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I Mikrobiologicky Ustav AV CR, v. V..

ALGATECH - Centrum rasovych biotechnologii, Tiebon, vzniklo z puvodni
Laboratore pro vyzkum fas, zaloZené jiz v roce 1960 v Tteboni. V celé své historii se
treboriské pracovisté Mikrobiologického tistavu AV CR zamétovalo na mikroskopické
tasy a jejich vyuziti v potravindrském a krmivarském primyslu a v huméanni a vete-
rindrni mediciné. V souéasnosti patii Centrum ALGATECH mezi svétové uznavana
pracovisté zakladniho a aplikovaného vyzkumu mikroskopickych fas, sinic a foto-
syntetickych bakterii, véetné vyvoje fasovych biotechnologii, a je nejvétsim pracovi-
§tém zabyvajicim se vyzkumem mikrotas v CR. Centrum ALGATECH sidli v histo-
rické budové Opatovického mlyna z 18. stoleti, ktera byla neddvno rekonstruovdana
a rozsifena v moderni vyzkumné pracovisté s vynikajicim pristrojovym vybavenim.

Centrum ALGATECH provozuje unikatni tenkovrstevnou kultivaéni jednotku
(1000, 100 a 50 m?) pro autotrofni kultivace a biotechnologickou halu pro hetero-
trofni kultivace mikrotas, véetné vybaveni pro zpracovani fasové biomasy.

Rasové biotechnologie dnes tesi aktudlni otdzky — vyuziti fas v potravinaistvi
a krmivaistvi ¢i jako zdroje obnovitelné energie a paliv. Prakticky vyznam maji
1 ruzné cenné latky obsazené v fasach a sinicich. Tyto latky, které se v laboratorich
Centra ALGATECH izoluji, charakterizuji a testuji na tkanovych kulturach, maji
mozné vyuziti i v mediciné. Soucéasti vyzkumu je v neposledni fadé i vyvoj novych
pristroja a metodickych postupt pro sledovani fotosyntézy. Vyzkum na Opatovickém
mlyné&, kde na védeckych projektech v souéasné dobé spolupracuje nékolik kolegti
z Evropské unie, Norska, USA, Izraele a Japonska, je v mnoha smérech na svétové
urovni, o ¢emz svédci publikace v prestiznich ¢asopisech a rizna ocenéni.
Organiza¢né se centrum ¢leni do étyi laboratoti:

LABORATOR RASOVE BIOTECHNOLOGIE

® Vyvoj novych technologickych postupi vedoucich ke zvySeni produktivity mikro-
fas ve fototrofnim i heterotrofnim rezimu.

® Inovace downstream procesu v produkci Ffasové biomasy.

® Vyhledavani, popis a produkce novych aktivnich latek sekunddrniho metabo-
lismu mikroias, testovanti jejich aplikace.

® Vyvoj novych metod extrakce bioaktivnich latek z mikroras.

LABORATOR FOTOSYNTEZY

® Nové pristupy ve vyzkumu metabolismu mikroras, predev§im metabolismu
fotosyntézy.

® Vyvoj novych metod a piistroji uréenych pro vyzkum i aplikaci v zemédélstvi,
monitoringu prostiedi a vodnim hospodarstvi.

LABORATOR ANOXYGENNICH FOTOTROFU

® Vyvoj novych optickych pristroju pro detekei anoxygennich fototroft.

® Jzolace bioaktivnich latek a studium bioakumulace u anoxygennich mikro-
organismu.

® Studium fototrofnich mikroorganismu jako potencialniho zdroje biopaliv, pte-
devsim vodiku.

LABORATOR BUNECNYCH CYKLU
® Studium mikrotas jako zdroje biologicky aktivnich terpenoida.
® Bioremediace a recyklace kovi s vyuzitim mikroras.

Fotografie na obalce: Rasa rodu Botryococcus (foto Antonio Guillén, Proyecto Aqua)



Rasové biotechnologie - cesta k produkci
vysoce kvalitni a cenné rostlinné biomasy

Prvni rozmach trasovych biotechnologii nastal v padesatych letech minulého sto-
leti. Tehdej$i poznatky byly shrnuty do ,bible“ Fasovych biotechnologii Algal
culture: from laboratory to pilot plant, kterou editoval John S. Burlew v r. 1953.
V Sedesatych letech bylo hlavnim cilem vyvinout technologie, které by zajistily
produkci biomasy mikrotas jako ndhradu jinych zdroja bilkovin v obavé z mozné
potravinové krize. Druha vlna zvySeného zdjmu o mikrorasy nastala v sedmdesa-
tych az osmdeséatych letech minulého stoleti, kdy se zacaly rozvijet velkoobjemové
produkce raznych kment mikroias, vétSinou v otevienych nddrzich, pro p¥ipra-
vu potravnich doplika a krmiv (kultivace mikrotasy Chlorella v Japonsku nebo
mikrofasy Spirulina v Mexiku, USA, Thajsku, Jihoafrické republice a Cing) a dal-
§ich cennych produktt (napt. kultivace Haematococcus pro astaxantin na Havaji
nebo mikrotasy Dunaliella pro B-karoten v Australii).

Mikrotasy rostou ve vodnim prostiedi, které se da dobte kontrolovat a upravo-
vat. Husté produkéni kultury mikrotas (obvykle > 0,5 g biomasy na litr) jsou ¥ize-
né pripravené, dobtfe michané suspenze bunék, péstované za vhodnych rastovych
podminek s dostateénou vyZivou a vymeénou plynu. Predstavuji proto, z hlediska
biotechnologie, idedlni, vysoce produkéni solarné-biologickou ,tovarnu“. Piestoze

Co jsou mikrofasy?

prokaryotni sinice i eukaryotni fasy - jednobunécné i vidknité kmeny, jejichz velikost je
v radu mikrometrd. V tom se liSi od makroras (Cesky se obvykle nazyvaji chaluhy) rostou-
cich predevsim v morich, jejichz stélky dosahuji délky aZ nékolika metrd. Nejmensi zna-
mou mikrofasou je jednobunécnd morskad sinice Prochlorococcus, kterd ma v prumeéru
méneé nez 1 mikrometr.

Mikrofasy reprezentuji nejstarsi mikroorganismy, které - pred vice nez 2,5 miliardami
let - zacaly tvorit kyslikatou atmosféru Zemé. Vyvinuly se v rozmanitou skupinu vodnich
i pUdnich druhU s nezpochybnitelnou ekologickou dulezitosti, jejichz rozSifeni je neu-
veritelné: vyskytuji se ve vsech hlavnich ekosystémech od chladnych polarnich oblasti
pres extréemné kyselé, alkalické nebo salinni prostredi az po horké prameny a pouste.
Mikrofasy provozuji fotosyntézu a metabolické pochody podobné jako vyssi rostliny,
ale maji podstatné vyssi rychlost ristu diky vetsi Gcinnosti fotosyntézy, velmi kratkym
reprodukénim cyklom, jednoduché bunécné strukture s malymi naroky na vedlejsi me-
tabolické funkce a konkurenéni fyziologické procesy (napf. vyvoj podpUrného aparatu,
kveteni, vyvoj plody, atd.).

Prirodni mikrorasy, fytoplankton, tvori zaklad potravniho fetézce. Rostou ve sladkovod-
nich nadrzich, tekoucich vodach a predevsim morich, kde jsou odpovedné za témer polo-
vinu globalni primarni fotosyntetické produkce. Vysledkem Siroké fyziologické rdznosti
druhU mikrofas je produkce biomasy s obsahem nejrizngjsich cennych atek (tabulka 1).
Mikrorasy jsou jejich jedinecnym zdrojem - od surové biomasy bohaté na bilkoviny, oleje,
polysacharidy a antioxidanty az po cenné sekundarni metabolity s potencialnim vyuzitim
v medicing.



tové produkce biomasy mikrotas (vice nez 35 000 tun) pochazi jen z nékolika roda
(Arthrospira, Chlorella, Dunaliella, Nannochloropsis a Haematococcus).

Za poslednich 60 let pFinesly ¥asové biotechnologie ¥adu aplikaci — od tradiéni
produkce biomasy pro lidskou a zviteci vyzivu pies pudni aplikace v zemédélstvi,
technologie pro ¢isténi odpadnich vod, produkty pro kosmetiku a farmacii az nej-
novéji po zdroje biopaliv ,tieti“ generace. Od prvniho desetileti tohoto stoleti prebi-
ra svou roli genetické inzenyrstvi: nadprodukce urcitych latek Ize dosahnout bud
vnesenim ur¢itého genu (DNA) do jiného, produkéniho mikroorganismu nebo jsou
cilené ,vylepSovany“ jiz znamé kmeny.

Oxygenni fotosyntéza

Fotosyntéza predstavuje jedinecny proces, ve kterém fototrofni organismy (rostliny
3 mikrorasy) premeénuji svételnou energii na jinou formu energie (chemickou), uloZzenou
v biomase; zaroven se uvolniuje kyslik.

CO, + H,0 + Ziviny + svételnd energie - biomasa + O, + prebyteéné teplo [1]
Prakticky vSechny formy Zivota na Zemi zavisi pfimo ¢i nepfimo na fotosyntéze jako
zdroji biomasy, kysliku a energie pro metabolismus a rUst. Také fosilni paliva jsou produk-
tem davné fotosyntézy. Vedlejsim, ale zaroven navysost dulezitym produktem fotosyn-
tézy je molekuldrni kyslik, ktery podminil vznik kyslikaté atmaosféry a nasledné existenci
vetsiny soucasnych forem zivota na Zemi. Nezanedbatelns ¢ast energie se take vyzari
jako teplo.

Oxygenni fotosyntéza je anabolicky proces, ktery lze vyjadfit jako redoxni reakci, po-
hanénou svételnou energii (fotony), v némz jsou oxid uhlicity a voda pfeménény na
jednoduché cukry a kyslik. Zjednodusena rovnice fotosyntézy se dd sumarné vyjadrit
jako:

6 CO,+ 6 H,0 +svetlo > 6 C,H,,0, +0,[2]

Proces fotosyntézy ma dvé faze - svételnou a temnotni (obr. 1) - a dohromady se
sklada z nékolika desitek jednotlivych reakci. Ve svételné fazi je svételnd energie
zachycena fotosyntetickymi membranami a pfeménéna na chemickou energii, kterd
je vdzana ve vysokoenergetické slouceniné adenosin trifosfatu (ATP) a vznika bio-
chemicky reduktant, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH,). Obe latky jsou
ihned pouzity v tésné navazujici tzv. temnotni reakci, kters probihd mimo thylakoidy,
ve stromatu, a3 NADPH, a ATP jsou vyuzity v biochemické redukci CO, na jednoduché
triuhlikaté slouceniny a nasledné na cukry.

