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1. Uvod

1. UvOD

Mikroalge su postale vazno industrijsko uporiste zahvaljuju¢i njihovom doprinosu
brojnim sektorima biotehnoloske proizvodnje. lako se temeljni interes za biotehnoloskim
iskoriStavanjem mikroalgi razvijao u sektoru biogoriva, s vremenom je do$lo do porasta
njihovog znacaja u sektoru prirodnih proizvoda (Sexton i Lomas, 2018). Mikroalge posjeduju
brojne morfoloske, fizioloske i geneticke znaCajke koje omogucuju proizvodnju razli¢itih
bioloski aktivnih metabolita. S druge strane, od svih vrsta goriva proizvedenih iz mikroalgi,
najvise paznje je usmjereno prema biodizelu zahvaljujuéi kemijskim karakteristikama slicnim
naftnom dizel gorivu te mogucnosti direktnog uvodenja u transportnu infrastrukturu s
neznatnim preinakama na postojecoj tehnologiji (Fang, 2019). Medutim, s obzirom na trenutnu
ekonomsku neprakti¢nost, koncept proizvodnje biodizela pomoc¢u mikroalgi daleko je od
komercijalne ostvarivosti. Posebice se energetski zahtjevnim dijelom procesa navodi izdvajanje
stanica iz podloge te ovaj korak zahtijeva znatna pobolj$anja u svrhu postizanja isplativosti
proizvodnje. Osim toga, napori se ulazu u istrazivanje uvjeta kultivacije pri kojima se ostvaruje
zeljeni sastav biomase. Vrlo je interesantna primjena miksotrofne i heterotrofne kultivacije koje
podrazumijevaju rast mikroalgi na organskom izvoru ugljika. Ovi nacini uzgoja nude brojne
tehnoloSke prednosti pred konvencionalnom fotoautotrofnom kultivacijom, naro¢ito u smislu
vise produktivnosti sinteze biomase koja rezultira visokom produktivno$éu sinteze lipida. S
obzirom na troskove konvencionalnih tehnika izdvajanja mikroalgi, posljednjih se godina kao
alternativna tehnika istice bioflokulacija. Poseban interes usmjeren je prema uzgoju mjesovitih
kultura mikroalgi 1 filamentoznih plijesni zahvaljujuéi njihovoj prirodnoj sposobnosti

formiranja peleta koji se iz podloge mogu izdvojiti jednostavnom filtracijom.

Ciljevi ovog rada obuhvacali su istrazivanje miksotrofnog i heterotrofnog rasta
slatkovodnih mikroalgi pri razli¢itim uvjetima kultivacije primjenom sekvencionalnog
povecanja volumena kulture. Pritom se nastojalo odabrati najpogodniji soj i izvor ugljika za
proizvodnju najznacajnijih metabolita. Nadalje, nastojalo se optimirati molarne omjere ugljika
i dusika u podlozi te usporediti njihov utjecaj na sastav biomase odabrane mikroalge te
primijeniti steCena saznanja na uzgoj u bioreaktorskom sustavu. S obzirom na navedenu
problematiku izdvajanja stanica, jedan od ciljeva rada odnosio se i na istrazivanje u¢inkovitosti

bioflokulacije primjenom razli¢itih sojeva plijesni.



2. Teorijski dio

2. TEORIJSKI DIO

2.1. PODRIJETLO I KLASIFIKACIJA MIKROALGI

Alge su jedan od najstarijih oblika zivota na Zemlji. Ova skupina ukljucuje razlicite
mikro- i makroskopske organizme polifiletskog podrijetla zbog Cega se smatra genetski
najraznovrsnijom u biosferi. Tradicionalna karakterizacija mikroalgi temeljena je na
ultrastrukturi te su kategorizirane sukladno principima Medunarodnog kodeksa botanicke
nomenklature! (Eriksen, 2012). Razgrani¢avanje pojedinih vrsta mikroalgi pokazalo se izrazito
zahtjevnim i1 podloznim utjecaju dostupne tehnologije i metodologije (Malavasi i sur., 2016).
Devedesetih godina proSlog stolje¢a u sistematiku i taksonomiju mikroalgi uveden je tzv.
molekularni koncept koji podrazumijeva filogenetsku analizu molekularnih markera (razlicite
sekvence ribosomalne DNA, aktin, neki od kloroplastnih i mitohondrijskih gena; Proschold i
Leliaert, 2007). Molekularna razmatranja pokazala su se poprilicno opre¢nima prvobitnom
morfoloSkom konceptu i ukazala na snaznu potrebu za preinakama prethodno uspostavljene
klasifikacije mikroalgi. Podatci o aktualnom nazivlju poznatih vrsta dostupni su u

taksonomskoj bazi podataka AlgaeBase (Borowitzka, 2016).

Budu¢i da alge nisu monofiletskog podrijetla, trenutno su svrstane u Cetiri carstva:
Bacteria, Plantae, Chromista i Protozoa (Borowitzka, 2016). Ovisno o interpretaciji, mikroalge
je moguce razvrstati u 2 prokariotska (Metting, 1996; Pulz i Gross, 2004) te 7 (Andersen, 1992)
ili viSe (Heimann i Huerlimann, 2015; Sexton 1 Lomas, 2018) eukariotskih koljena. Ipak,
filogenetski odnosi izmedu pojedinih skupina jos se uvijek utvrduju te stoga gruba podjela
ukljucuje 11 koljena: Cyanophyta (cijanobakterije), Chlorophyta (zelene alge), Rhodophyta
(crvene alge), Glaucophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta, Charophyta, Cryptophyta,
Haptophyta, Heterokontophyta i Dinoflagellata (Barkia i sur., 2019). Analiza fosilnih ostataka
upucuje na nastanak prokariotskog koljena Cyanophyta u razdoblju ranog Prekambrija, dok se
prva pojava eukariotskih algi veze uz srednji do kasni Prekambrij (Marques i sur., 2012).
Smatra se da je endosimbioza cijanobakterije s heterotrofnim eukariotskim domacinom
rezultirala simultanom pojavom koljena Chlorophyta, Rodophyta i Glaucophyta. Za navedena
koljena karakteristicno je posjedovanje primarnih plastida s dvostrukom membranom $§to ih
razlikuje od ostalih eukariotskih mikroalgi ¢iji su plastidi okruzeni s viSe od dvije membrane

(Sexton 1 Lomas, 2018). Oc¢igledno je da se nastanak ostalih skupina mikroalgi veze uz tzv.

1 0d 2011. poznat pod nazivom Medunarodni kodeks nomenklature algi, gljiva i biljaka



2. Teorijski dio

sekundarnu endosimbiozu, odnosno transformaciju crvene ili zelene alge u plastid unutar

eukariotskog domacina (Pulz i Gross, 2004).
2.1.1. Zelene alge

Koljeno Chlorophyta predstavlja jednu od najznacajnijih skupina eukariotskih mikroalgi
s obzirom na brojnost vrsta, rasprostranjenost i morfolosku raznolikost. Zelene alge nastanjuju
slatkovodna, morska i kopnena staniSta (Heimann i Huerlimann, 2015). Plastidi ovih
organizama sadrze klorofile a i b. Stani¢ne stijenke su gradene od celuloze, a rezervni
polisaharid u stanicama je obicno Skrob. Poput ostalih fotosintetskih eukariota, zelene alge
unutar kloroplasta sadrze pirenoide koji su ukljuceni u fotosintetsku fiksaciju ugljika te sintezu
i pohranu Skroba (Rajkumar i Yaakob, 2013). Od devet razreda koljena Chlorophyta, osam
ukljucuje mikroalge (Sexton i Lomas, 2018). Razredima Chlorophyceae i Trebouxiophyceae
pripadaju biotehnoloski najznacajniji rodovi, primjerice Chlamydomonas, Dunaliella,
Scenedesmus, Haematococcus, Chlorella i Nannochloris. Ovi razredi zelenih mikroalgi ujedno

dominiraju i brojno$¢u; zajedno broje preko 3000 vrsta (Pulz 1 Gross, 2004).

2.2. BIOTEHNOLOSKA PRIMJENA MIKROALGI

Mikroalge predstavljaju jedinstvenu skupinu mikroorganizama koja je u stanju
zadovoljiti gotovo sve potrebe moderne biotehnologije. Cijanobakterije proizvode vise od 200
bioaktivnih metabolita, dok se u eukariotskih mikroalgi njihova koli¢ina procjenjuje na tisuce
(Barkia 1 sur., 2019). Golema fizioloska raznolikost mikroalgi omogucuje dobivanje razli¢itih
proizvoda u podrucju bioenergetike, finih kemikalija, farmaceutike te u najvecoj myjeri
prehrambene industrije. Uz navedene proizvode mikroalge su neizostavan faktor u odrzavanju
ravnoteze u ekosustavima zahvaljujuci sposobnosti uklanjanja kontaminanata i oplemenjivanja
tla te fiksacije CO; iz atmosfere (Pulz i Gross, 2004; Koller i sur., 2014). Neki od znacajnih
proizvoda mikroalgi prikazani su u tablici 1. Valja naglasiti da cijena proizvoda izoliranih iz

biomase uvelike ovisi o njthovom udjelu, zahtjevnosti ekstrakcije i potrebnom stupnju Cistoce.

