteiny (fykocyanin, allofykocyanin a fykoerythrin). Tento typ antén spolu
s PSI take fluoreskuje a zvy3uje tak konstantni fluorescenci Fo. Jeliko? fotosynteticky a
respiracni fetézec sdileji PQ pool, neni moZné dosdhnout ve vzorcich adaptovanych na tmu
piné oxidace akceptord (otevieni center), aby se mohla naméatit spravnd hodnota minimalniho
fluorescencniho vytézku, musi se zablokovat pfenos elektrond z PSII do PSI. To se docili
pfidavkem herbicidu DCMU [N'-(3,4-dichlorfenyl)-N,N-dimethylmogovina, ktery zablokuje
prenos elektronl mezi Qa a Qb. Fykobiliny a PSI pfispivaji k fluorescenci, proto je hodnota Fg
vZdy vy33i neZ by méla byt a tedy z rovnice pro vypocet maximalniho fotochemického vytézku
(Fo/Fm = {(Fm — Fo) / Fm) dostaneme ni3&i hodnotu v porovnani s fasami, obvykle 0.55-0.65.



Pozn.:
,Rozhodné bych uvitala presnéjsi charakteristiku/rozdéleni mikrofas. Je tfeba si uvédomit, ie

eukaryotické mikrofasy netvofi Zadnou evoluéni jednotku a patfi do rliznych Fisi eukaryot
(supergroups) vétsinou i s mnohobuné&énymi pfibuznymi ..“

Podle aplikované fykologie se v Fasové biotechnologii obvykle pouZiva ucelové zjednoduseny
systém rozdéleni fas: makrofasy a mikrotasy. Mikrofasy (prokaryotni i eukaryotni
mikroorganismy, které provozuji oxygenni fotosyntézu) se pak uvadéji podle skupin a uéelu vyuziti
na sinice, a hlavni skupiny eukaryot - Chlorophyta, Rhodophyta, Ochrophyta -
Eusrtigmatophyceae a dalsi.

Carplenmds

Levasseur et al. (2020A review of high-value molecules production by microalgae in light of the classificatio. Biotechnol Adv
41.



RNDr. Tomas Hauer, Ph.D.

1. I'am aware that taxonomic changes are not quickly reflected in biotechnologies,
e.g. Because of ,rigidity” of certification processes. How many genera contain now
species produced under commercial name Chlorella?

Proces uvedeni urcité mikrofasy na trh je velmi zdlouhavy. Podle legislativy EU mikrorasy
oznacené jako Chlorella, u kterych byla prokazana konzumace pied rokem 1997, nemuseji
podléhat regulaci (Novel Food Regulation (EC) No. 258/97) a mohou byt volné konzumované.
Dle legislativy EU se mohou jako potravina vyskytovat pouze 3 druhy rodu Chlorella a to
C. vulgaris, C. pyrenoidosa (nyni C. sorokiniana i jak napovidaji informace uvadéné napf.
shirkou mikrofas na Univerzité v Géttingenu — SAG 211-8k) a C. luteoviridis (nyninazyvand jako
Heterochlorella luteoviridis). JelikoZ pod nazvem Chlorella se mohlo pied rokem 1997 nachazet
spousta druhi, je tento problém stale nevyjasnén a pokud bude moci byt prokdzana
konzumace i jinych kmen( rodu Chlorella dfive nezminénych, budou také spadat do kategorie
tradiCni potravina nespadajici pod regulaci EU.

Ve svété je oviem situace jind, tam neni konzumace mikrofas jako potraviny (zeleniny)
kontrolovand legislativou a tedy uvdd&ni kmene neni nezbytnosti. V&tiinou se uvadi na
produktech oznaleni Chlorella vulgaris & Chlorella sp. (Yaeyama, Japonsko; Tchaj-wan).

2. Could you estimate what is the real share of PBR's, TLC's and RWP's, on biomass
production?

Pro komer¢ni produkci mikrofas se pievazné pouZivaji pfedev$im jednotky typu RWP, nebot
naklady na vybudovani jsou nizsi neZ u tenkovrstevnych kaskad. RWP jsou snadno vycistitelné.
Pfevdiné se pouiivaji pro péstovani mikrofas Chlorella (Japonsko, Tchaj-wan), Arthrospira
(Cyanotech, Hawaii; Earthrise, Kalifornie), Dunaliela (Shaivaa, Indie), Haematoccocus
(Cyanotech, Hawaii).

Tenkovrstvé kaskédy se pro velkoobjemové kultivace vyuZivaji méné, nebot naklady na
vybudovani jsou vy33i, ale jejich vyuZiti se zatina prosazovat vzhledem k vy&i produktivité a
hustoté biomasy (A4F, Pataias, Portugalsko, cascade raceways, Nannochloropsis; University
of Almeria, rizné kmeny). Pfi veskeré optimalizaci by teoreticky bylo mo#né tenkovrstvé
kaskady poutzivat, jelikoZ na nich je mozné docilit vysokych hustot.