> o . - 2 NADPH: ' O,
svételné temnotni
? reakce —_— reakce
(o 3 ATP (CH:0)

cukry

Obr. 1. Svételné a temnotni déje ve fotosyntéze
Substraty této multienzymové reakce jsou voda a oxid uhlicity, meziprodukty jsou reduktant NADPH,
3 vysaokoenergeticks sloucenina ATP. Primarnimi produkty fotosyntézy jsou kyslik a jednoduché cukry.
Zdrojem energie je slunecni zareni, které je uchovano jako chemicka energie



Vyzvy a otdzky Mikrorasy - soldrni tovarna v jedné bunce

| Mikrofasy v dobrém i ve zlém

Ptirodni populace mikrotas byly v raznych civilizacich odedavna vyuzivany jako
potravni doplnék i 1é¢ebny prostiedek. Po staleti byly sklizeny vodni kvéty sinice
Spirulina (nyni oznacované jako Arthrospira) v prostiedi alkalickych jezer v ze-
mich, jako je Mexiko, a pouzivany jako potravni doplnék. Vysu§ena biomasa sinice
sbirand z povrchu jezera Texcoco byla pod jménem tecuitlat! proddavana na aztéc-
kych trzich v Mexiku, jak popsali v 16. stoleti $§panélsti conquistadoii. ,Kolacky“
suSené biomasy jsou dodnes zndmé od africkych jezer v Cadu pod jménem dihé.
Tisice tun ptirozené rostouci populace Spiruliny jsou sklizeny z alkalickych jezer
v Barmé, stejné jako populace Aphanizomenon flos-aquae z jezera Klamath v Ore-
gonu, a jsou vyuzivany ke komeréni produkci biomasy.

Po mnoho staleti, snad i tisicileti, je v nékterych stiedoasijskych a vychodoasij-
skych zemich konzumovana vlaknita sinice rodu Nostoc jako dietni doplnék. Bio-
masa obsahuje nejen bilkoviny a jiné vyzivné latky, ale i fadu slouéenin, které maji
antibakteridlni, antivirové a protinddorové aktivity.

Eutrofizace (piebytek Zivin) povrchovych vod je vSak pfi¢inou nepiijemného
jevu, jakym je rozvoj tzv. ,vodnich kvéta“ mikroias. Dochdzi k nému dusledkem
lidské ¢innosti pti zneéisténi povrchovych nadrzi prumyslovymi nebo komunalni-
mi odpadnimi vodami, splachy ze zemédélské pudy nebo hnojenim rybnika. Ma-
sivni rozvoj vodnich kvéta predstavuje ekologicky problém, protoze snizuji kvalitu
vody a zhor§uji Zivotni prostiedi. Pokud pomineme nepiijemny vzhled a zapach p#i
rozkladu mrtvé biomasy, vznikd v mnoha p¥ipadech i riziko pro lidské zdravi v da-
sledku toxickych vodnich kvétt. Pfemnozené vodni kvéty mohou zptisobit ruzné
alergické reakce, nevolnost ¢i bolesti hlavy. Napt. bézna sinice nasich vod tvoiici

vevo

toxin mikrocystin, poskozujici jatra teplokrevnych zivoéicha.

| Rasoveé biotechnologie

Biologickeé principy a technologie péstovani mikroras

Ze vztahu [1] vyplyva, ze fotosynteticka produktivita fasovych kultur je ovlivné-
na predevsim svételnym rezimem. Mnozstvi fotont zachycené jednou burnkou je
kombinaci nékolika faktorti: intenzity svétla, hustoty bunégk, tloustky vrstvy kul-
tury a intenzity michdni. Maximdlni moZn4 intenzita viditelného svétla na po-
vrchu Zemé je zhruba pétkrat az desetkrat vyssi (asi 2000 pmol [fotontd].m2.s7,
odpovida asi 400 W.m™2) neZ je potiebné pro nasyceni fotosyntézy. Proto muze byt
az 90 % zachyceného viditelného svétla disipovano (nevratné ztraceno) jako teplo,
aby nedoslo k piehlceni/poskozeni fotosyntetického aparatu. Byly navrzeny ruz-
né zpusoby, jak svételnou energii p¥i ¥izenych kultivacich mikroias co nejuéinnéji
vyuZzit, napi. nastavenim idedlni hustoty bunék a intenzity michdni, konstrukei
vhodnych kultivaénich zafizeni a vybérem kmenua s Géinnéjsi fotosyntézou. Jde
o to nastavit cely systém tak, aby bylo co nejvice vyuZzito vhodné osvétleni, pro-
toZe ucinnost fotosyntézy je maximalni pii nizSich ozarenostech pod saturaénim
bodem (200—400 pmol [fotont].m2.s?). Kratkd draha svétla v kombinaci s vysokou
hustotou bunék a intenzivni turbulenci vyvolava intermitentni svételny rezim,



tzn., ze v husté kultuie dochdzi vlivem intenzivniho michani bunék k rychlému
stiidani rezimu svétlo/tma v cyklech desitek az stovek milisekund (frekvence
10-100 Hz). Experimentalné bylo dokdzano, ze takové intermitentni osvétleni zvy-
Suje ucinnost fotosyntézy (a produkei biomasy), protoze tyto frekvence odpovidaji
rychlostem obratu enzymu fotosyntetického aparatu.

Husté, dobfe michané kultury mikrotas (algakultury) predstavuji umély sys-
tém, ktery se vyuziva pro produkci biomasy. Je zcela odlisny od i#idké populace
fytoplanktonu v prirodé. Husté umeélé algakultury maji obvykle dostateénou oza-
fenost bunék, optimélni vyzivu a vyménu plyna (O,/CO,), suspenze jsou homo-
genni, dobfe michané, s hustotou bunék o nékolik fadda vyssi nez maji populace
fytoplanktonu v p#irodnich podminkach. Kultury mikrotas maji proto vétsi tole-
ranci k vysoké ozatrenosti a dosahuji vysoké uéinnosti pfemény slunecni energie
na biomasu.

Ve srovnani s vys$s$imi rostlinami maji mikrorasy nékolik prednosti: rychly
a kontrolovatelny rust (Zivotni cyklus je obvykle jeden den), moznost kultivace
v moiské nebo brakické vodé, ktera je nepouzitelnd pro norméalni zemédélstvi,
a kontinudlni produkei s moznosti sklizné a zpracovani v pravidelnych interva-
lech. Pro produkéni kultivace je mozné vyuzit i nékteré komundlni a primyslové
plynné nebo kapalné odpady, které mohou byt zdrojem oxidu uhli¢itého, dusi-
ku, fosforu nebo tepla. Takto napéstovana biomasa neni pochopitelné uréena ke
konzumaci, ale je mozné ji vyuzit pramyslové (napi. pii produkei paliv). Mikro-
fasy poskytuji také moznost kultivace na zemédélsky nevyuZitelnych tuzemich
nebo v primyslovych a méstskych aredlech, kde nebudou konkurovat potravnim
plodinam.

Kultivatni postupy
Prti fototrofni kultivaci mikrotfas je mozné vyuzit piirozené (slune¢ni) nebo umé-
1é svétlo. Slune¢ni energie je zdarma, ale zavisi na dennim cyklu, povétrnostnich
podminkdch, roénim obdobi a volbé lokality. Kromé svétla se pti vlastni kultivaci
mikrotas uplatiiuje také celd ¥ada dalSich, vzdjemné provdzanych proménnych,
ovlivriujicich celkovou produktivitu systému. Obecné jsou vSechny systémy pouZi-
vané pro kultivaci mikroras zaloZeny na dostateéné cirkulaci (michani) kultur, aby
nedochazelo k jejich usazovani. Buriky jsou tak dostatetné vystaveny svétlu a ne-
stini si navzdjem. Intenzivnim michdnim je zajistén také dostateény piisun Zivin
(piedevsim dusiku a fosforu, stejné jako dalsich prvka), regulace kultivaéni teploty
(obvykle 25-35 °C) a vyména plyni (dodavka CO, jako zdroje uhliku a odvétrani
O, vzniklého fotosyntézou, obr. 2). Pii péstovani hustych produkénich kultur je kli-
¢ovou podminkou dodateény pfisun CO,, protoze jeho pfirozend koncentrace ve
vzduchu (< 0,04 ppm) je o Fad nizsi, nez je tieba.

Pro kultivaci mikrotas se pouzivaji dva zdkladni kultivaéni rezimy: vsadkovy
a kontinudlni. Ve vsadkovém rezimu se kultura nasadi a po ur¢itém obdobi rastu je
v jednom okamZiku celd sklizena a zpracovdna. V kontinualnim rezimu se kultura
sklizi prubézné podle rychlosti rustu a ¢erstvé zivinové médium nahrazuje spotie-
bované Ziviny. V praxi se obvykle pouzivd kombinace obou pristupt, semikonti-
nudlni rezim, coz znamena, Ze jen ¢ast kultury je v urcitych intervalech odebrana
a zpracovana.
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Obr 2. Schéma péstovani mikroras a zpracovani biomasy
Algakultura mikroras je péstovana v osvetlené kultivatni jednotce v zivném médiu s dodavkou CO,. Bé-

hem kultivace je nutné odstranit kyslik vznikajici pfi fotosyntéze. Pri sklizni jsou buiky oddéleny od média
3 zpracovany. Biomasu lze pouzit jako doplnék stravy nebo krmivo, pripadné pro biorafinaci, kdy z biomasy
ziskavame komplexnim zpracovanim predevsim cenné (atky s vysokou pfidanou hodnotou a zbytek se
nasledné vyuziva jako biopalivo, potravina, krmivo, hnojivo nebo zdroj chemickych [5tek

Svétlo jako nejdllezitéjsi substrat

ViyuZiti pfirozeného slunecniho zareni snizuje investice do zdroju svétla a ndklady pro-
vozu v radeé velkych venkovnich i sklenikovych kultivaci mikroras. Nicméné pro nékteré
komercni kultivace ve velkoobjemovych sklenikovych fotobioreaktorech se vyuZivaji
také umelé zdroje svétls, bud jako dodatecné osvétleni (firma Salata GmbH, Thiringen,
Ritschenhausen, SRN), nebo dokonce jako vylucny zdroj svétla v uzavrenych fotobiore-
aktorech v biotechnologickych halach, napr. pfi kultivaci zelené mikrorasy Haematococ-
cus pro ziskavani karotenoidu astaxantinu (firma AstaReal AB, Gustavsberg, Svédsko).
Vyssi naklady jsou ovSem také vyvazeny vyssi cenou konecného vyrobku.

Z hlediska osvetleni kultur je dilezity pomér ozafeneho povrchu k celkovému objemu
suspenze. Cim vyssi je tento pomer, tim lepsije predpoklad dosazeni vysoké produktivity.
Je logické, ze vysSi produktivity je dosazeno v dobre michanych zafizenich pracujicich pfi
mensi tloustce vrstvy suspenze, protoze ta podminuje kratké cykly sveétlo/tma, kterym
jsou bunky vystaveny pfi ristu. Pro dané zafizeni je nutné nastavit optimalni hustotu
bunék, aby bylo dosazeno nejvyssi fotosyntetické GEinnosti.