Lipidi su jedna od udjelom najzastupljenijih komponenata biomase mikroalgi (Perez-
Garcia i Bashan, 2015). Fokus suvremenih istrazivanja upravo je povecanje prinosa lipida
manipulacijom uvjeta uzgoja ili genetickim inZenjerstvom s ciljem postizanja vece
produktivnosti proizvodnje (Enamala 1 sur., 2018). Uz lipide kao vodecu sirovinu za
proizvodnju biogoriva, mali broj vrsta mikroalgi moze proizvesti i biovodik koji je pogodan za

upotrebu u motorima s unutarnjim izgaranjem te mlaznim turbinama (Fang, 2019).
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Tablica 1. Neki od proizvoda mikroalgi i njihova trzi$na vrijednost (prema Koller i sur, 2014).

proizvod priblizna trzi$na vrijednost [$ kg™]
biomasa za ljudsku prehranu 40 - 50
biomasa za ishranu zivotinja 10
nutraceutici 120
biodizel 3-4"
B-karoten 300-3000
astaksantin > 2000
fikobiliproteini 3000 - 25000
B-1,3-glukan 5-20
DHA 50
EPA 4600”

DHA dokosaheksaenoi¢na kiselina, EPA eikosapentaenoi¢na kiselina, “op¢enita trzi$na cijena
biodizela iznosi 0,5 $ kg, * trzisna cijena za proizvod visoke &istoée

Izuzev upotrebe za proizvodnju biodizela, lipidi mikroalgi predstavljaju vrijedan izvor
fitosterola i viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA).
Znacaj fitosterola izoliranih iz mikroalgi ubrzano raste, zahvaljuju¢i pozitivhom ucinku u
terapiji karcinoma, infekcija 1 neuroloskih bolesti (Khan 1 sur., 2018). Visestruko nezasi¢ene
masne kiseline zauzimaju znac¢ajno mjesto na trzistu visokovrijednih proizvoda kao kvalitetna
zamjena za riblje ulje buduc¢i da obuhvacaju w-3 i w-6 masne kiseline koje su esencijalne za
normalno funkcioniranje ljudskog organizma (Barkia i sur., 2019). Zahvaljujuc¢i njihovim
raznovrsnim fizioloSkim ulogama, vazna su komponenta funkcionalne hrane (Koller 1 sur.,

2014).

Pigmenti su jedan od financijski najvrjednijih proizvoda mikroalgi, medutim faktori
poput malih prinosa te otezane i skupe izolacije predstavljaju svojevrsnu prepreku proizvodnji
velikih razmjera. U zelenih algi najzastupljeniji pigment je klorofil koji se ponajvise
upotrebljava u prehrambenoj industriji kao bojilo. Nadalje, u terapeutske svrhe koristi se
klorofilin (derivat klorofila) kao inhibitor karcinogeneze (Koller i sur, 2014). Uz klorofile, kao
sekundarni ali 1 dalje vrlo vaZni pigmenti spominju se karotenoidi koji zahvaljujuci
antioksidativnim svojstvima svoju primjenu nalaze u ljudskoj prehrani i kozmeti¢koj industriji.
Fikobilini podrijetlom iz cijanobakterija 1 crvenih algi Cesto se koriste za istraZivanja
imunofluorescencijskim tehnikama u formi fikobiliproteina. Pored ove sofisticirane upotrebe,

vazan su sastojak prehrambenih i kozmetickih proizvoda (Bleakley i Hayes, 2017).
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lako mikroalge predstavljaju koristan izvor ugljikohidrata, primjena ekstrakta u formi
dodataka prehrani je ograni¢ena. Medutim, njihova vaznost raste u kozmetic¢koj industriji gdje
se pretezno primjenjuju kao higroskopna sredstva i antioksidansi (Barkia i sur., 2019). U
podrucju bioenergetike razmatra se primjena hidrolizata polisaharidima bogatih mikroalgi za
proizvodnju bioetanola (Veillette i sur., 2017). Proteini mikroalgi takoder predstavljaju vazan
proizvod, buduéi da njihov udio u biomasi pojedinih sojeva doseze i do 70 % (Barkia i sur.,
2019). Mikroalge sadrze sve esencijalne aminokiseline neophodne za ishranu sisavaca, §to ih
¢ini prikladnim dodatkom prehrani. Tijekom proslog desetljeca, stanice mikroalgi intenzivno
su istrazivane u svrhu njihove primjene kao ekspresijskog sustava za proizvodnju
rekombinantnih proteina. Upotrebom metoda genetickog inzenjerstva uspjesno su eksprimirani
terapeutski proteini u kloroplastima zelenih algi (Dixon i Wilken, 2018). Osim protutijela,
enzima i hormona, predmet aktualnih istraZivanja je ekspresija virusnih i bakterijskih antigena

u svrhu proizvodnje ‘jestivih vakcina' za animalnu upotrebu (Dyo i Purton, 2018).

Kombinacija obrade otpadne vode i proizvodnje biogoriva pomoc¢u mikroalgi smatra se
najperspektivnijim sustavom u vidu industrijske primjene (Brennan i Owende, 2010).
Procis¢avanje otpadne vode pomocu mikroalgi privuklo je globalnu paznju, zahvaljujuci
visokoj efikasnosti uklanjanja nitrata i fosfata, uz smanjenje KPK-vrijednosti tijekom
heterotrofnih perioda kultivacije (Gongalves i sur., 2016). Jo§ jedna ekoloski i ekonomski
zanimljiva primjena mikroalgi koja bi mogla zazivjeti u buduénosti podrazumijeva
sekvestraciju CO2 podrijetlom iz industrijskih dimnih plinova (Cheah i sur., 2014). Posljednjih
godina sve se vise istraZzuje mogucnost upotrebe mikroalgi u modernoj poljoprivredi (Ronga 1
sur., 2019). Promatranje fizioloskih funkcija mikroalgi potaknulo je njihovu primjenu za
bioremedijaciju i povecanje plodnosti tla. Mnoge zelene mikroalge i cijanobakterije stimuliraju
rast biljaka proizvodnjom hormona rasta poput auksina, citokinina i jasmoninske kiseline, a
istraZivanja su ujedno ukazala na vaznu ulogu u modulaciji obrambenih mehanizama biljaka
(Renuka i sur., 2018). Na posljetku, mikroalge nude rjeSenje joS jedne aktualne problematike.
Upotreba bioplina kao goriva zahtijeva proizvod visoke €istoce, buduci da je njegova ogrjevna
vrijednost definirana udjelom metana. Pro¢is¢avanje bioplina podrazumijeva smanjenje udjela
ugljikovog dioksida (Ramaraj i Dussadee, 2015). Zahvaljuju¢i visokoj fotosintetskoj aktivnosti,
mikroalge predstavljaju alternativu kojom je mogucée prevladati nedostatke konvencionalnih
tehnika procis¢avanja bioplina. Takoder, u porastu je interes za integracijom procesa anaerobne
digestije s konceptom biorafinerije u svrhu obrade otpadne biomase mikroalgi nakon izolacije
vrijednih proizvoda (Uggetti i sur., 2016).
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2.3. NAJVAZNIJI METABOLICKI PROCESI U STANICAMA MIKROALGI
2.3.1. Nacini ishrane i pridobivanja energije

Opc¢enito, mikroalge se smatraju fotoautotrofnim organizmima pri ¢emu energija koju
koriste za rast i odrzavanje potjeCe iz fotosinteze. Medutim, pojedine vrste izolirane na
podruc¢jima limitiranog solarnog zracenja sposobne su heterotrofno iskoriStavati Sirok spektar
organskih izvora ugljika, koji stanicama ujedno sluze i kao izvori energije (Morales-Sanchéz i
sur., 2014). Fotoheterotrofni rast svojstven je malom broju vrsta. Ove vrste zahtijevaju opskrbu
svjetlos¢u koja sluzi kao izvor energije prilikom koristenja organskih spojeva kao izvora ugljika
(Chen i sur., 2011). Za miksotrofni nacin ishrane karakteristi¢na je simultana potro$nja CO3 i
organskog izvora ugljika u prisustvu svjetlosti. U usporedbi s fotoheterotrofnim rastom,
energija potrebna za obavljanje stani¢nih funkcija pridobiva se fotosintezom, ali i putem
asimilacije organskih spojeva iz okoline stanice. S obzirom na ovu ¢injenicu, solarna energija

ne predstavlja limitirajuci faktor za rast miksotrofnih vrsta (Mohan i sur., 2014).

Kao i u mnogih drugih mikroorganizama, glukoza je preferirani izvor ugljika za rast
miksotrofnih i heterotrofnih vrsta mikroalgi. Od nekoliko poznatih biokemijskih puteva
razgradnje glukoze, za mikroage su karakteristi¢cna samo dva: Embden-Meyerhof-Parnasov i
pentoza-fosfatni put (Perez-Garcia i Bashan, 2015). Prvi je dominantan kod miksotrofnog rasta
u prisustvu svjetlosti, dok se u tami glukoza metabolizira uglavnom pentoza-fosfatnim putem
(Slika 1). Vec¢ina enzima pentoza-fosfatnog puta aktivna je i u Calvinovom ciklusu, §to upucuje
na potencijalnu zajedni¢ku regulaciju metabolizma izvora ugljika i fotosintetske fiksacije CO2
(Morales-Sanchéz i sur., 2014). Mnoge vrste mikroalgi sposobne su metabolizirati acetat putem
glioksilatnog ciklusa u glioksisomima (Combres 1 sur., 1994). Medutim, visoke koncentracije
octene kiseline inhibiraju rast. Glicerol je jo$ jedan od znacajnijih supstrata koji podrzavaju rast
mikroalgi u heterotrofnim uvjetima. U stanicu se transportira jednostavnom difuzijom, gdje se
fosforilira i oksidira do gliceraldehid-3-fosfata koji je jedan od intermedijera Embden-