V otevienych systémech se vétSinou kultivuji vybrané druhy fas, které vyzaduji specifické
podminky (salinita, pH, teplota) a je nizké riziko kontaminace jinymi mikroorganismy.

Kultivace v uzavienych PBR probihaji v&tinou tam, kde je cilend snaha udrset monokulturu,
kontrolovat a dodrzovat kultivaéni podminky (nap¥. teplota, intenzita zafeni, urCité spektrum
zafeni). Tato vy33i pofizovaci cena a sloZitost chodu zafizenf se pak odraZi ve vysledné cené
cileném produktu (nap¥. Algamo, Ceskd republika).



3. Annex V deals with mass cultivation of Arthrospira platensis M2. What is the origin
of the strain? Which of the tested technologies is more feasible for production of
this organism in terms of capital and operational costs?

Arthrospira platensis M2 byla plvodné izolovana Luisou Tomaselli (CNR Florencie) z jezera
Mombolo v Cadu, ktera byla poté ulozena ve sbirce a dale zkoumana skupinou fasovych
biotechnologli (Centro dei Microorganismi Autotrofi) ve Florencii. Z jiz zminénych
kultivagnich zafizeni pro velkoobjemovou kultivaci sinice Arthrospira je nejvhodné;jsi
jednotkou pravé RWP. Naklady na vybudovani jsou nizké, suspense je pohanéna
Jjednoduchvm kolesem nebo ramenem, tedy naklady na provoz jsou také minimalni.
P&stuje se v pfitomnosti bikarbonatu (NaHCOs) jako zdroje uhliku za vysokého pH 9.4,
které je vyluéné prostiedi pro riist a omezuje kontaminaci jinymi kmeny. Sklizeni je
jednoduché, jednotliva vldkna se zachyti na sitech a biomasa je nasledné usudena. JelikoZ
buné&tnd sténa neobsahuje celuldzu, je tedy dobfe stravitelnd, dal3i biotechnologicky krok
neni nutny.



Zapis z prib&hu obhajob doktorskych disertacnich praci — OR Zemé&dé&iské biotechnologie

Karolina Ranglova
10.12.2020

Zahdjeni — prof. Komenda, pfedstaveni komise a disertantky, CV, publikace, granty
K. Ranglova — prezentace vysledk disertaéni prace

posudky oponent(:
1. doc. Némcova
2. doc. Koblizek
3. Dr. Lukavsky
4. Dr. Hauer

odpovédi na posudky oponentd:
otazky oponent byly zodpovézeny, vypracované odpovédi na otazky oponentl jsou
pfiloZeny k materialim z obhajoby, dal$i dotazy oponentd zaznély ve védecké
rozpravé

védecka rozprava:

doc. Némcova — pfipominky k taxonomickému zafazeni mikrofas
— ktera z vyvojovych lilinii mikroFas ma v bunééné st&né , citin“ resp.
chitin-like strukruktury
— co to je sporopollenin
— proc je u zelenych fas vytéZek fotosyntézy niéi nez u cévnatych
rostlin
— byly pfi hodnoceni antibakteridlni aktivity hodnoceny i ucinky
samotné WW?

doc. Koblizek — je struktura svétlosb&rnych antén u fas a cévnatych rostlin stejna?

Dr. Hauer - poznamky k taxonomii fas
— pfoc je ve vysledcich zobecnéni na rod Chlorella s.l.?
— jaké jsou parametry a podminky kultivace v tenkovrstvé kaskadé a
fotobioreaktorech
—nemohou sinice produkovat fotoprotektivni latky, které ovlivAuji
méieni fluorescence?

prof. Komenda — produkuji kultury sinic pigmenty do media?

doc. Koblizek - byla provedena analyza WW z pohledu nutri¢niho a z pohledu
obsahu rezidui farmak a pesticida?
— jaky pomér zakladnich Zivin byl ve WW
— charakterizujte svételné poméry ve fotobioreaktoru

Dr. Lukavsky —druhy fas v komergn& prodévanych preparatech

Dr. Zabka - za jakych podminek se produkuji sekundarni metabolity
—Jje moZné v kulturach mikrofas produkovat chitosany?
prof. Komenda —vliv svétla a hustoty kultury na rist

— struktury Pl a PIl u mikrofas
prof. Citek  — pro¢ se biomasa mikrofas pouZiva jako aditivum do krmiv






doc. Pexova - jak se stanovily davky pro testy biostimulagnich Gginka a byl
hodnocen vliv kontroly? tedy WW

prof. Komenda — jak se stanovovaly selenAK?

doc. Némcova — jaky je stav ohledné genovych manipulaci u mikrofas

disertantka zodpovédéla na viechny dotazy, €lenové komise i oponenti vyslovili
souhlas s Grovni odpovédi, do disertace bude vloZen opravny list — doplnény
chybéjici citace

prof. Komenda — zhodnoceni pribéhu obhajoby, ocenil bohatou védeckou rozpravu
k disertaci i roveri odpovédi disertantky, hlasovani

e
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