Uspésna kultivace vyzaduje také sledovani kultivacnich podminek, predevsim svét-
l3, teploty, pH, koncentrace rozpusténého CO, a kysliku a mnozstvi zivin. Dilezits je
i mikroskopicka kontrola stavu kultury. Vyskyt bakteridlnich i jinych kontaminaci moze
znamenat, ze kultura neni zdrava, a pfedstavuje jedno z hlavnich omezeni pro produkéni
kultivace mikrofas.

Fotosyntetické monitorovaci metody slouZi k nastaveni optimalnich podminek pro rist

mikroras (a produkci biomasy), nebo naopak k nastaveni stresovych podminek pro induk-
ci syntézy cennych sekundarnich metabolity (karotenoidl, skrobu, olejd). Koncentrace
rozpusteného kysliku je povazovana za spolehlivy a citlivy ukazatel fotosyntetické akti-
vity kultur mikrofas. Od devadesatych let se stala fluorescence chlorofylu jednou z nej-
pouzivanéjsich metod pro sledovani fyziologického stavu kultur mikrofas diky citlivosti
3 snadnosti méreni, stejné jako rychlosti ziskani vysledku.

Obr. 3. Laboratorni kultivace mikroras v ruznych objemech od 0,5 do 2 litrt
Kultivatni nadoby jsou osvetleny, temperovany a michany bublanim smési vzduchu s 1-2 % CO,
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Vyzvy a otdzky Mikrorasy - soldrni tovarna v jedné bunce

Kultivacni zafizeni

Startovni kultura, tzv. ndsada nebo inokulum, se obvykle pripravuje v laboratofi.
Nejjednodussim zatizenim pro jeji pripravu jsou osvétlené sklenéné lahve nebo val-
ce umisténé ve vodni lazni a bublané smési vzduchu s CO,, o objemech 0,5-10 litra
(obr. 3). Teprve pak se kultura ptrenese do venkovnich zatizeni. Rozpéstovani ino-
kula z malého objemu az do venkovni velkoplo$né kultivace je nékolikastupriovy
proces a trva nékolik tydnu (obr. 4). Jednotlivé kroky kultivace znamenaji vzdy
naredéni kultury asi o jeden 7ad, aby nedoslo ke svételnému Soku, ktery by mohl
vést ke ztraté kultury. Minimalni koncentrace biomasy ve venkovni kultivaci, aby
nedochadzelo k fotoinhibici, odpovidé asi 5-10 g.m?2 (~100—200 mg chlorofylu na m?).

sbirka kmend

1000t 1001

Obr. 4. Postup rozpéstovani startovni kultury (inokula) mikrofas od monakultury bunék udrzovanych
ve sbirce na agaru pres laboratorni valcové a panelové fotobioreaktory az k venkovni kultivaci na kaskadé
s plochou 90 m? 0 objemu 600-1000 litrd

Pro péstovani produkénich kultur mikroras byla navrzena #ada kultivaénich
systému a technologii s vyuzitim p¥irozeného i umélého osvétleni. Pro kazdé kulti-
vaéni zarizeni je nutné zvazit nékolik zakladnich parametra, kterymi jsou: osvét-
leni, temperace, michani/cirkulace, vyména plyna (dodavka CO,/ odstratiovani O,),
pouzity materidl a ¢isténi. Volba vhodného systému a rezimu péstovani pak musi
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Obr. 5. Priklady otevrenych venkovnich systémd pro kultivaci mikrofas, které mohou byt rozsifeny do

velkych produkénich zavodl

(3) Mélka zdénd nadrz vylozens plastovou folif (osvetlens plocha 10 m?, hloubka 10 cm), kterd je michana
bublanim smesi vzduchu a CO,; Centre for Aquaculture, University of Naples Federico 11, Portic, Italie
(foto J. Masojidek)

(b) Kulatd nadrz michans rotujicim ramenem s bublanim smési vzduchu (+C0,) (osvetlens plocha 1 m?,
hloubka 10 cm, objem 100 |); Institute for Ecosystem Study of the CNR, Sesto Fiorentino, Italie (foto
J. Masojidek)

(c) ObéZny ndhon michany lopatkovym kolesem (osvétlend plocha 60 m? hloubka 30 cm, objem 1800 |);
National Mariculture Center, Oceanographic & Limnological Research v Eilatu, Izrael (foto J. Masojidek)

(d) Kaskady naklonénych ploch s tenkou vrstvou suspenze (< 1 cm), kters cirkuluje pomoci cerpadla (osvétle-
nd plocha 650 m?, celkovy objem 6500 1), Mikrobiologicky Ustav AV CR, v. v.i, v TFeboni (foto archiv MBU)

Fotobioreaktor

Vyraz ,fotobioreaktor” se dnes v fasovych biotechnologiich obvykle pouziva predevsim
pro uzavrené nebo polouzavrené systémy, kde neni primy kontakt mezi kulturou mi-
krofas a atmosférou. Na rozdil od otevienych systémud - michanych naddrzi, ocbéznych
nahonU nebo kaskad - je kultura mikrofas ve fotobioreaktorech chranéna pred povetr-
nostnimi vlivy, a tak je mozno [épe kontrolovat kultivacni podminky a kontaminaci a lze
dosahnout podstatné vyssi skliziové hustoty i produktivity biomasy nez v otevrenych
nadrzich. Zdrojem svétla pro fotosynteticky rUst je bud slunce, nebo umélé zdroje svét-
la (Zarovky, zafivky, vybojky a v soucasnosti prevazné svetlo emitujici diody). Osvetlenou
cast fotobioreaktoru tvorinapf. horizontalné i vertikalné umisténé trubice nebo pane-
ly, v nichZ obiha kultura mikrofas. Fotobioreaktory jsou vyrobeny z priohlednych plastl
nebo skla. Z divodl Udrzby a obsluhy jsou fotobioreaktory pro komeréni produkei ob-
vykle navrzeny jako moduly.
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byt vypracovana specidlné pro kazdy produkéni kmen, protoZe univerzalni kulti-
vaéni systém neexistuje.

Existuji dva zakladni biotechnologické postupy, které se pouzivaji pro kultivaci
mikrofas: prvnim je péstovani v otevirenych nddrzich, které maji plochy az v ¥ddu
stovek hektart; druhy zptsob piredstavuji uzaviené systémy — fotobioreaktory
nebo fermentory.

Otevrené kultivacni systémy

V otevienych systémech — coz jsou p¥irodni ¢i umélé nadrze, obézné nahony nebo
kaskady naklonénych ploch — maji kultury mikroras pifimy kontakt s okolnim
prostfedim. Tyto systémy jsou konstrukéné jednodu$si i provozné levnéjsi nez
fotobioreaktory a slouzi k produkci velkych mnoZstvi biomasy. Podle mistnich
pozadavku a klimatickych podminek se pouzivaji rizné varianty téchto zafizeni
vyrobenych z ruznych inertnich materiala (beton, PVC, laminat, nerezova ocel).
Michéni je zajisténo obéznymi cerpadly, rotujicimi rameny, lopatkovymi koly
nebo bubldnim vzduchem. Velka hloubka suspenze (10-30 cm; pomér ozafené-
ho povrchu k celkovému objemu je obvykle < 10) zptisobuje nizkou primérnou
ozaienost bunék a nedostatetné michdni. Kultury v otevirenych systémech jsou
vétsinou péstovany pii nizké koncentraci biomasy v rozmezi 0,5-1 g biomasy na
litr a produktivita biomasy je zpravidla nizka (-1 g.m2.den!) vzhledem k omeze-
nému michani a nedostatku svétla v hlubsich vrstvach suspenze. Vyhodou je, ze
tyto systémy vykazuji predev§im nizké ndaklady na produkci biomasy, témér se
nepiehtivaji, umoznuji snadny odvod vznikajiciho kysliku a jejich obsluha je rela-
tivné jednoduchda. Oteviené systémy jsou vhodné pro rychle rostouci kmeny nebo
ty, které se kultivuji za velmi specifickych podminek (napt. vysoka alkalita nebo
salinita zivného roztoku). Pro velkoobjemové produkce biomasy se obvykle vyuzi-
vaji mikrotasy Arthrospira, Chlorella, Dunaliella a Nannochloropsis. Velké mél-
ké néadrze o velikosti nékolika km? se pouzivaji naptiklad pro komeréné dspésné
péstovani halofilni (slanomilné) mikrotasy Dunaliella salina v zapadni Australii
k produkci B-karotenu. Produktivita ndadrzi je velmi nizk4 (~1 g [suSiny]. m2.den).
Oteviené nadrze se také pouzivaji pro péstovani Spiruliny a Chlorelly v Japon-
sku, Thajsku, Kalifornii, na Havaji, Taiwanu, v Indii a Cing.

Jinou variantou jsou tenkovrstevné systémy, které se konstruuji tak, aby tloust-
ka vrstvy kultury byla pouze nékolik centimetrt a mohlo tak dojit k dobrému osvét-
leni bunék mikrotas suspenze v celém objemu. Turbulence je zajiSténa cirkulaci
kultury pomoci ¢erpadla. Piikladem jsou tzv. kaskady ,t¥eboriského typu“, které
(Chlorophyta). Kultura mikroias roste v tenké vrstvé (< 1 cm), pomér ozaireného
povrchu k celkovému objemu je obvykle > 100, a tak je mozné dosahnout vyso-
kych hustot biomasy (15-35 g.1'!), coz je vyhodné z hlediska sklizné i zpracovani.
V téchto systémech je mozné dosdhnout velkych vynost biomasy na plochu i objem
(az 40 g [suSiny]. m2.d?) i v mirném klimatickém pdsu. Kaskady zaloZené na kulti-
vaci mikroias v tenké vrstvé suspenze kombinuji vyhody otevicenych systému (pii-
mé sluneéni ozareni, snadny odvod tepla a kysliku, jednoduché ¢isténi a udrzba,
nizsi naklady na produkeci) s nékterymi vyhodami uzavienych systému (dostateéna
turbulence kultury, velkd hustota kultury a dosaZeni vysoké produktivity).