Meyerhof-Parnasovog puta (Chen i Jiang, 2017).
2.3.1.1. Fotosinteza

Fotosinteza je jedan od temeljnih biokemijskih puteva u kojem se odvija pretvorba
energije svjetlosti u biokemijsku energiju potrebnu za rast i funkcioniranje stanice. Ovaj proces
tradicionalno podrazumijeva tzv. reakcije na svjetlu i reakcije u tami. U eukariotskih mikroalgi
i visih biljaka reakcije na svjetlu odvijaju se u tilakoidnim membranama kloroplasta, dok se kod

prokariotskih cijanobakterija taj sustav nalazi na membrani same stanice (Golbeck, 1994).
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Kompleks koji omogucuje transport elektrona i fotofosforilaciju sastoji se od fotosustava I,
fotosustava I, citokroma be/f i ATP sintaze (Masojidek i sur., 2013). Fotosintetski ciklus
zapocinje apsorpcijom fotona u molekulama pigmenata fotosustava 1I, S$to rezultira
ekscitacijom elektrona i njihovim sekvencionalnim prijenosom do fotosustava I. Posrednik u
prijenosu elektrona je proteinski kompleks citokroma be/f zajedno s mobilnim akceptorima
plastokinonom i plastocijaninom. Prilikom oksidacije fotosustava I, ekscitirani se elektroni
nadomjestaju fotolizom vode, ¢ija je posljedica oslobadanje elementarnog kisika. Pri prijenosu
elektrona kroz fotosustav Il dolazi do formiranja transmembranskog gradijenta protona koji

predstavlja pokretacku silu za sintezu ATP-a.

organski
izvor ——> transport u stanicu —> glukoza——> G6P «—> GIP «——> sinteza ugljikohidrata
ugljika H
— fruktoza F6P
~ RSP ' !
CO, \RBP \ —> saharoza FDP
; —> glicerol !
( Cakinov . 9 > oo > sinteza pigmenata
ciklus
3PG / !
P — we O\ BGP
/‘ N\ ADP !
- 3PG
NADPH NADP* 3
hv ( ‘
\ %G
\, !
PEP
!
— etanol PYR —» ACA —» etanol
0, v ! /_‘
sinteza lipida

—> acetat ——» AcCoA

ADP OAA -~ ar
s AN
NADH MAL icIT ) L
\ / \ <«— sinteza proteina i aminokiselina
0, FUM CrFratm o
\ ciklus /
NAD* succ 2-CG
AN b . X
ATP SUCC-CoA — > sinteza pigmenata
asimilacija dusika ———> putevi karakteristiCni za sve naCine rasta
—— putevi aktivni tijekom fotoautotrofnog rasta
NHq GLU Gy —, putevi aktivni tijekom heterotrofnog rasta
NO;" —» +—» putevi aktivni tijekom miksotrofnog rasta
NO3* GLN 2CG <

Slika 1. Usporedba metaboli¢kih puteva asimilacije izvora ugljika karakteristi¢nih za
pojedini nacin rasta (prema Perez-Garcia i Bashan, 2015). 2-OG a-ketoglutarat, 2PG 2-
fosfoglicerat, 3PG 3-fosfoglicerat, ACA acetaldehid, R5P ribuloza-5-fosfat, AcCoA acetil
koenzim A, BPG 1,3-bisfosfoglicerat, G1P glukoza-1-fosfat, CIT citrat, F6P fruktoza-6-
fosfat, FDP fruktoza-1,6-bisfosfat, FUM fumarat, G3P gliceraldehid-3-fosfat, G6P
glukoza-6-fosfat, GLN glutamin, GLU glutamat, ICIT izocitrat, MAL malat, OAA
oksaloacetat, OXA oksalosukcinat, PEP fosfoenolpiruvat, PYR piruvat, RBP ribuloza-1,5-
bisfosfat, SUCC sukcinat, SUCCCOoA sukcinil koenzim A.
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Apsorpcija fotona u fotosustavu | inducira prijenos elektrona preko feredoksina do
krajnjeg akceptora elektrona, NADP™ (Bishop, 1971). Osnovna svrha reakcija na svjetlu je
opskrba stanice energijom i biokemijskim reducensima nuznim za odvijanje reakcija u tami

(Calvinov ciklus) koje omogucuju asimilaciju ugljikovog dioksida (Slika 1).

2.3.2. Biosinteza lipida

Oleaginozne mikroalge tijekom kultivacije u povoljnim uvjetima sintetiziraju manje
koliCine neutralnih lipida, pretezito u formi triacilglicerola. Medutim, stresni uvjeti, primjerice
limitacija nutrijentima, poviSena temperatura, visok intenzitet svjetlosti i salinitet induciraju
pojac¢anu akumulaciju lipida koji se unutar stanice pohranjuju u lipidnim globulama. U uvjetima
osmotskog stresa, glicerol djeluje poput osmolita u svrhu odrzavanja ravnoteze soli unutar
stanice. Korelacija izmedu proizvodnje glicerola 1 razgradnje Skroba u stanicama zelenih
mikroalgi upucuje da se Skrob koristi kao izvor energije, a potencijalno i kao izvor ugljika za
sintezu glicerola (Skjanes 1 sur., 2013). Pojacana akumulacija lipida u stanicama mikroalgi
najcescée je promatrana u uvjetima limitacije izvorom dusika. Takoder, istrazena je stimulacija
ovog fenomena iscrpljivanjem drugih nutrijenata, primjerice silicija kod dijatomeje Cyclotella
cryptica, sumpora kod zelenih mikroalgi Chlorella ellipsoidea i Chlamydomonas reinhardtii,
fosfora kod morske dijatomeje Phaeodactylum tricornutum i slatkovodne mikroalge Monodus
subterraneus te cinka i zeljeza kod Chlamydomonas reinhardtii (Zienkiewicz i sur., 2016).
Smatra se da je prekomjerno nakupljanje triacilglicerola tijekom limitacije izvorom dusika
efikasan nacin zastite stanice od fotooksidativnog oSte¢enja uzrokovanog Stetnim nakupljanjem
fotoasimilata (Khozin-Goldberg, 2016). Naime, u nepovoljnim uvjetima prijeti opasnost od
porasta razine reaktivnih Kkisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) uslijed
nakupljanja elektrona u fotosintetskom elektron transportnom lancu, koje znacajno inhibiraju
fotosintezu 1 uzrokuju oSteéenja stanicnih makromolekula. Rasterecenje prekomjerno
reduciranog lanca elektrona omoguceno je preusmjeravanjem toka elektrona prema nastajanju

NADPH koji predstavlja reduktivnu snagu u biosintezi masnih kiselina.

Akumulacija energijom bogatih spojeva preduvjet je za biosintezu lipida u stanicama
mikroalgi. Ovisno o nacinu ishrane, ovi se spojevi pribavljaju fotosintezom, odnosno
asimilacijom iz okoline stanice. Ishodi$ni spoj za sintezu lipida je acetil-CoOA. Analogno
principu u visih biljaka, de novo biosinteza masnih kiselina odvija se u plastidima mikroalgi
(Khozin-Goldberg, 2016). Inicijalni i klju¢ni korak regulacije u biosintezi masnih kiselina

predstavlja konverzija acetil-CoA u malonil-CoA u ATP-zavisnoj reakciji koju katalizira acetil-
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CoA karboksilaza. Reakcija se odvija u dva koraka: biotin karboksilaza (podjedinica CoA
karboksilaze) katalizira parcijalnu reakciju karboksilacije biotinskog kofaktora pomocu
bikarbonata. Podjedinica karboksiltransferaza katalizira prijenos karboksilne grupe na acetil-
CoA pri ¢emu nastaje malonil-CoA. Sinteza masnih kiselina zapocinje prijenosom malonilne
jedinice na proteinski nosa¢ acila (eng. acyl carrier protein) koji je nekataliticka komponenta
multienzimskog kompleksa sintaze masnih kiselina. Elongacija acilnog lanca podrazumijeva
odvijanje ponavljajuc¢eg ciklusa od cetiri reakcije: kondenzacija, redukcija, dehidratacija i
redukcija pri ¢emu se rastuci acilni lanac produljuje za 2 C-atoma u svakom ciklusu. Najcesce
se odvija sedam ciklusa elongacije te nastaje primarni produkt palmitinska kiselina (16:0) koja
je prekursor za biosintezu ostalih dugolan¢anih masnih kiselina (Mohan i sur., 2014).
Mehanizam elongacije odvija se identi¢no sintezi palmitata; postojeci lanac se produljuje za 2
C-atoma 1 nastaje stearinska kiselina (18:0) koja predstavlja svojevrsno raskrizje u sintezi
masnih Kiselina. Daljnja elongacija stearata rezultira formiranjem duljih zasi¢enih masnih
kiselina, dok se desaturacijom dobiva oleinska kiselina (18:1, w-9). ViSestruka desaturacija
oleinske kiseline dovodi do formiranja a- (18:3, w-3) i y-linolenske kiseline (18:3, w-6).
Konverzijom a-linoleata nastaju ostale visestruko nezasi¢ene masne kiseline, dok elongacija i

desaturacija y-linoleata rezultira formiranjem arahidonske kiseline (20:4, w-6).

Predlozeno je nekoliko puteva biosinteze triacilglicerola u stanicama mikroalgi
(Zienkiewicz i sur., 2016). Enzimi konvencionalnog glicerol fosfatnog puta, poznatog kao
Kennedyev put, lokalizirani su u endoplazmatskom retikulumu. Kennedyev put podrazumijeva
sekvencionalni prijenos acilnog lanca s CoA na pozicije 1 i 2 glicerol-3-fosfata Sto rezultira
formiranjem fosfatidne Kiseline - centralnog lipidnog metabolita koji je prekursor za sintezu
triacilglicerola i fosfolipida (Hu i sur., 2018). Sljede¢i korak je defosforilacija fosfatidne
kiseline koju katalizira specifi¢na fosfataza, a produkt ove reakcije je diacilglicerol. Zavr$ni

prijenos masne kiseline na poziciju 3 diacilglicerola kataliziran diacilglicerol aciltransferazom.