Obr. 6. Pfiklady uzavienych nebo polouzavienych systémi - fotobioreaktor(, které se vyuZivaji pro

velkoobjemavou produkci biomasy mikrofas

() Fotobioreaktor tvoreny soubéznymi fadami vodorovnych sklenénych trubic umisténych ve skleniku
s pomocnym umélym osveétlenim; firma Salata GmbH, SRN (foto C. Grewe)

(b) Dvoutroviovy trubicovy fotobioreaktor tvofeny smyckou plastovych trubic; Centro di Studio dei
Microrganismi Autotrofi del CNR, Scandicci, Itélie (foto G. Torzillo)

(c) Série alveoldrnich plochych paneld postavenych vertikalné (vyrobce firma Subitec GmbH), umisténych
ve skleniku v aredlu tepelné elektrarny firmy Vattenfall v Senftenberqu, SRN (foto J. Masojidek)

(d) Venkovni fotobioreaktor ,Green Wall Panel” je usporédan ze saubéznych plochych paneld
z PE folie (vyrobce Fotosintetica & Microbiologica Srl, Itélie); umistény v Instituto per
lo Studio degli Ecosistemi del CNR, Sesto Fiorentino, Itélie (foto J. Masojidek)

(e) Anuldrni fotobioreaktory tvofené dvéma polyakryldtovymi valci umisténymi jeden uvnitf druhého tak,
aby tvorily kultivatni prostor osvétleny zventi (vyrobce Fotosintetica & Microbiologica Srl, Ttélie);
umisténo v Instituto per lo Studio degli Ecosistemi del CNR, Sesto Fiorentino, Ttélie
(foto G. Chini Zittelli)

(f) Anuldrni sklenény fatobioreaktor o objemu 100 litrd s vnitfnim LED osvétlenim; navrzeno a umisténo
v Mikrobiologickém Ustavu AV CR, v. v.i, v Treboni (foto J. Masojidek)
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Uzaviené systémy - fotobioreaktory

Termin fotobioreaktor se pouziva pro uzaviené nebo polouzaviené michané kul-
tivaéni systémy, které jsou osvétlovany bud prirozenym, nebo umeélym svétlem.
Celosvétové se pouzivd mnoho nejraznégjsich typua fotobioreaktor, jejichz vybér se
tidi pfedev§im pouzitym kmenem, u¢elem kultivace a lokalitou (nékolik ptiklada
je na obr. 6). Ve srovnani s otevirenymi systémy se ve fotobioreaktorech obvykle do-
sahuje daleko vys$si hustoty biomasy, protoZze vhodné podminky kultivace jsou lépe
nastavitelné a kultura mikroras je dobie michana.

Nejjednodussim fotobioreaktorem je osvétleny vak obsahujici kulturu mik-
rofas, ktera je michana pomoci proudu vzduchu obohaceného CO,. Nejbéznéjsi
fotobioreaktory jsou tvotreny systémem prahlednych trubic, vdlet nebo plochych
paneld, které tvori kultivaéni smycku. Jsou vyrobeny ze skla nebo prihlednych
plasti odolnych k vnéj$im vlivim, uspoiddany vodorovné nebo svisle, a to do
smyc¢ky nebo do série vedle sebe. Kultura mikrotas ve fotobioreaktorech cirkuluje
pomoci ¢erpadel nebo proudu stlaéeného vzduchu. Peristaltickd a membranova
Cerpadla jsou pro kulturu ,hydrodynamicky“ méné stresujici nez erpadla odstie-
diva. Fotobioreaktory se obvykle musi ochlazovat, aby byla dodrZena fyziologicka
teplota. Bud se chladi pomoci tepelnych vymeénik nebo st¥ikdnim vody na po-
vrch fotobioreaktoru, pfipadné je mozné ponotit kultivaéni smycku systému do
temperaéniho rezervoaru.

Ve srovnani s otevienymi systémy maji fotobioreaktory fadu vyhod: reprodu-
kovatelné kultivaéni podminky s ohledem na vlivy prostiedi, sniZené riziko kon-
taminace (¢imz se rozsifuje vybér pouzitelnych kmeni), nizké ztraty CO, a mensi
pozadavky na prostor. Naopak uzaviené systémy se obtizné Cisti, material osvét-
lené ¢4sti muze starnout, snizuje se prunik sluneéniho zaieni a systém musi byt
chlazen a zbavovan kysliku, aby nedochézelo k inhibici fotosyntézy. Ve srovnani
s otevirenymi systémy jsou ndaklady na produkeci biomasy nevyhnutelné vyssi. Kon-
strukéni cena a ndklady na obsluhu a ddrzbu jsou asi o ¥4d vy$§i nez u otevirenych
nadrzi (~100 USD m™).

Heterotrofni kultivace mikrofas ve fermentorech

Mikrorasy obvykle rostou fototrofné (energii ziskavaji ze svétla), nicméné nékte-
ré kmeny, napt. Chlorella, Chlamydomonas, Phaeodactylum, Haematococcus, aj.,
mohou rust i heterotrofné (podobné jako bakterie) bez osvétleni, v médiu obsahuji-
cim anorganické soli a také organicky substrat jako hlavni zdroj energie pro rust.
Heterotrofni fermentory pro produkéni kultivaci mikrotas byly testovany v sedm-
desatych letech a jsou Siroce vyuzivany od devadesatych let, piedevsim v Japon-
sku. Komer¢ni fermentory se vyuzivaji v Siroké skdle objemu az do statisica litra.
Fermentory a fotobioreaktory maji mnoho spole¢nych kultivac¢nich zasad: kon-
trolu pH a teploty kultivace, sklizenl, michdni, odplyniovani atd. Vyznamné rozdily
jsou v tom, Ze kultury ve fermentorech rostou v dobie definovanych podminkéch,
bez svétla, ale potiebuji organické slouéeniny jako zdroj uhliku a energie (cukry,
acetat, aj.), vyzaduji intenzivni michani a dostateé¢nou dodavku stlateného vzdu-
chu jako zdroj kysliku pro katabolické procesy. Je také nezbytné pracovat sterilné
s axenickou kulturou, jinak hrozi nebezpeci bakterialni kontaminace. Heterotrof-
ni kultury mohou rast az o ¥ad rychleji nez fototrofni, ale obsah fotosyntetickych



pigmentu v biomase je nizsi. Hustota biomasy muzZe dosdhnout vice nez 100 g na
litr s produktivitou vyssi nez 10 g na litr objemu za den. Fermentory se s ispéchem
vyuzivaji napi. pfi komeréni pramyslové kultivaci mikrotasy Crypthecodinium
cohnii k produkeci kyseliny dokosahexaenové (DHA; C22:6, n3). Obvykle se vyuziva
dvoustupniovy proces: faze rastu bunék v kompletnim rastovém médiu, nasledné se
nadprodukce lipid indukuje limitaci dusikem.

| Biotechnologicky dulezité kmeny mikrofas

Mikrorasy maji ohromnou ekologickou, genotypovou a metabolickou rozmanitost.
Vice nez 100 000 kment mikroias bylo izolovano z pFirodnich stanovist a jsou udr-
zovany ve sbirkach kultur po celém svété (napt. UTEX, Austin, USA; IAM, Uni-
versity of Tokyo, Japonsko; SAG, Gottingen; CCALA, BU AV CR, Tteboii, Cesk4
republika; ISE-CNR, Italie). Bioprospekce i sbirky jsou vyuzivany k vybéru kment,
které by spliovaly pozadované vlastnosti.

Nékteré sladkovodni i motské kmeny se daji péstovat v Fizené algakultute
v kultivaénich systémech, kde lze podminkami ovlivnit metabolické procesy,
a tedy i rust a sloZeni biomasy. Jeden z nejdulezitéjsich faktort rozvoje fasovych
biotechnologii je vyuziti robustnich kment, které rostou rychle, jsou adaptabilni
k podminkam pouzivanych kultivaénich systému a predevsim produkuji vysoké
obsahy pozadovanych latek. Do dnesni doby je jen nékolik kment — Chlorella,
Arthrospira, Dunaliella, Crypthecodinium, Haematococcus a Nannochloropsis,
které maji komeré¢ni uplatnéni ve velkoobjemovych kultivacich v métitku stovek
¢i tisicu litra. Na druhé strané se nékteré kmeny péstuji za vyssich ndakladu ve
fotobioreaktorech, pokud se zaméiime na velmi cenné latky. Piiklady nejcastéji
vyuzivanych produkénich kment mikrotas a jejich biotechnologické vyuziti jsou
uvedeny v tabulce 1.

Arthrospira (Spirulina)

Planktonni sinice (vldkna o délce 50-500 pm a priuméru 3—4 pm) pochézi z alka-
lickych subtropickych jezer v Mexiku, Cadu nebo Barmé. P#i kultivaci vyzaduje
teplotu kolem 35 °C a pH mezi 9-10 s obsahem hydrogenuhli¢itanu. Nejéastéji se
péstuje v obéznych ndhonech nebo michanych nadrzich. Roéni celosvétova produk-
ce je cca 12-15 tisic tun suSené biomasy. Vyhodou je snadna stravitelnost, proto-
ze bunikky nemaji celulézovou sténu. SloZzeni biomasy je velice bohaté na bilkoviny
(55—70 %), které obsahuji esencidlni aminokyseliny. Dédle jsou v biomase obsaZeny
lipidy (5—6 %) véetné polynenasycenych mastnych kyselin (0- a y-linolenova kyse-
lina) a polysacharidy (19 %). Biomasa se obecné vyuziva jako zdroj zdravé vyzivy,
doplnék krmiv pro domadci zvirata a ryby nebo ve farmaceutickém a kosmetickém
prumyslu.

Chlorella

Zelené mikrotasy rodu Chlorella (Chlorophyta) tvori malé kulovité buriky
(2—10 pm). Jsou to velmi rychle rostouci mikrorasy, které zahrnuji kmeny s vy-
sokou teplotni toleranci mezi 15 a 40 °C. Velka rychlost rtstu potlacuje kon-
taminaci jinymi mikrofasami. Chlorella roste dobie fototrofné v anorganickém
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médiu, stejné jako heterotrofné (ve fermentoru napi. s piidavkem glukézy).
Fototrofni kultivace se provadi v michanych nadrzich, obéznych nahonech, kas-
kadach nebo fotobioreaktorech. Celkova ro¢ni produkce je asi 5 tisic tun. Bioma-
sa se vyuziva jako zdrava vyziva a doplnék krmiva pro doméci zvitata a ryby,
stejné tak jako ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Obsahuje proteiny
(az 50-55 % susiny), polysacharidy (10-15 %), lipidy (10-15 %), esencidlni ami-
nokyseliny, nenasycené mastné kyseliny a karotenoidy (pievazné lutein a vio-
laxantin), stejné jako nékteré vitaminy a mineraly. V biomase je obsazena také
nespecifickd smés bioaktivnich latek, oznacovana jako chlorella riistovy faktor
(Chlorella Growth Factor, CGF), kterd m4 imunostimulaéni vlastnosti. Za neptiz-
nivych fyziologickych podminek (napi. nedostatek zivin) produkuji nékteré kme-
ny Chlorelly zvySena mnozstvi polysacharidu a lipida, které mohou byt zdroji pro
vyrobu biopaliv.

Tabulka 1: Biotechnologicky nejcastéji vyuzivané produkéni kmeny mikroras

Produkt a vyuziti Technologie Kmen mikroras

zdrava vyziva, potravni

a krmné dopliiky zavedend Arthrospira (Spirulina), Chlorella
B-karoten zavedena Dunaliella
astaxantin zavedena Haematococcus

Nannochloropsis, Isochrysis,

ziva potrava a krmné dopliiky savedens Chaetoceros, Pavlova, Tetraselmis,
pro akvakultury Phaeodactylum, Skeletonema,
Thalassiosira, aj.

polynenasycené mastné Crypthecodinium, Schizochytrium,

zavedena

kyseliny (PUFA) Phaeodactylum, Nannochloropsis
fyly (lutein, viol i ..

xantofy. v (lutein, violaxantin, ve vyvoji Scenedesmus, Chlorella

zeaxantin)

polysacharidy ve vyvoji Porphyridium

Botryococcus, Nannochloropsis,
tuky, oleje, biopaliva ve vyvoji Phaeodactylum, Thalassiosira,
mutanty Chlamydomonas

Nostoc, Cylindrospermum,

biofarmaka ve vyvon Anabaena, aj.

Dunaliella

Zelené salinni mikrotasy rodu Dunaliella (skupina Chlorophyta) maji bi¢ikaté
buriky o velikosti asi 10 uym s velmi tenkou plazmatickou membréanou. Dunaliella
obsahuje B-karoten (oranzovy pigment, mtze tvorit vice nez 10 % susiny) a je tak
prirozenym zdrojem karotenoidd pro potravni aditiva i krmeni pro akvakultury ryb
a koryst. V burikéach obvykle doprovazi f-karoten i dalsi karotenoidy (pfedevsim



lutein, neoxantin, zeaxantin, violaxantin), které se akumuluji v olejovych ka-
pénkéch. Piirodni B-karoten je uvadén na trh v rtznych forméch: extrakty nebo
praskova biomasa se vyuzivaji jako antioxidant nebo barvivo pro huméanni pouziti
a krmiva. Z biotechnologického hlediska je Dunaliella velmi viyhodnym kmenem,
protoZe se péstuje za vysoké salinity (1-4 M NaCl) v pasivnim i biotechnologickém
reZimu ve venkovnich, mélkych otevienych lagunach nebo nadrzich p#i vysoké oza-
Fenosti a teploté kolem 30 °C (Australie, Izrael, USA a Cina).

Haematococcus

Tato sladkovodni jednobunééna mikrorasa patti mezi jedineéné piirodni produ-
centy karotenoidu astaxantinu (cihlové ¢erveny pigment). Biosyntéza je obvyk-
le doprovéazena transformaci zelenych vegetativnich bunék na ¢ervené cysty ve
stresovych podminkach, kterou provazi akumulace astaxantinu (1-4 % biomasy).
Roste pomalu pii 25-28 °C, coz zpusobuje nachylnost ke kontaminaci jinymi mik-
rorasami. Kultivace proto nejéastéji probiha dvoustupnoveé — v uzavieném systému
se pfi nizké ozarenosti péstuje zelend forma, kterd je nasledné vystavena stresu
(nedostatek Zivin v kombinaci s vysokou ozafenosti), aby se transformovala na
tervenou formu obsahujici astaxantin. Podobné jako -karoten slouzi i astaxantin
v raznych forméch (biomasa nebo ¢isty pigment) jako Géinny antioxidant (lapac re-
aktivnich kyslikovych radikalt) pro zdravou vyzivu ¢lovéka a jako prirodni barvivo
pro krmeni v akvakulturach ryb a korysa. Produkce biomasy je ve stovkach tun,
nicméné se jednéa o produkt s vysokou ptidanou hodnotou.

Crypthecodinium

Tento kmen patii do skupiny obrnének (Dinoflagellata), které rostou ve vodach jak
sladkych, tak i brakickych a motskych. Crypthecodinium se péstuje heterotrofné
ve fermentorech. Z hlediska biotechnologického je dulezité jako producent PUFA,
dokosahexaenové kyseliny (C22:6, ®-3).

Nannochloropsis

Rod Nannochloropsis (skupina Eustigmatophyceae) jsou drobné, prevazné moi-
ské jednobunééné mikrorasy o velikosti jen 2—3 um, coZ je nevyhodou pro separa-
ci bunék. Mikrotasy rodu Nannochloropsis obsahuji velké mnozstvi karotenoida
(violaxantin, zeaxantin a dalsi). Z biotechnologického hlediska jsou velmi cenné,
protoze dokazi akumulovat velké mnozstvi oleji (60-70 % biomasy), véetné polyne-
nasycenych mastnych kyselin (eikosapentaenova kyselina, C20:5, ®-3). V soutasné
dobé se pouzivaji kultury piredevsim jako energeticky bohaté Zivé krmivo pro akva-
kultury juvenilnich stadii ryb a korystu. Tato mikroiasa se poklada také za jeden
z potencialnich zdrojt biopaliv z mikroias. Navic se ukazuje jako slibny kmen pro
genetické manipulace zaméiené na zvySeni produkce cennych latek.

| Mikrofasy pro akvakultury

Kultivace mikroias je soucasti provozu komerénich akvakultur, protoze se ke kr-
meni larvalnich stadii ryb, mékkyst a korysu pouziva rada kment, napt. Nan-
nochloropsis (Eustigmatophyceae); Isochrysis a Pavlova (Haptophyta); Tetraselmis
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(Prasinophyceae), Chlorella, Dunaliella a Haematococcus (Chlorophyceae);
Phaeodactylum, Skeletoma a Navicula (Bacteriophyceae). Mikrotasy jsou vyuzi-
vany bud pfimo jako nahrada piirozené planktonni potravy (zivé krmivo), nebo
v podobé zpracované biomasy jako ptidavek do krmiv. Vyznam mikrofas spo-
¢iva ve zvySeni nutriéniho obsahu (proteiny, lipidy, polysacharidy, karotenoidy,
mastné kyseliny, atd.). Zivé kultury mikrofas navic pozitivné ovliviiuji i zdravi
a fyzickou kondici ryb, protoZe zlepSuji prostiedi v akvakultuie produkei kys-
liku, spotfebou CO, a odpadnich zZivin (biofiltrace) a potla¢enim rastu bakterii
(tzv. green-water technique), coz se projevuje zejména lepSim piezivanim a rus-
tem juvenilnich stadii ryb a kory$t. V Izraeli byla vypracovédna uzaviend techno-
logie pro udrzitelné akvakultury jako integrované systémy kultur mikroias (nebo
makrotas), algivort (mlz) a ryb, vétSinou v oddélenych nadrzich. Takové uzavie-
né systémy jsou ¢asto nezbytné, protoze komeréni morské akvakultury provozo-
vané ve velkém méritku (hlavné klece nebo nadrze s rybami ¢i krevetami) zne-
¢istuji pobtezni vody tak, Ze ¢ini dalsi rtst tohoto odvétvi v mnoha édstech svéta
neudrzitelnym.

| Zoracovani biomasy mikrofas

Mikrorasy jsou vhodnymi producenty biomasy, protoze nékteré kmeny maji ve
srovnani s bézZnymi plodinami o ¥ad vyssi G¢innost pfemény solarni energie a fi-
xace CO, na biomasu. Napéstovani Fasové biomasy je ale jen ¢édst cesty ke konec-
nym produktim. Po sklizni se fasova suspenze nejprve zahusti odstfedénim nebo
filtraci, dle potieby se tento proces doplni o promyti, které odstrani nezéddouci me-
tabolity, piebytetné Zziviny a bakterie. Zahus$téna suspenze mikroras je ndsledné
zchlazena a vznikla ,iasova polévka“ se poté ususi. Schéma celkového kultiva¢niho
procesu je znazornéno na obr. 2. Jedna se o nékolikastupnovy proces, v némz je
vedle vlastni produkce biomasy mikrofas velmi podstatny a energeticky zna¢né
néroény zejména proces ziskdni zahusténé biomasy (oddéleni bunék od Zivného
média). To vyZzaduje jeden nebo vice krokd oddélujicich pevnou fazi od kapalné,
protoze nizka hustota bunék (obvykle v rozmezi 0,3-5 g/1) a mala velikost nékte-
rych mikrotas (v rozmezi 2-40 pum) zpusobuji zna¢nou naro¢nost celého procesu.
Volba zptsobu zpracovani zahusténé biomasy (down-stream processing) pro urcity
kmen je zdsadni pro ekonomickou produkci. Muze piedstavovat asi 25 % celkovych
nakladd na produkei biomasy.

Podle velikosti a tvaru bunék se pro sklizen (zahus$téni) kultury mikroias po-
uzivaji razné metody — pasivni sedimentace v kénickych nadobach, odstiedéni,
filtrace, flotace nebo flokulace. Zatim nejpouzivanégjsi technikou sklizné kultur
mikrotas je odstfedéni v prutokovych centrifugach, u fidkych kultur se prediazu-
je membranova filtrace. P¥i dobré separaci (tzn. odvodnéni) je mozné dosahnout
20-30% obsahu biomasy ve vodné suspenzi.

Konvenéni filtrace je vhodnou metodou jen pro relativné velké buriky nebo vlak-
na (~70 pum, napt. Arthrospira nebo Coelastrum), které lze oddélit pomoci husté
tkaniny na vibraénich sitech. Pro vyuziti této techniky u mensich bunék (< 20 pm,
napi. Chlorella nebo Scenedesmus) je nutno pouzit modifikovanych zptsobt, jaky-
mi jsou membranova filtrace, ultrafiltrace nebo tzv. cross-flow filtrace.



Pri flokulaci se vyuziva pritomnosti specifické latky, flokulantu (polyvalentni,
Casto polymerni kationty), ktery snizi negativni naboj fasovych bunék a vytvoii
agregaty. V praxi se nejcastéji pridavaji soli jako FeCl,, AL(SO,), nebo Fe,(SO,),.
Tato metoda se ¢asto vyuziva k odstranéni ptirodnich vodnich kvéta. Dalsimi moz-
nostmi jsou bioflokulace pomoci chitosanu (netoxicky polymer acetylglucosaminu),
autoflokulace zménou hodnoty pH nebo ko-flokulace ve smésich uré¢itych kmenu
mikrotas.

Flotace je zpusob separace bunék zalozeny na zachyceni bunék mikroias s po-
moci dispergovanych bublinek vzduchu. Jeji hlavni piednosti je nepfitomnost ja-
kychkoli chemikélii. Testuji se také metody sklizné bunék magnetickou separa-
ci, kdy se mikrotasy zachytdvaji na magnetické ¢dstice (napt. Fe,O,). Praktické
uplatnéni této techniky je omezeno na ¥idké kultury, podobné jako flokulace nebo
membrénové filtrace.