2.4. KULTIVACIJA MIKROALGI
2.4.1. Nacini kultivacije

Odabir nacina kultivacije mikroalgi od presudnog je znacaja za postizanje maksimalne
produktivnosti i procjenu isplativosti procesa proizvodnje. Ovisno o prethodno opisanim
izvorima ugljika i energije koje stanice koriste za rast, zastupljena su Cetiri nacina kultivacije:

fotoautotrofni, heterotrofni, fotoheterotrofni i miksotrofni (Perez-Garcia i Bashan, 2015).



2. Teorijski dio

Najcesce se provodi fotoautrotrofna kultivacija koja podrazumijeva koriStenje anorganskog
izvora ugljika (CO.) i svjetlosti kao izvora energije. Mikroalge za koje je utvrdeno da mogu
rasti miksotrofno 1 heterotrofno uklju¢uju Haematococcus pluvialis, Chlamydomonas
reinhardtii, Chlamydomonas globosa, Scenedesmus acutus, Scenedesmus bijuja, Selenastrum
capricornutum, Ankistrodesmus sp. te mnoge vrste iz roda Chlorella (Ogbonna i Moheimani,
2015). Budu¢i da je izvor energije za fotoheterotrofni rast iskljucivo svjetlost, ovaj nacin
kultivacije rijetko se koristi za proizvodnju biomase mikroalgi u svrhu dobivanja vrijednih

proizvoda (Wang i sur, 2014).

U usporedbi s fotoautotrofnim rastom, heterotrofnom i miksotrofnom kultivacijom
postizu se znatno veci prinosi biomase i vrijednih proizvoda mikroalgi. Eksponencijalno
smanjenje penetracije svjetlosti s porastom turbiditeta uslijed fotoautotrofne kultivacije uzrok
je poteskoca u postizanju visoke koncentracije biomase, kao i produktivnosti samog procesa
(Wang i sur, 2014). Tehnoloske znacajke razli¢itih nacina kultivacije mikroalgi sumirane su u

tablici 2.

Tablica 2. Usporedba tehnoloskih znacajki razli¢itih nacina kultivacije (modificirano prema

Perez-Garcia i Bashan, 2015).

tehnoloska znacajka/

_ o fotoautotrofno heterotrofno miksotrofno
nacin kultivacije
izvor energije svjetlost organski svjetlost i organski
izvor ugljika anorganski organski anorganski i organski
produktivnost _ ) )
) o niska srednja visoka
proizvodnje biomase
izvor svjetlosti obavezan nije potreban neobavezan
limitirajuci faktor ] o ] o
svjetlost kisik svjetlost ili kisik
rasta
o ) - neutralna, CO> se
emisija CO2 negativna pozitivna ' S
proizvodi i trosi
o fotobioreaktor, konvencionalni fotobioreaktor,
tip bioreaktora ) ) ) ) ) )
otvoreni sustavi bioreaktori otvoreni sustavi
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Tablica 2. Usporedba tehnoloskih znacajki razli¢itih nacina kultivacije (nastavak).

tehnoloska znacajka/

' o fotoautotrofno heterotrofno miksotrofno
nacin kultivacije
omjer povrsine 1
volumena visok nizak visok
bioreaktora (m? m)
niska za otvorene ) niska za otvorene
kontrola procesa visoka
sustave sustave
rizik od _ ) -
nizak visok srednji

kontaminacije

zahtjevnost

izdvajanja

visoka zbog niske
koncentracije

biomase

niska zbog visoke
koncentracije

biomase

niska zbog visoke

koncentracije biomase

kapitalni troskovi

visoki po jedinici

volumena

niski po jedinici

volumena

visoki po jedinici

volumena

srednji po kg

operativni troSkovi  niski po kg biomase visoki po kg biomase

biomase

2.4.2. Kultivacijski sustavi
2.4.2.1. Otvoreni i zatvoreni sustavi za fotoautotrofnu i miksotrofnu kultivaciju

Otvoreni sustavi za fotoautotrofnu kultivaciju mikroalgi najceS¢e podrazumijevaju
umjetne bazene 1 kanale. Za kultivaciju velikih razmjera obi¢no se upotrebljavaju bazeni s
recirkulacijom podloge (eng. raceway pond). U ovakvim se sustavima podloga pokrece pomocu
lopatastog mijeSala s ciljem sprje¢avanja sedimentacije biomase mikroalgi. CO2 se u podlogu
uvodi raspr§ivanjem pomocu sustava mlaznica instaliranog na dnu bazena. Za uspjesnu opskrbu
stanica svjetloS¢u nuzno je da visina podloge u bazenu ne prelazi 0,3 m (Veillette i sur., 2017).
Bazen s recirkulacijom podloge jednostavne izvedbe prikazan je na slici 2. Sustav se moze
dodatno opremiti pregradama koje sluze za usmjeravanje toka podloge i olakSavanje mijeSanja
(Chisti, 2007). Otvoreni sustavi pogodni su i za miksotrofnu kultivaciju mikroalgi u slucaju

njihove primjene za obradu otpadne vode (Craggs i sur., 2014).
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Slika 2. Otvoreni bazen s recirkulacijom podloge (modificirano prema Griffiths, 2013).

Mikroalge koje se uspjeSno uzgajaju u otvorenim bazenima pripadaju rodovima
Spirulina, Chlorella i Dunaliella (Vieira-Costa i Greque de Morais, 2013). Relativno niski
operativni troSkovi primarni su razlog kultivacije u otvorenim sustavima (Moheimani i sur.,
2015). Medutim, u ovakvim sustavima rizik od kontaminacije drugim mikroorganizmima ili
stranim vrstama mikroalgi iznimno je visok. Direktna izloZenost ultraljubi¢astom zracenju,
nejednolika raspodjela solarne energije, loSi hidrodinamicki uvjeti i ovisnost intenziteta
svjetlosti o0 meteoroloSkim prilikama neki su od najznacajnijih faktora koji utjecu na stabilnost
bioprocesa (Yen i sur., 2013). Smatra se da je teoretska produktivnost otvorenih sustava 60 g
m? dan’, medutim u praksi je vrlo tesko posti¢i ¢ak i vrijednosti od 10 - 20 g m? dan’
(Christenson i Sims, 2011).

Otvoreni sustavi i dalje su prvi izbor za kultivaciju velikih razmjera. Medutim, u svrhu
proizvodnje visokovrijednih proizvoda za upotrebu u kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji
javila se potreba za dizajniranjem dobro kontroliranih zatvorenih sustava, tzv. fotobioreaktora
(Brennan 1 Owende, 2010). Zatvorene sustave karakterizira znatno veca fleksibilnost, buduci
da je moguca optimizacija u skladu s bioloskim 1 fizioloskim potrebama kultiviranog soja (Lam
i Lee, 2013). Unatoc visim konstrukcijskim i operativnim troskovima, u ovim sustavima postize
se znatno veca produktivnost proizvodnje biomase mikroalgi. S obzirom na smanjenje rizika
od kontaminacije i mogucénost kontrole procesnih parametara, fotobioreaktori omogucéuju

kultivaciju osjetljivih sojeva uz potencijalno proSirenje spektra proizvoda (Griffiths, 2013).

12
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Razvijeno je nekoliko razli¢itih tipova fotobioreaktora ukljucujuci vertikalne kolone, plocaste

fotobioreaktore i cijevne fotobioreaktore.

Vertikalne kolone izraduju se od transparentnog materijala (staklo ili akril) koji olakSava
dopremu svjetlosti u kulturu mikroalgi. RasprSivanjem zraka na dnu kolone ostvaruje se
mijeSanje podloge uz efikasan prijenos mase CO2 (Mohan i sur., 2014). Pozeljno je postici
turbulentno strujanje podloge u svrhu izbjegavanja inhibicije proizvedenim kisikom. Medutim,
ovisno o kultiviranom soju, potrebno je uzeti u obzir mogucénost oSte¢enja stanica uslijed
hidrodinamickog stresa (Vieira-Costa i Greque de Morais, 2013). Izvor svjetlosti obi¢no je
smjesten izvan kolone, no razvijaju se i modeli s unutarnjim osvjetljenjem zahvaljujuéi vecoj
efikasnosti prodiranja svjetlosti i njenoj uniformnijoj raspodjeli. Ovisno o nacdinu strujanja
tekuc¢ine unutar kolone, dijele se na barbotirajuce kolone i air-lift fotobioreaktore (YYen i sur.,
2013).

Izvedba plocastih fotobioreaktora vrlo je jednostavna. Sastoje se od vertikalnih panela
osvijetljenih s obje strane, u kojima se mijeSanje podloge ostvaruje aeracijom. Upotreba ove
vrste bioreaktora potaknula je znacajan interes zahvaljujuéi postizanju visoke koncentracije
biomase (> 80 g L) tijekom fotoautotrofne kultivacije (Brennan i Owende, 2010). Uveéanje

mjerila je otezano, buduéi da s porastom volumena raste hidrostatski tlak (Yen i sur., 2013).

Cijevni fotobioreaktori u Sirokoj su upotrebi za komercijalnu proizvodnju. Obi¢no su
izradeni od transparentnih polipropilen-akrilnih ili polivinil-kloridnih cijevi promjera do 0,1 m
postavljenih horizontalno, vertikalno ili ukoSeno. Recirkulacija podloge obavlja se pomocu
pumpe ili air-lift sustava (Slika 3). Potonji se sastoji od uzlazne i silazne sekcije koje se nalaze
u dijelu sustava za prihranu. Uzlazna sekcija se aerira i pritom omogucuje oslobadanje
proizvedenog kisika koji se izvodi pri vrhu sustava, a podloga se kroz silaznu sekciju vraca u

fotobioreaktor uz obogac¢ivanje ugljikovim dioksidom.