Rozbiti (dezintegrace) bunék je dulezity krok pied suSenim, pokud maji mikro-
tasy (napi. Chlorella, Haematococcus) pevnou celulézovou sténu, kterou ¢lovék
neni schopen stravit. Dezintegrace bunék tak umozni, aby se jejich cenny obsah
stal pro ¢lovéka dostupnym. Provadi se napi. abrazi s balotinou, ultrazvukem,
vysokym tlakem nebo ptisobenim enzymdu.

Zahusténou a dezintegrovanou biomasu mikrotas lze vyuzit piimo napt. pro kr-
meni zvitat. Ve vétsiné potravnich a dalsich aplikaci je nutné suspenzi mikrotras
dehydratovat, aby obsah vody v biomase byl pod 5 %. Lze vyuzit vysuSeni na slunci,
sprejové suseni nebo lyofilizaci. Posledné zminén4d metoda je nejSetrnégjsi, ale velmi
ndkladnad, zatimco su$eni na slunci je levné, ale maze dojit k degradaci biomasy.
Nejpouzivangjsi metodou v pramyslovém méritku je sprejové suSeni, pii némz se
suspenze bunék rozsttikne do proudu horkého vzduchu v komoie sprejové susarny
a prasek susené biomasy sedimentuje ve sbéraci. Pii tomto procesu se obvykle na-
rusi i bunééné stény a neni potieba dezintegracni krok.

Po ususeni mohou nésledovat dalsi technologické kroky v podobé extrakei téin-
nych latek, napiiklad barviv, oleji, vitamint a podobné. Extrakéni ¢inidlo — polarni
nebo nepolarni — se lisi podle povahy extrahovanych latek. Sofistikovanym a velmi
Setrnym zpusobem ziskani ucinnych latek je tzv. superkriticka extrakce, kdy za
urcitych teplot a tlaku maji extrakéni ¢inidla zaroven vlastnosti plynu i kapaliny
(napt. oxid uhli¢ity). P¥i vhodné nastaveném poméru teplota : tlak se plyn zaéne
chovat jako kapalina a je mozné s nim extrahovat.

| Vyuziti mikrofas

Mikrorasy se jako fylogeneticky velmi staré organismy piizpusobily Siroké Skale pro-
ménlivych podminek a extrémnich stanovist. To mélo za nédsledek, Ze si vyvinuly fadu
ochrannych systému proti riznym stresortim — extrémnim teplotdm, salinité, nutric-
ni limitaci, desikaci (extrémnimu vysus$eni), obvykle jesté v synergii s vysokou ozaie-
nosti. Proto ve svych burikach produkuji razné sekunddrni metabolity, ochranné nebo
zasobni latky, jako jsou pigmenty, lipidy, polynenasycené mastné kyseliny (PUFA),
antioxidanty, cytostatické, antifungalni nebo antibakteridlni latky (tabulka 2).

Za poslednich asi 60 let prinesly Fasové biotechnologie fadu aplikaci — od tra-
diéni produkce biomasy pro lidskou a zvifeci vyZzivu pfes uplatnéni v technologiich
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¢isténi odpadnich vod az po pouZiti biomasy pro kosmetiku a farmacii a nejnovéji
jako zdroje biopaliv. Kultury mikrotas jsou také aplikovany k vylepSeni struktury
a kvality pudy jako biostimulanty ¢i biopesticidy nebo se vyuzivaji jako potrava
v akvakulturdch vodnich Zivoéichu (ryby, korysi, mékkysi), piipadné pii bioreme-
diacich. Od prvniho desetileti tohoto stoleti pfebira svou roli genetické inzenyr-
stvi — cilené nadprodukce uréitych latek lze dosahnout bud vnesenim uréitého
genu (DNA) do jiného, produkéniho mikroorganismu nebo jsou cilené ,vylepSova-
ny“ jiz znamé kmeny. Evropska legislativa je zatim ke genetickym manipulacim
mikroorganismu spiSe odmitava.

P#i vyuziti biomasy mikrotas se ¢asto hovoti o biorafinaci. Je to postup obdobny
klasické rafinaci ropy, kdy z biomasy ziskdvame komplexnim zpracovanim pte-
devsim cenné latky s vysokou piidanou hodnotou a nésledné se vyuziva zbytek —
proteiny, lipidy i polysacharidy — jako biopaliva, potraviny, krmiva a zdroje chemic-
kych latek, ptipadné hnojiva nebo jiné produkty.

Ve vétsim komerénim méfitku jsou zatim mikrotasy vyuzivany v potravinai-
stvi, krmivarstvi, kosmetice a farmacii.

Mikrofasy ve vyzivé

V piirodé stoji mikroiasy jako producenti na po¢atku potravniho fetézce. Obsahuji
Siroké spektrum nutriéné dulezitych latek: proteina, aminokyselin, polysacharida,
lipida, pigmentd, nukleovych kyselin (tabulka 2).

Tabulka 2: Nutriéné dilezité latky obsazené v biomase mikrofas, kromé proteinl, polysacharidu
a lipido

chlorofyl, fykocyanin, fukoxantin,
barviva a antioxidanty B-karoten, astaxantin, lutein, zeaxantin,
kantaxantin

linolenova, arachidonova,
eikosapentaenova a dokosahexaenova

A, B1, B2, B3, B6, B12, C, E, H, kyselina

polynenasycené mastné kyseliny (©-3, ©-6)

itami . .
viaminy listova, kyselina pantotenova
esencialni aminokyseliny leucin, valin, arginin, lysin, izoleucin,
(> 5 g/100 g proteint) fenylalanin, thyrosin

antibakterialni, antivirové a fungicidni
ostatni latky, toxiny, proteiny, steroly, vitaminy,
mineraly, vlaknina a dalsi

Primarnim produktem je biomasa, nejcastéji ve formé doplinkt stravy nebo
tzv. funkénich potravin (které mimo zdkladni nutriéni funkei podporuji zdravi
a prevenci nemoci). Vyzivové dopliiky piichdzeji na trh vétsinou jako tablety, kaps-
le nebo jako prasek rasové biomasy, ktery je mozné piidavat do potravin (jogurty,
napoje, petivo). Nékteti producenti nabizeji i extrakty z vybranych druht mikro-
fas. Stejné se biomasa mikrotfas vyuziva jako nutriéni doplnék krmiv, v nichz je
zdrojem proteint, lipida, vitamind, minerdla a dalezitych bioaktivnich latek.



Jen mikrotasy (a nékteré vyssi rostliny) syntetizuji polynenasycené mastné ky-
seliny (PUFA), které jsou dulezité pro kardiovaskularni systém a fyzickou kondici.
V soucasnosti maji PUFA (napt. kyselina linolov4, linolenova, arachidonova, eiko-
sapentaenova a dokosahexaenovd), podobné jako karotenoidy, velmi rozsahly trh
pro vyuziti v potravindistvi a krmivafstvi.

Biomasa mikrotas obsahuje prakticky v§echny esencidlni aminokyseliny, majo-
ritné jsou zastoupeny leucin, valin, arginin, lysin, izoleucin, fenylalanin, thyrosin
(> 5 g/100 g proteint). V menSim mnozstvi je zastoupen napi. i tryptofan, ktery
chybi v mase ¢i mléce.

Podobnou dutlezitost jako PUFA i esencidlni aminokyseliny maji i karotenoidy
(B-karoten, astaxantin nebo lutein) jako koloranty pro vybarveni kuze okrasnych
ryb ¢i korysa nebo pefi ptdkh. Nejvétsi uplatnéni nachdazi astaxantin piedevsim
v chovech lososti nebo pstruhd, kde je nezbytny pro vybarveni masa. Synteticky
produkt sice kryje 95 % spotieby, ale ve stale vice zemich (Japonsko, USA, Kanada)
se dava prednost prirodnimu astaxantinu, ktery se ziskava z krunyit morskych
koryst nebo z mikroiasy Haematococcus. A¢koliv se do krmiv lososovitych ryb pfi-
déva pouze malé mnozstvi astaxantinu, podili se tento pigment az na 20 % ceny
krmiva. V posledni dobé stédle populdarnéjsi pstruh ,lososovy“ je vlastné bézny
pstruh krmeny potravou bohatou na astaxantin, ktera dodda masu pozadovanou
lososovou barvu.

Mikrorasy jsou vzhledem ke své schopnosti akumulovat kovy i nekovy velmi
vhodné pro inkorporaci nékterych biogennich prvki do biomasy, napt. chromu, Ze-
leza, j6du, selenu, zinku a dalsich. Organicky vdzané prvky jsou pak vhodnymi do-
pliiky stravy nebo krmeni, pokud je diagnostikovana jejich deficience v organismu.

Dopliiky vyzivy z mikrofas musi spliiovat vS§echny prislusné pozadavky na kva-
litu a zdravotni standardy potravin, tzn. povoleny obsah §kodlivych nebo toxickych
latek z hlediska rizik, jako jsou tézké kovy (olovo, kadmium, rtut a arzén), p¥i-
rodni toxiny, bakteridlni kontaminace, pesticidy, dioxiny, polychlorované bifenyly,
polycyklické aromatické uhlovodiky, perzistentni organické polutanty a dalsi. Pro-
vozy pro produkci mikrofas a jejich ndsledné zpracovani musi mit pochopitelné
zavedeny a schvaleny systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich
bodu (HACCP).

Cenné a bioaktivni latky pro farmacii a kosmetiku

Dalsi dulezitou oblasti je uplatnéni mikrofas jako zdroje uréitych bioaktivnich
latek vyuzitelnych pro farmaceuticky primysl. Kultury mikrotas jsou idedlni
platformou pro produkci latek s vysokou piidanou hodnotou, protoze piedstavuji
fizené, velmi flexibilni ,biotovarny“ pohdnéné sluncem, s nizkymi pozadavky na
provoz.

Vzhledem k fototrofnimu ristu jsou mikrotasy vystaveny ptritomnosti reaktiv-
nich kyslikovych radikéla a vyvinuly si proto mechanismy ochrany. Jsou to napt.
lipofilni lapace (scavenger) reaktivnich radikéla (karotenoidy, zejména f-karoten,
o-tokoferol, lutein a astaxantin). Polysacharidy obsaZené v mikroiasiach piedsta-
vuji dalsi vyznamné bioaktivni latky. Prikladem je unikatni bioaktivni latka chlo-
rella rustovy faktor CGF (Chlorella Growth Factor), ktery se izoluje jako vodny ex-
trakt biomasy. Je smési raznych slozek — nukleopeptida se sirou a polysacharidi,
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z nichz nejdulezitéjsi je f-1,3-glukan. Jako imunostimulant podporuje CGF rege-
neraci tkani a ochranu bunék proti nékterym toxickym latkam, odolnost k raznym
chorobam a také zpomaluje proces starnuti.

V ramci celé skupiny mikrotas jsou z hlediska produkce bioaktivnich latek (se-
kundérnich metabolit) nejzajimavéjsi sinice. Obsahové latky sinic je mozno tiidit
podle raznych kritérii, nejéastéji to v§ak byva podle biologického Géinku nebo na
zakladé chemické struktury studované latky. MaZeme proto ramcové rozlisit bioto-
xiny a cytotoxiny. Ty prvni jsou schopny usmrtit vicebunééné organismy, ty druhé
indukuji smrt jednotlivych bunék ¢i jednobunéénych organismu. Pokud se tyce che-
mickych struktur bioaktivnich latek, sinice obsahuji piedevsim cyklické a linedrni
peptidy, depsipeptidy, polyketidy, makrolidy, cyklické étery, alkaloidy (heterocyklic-
ké slouéeniny), terpenoidy, makrolaktony, derivaty nukleosida a lipopolysacharidy.

Velmi dulezitou skupinou bioaktivnich latek jsou cyanotoxiny, které produkuji
piedevsim sinice tvorici vodni kvéty (napi. Microcystis, Anabaena a Aphanizome-
non). Tyto latky mohou byt kategorizovany jako neurotoxiny, hepatotoxiny, geno-
toxiny, imunotoxiny a embryotoxiny, podle afinity k buitkkdm specifické tkané. Nic-
méné vétsina téchto latek vykazuje biologickou aktivitu smiSenou. Cyanotoxiny
jsou sice toxické pro zvitata i ¢lovéka, ale mohou byt i potencidlnim zdkladem 1é¢i-
vych pripravka. Rozsahlé testovani novych kmenu v fadé svétovych laboratoii se
proto zaméruje na sekundarni metabolity jako potencialni biofarmaka. Tyto latky
produkuji nékteré sinice (napt. rodu Nostoc, Cylindrospermum, Anabaena) v raz-
nych fazich rtstu. Charakter bioaktivnich latek (napi. puwainafycinu, tolytoxinu,
nostotrebinu, aeruginosinu, anabaenopeptinu), které byly izolovany z téchto kme-
nt v laboratoiich MBU v T¥eboni, je velmi rozdilny — od oxadiazint p¥es neribo-
zomalni linearni peptidy a cyklické lipopeptidy azZ po polyfenoly. Maji antivirové,
antibakterialni a antifungalni G¢inky, jsou to také cytotoxické latky, stejné jako in-
hibitory protedz. Jejich studium je vyznamné pro hleddni novych protinddorovych
pripravka, antibiotik a jinych 1ékd.

Vzhledem k tomu, Ze mikrotasy rostou fototrofné za kontrolovanych podmi-
nek, mohou inkorporovat také nékteré stabilni izotopy z anorganickych slou¢enin
(napt. BC, YN, 2D) do svych produktt, napi. polysacharida nebo proteinta. Ruzné
biologické produkty oznacené stabilnimi izotopy se pouzivaji jednak pro védecké
udely (zjistovani struktury molekul nebo fyziologické pokusy), ale predevsim pro
klinické ucely (diagnostické testy).

Kosmeticky prumysl vyuZivd nejen ¥adu latek z motskych makroskopickych
tas, ale vyhleddavanou surovinou pro kosmetické ptripravky jsou i mikrotasy. Ami-
nokyseliny a nukleové kyseliny vyzivuji a hydratuji pokozku, vitamin E a karo-
tenoidy pusobi jako antioxidanty, ostatni vitaminy a lipidy pasobi proti starnuti
pokozky, podporuji regeneraci tkani a podobné. Piipravky na pomezi kosmetiky
a dermalnich 1é¢iv byly pouzivany naptiklad ve veterindrni mediciné k podpoie
kvality srsti u pst a kocek nebo se ve formé suspenznich masti uzivaly k urych-
leni hojeni ran.

Biopaliva z mikrofas
Rist zdjmu o biopaliva vyrédbéna z rostlinné biomasy byl vyvolan predevsim sna-
hou nahradit draha a ubyvajici fosilni paliva obnovitelnymi, uhlik-neutralnimi



zdroji. Tim by se zvysila udrzitelnost Zivotniho prostiedi, protoze by se vyuzivaly
i civilizaéni ,,odpady“. Oleje nebo Skrob obsazené v biomase je mozné konvertovat
na bio-diesel, bio-olej, nebo bio-etanol (obrazek 7). Biomasu lze také fermentovat
na bioplyn nebo ji pfimo spalit a vyrobit elekt¥inu nebo teplo. Je téZ mozné ji zpra-
covat termochemickymi metodami na olej nebo syngas (smés plynd, piedevsim
CO a H,), ktery je zcela zdsadni surovinou pro nasledné vyuziti v rafinériich.
Za urcitych podminek mohou mikroiasy produkovat i bio-vodik.

V poslednich desetiletich je problematika biopaliv z mikroias intenzivné studo-
vana na fadé vyzkumnych pracovist, protoZe je celosvétovou snahou snizit spotie-
bu fosilnich paliv a nahradit je biopalivy.

Obr. 7. Buika mikrofasy jako fotosynteticks ,bunécéna tovarna” pro produkci biopaliv

/drojem biopaliv (bio-diesel, bio-olej, bio-etanol) z biomasy jsou predevsim oleje nebo Skrob. Biomasu je
mozné téz fermentovat na bioplyn nebo ji pfimo spélit a vyrobit elektfinu nebo teplo. Je téZ mozZné ji
zpracovat viemi termochemickymi metodami na kapalna biopaliva (bio-olej, bio-nafta) a predevsim pak na
syngas (smés plynu, predevsim CO a H,), ktery je zcels zésadni surovinou pro nasledné vyuziti v rafinériich.
/3 urcitych podminek mohou mikrofasy produkovat i bio-vodik
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Hlavnim problémem jsou dosud vysoké produkéni ndklady na biomasu, které
zpusobuji predevs§im nizka produktivita, nedostateé¢na technicka vyspélost kulti-
vacnich zatizeni, vysoké provozni ndklady (energie na provoz — elekttina, teplo)
a cena vstupnich surovin (voda, CO, jako zdroj uhliku, Ziviny — fosfaty, dusi¢nany,
zeleznaté soli a dalsi). Ziskdvani energie z konvenénich zdroju je tak stale ¥adoveé
levnéjsi. Snizeni ndkladt na produkei biomasy by bylo mozné dosdhnout u rychle
rostoucich kment mikrofas vyuzitim ,odpadni“ energie nékterych prumyslovych
zartizeni (elektrarny, spalovny, bioplynové stanice, akvakultury), které mohou byt
i zdrojem ,levného“ odpadniho CO,, piipadné i nutrientt (dusi¢nany, fosfaty aj.).

Mikrorasy maji z hlediska paliv vyrazné vyssi potencidl ve srovnani s ostat-
nimi zdroji biomasy. Nékteré druhy, naptiklad Nannochloropsis nebo Chlorella,
mohou akumulovat az 60 % zasobnich latek (lipida nebo polysacharida), pokud
rostou za ur¢itych podminek. Problémem je, ze vSechny kmeny produkujici zvyse-
nd mnozstvi oleju nebo Skrobu rostou pomalu, protoZze velkou ¢ast energie ziskané
fotosyntézou investuji pravé do syntézy zasobnich latek, a nikoliv do rastu. Navic
je obvykle nutné provést zasah do kultivaéniho procesu (,,zhor$eni“ kultivaénich
podminek, napi. nutriénim stresem), aby doslo k hromadéni energeticky bohatych
latek, coz jesté vyraznéji zpomali rust.

Rada spole¢nosti a statnich agentur po celém svété nyni masivné investuje do
vyzkumu mikroias a vyvoje velkoplosnych kultiva¢nich systému, aby se snizily
produkéni nédklady na biopaliva (Exxon Mobil, Solix, GreenFuel Technologies,
BioFuel Systems, Solazyme, AlgaeLink, aj.). Sou¢asné technologie produkuji tunu
biomasy mikroias za tisice dolart, coz je o jeden az dva *ady vice, nez by bylo pro-
fitabilni pro produkeci biopaliv. Nicméné tento zamér vyrazné zrychluje vyzkum
v fasovych biotechnologiich. Podstatny pokrok ve vyuzitelnosti téchto technologii
1ze oc¢ekavat v horizontu 10 az 15 let.

V podminkéch Ceské republiky se nabizi FeSeni umistit kultivaéni za¥izeni
v blizkosti primyslovych nebo chemickych aredld, které maji piebytek odpadniho
tepla, CO, a zdroje odpadnich dusi¢nant a fosfati. V jednoduché sklenikové kon-
strukei by bylo moZné roz§ifit sezénu pro provoz kultivaénich zatizeni, ktera by
kombinovala vyhody otevienych i uzavienych systému. VyuZiti vySe zminénych
,odpada“ z pramyslu nebo energetiky by pak kompenzovalo umisténi kultivaci
do oblasti mirného pasu s mensi intenzitou slune¢niho svitu. Biomasa by se na
misté zpracovala na biopaliva nebo chemické suroviny dostupnymi technologiemi,
a tak by odpadla slozita logistika dopravy surovin a produkti. Zpétné vyuziti pra-
myslovych odpadt by zaroven sniZilo ekologickou zatéz prostiedi, pifedev§im emise
CO,do ovzdusi adusi¢nanti a fosfati do povrchovych vod.

Dalsi moznosti, jak vyuzit biomasu, je termochemicka konverze (tepelny anae-
robni proces), tj. zpracovani na razné produkty — olej, uhlik a plyn. Termochemické
zkapalriovani nevyzaduje suSeni biomasy, je mozné vyuZzit biomasu s obsahem vody
nad 60 %, a proto méa tato metoda jasnou vyhodu ve srovnani s pyrolyzou. Vysledna
kapalna bezvoda frakce obsahuje bio-olej (a dehet), ktery vznika ze vSech orga-
nickych latek v burce (lipidd, proteind, vldkniny, sacharida), a proto dava vyssi
energeticky vytézek nez pouze samotné lipidy.

Mikrotasy jako napt. Chlamydomonas jsou za urcitych podminek schopné
produkovat také vodik. Jiz po fadu desetileti se o této cesté uvazuje jako o velmi
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elegantnim feSeni. BohuZel biologicka produkce vodiku piedstavuje pomérné slo-
zity proces, ktery spo¢iva v tom, Ze burky mikroias jsou schopné fotosynteticky
Stépit vodu na kyslik a protony. Pii nedostatku siry a za anaerobnich podminek
mikrotfasy prepnou z produkce kysliku na vyvoj vodiku, protoze se ¢daste¢né potlaci
citlivost enzymt hydrogendaz ke kysliku. Bohuzel ani tento proces se v brzké bu-
doucnosti (pokud vibec) zifejmé nestane schiidnou a rentabilni cestou k obnovitel-
nym zdrojum biopaliv.