Dvostupanjskom kultivacijom mikroalgi primjenom kombinacije otvorenog i zatvorenog
sustava moguce je povecati prinos specificnog metabolita (Vieira-Costa i Greque de Morais,
2013). Hibridni sustav razvijen je s ciljem iskoriStavanja prednosti svojstvenih svakom od
navedenih tipova bioreaktora. Prvi stupanj provodi se u fotobioreaktoru, pri ¢emu kontrolirani
uvjeti kultivacije smanjuju rizik od kontaminacije i omogucuju neometanu diobu stanica
mikroalgi. Prirasla biomasa prebacuje se u otvoreni bazen gdje se stanice izlazu nutritivhom

stresu, ¢ime se potic¢e nakupljanje Zeljenog metabolita (Brennan i Owende, 2010).
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Slika 3. Cijevni fotobioreakor (Brennan i Owende, 2010).

2.4.2.2. Zatvoreni sustavi za heterotrofni uzgoj

Heterotrofne vrste mikroalgi kultiviraju se u konvencionalnim bioreaktorima s
mijeSalom. S obzirom da su ove kulture neovisne o svjetlosnoj energiji, uve¢anje mjerila
bioreaktora je mnogo jednostavnije budué¢i da je omjer povrsine i volumena znatno manji u
usporedbi s fotobioreaktorima (Brennan 1 Owende, 2010). Ve¢a mogucnost kontrole 1 nizi
troSkovi izolacije proizvoda, neke su od prednosti pred fotobioreaktorima i1 otvorenim
sustavima. Zahtjevi za kisikom, mijeSanjem, kontrolom temperature i nutrijentima u sterilnoj
okolini su nuzni. Stoga je vazno uzeti u obzir dodatne troskove postrojenja za pripremu podloge
1 sterilizaciju bioreaktora. Budu¢i da je u heterotrofnim uvjetima uzgoja kisik limitiraju¢i faktor,

aeracija uz dobro mijeSanje od presudne je vaznosti.
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2.5. IZDVAJANJE MIKROALGI POTPOMOGNUTO MIKROORGANIZMIMA

Posljednjih godina proizvodnja biogoriva iz lipida mikroalgi fokus je brojnih istrazivanja
(Chisti, 2007; Chen i sur., 2018; Dehaghani i Pirouzfar, 2018). Fotoautotrofna kultivacija
mikroalgi jo$ je uvijek tehnoloski najinteresantnija zahvaljujuéi jednostavnosti procesa i niskim
troskovima proizvodnje. Medutim, izdvajanje stanica iz kultivacijske podloge predstavlja jednu
od najvecih prepreka komercijalizaciji biogoriva proizvedenih ovom tehnologijom. Primarni
razlog poteSkoca je niska koncentracija stanica u podlozi (Du i sur., 2019). Potreba za
znacajnom koli¢inom energije Cini proces izolacije ekonomski neisplativim, budu¢i da cijena
doseze i do 50 % ukupnih troskova proizvodnje biodizela (Wrede i sur., 2014). U upotrebi su
brojne tehnike izdvajanja biomase, primjerice flotacija, centrifugiranje, sedimentacija,
flokulacija, ultrazvucna agregacija, filtracija, kao i njihova kombinacija (Vieira Costa i Greque
de Morais, 2013; Allnut i Kessler, 2015). Visoki troskovi izolacije opravdani su isklju¢ivo za
proizvodnju visokovrijednih proizvoda te stoga predstavljaju ograni¢enje ekonomic¢noj

proizvodnji biogoriva.

Bioflokulacija predstavlja potencijalnu alternativu tradicionalnim tehnikama izdvajanja,
zahvaljuju¢i znacajnoj usStedi energije i minimalnom utjecaju na okoli§. Ova tehnika
podrazumijeva izdvajanje potpomognuto biljnim polimerima, bakterijama, plijesnima te
autoflokulaciju (Ummalyma i sur., 2017). Koncept bioflokulacije pomoc¢u bakterija i plijesni
zasniva se na ko-kultivaciji s mikroalgama u svrhu simulacije prirodnih simbiotskih zajednica.
Poznato je da vec¢ina algi u prirodi obitava u konzorciju koji ukljucuje razliite vrste
mikroorganizama (Lian i sur., 2018). U takvoj zajednici mikroalge koegzistiraju s drugim
mikroorganizmima u mutualistickom odnosu koji se o€ituje u razmjeni nutrijenata i energije uz
proizvodnju korisnih stani¢nih metabolita. Idealnu mjeSovitu kulturu karakterizira simbioza
autotrofne mikroalge i heterotrofnog mikroorganizma (Rashid i sur., 2019). Mikroalga fiksira
CO. fotosintezom i prevodi ga u organske spojeve potrebne za ishranu heterotrofnog
mikroorganizma, uz opskrbu kisikom. Metabolickom razgradnjom izvora ugljika oslobada se
CO- koji je supstrat za fotosintezu. Karakteristike koje je potrebno uzeti u obzir prilikom
odabira partnera su: netoksicnost, sposobnost koegzistiranja, podjednaka brzina rasta, utjecaj
na povecanje prinosa biomase ili proizvoda mikroalgi, asimilacija nusproizvoda metabolizma
mikroalgi, uklanjanje inhibitornih molekula i odrZzavanje geneti¢ke stabilnosti tijekom duljih

perioda kultivacije (Padmaperuma i sur., 2017).

Brojna istrazivanja istaknula su vaZnost bakterijskih ekstracelularnih polisaharida u
agregaciji stanica mikroalgi (Lee i sur., 2013; Powell i Hill, 2013; Magdouli i sur., 2016). Pored
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bakterija, znaCajan interes usmjeren je i prema iskoriStavanju filamentoznih plijesni. Prednost
njihove primjene u svrhu izdvajanja stanica mikroalgi iz podloge je visestruka. Filamentozne
plijesni smatraju se svojevrsnim bioflokulacijskim sredstvom zahvaljuju¢i sposobnosti
formiranja peleta i visokoj efikasnosti adsorpcije stanica mikroalgi. lzdvajanje biomase
mikroalgi potpomognuto plijesnima ne zahtijeva primjenu kemikalija ni utroSak energije
(Wrede i sur., 2014), buduc¢i da je pelete iz podloge moguée ukloniti jednostavnom filtracijom
ili sedimentacijom §to je znatno jeftinije u odnosu na obradu suspenzije pojedina¢nih stanica.
Priroda interakcija mikroalgi i plijesni u mjeSovitoj kulturi slabo je razjasnjena. Smatra se da je
osnova interakcije razlika u povrSinskom naboju stanica. Zeta potencijal stanica mikroalgi
obi¢no je negativan, u rasponu od -10 do -35 mV (Gultom i Hu, 2013). Fungalni micelij bogat
je pozitivno nabijenim polisaharidima te predstavlja prikladnu povrSinu za adsorpciju stanica
mikroalgi (Ummalyma 1 sur., 2017). Osim efikasnog izdvajanja stanica mikroalgi, uocen je
pozitivan uéinak na ukupan prinos biomase i lipida, uslijed sinergistickog djelovanja
oleaginoznih plijesni i mikroalgi (Miranda i sur., 2015; Muradov i sur., 2015). S obzirom da je
celuloza osnovna strukturna komponenta stani¢nih stijenki mnogih vrsta mikroalgi, pogodna je
kultivacija s plijesnima koje posjeduju celuloliti¢ku aktivnost (Gultom i Hu, 2013). U takvoj
mjeSovitoj kulturi, koja de facto simulira prirodni li$aj, osiguran je supstrat za rast plijesni bez
potrebe za dodatnim izvorom ugljika. Pored toga, djelomi¢na degradacija stani¢ne stijenke

mikroalgi olakSava proces izolacije lipida iz biomase (Hu i sur., 2013).

Interes za industrijskom primjenom bioflokulacije pomocéu mikroorganizama u
kontinuiranom je porastu. Valja napomenuti da je ova tehnika primjenjiva iskljucivo za
proizvodnju biogoriva, budué¢i da podrazumijeva primjenu potencijalno patogenih
mikroorganizama i kao takva se smatra neprikladnom za proizvodnju dodataka prehrani. Teznja
je usmjerena prema pronalasku idealnih partnera za mjeSovitu kultivaciju s industrijski vaznim
sojevima mikroalgi. Potrebno je razjasniti mehanizme medudjelovanja dvaju mikroorganizama
te u svrhu sistematizacije rezultata kreirati baze podataka koje ¢e sluziti kao vrijedan alat u
daljnjim istrazivanjima (Padmaperuma i sur., 2017). Razvoj strategije za komercijalnu primjenu
zahtijeva detaljno istrazivanje i definiranje uvjeta pri kojima se postize maksimalna efikasnost

bioflokulacije u industrijskom mjerilu (Rebah i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Radni mikroorganizmi
Za provedbu eksperimenata koristeni su mikroorganizmi navedeni u tablici 3.