Pres svij nesporny potencidl v oblasti alternativnich zdroja paliv stale existu-
je mnoho problému, které brani masovému rozvoji fasové biotechnologie pro ko-
meréni vyuziti. Mezi ukoly vyzkumu a vyvoje patii piedevsim: (1) vybér vhodnych
kmenu s vys$§im obsahem vychozich latek; (2) dosaZzeni vyssi fotosyntetické uéin-
nosti zdokonalovdnim produkénich systémi; (3) propracovani péstebnich postupt
pro vybrané kmeny mikroias a (4) snizeni vyrobnich nakladu, tj. spotieby energii,
zivin a vody.

Environmentalni biotechnologie

Environmentalni aplikace jsou velmi zadanou oblasti biotechnologie, ktera se vé-
nuje vyzkumu a uplatnéni biologickych procest pro sanaci kontaminovaného pro-
stredi, tedy vody, ptudy i vzduchu. Od minulého stoleti jsou mikrofasy pouzivany
pro bioremediace, protoze pokud jsou klimatické podminky pi#iznivé, mikrorasy
rychle rostou a maji vysokou toleranci k fadé toxickych latek. Kultury mikroras,
nékdy v kombinaci s jinymi mikroorganismy, jsou vyuzivany k ¢isténi komundlnich
a zemédélskych odpadnich vod, stejné jako prasakt z komunédlnich skladek, od-
padnich vod z potravindiské a priamyslové vyroby nebo rybich akvakultur. S pomo-
ci mikroras je tak moZné snizovat zivinové zatizeni (eutrofizaci) povrchovych vod.

Mikrotfasy mohou byt vyuzity i k odstranéni tézkych kova, protoze maji schop-
nost tyto kovy akumulovat (nap¥. kadmium, olovo, rtut, zinek, arzén, chrom,
nikl, aj.) Casto se také uvaZzuje o pohlcovani (sekvestraci) odpadniho CO, ze spa-
linovych plyna v produkénich kultivacich mikrotas, ale vzhledem k obrovskému
mnoZstvi oxidu uhli¢itého vznikajiciho pdlenim fosilnich paliv je fasova biotech-
nologie jen kapkou v moti. V roce 1990 byl proveden uspésny pokus v Elbingerode
(SRN) s vyuzitim CO, z kominovych plynt, vznikajicich pfi vyrobé vapna z arago-
nitu, pro péstovani mikrotas ve fotobioreaktoru o objemu 10 tisic litrt. Problémem
v tomto piipadé je, Ze odpadni CO, nebo Ziviny mohou obsahovat nezddouci pii-
mési, které znehodnocuji vyuziti biomasy pro nutriéni déely.

Uvazuje se i o vyuziti kultur mikro#as v odstrariovani dalsich §kodlivych mikro-
polutant, jako jsou polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky,
chlorované perzistentni organické latky, 1é¢iva, hormony, aj., které jsou obsazeny
v odpadnich vodach.

| Vyhlidky fasovych biotechnologii

Z pohledu biosyntézy nabizeji mikrorasy moznosti alternativnich metabolickych
cest pro produkci novych bioaktivnich latek. Prvni ptistup k budoucimu roz-
voji nemusi zahrnovat genetické modifikace produkénich kmenu, ale spoéiva:
(1) v prohlubovani nasich biologickych znalosti o stavajicich kmenech mikrotas



a jejich metabolitech; (2) v bioprospekci novych kmenu a potencidlnich produkti;
(3) v nastaveni urcitych rastovych podminek a (4) ve vylepSeni vyrobnich procest
a technologii. Vybér kment muze zahrnovat i vyuziti metabolomickych databazi,
stejné jako bioprospekei, které mohou najit nové kmeny, piipadné definovat nové
bioaktivni latky. Faze optimalizace spo€iva v intenzivnim vyzkumu zaloZzeném na
znalostech biologie mikroias, navdzaném na bioinZenyrstvi.

Genetické inZenyrstvi predstavuje tplné odlisny piistup. Molekularni biotech-
nologie je problematika ¢asto diskutovana z hlediska etického a environmental-
niho, protoze prirodni geneticky materidl je pozménén a vznika v podstaté jiny
organismus. Pro biotechnologické vyuziti se jednd bud o konstrukeci geneticky
modifikovanych kment mikrotas, které by prokazaly zvySenou syntézu nékte-
rych cennych latek, cestou modifikace uréitych gend produkéniho kmene, nebo
o pirenos uréitych genu a vlozeni do jiného (transgenniho) mikroorganismu, napi.
rychle rostoucich bakterii. Znamenalo by to napi#iklad konstrukci geneticky mo-
difikovanych kmenu mikroras, které by produkovaly vysoké procento ,energetic-
kych® substratt v burice, napt. oleju. U eukaryotnich kment mikrofas jsou, na
Sinice jsou nepomérné pristupnéjsi ke genovym manipulacim vzhledem k mensi
bariéie raznych obalovych membran, které brani inkorporaci exogenni DNA do
genomu prijemce.

Mikrotasy jsou také slibnou platformou pro zvySenou produkci cennych latek,
protoZze mohou byt péstovany v masovém métitku. Rekombinantni proteiny, jako
napi. vakciny, terapeutické protildtky a pramyslové enzymy, mohou byt produ-
kovany za relativné nizkych ndkladi. Nékteré cenné rekombinantni proteiny
byly vyrobeny v chloroplastech mikroiasy Chlamydomonas, u které bylo popr-
vé vyuzito mnoho z transformacnich technik, a poté pouzity na jiné skupiny
mikrofas.

Posledni dvé desetileti ptinesla vyrazné pokroky genetického inZenyrstvi, ale
presto bylo vétsiho tspéchu dosaZeno jen u nékolika modelovych kmentd mikro-
fas. Zatim nejsme schopni standardizovat genetické a metabolické manipulace pro
komeréné dutlezité kmeny. Je potieba ziskat mnohem vice zkuSenosti a znalosti
mechanismn, které ¥idi regulaci genové exprese u mikroras.

Autori dékuji vsem spolupracovnikiim, jmenovité Ing. Karoliné Ranglové
z Centra Algatech, za jejich naméty, pFipominky a diskuse pri psani textu.
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produkci biopaliv (analyza soucasného stavu a moZnosti). Studie vypracovana
pro Ceskou technologickou platformu pro uZiti bioslozek v dopravé a chemickém
primyslu. 2010; Richmond A., Hu Q. (eds.). Handbook of microalgal mass culture:
applied phycology and biotechnology. Blackwell Science 2013.



I Potraviny pro budoucnost

Jiz v Sedesatych letech se v Tfeboni zacalo s kultivaci mikrotas, jejimz cilem byla
produkce biomasy pro lidskou vyzivu, pozdéji pak jako potravnich a krmnych
dopliiktt pro zlepSeni fyzické kondice. Vyznamnym okamZzikem bylo vyslani
Strebonské” Chlorelly do vesmiru v roce 1978 v ramci programu Interkosmos. Od
devadesatych let se ti¥eboriska Chlorella objevuje v fadé vyrobki, vyrabély se kos-
metické pripravky z Chlorelly (napt. firma Dihé, s. r. 0.), dosud se vyrabi pripravky
pro zdravou vyzivu (napt. UniLact, HM Harmonie, s. r. 0.), tfebonské lazné zacleni-
ly procedury s Chlorellou do svych wellness programt.

V roce 2011 ziskalo pracovisté podporu z operaéniho programu Vyzkum a vyvoj
pro inovace a stalo se vyznamnym regiondlnim centrem excelentniho vyzkumu
a vyvoje, dnes zndmym jako Centrum ALGATECH. Tento projekt pokracuje jako
Algatech Plus v Narodnim programu udrzitelnosti.

V soucasné dobé se pracovisté zapojuje do programu Potraviny pro budouc-
nost v rdmci Strategie AV 21. Jde o pfelomovy projekt Akademie véd Ceské
republiky, ktery vznikl v roce 2015. Jak uz motto ,,Spickovy vyzkum ve verejném
zajmu“ napovida, jeho cilem je fesit problémy a vyzvy, kterym ¢eli soucasna spolec-
nost. Strategie AV 21 zahrnuje celkem patnact vyzkumnych program.

Program Potraviny pro budoucnost reaguje na vyznamny spole¢ensko-ekono-
micky problém, kterym je riziko celosvétového nedostatku potravin, jejich kvali-
ta, vliv na zdravi ¢lovéka a efektivita produkce. Program vyuzivd multidiscipli-
narni pfistupy a nejmodernéjsi technologie, které mohou pfispét nejen k vyssi
efektivité Slechténi, k lepSimu vyuziti cennych latek ¢i mikroras, ale v kone¢ném
disledku i k prevenci nékterych nemoci travicitho traktu ¢ k omezeni plytvani
potravinami. Programu se tcastni Spitkovd vyzkumnd pracovisté ustavh
AV CR, ktera spolupracuji s vyznamnymi univerzitnimi a rezortnimi pracovisti.
Nové poznatky vyuziji naptiklad Slechtitelé, podniky zabyvajici se produkci
a zpracovanim rostlinnych a zivoéiSnych potravin, statni sprava, neziskové ¢éi
pacientské organizace.

Vyzkumny program Potraviny pro budoucnost je zaméreny na:

® ziskdvani novych poznatkt o dédi¢né informaci rostlin, které pomohou p¥i Slech-
téni odolnéjsich a kvalitnéjsich plodin;

® molekuldrni technologie pro Slechténi hospodarskych zvitat, produkei, zpraco-
vani a vyuziti potravin zivoc¢i§ného puvodu;

® prevenci nemoci traviciho traktu, pfedev§im s ohledem na vliv lepku i probiotik
na zdravi ¢lovéka;

® lepsi vyuziti mikroras v potravé a vyvoj Ffasovych biotechnologii;

e vyzkum cennych latek rostlinného i Zivo¢isného ptivodu a jejich vyuziti;

® hledani novych biotechnologickych postupt, které by umozZnily zpracovani
prirodnich materiald i bioodpadi;

® hledani p#i¢in toho, pro¢ lidé plytvaji potravinami, s cilem p#ispét k omezeni
téchto ztrat.

Zucéastnéna pracovisté AV CR:
Ustav experimentalni botaniky
Ustav zivocisné fyziologie a genetiky
Mikrobiologicky tstav

Ustav chemickych procesa
Sociologicky ustav.



Cilem této publikace je seznamit zdjemce s oborem #Fasovych biotechnologii,
tzn. Fizenym péstovanim mikroras v ,algakulturach a jejich vyuzitim. Naleznete
zde také obecny prehled druhti a kmena mikrotas a zdkladni postupy a zarizeni
pro jejich péstovani, pouzivané v masovych kultivacich mikrotas pro produkei bio-
masy a cennych produktt. Studium mikroias umoznilo mnoho vyznamnych objevi
ve fotosyntéze (Otto Heinrich Warburg — respirace; Melvin Calvin — asimilace CO,).
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