Tablica 3. Mikroorganizmi kori$teni u istrazivanju.

mikroorganizam zbirka

) Zbirka mikroorganizama Laboratorija za Bl, IM
Chlorella vulgaris (C7)

i TSP
Zbirka mikroorganizama Laboratorija za Bl, IM
Chlamydomonas sp. (Z1) )
i TSP
Zbirka mikroorganizama Laboratorija za Bl, IM
Scenedesmus sp. (G) {Tsp
i

) ] Zbirka mikroorganizama Laboratorija za opéu
Aspergillus niger : T S -
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica

) ) Zbirka mikroorganizama Laboratorija za opéu
Aspergillus fumigatus ) ) o ) N o
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica

) ) _ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Mortierella isabellina
Zellkulturen

3.1.2. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga.
Za pripremu hranjivih podloga koristene su kemikalije navedene u tablici 4.

Tablica 4. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga.

kemikalija Cistoca proizvodac
glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
kvaScev ekstrakt za mikrobiologiju Liofilchem, Italija
natrijev nitrat p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev klorid dihidrat p.a. Merck, Njemacka
magnezijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kalijev hidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
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Tablica 4. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga (nastavak).

kemikalija Cistoca proizvodac
kalijev dihidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev klorid p.a. Alkaloid, Makedonija
etilendiamintetraoctena kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
kalijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska
zeljezov(Il) sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
sumporna kiselina 96 %, p.a. Carlo Erba, Italija
borna kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
manganov(ll) klorid tetrahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
molibden(V1) oksid p.a. Kemika, Hrvatska
bakrov sulfat pentahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kobaltov(11) nitrat heksahidrat p.a. Kemika, Hrvatska

krumpirov dekstrozni agar
agar
fruktoza
laktoza
galaktoza
glicerol
octena kiselina
ksiloza
arabinoza
celobioza
melasa
cijanokobalamin
biotin

tiamin hidroklorid

za mikrobiologiju
za mikrobiologiju

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.
50 % saharoze, techn.

>98 %
>99 %
>99 %

Becton Dickinson, SAD
Biolife, Italija
Kemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Difco, SAD
Sigma-Aldrich, Njemacka
Alkaloid, Makedonija
Kemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Njemacka
Sladorana, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Njemacka
Sigma Aldrich, Njemacka
Sigma-Aldrich, Njemacka
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3.1.3. Ostale kemikalije

Ostale kemikalije koriStene u istrazivanju prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Ostale kemikalije koristene u istrazivanju.

kemikalija Cistoca proizvodac
kloroform p.a. Acros Organics, SAD
metanol zaHPLC J. T. Baker, SAD
etanol apsolutni, p.a. Gram-Mol, Hrvatska
ampicilin p.a. Carl Roth, Austrija
Tween 80 p.a. Merck, Njemacka
fosforna kiselina zaHPLC, >85% Sigma-Aldrich, Njemacka
klorovodiéna kiselina p.a., 36 % Kemika, Hrvatska
trikloroctena kiselina p.a. Merck, Njemacka
natrijev hidroksid p.a. Merck, Njemacka
sumporna kiselina p.a., 72 % LabChem, SAD
pentadekan standard Sigma-Aldrich, Njemacka
metil tridekanoat standard Sigma-Aldrich, Njemacka
smjesa F.A.M.E (C4-C24) standard Sigma-Aldrich, Njemacka
heksan zaHPLC (GC),>97%  Sigma-Aldrich, Njemacka
aceton p.a. Kemika, Hrvatska
kalij, natrij-tartarat p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev karbonat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
bakrov sulfat p.a. Alkaloid, Makedonija
albumin govedeg seruma >98 % Santa Cruz Biotech., SAD
kalcijev karbonat p.a. Kemika, Hrvatska
sredstvo protiv pjenjenja - Carl Roth, Austrija
pH puferi za kalibraciju pH 4,01; 7; 9,21 Hamilton, Svicarska

3.1.4. Hranjive podloge za uzgoj monokulture mikroalgi

Za pripremu inokuluma i uzgoj kulture mikroalgi koriStena je teku¢a BB podloga (eng.
Bold's Basal Medium) pogodna za kultivaciju slatkovodnih mikroalgi ¢iji je sastav prikazan u

tablici 6. Kulture su odrzavane na krutim podlogama istog sastava uz dodatak 1,5 % (w/v) agara.
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Tablica 6. Sastav BB podloge.

sastojak koncentracija [mol L]
NaNOs 2,94 1073
MgSOs - 7H20 3,04 - 10
NaCl 4,28 -10*
K2HPO4 4,31-10*
KH2PO4 1,29 - 10
CaClz- 2H.0 1,70 - 10*
ZnS0Oq4 - TH20 3,07-10°
MnCl; - 4H,0 7,28 -10°®
MoOs3 4,93-10°
CuSOq4-5H20 6,29 - 10°°
Co(NO3); - 6H20 1,68 - 10
H3BO3 1,85-10%
EDTA 1,71-10*
KOH 5,53-10*
FeSO4- 7H20 1,79 -10°
H2S04 1,810

3.1.4.1. Hranjiva podloga za ispitivanje i optimiranje rasta na razlicitim izvorima ugljika

U svrhu ispitivanja rasta razli¢itih sojeva mikroalgi pripremljena je BB podloga u kojoj
su otopljeni pojedinacni izvori ugljika. Rast je ispitan na 12 razli¢itih izvora ugljika: glukozi,
fruktozi, galaktozi, manozi, saharozi, maltozi, laktozi, ksilozi, arabinozi, glicerolu, melasi i
octenoj kiselini. Koncentracija pojedinog izvora ugljika u podlozi iznosila je 5 g L. Podloga

je obogaéena dodatkom 0,5 mL L /2 otopine vitamina &iji je sastav prikazan u tablici 7. Kao

kontrola koriStena je podloga istog sastava, bez dodanog izvora ugljika.

Za optimiranje rasta mikroalgi pri razlic¢itim koncentracijama odabranih izvora ugljika
koriStena je prethodno opisana podloga u kojoj je koncentracija izvora ugljika iznosila 10, 35,

50 odnosno 75 g L.
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Tablica 7. Sastav f/2 otopine vitamina.

sastojak koncentracija [mol L]
tiamin 2,96-107
biotin 2,05-10°

cijanokobalamin 3,69-101°

3.1.4.2. Hranjiva podloga za optimiranje rasta pri razlicitim koncentracijma izvora dusSika

Istrazivanje rasta mikroalge Chlorella vulgaris provedeno je pri razli¢itim pocetnim
molarnim omjerima C:N u BB podlozi. Kao izvor ugljika odabrana je glukoza, a zadani omjeri
C:N podeseni su dodatkom odredene koli¢ine natrijevog nitrata. BB podloga je osim glukoze i
natrijevog nitrata sadrzavala 2 g L7 kvastevog ekstrakta. Pri izradunu potrebne koli¢ine

natrijevog nitrata uzet je u obzir sadrzaj duSika u kvas¢evom ekstraktu (7 % w/w).

Za heterotrofni nadin uzgoja istrazen je rast pri omjerima C:N 10 i 30 mol mol™ uz
pocetnu koncentraciju glukoze 20 g L't. U miksotrofnim uvjetima omjeri C:N iznosili su 10,
30, 50 i 75 mol mol™ uz pocetnu koncentraciju glukoze 20 g L, odnosno 30 i 50 mol mol™ pri
50 g L' glukoze. Za miksotrofni uzgoj koristena je BB podloga s dvostruko veéom

koncentracijom anorganskih soli.
3.1.4.3. Hranjiva podloga za Sarzni uzgoj s pritokom supstrata u laboratorijskom bioreaktoru

U svrhu heterotrofnog uzgoja mikroalge Chlorella vulgaris u bioreaktoru koristena je BB
podloga dvostruko vece koncentracije anorganskih soli. Pripremljena podloga sadrzavala je 30
g L glukoze i 4 g L™ kvascevog ekstrakta. Pogetni omjer C:N podesen je na 10 mol mol™
dodatkom izraCunate mase natrijevog nitrata, pri ¢emu je u obzir uzet sadrzaj duSika u
kvas¢evom ekstraktu. Prije inokulacije dodan je antibiotik ampicilin te je njegova koncentracija
u podlozi iznosila 100 ug mL™L. Za prihranu su pripremljene koncentrirane otopine glukoze (700
g LY, natrijevog nitrata (340 g L), kvascevog ekstrakta (130 g L) i pojedina¢nih anorganskih

soli.
3.1.5. Hranjiva podloga za odrzavanje 1 uzgoj spora plijesni

Ciste kulture plijesni A. niger, A. fumigatus i M. isabellina ¢uvane su i odrzavane na
kosim agaroznim podlogama. Za pripremu spora plijesni koristen je ¢vrsti PD agar (krumpirov

dekstrozni agar).
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3.1.6. Hranjive podloge za uzgoj mjeSovite kulture mikroalgi i plijesni

U svrhu uzgoja mjesovite kulture mikroalge Chlorella vulgaris i plijesni A. niger, A.
fumigatus i M. isabellina pripremljene su BB podloge omjera C:N 30 mol mol™* s dvostruko
ve¢om koncentracijom anorganskih soli. PoCetna koncentracija glukoze u podlozi iznosila je
20 g L, a kvas¢evog ekstrakta 2 g L1, Pri izra¢unu potrebne koli¢ine natrijevog nitrata uzet je
u obzir sadrzaj duSika u kvas€evom ekstraktu. Na jednak nacin pripremljene su kontrolne

podloge za uzgoj pojedinacnih ¢istih kultura mikroalge 1 plijesni.
3.1.7. Oprema i aparatura
3.1.7.1. Laboratorijski bioreaktor

U svrhu uzgoja mikroalge Chlorella vulgaris koristen je stakleni bioreaktor s dvostrukim
plastom (M2, B. Braun, Njemacka) ukupnog volumena 2 L (Slika 4) sa sustavima za kontrolu
i regulaciju procesnih parametara (MD, B. Braun, Njemacka). Bioreaktor je opremljen s dvije
Rushtonove turbine, pH elektrodom i sondom za mjerenje temperature (Pt100). Na poklopcu
bioreaktora nalazi se sustav za uzorkovanje te prikljucci za punjenje, inokulaciju i korekciju
pH-vrijednosti podloge. Sustav za aeraciju sastoji se od cijevi za dovod i odvod zraka na koje
su spojeni filteri za sterilizaciju zraka. Protok zraka reguliran je pomocu rotametra. Broj

okretaja mijeSala podeSen je upotrebom analognog regulatora (Marus-Atm, Hrvatska).

Slika 4. Bioreaktor s mijeSalom.
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3.1.7.2. Centrifuge

Za izdvajanje biomase mikroalgi iz hranjive podloge koriStena je centrifuga Beckman J-
21B (SAD). U analiticke svrhe koriStene su centrifuge Thermo Scientific SL 8 R (SAD),
Tehtnica HC-240 (Slovenija) i Eppendorf 5804 R (Njemacka). Ovisno o tipu centrifuge, uzorci

su centrifugirani u plasti¢énim kivetama volumena 500, 50, 15, odnosno 1,5 mL.
3.1.7.3. Uredaj za tekucéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Za odredivanje koncentracije glukoze u supernatantu ili filtratu kulture koristen je HPLC
uredaj CLASS-VP LC-10AVP 15 (Shimadzu, Japan). Uredaj se sastoji od pumpe (LC-
10ADVP), otplinjaca (DGU-14A), automatskog injektora (SIL-10ADVP), termostata (CTO-
10A VP), analiticke kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Supelcogel C-610H; Sigma-Aldrich,
SAD) s predkolonom (Supelcogel H; Sigma-Aldrich, SAD), detektora indeksa loma (RID-
10A), modula za kontrolu sustava (SCL-10A VP) i raGunalnog programa za obradu podataka
(CLASS-VP v6.10).

3.1.7.4. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

Za analizu najzastupljenijih monosaharida u hidrolizatu biomase mikroalgi koriSten je
UPLC uredaj 1290 Infinity II, (Agilent Technologies, SAD). Uredaj se sastoji od pumpe
(G7104A), automatskog injektora (G7167B), termostata (G7116B), analiti¢ke kolone (ionsko-
izmjenjivacka kolona Rezex ROA-Organic Acid H+; Phenomenex, SAD) s pretkolonom,
detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID), modula za kontrolu sustava i racunalnog

programa za obradu podataka (OpenLAB CDS).
3.1.7.5. Uredaj za plinsku kromatografiju (GC)

Profil metilnih estera masnih kiselina analiziran je pomocu uredaja za plinsku
kromatografiju GC 2010 Plus AF (Shimadzu, Japan). Sustav se sastoji od automatskog
uzorkivaca (AOC-20s), injektora (AOC-20i), termostatirane kapilarne kolone (Zebron ZB-
FAME Phenomenex, SAD), plameno-ionizacijskog detektora (FID-2010 Plus) i racunalnog
programa za obradu podataka (GC Solutions v2.32).
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3.1.7.6. Ostala oprema i aparatura

Uz navedenu opremu, laboratorijski pribor i posude, u ovom istrazivanju koristena je

oprema prikazana u tablici 8.

Tablica 8. Ostala oprema i aparatura.

oprema

model i proizvodac

laboratorijska tresilica

tresilica za mikrotitarske ploce

inkubatorska tresilica
autoklav
UV/Vis spektrofotometar
FT-IR spektrofotometar

spektrofotometar za mikrotitarske
ploce

mufolna pe¢
tehnicka vaga
analitiCka vaga

vodena kupelj
laboratorijski termostat-inkubator
suSionik
mikroskop

vortex mikser

pH metar

Certomat RM; B. Braun, Njemacka

Compact Digital Microplate Shaker; Thermo
Scientific, SAD

TS-100; Biosan, SAD
Sutjeska, Jugoslavija
Cary 100; Agilent Technologies, SAD

Spectrum Two; Perkin Elmer, SAD
Infinite F Plex; Tecan, Svicarska

IP-08; Iskraterm, Slovenija
ET-1211; Tehtnica, Slovenija
ALC210.4; Acculab, SAD
VKS3EN; InkoLab, Hrvatska

BTE-S; Termo-medicinski aparati Bodalec &
Havoi¢, Hrvatska

ST-05; Instrumentaria, Hrvatska
CH20; Olympus, Japan
LLG-uniTEXER 1; LLG-Labware, Njemacka

HI 9125: Hanna Instruments, SAD
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3.2. METODE
3.2.1. Priprema inokuluma
3.2.1.1. Uzgoj inokuluma mikroalgi

Inokulum mikroalgi pripremljen je postupnim povecanjem volumena kulture. Uzgoj je
zapocet precjepljivanjem kulture s krute BB podloge u tekucu. U asepticnim uvjetima stanice
mikroalgi sastrugane su s povrsine kosog agara pomocu eze i prenijete u 50 mL prethodno
sterilizirane BB podloge (poglavlje 3.1.4.) koja je po potrebi sadrzavala 20 g L™ glukoze i 2 g
L kvaséevog ekstrakta. Inokulum je uzgajan 5 - 7 dana na tresilici pri 200 rpm i temperaturi
od 25 - 28 °C. Ovisno o namjeni inokuluma, uzgoj je proveden uz upotrebu umjetnog izvora
svjetlosti tople bijele boje (2700K) prema rezimu 12 sati svjetlo - 12 sati tama, odnosno bez
prisustva svjetlosti. 20 mL uzgojene kulture prenijeto je u Erlenmeyerovu tikvicu od 500 mL
koja je sadrzavala 180 mL sterilne podloge istog sastava te je inokulum uzgajan u prethodno

opisanim uvjetima.
3.2.1.2. Uzgoj spora plijesni

Plijesni A. niger, A. fumigatus i M. isabellina kultivirane su na kosom PD agaru (poglavlje
3.1.5.) tjedan dana pri temperaturi od 28 °C. U asepti¢nim uvjetima spore plijesni sastrugane su
s povrsine podloge i resuspendirane uz dodatak otopine Tween 80 koncentracije 1 g L. Nakon

filtracije kroz sterilnu gazu, spore su pohranjene u hladnjaku na -20 °C.
3.2.2. Ispitivanje rasta na razli¢itim izvorima ugljika

U ovom eksperimentu testiran je rast mikroalgi Chlorella vulgaris, Chlamydomonas sp.
I Scenedesmus sp. na razli¢itim izvorima ugljika u miksotrofnim i heterotrofnim uvjetima.
Uzgoj je proveden u mikrotitarskim ploCama s 96 jazica. Svaka jazica sadrzavala je 180 pL
sterilne BB podloge s odgovaraju¢im izvorom ugljika (poglavlje 3.1.4.1.). Pripremljene su po
dvije paralele za svaki ispitivani izvor ugljika. Jazice su inokulirane s 20 pL prethodno
uzgojenog inokuluma prema shemi prikazanoj na slici 5. Odabran je identi¢an raspored
testiranih sojeva i izvora ugljika za obje vrste uzgoja. Uzgoj je proveden na tresilici pri
temperaturi od 25 °C 1 250 rpm tijekom 72 h. U sluc¢aju miksotrofnog rasta, tijekom uzgoja
koriStena je topla bijela svjetlost uz rezim 12 h svjetlo - 12 h tama. Prirast biomase mikroalgi

odreden je iz razlike opticke gustoce kulture pri 540 nm na pocetku i kraju uzgoja.
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Slika 5. Raspored izvora ugljika i nacijepljenih sojeva mikroalgi. Glc glukoza, Fru
fruktoza, Suc saharoza, Me50 melasa, Gly glicerol, Xyl ksiloza, Mal maltoza, Ara
arabinoza, Gal galaktoza, Lac laktoza, Cel celobioza, HAc octena kiselina, K kontrola, Z1
Chlamydomonas sp., C7 Chlorella vulgaris, G Scenedesmus sp.

3.2.3. Optimiranje koncentracija odabranih izvora ugljika

Na temelju rezultata prethodno provedenog eksperimenta (poglavlje 3.2.2.) odabrana su
po tri izvora ugljika za svaki ispitivani soj mikroalgi (Chlorella vulgaris, Chlamydomonas sp.
i Scenedesmus sp). U svrhu optimiranja koncentracija odabranih izvora ugljika proveden je
miksotrofni 1 heterotrofni uzgoj u mikrotitarskim plocama s 96 jaZica. Svaka jaZica sadrZavala
je 180 pL sterilne BB podloge s odgovaraju¢im izvorom ugljika (poglavlje 3.1.4.1.).
Pripremljene su po dvije paralele za svaku ispitivanu koncentraciju supstrata. Jazice su
inokulirane s 20 pL prethodno uzgojenog inokuluma prema shemi prikazanoj na slikama 6 i 7.
Uzgoj je voden pri uvjetima opisanim u poglavlju 3.2.2. Prirast biomase mikroalgi odreden je

iz razlike opti¢ke gustoce kulture pri 540 nm na pocetku i kraju uzgoja.
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Slika 6. Raspored izvora ugljika i nacijepljenih sojeva mikroalgi u miksotrofnim uvjetima.
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Slika 7. Raspored izvora ugljika i nacijepljenih sojeva mikroalgi u heterotrofnim uvjetima.
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3.2.4. Optimiranje rasta pri razli¢itim koncentracijama izvora duSika

Heterotrofni uzgoj mikroalge Chlorella vulgaris pri razli¢itim omjerima C:N proveden je
u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL, korisnog volumena 200 mL. Sastav podloga opisan
je u poglavlju 3.1.4.2. Korekcija pH-vrijednosti podloge provedena je dodatkom 1 M NaOH pri
¢emu je pocetni pH iznosio 6,6. Tikvice s podlogama sterilizirane su u autoklavu pri temperaturi
od 121 °C tijekom 20 min. Ohladene podloge inokulirane su s 20 mL prethodno uzgojenog
inokuluma. Uzgoj je voden Sarzno na tresilici pri temperaturi od 25 °C 1 brzini rotacije od 200
rpm. Tijekom uzgoja iz tikvica je izuzimano po 2 mL uzorka svakih 24 h u svrhu pracenja
opticke gustoée kulture i koncentracije glukoze u podlozi. Po zavrSetku uzgoja kultura je
centrifugirana 20 min pri 4000 rpm. Vlazna biomasa podvrgnuta je susenju pri 50 °C, a
supernatant je pohranjen na -20 °C do analize. Miksotrofni uzgoj proveden je uz umjetni izvor
toplo bijele svjetlosti (2700 K) pri istim uvjetima uz iznimku temperature, koja je iznosila 28 -
32 °C.

3.2.5. Sarzni uzgoj s pritokom supstrata u laboratorijskom bioreaktoru

Heterotrofni uzgoj mikroalge Chlorella vulgaris voden je u laboratorijskom bioreaktoru.
Osim hranjive podloge (poglavlje 3.1.4.3.), pripremljene su otopine za korekciju pH-vrijednosti
(1 M HzSO4 i 1 M NaOH) i otopina sredstva protiv pjenjenja koncentracije 50 g L. Za
kalibraciju pH elektrode koriSteni su puferi pH-vrijednosti 4,01; 7 i 9,21. Sterilizacija
bioreaktora, zajedno sa svim potrebnim priklju¢cima, vrsila se u autoklavu pri temperaturi od
121 °C tijekom 20 minuta. Pripremljene otopine, ukljucuju¢i hranjivu podlogu, sterilizirane su
zasebno u autoklavu pri istim uvjetima. Punjenje bioreaktora hranjivom podlogom izvr$eno je
pomocu peristalticke pumpe. Temperatura sadrzaja bioreaktora podeSena je na 28 °C
cirkulacijom rashladne vode kroz dvostruki plast. Pocetni volumen podloge u bioreaktoru
iznosio je 1,5 L. Podloga je inokulirana s 200 mL miksotrofno uzgojenog inokuluma koji je

sadrzavao 2,7 - 108 stanica po mililitru kulture.

Proces je voden Sarzno do ulaska kulture u stacionarnu fazu rasta. Iz bioreaktora je
svakodnevno izuzimano po 100 mL uzorka u asepti¢nim uvjetima u svrhu analize sastava
biomase. Rast biomase prac¢en je gravimetrijskim odredivanjem koncentracije suhe tvari,
mjerenjem opticke gustoce kulture 1 odredivanjem broja stanica u podlozi. Takoder, tijekom
uzgoja pracena je potrosnja glukoze. Nakon 170 h uzgoja u bioreaktor je dodano 180 mL
prihrane u obliku pojedina¢nih koncentriranih otopina glukoze, kvas¢evog ekstrakta, natrijevog

nitrata i ostalih anorganskih soli BB podloge. Prihranjivanjem je u podlozi uspostavljen pocetni
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omijer C:N (10 mol mol™). Druga prihrana volumena 100 mL u bioreaktor je dodana nakon 210
h uzgoja te je sadrzavala isklju¢ivo vodenu otopinu glukoze. Broj okretaja mijesala tijekom
uzgoja podesen je na 150 rpm. Zadana pH-vrijednost podloge iznosila je 6,6 te je odrzavana
automatskom regulacijom pritoka kiseline i luzine. S obzirom na porast koncentracije stanica u
bioreaktoru, protok zraka nakon druge prihrane poveéan je s 2 na 3 L min™t. Sredstvo protiv
pjenjenja dodavano je po potrebi. Proces je voden ukupno 236 h te je po zavrSetku uzgoja
biomasa mikroalgi izdvojena iz podloge centrifugiranjem 20 min pri 4000 rpm. Talog je susen

u suSioniku pri 50 °C, dok je supernatant pohranjen na -20 °C do analize.
3.2.6. Uzgoj mjeSovite kulture mikroalge i plijesni

Sarzni uzgoj mijedovite kulture mikroalge Chlorella vulgaris i plijesni A. niger,
A.fumigatus te M. isabellina proveden je u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL. Sastav
podloga naveden je u poglavlju 3.1.6. Za svaku mjesovitu kulturu pripremljena je kontrolna
podloga za uzgoj monokulture mikroalge, odnosno plijesni. Korekcija pH-vrijednosti podloge
provedena je dodatkom 1 M NaOH pri ¢emu je pocetni pH podloge iznosio 6,6. Tikvice s
podlogama sterilizirane su u autoklavu pri temperaturi od 121 °C tijekom 20 min. Eksperiment
je zapocet nacjepljivanjem 180 mL podloge s 20 mL miksotrofno uzgojenog inokuluma
mikroalgi. Ciste kulture su uzgajane 96 h na tresilici pri 150 rpm i temperaturi od 27 °C te su
potom inokulirane suspenzijom spora plijesni. Pocetni omjer spora plijesni 1 stanica mikroalgi
u podlozi iznosio je 1:60000. Istovremeno su inokulirane kontrolne podloge s 2 - 108 spora
plijesni. Uzgoj je nastavljen na tresilici pri gore navedenim uvjetima. Tijekom uzgoja koristen
je umjetni izvor toplo-bijele svjetlosti (2700 K) uz rezim 12 h svjetlo-12 h tama. Iz tikvica je
povremeno izuzimano po 2 mL uzorka za kontrolu koncentracije glukoze i mikroskopskKi
pregled kulture. Po zavrSetku uzgoja prirasla biomasa u mjeSovitoj kulturi razdvojena je na
dvije frakcije filtracijom kroz gazu. Filtrat koji je sadrZzavao iskljucivo stanice mikroalgi
naknadno je centrifugiran 20 min pri 4000 rpm. VlaZna biomasa podvrgnuta je suSenju pri 50

°C, a supernatant je pohranjen na -20 °C do analize.
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3.2.7. Mikrobioloske i analiticke metode
3.2.7.1. Brojanje stanica u Thomaovoj komorici

Stanice mikroalgi i spore plijesni brojane su u Thomaovoj komorici. Prije nanoSenja
uzorka, Thomaova komorica isprana je destiliranom vodom i etanolom te dobro osusena. Zatim
je kap suspenzije stanica, odnosno spora prenesena na povrSinu ugravirane mrezice i prekrivena
pokrovnicom. Nakon fiksiranja pokrovnice pripravak je promatran pod mikroskopom pri
povecéanju 400 puta. Stanice su izbrojane u 7 velikih kvadrata te je ukupan broj stanica po
mililitru izracunat prema izrazu:

N = 16 *n -d
104

[1]
gdje je:

n - srednja vrijednost broja stanica u izbrojanim kvadratima

d - razrjedenje.

3.2.7.2. Mjerenje opticke gustoce kulture

U svrhu pracenja rasta biomase mikroalgi mjerena je opticka gustoc¢a kulture pri valnoj
duljini od 540 nm. Uzorci su prije mjerenja dobro homogenizirani. Po potrebi je priredeno

prikladno razrjedenje kulture.

3.2.7.3. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije suhe tvari biomase

Kultura je prethodno centrifugirana pri 6000 rpm tijekom 15 min uz ispiranje
deioniziranom vodom u svrhu uklanjanja eventualnih ostataka podloge. Talog biomase osusSen
je u suSioniku pri 105 °C do konstantne mase. Koncentracija suhe tvari odredena je prema

izrazu:

myp - ny

[2]
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gdje je:

m1 - masa prazne Kivete [g]
m> - masa kivete s talogom nakon suSenja [g]

V) - volumen podloge [L].
3.2.7.4. Odredivanje koncentracije glukoze u podlozi

Koncentracija glukoze u supernatantu kulture odredena je teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC). Alikvotu od 750 pL dodan je jednak volumen 5 %-tne (w/v)
otopine cinkovog sulfata u svrhu taloZenja proteina. Suspenzija je centrifugirana 10 min pri
10000 g. Priredeno je prikladno razrjedenje supernatanta te su uzorci prije analize profiltrirani

kroz filter promjera pora 0,2 um.

Za pripremu otopina koriStena je redestilirana voda ¢ija je vodljivost iznosila manje od 1
uS. Kao mobilna faza koristena je otopina H3POs koncentracije 0,1 % (w/v). 20 pL uzorka
injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C i brzini protoka pokretne faze
0,5 mL min. Obrada dobivenih kromatograma izvrSena je pomocu racunalnog programa
CLASS-VP v6.10. Koncentracija glukoze u uzorku odredena je iz jednadZzbe bazdarnog pravca

za standard glukoze. Bazdarni dijagram prikazan je u prilogu 7.1.

3.2.7.5. Identifikacija stanicnih makromolekula primjenom FT-IR

Funkcijske skupine najzastupljenijih makromolekula u biomasi mikroalgi identificirane
su na temelju spektara dobivenih primjenom infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom. Za analizu je uzeto 5 mg biomase, prethodno osusSene na 105 °C 1 usitnjene u
fini prah. Uzorak je u tankom sloju rasporeden po povrsini dijamantne prizme. Spektri su
snimljeni ATR metodom u podrucju izmedu 4000 cm™ i 450 cm® sa spektralnom rezolucijom
od 4 cm™. Apsorpcijske vrpce karakteristicne za proteine, ugljikohidrate i triacilglicerole
identificirane su na temelju apsorpcijskih maksimuma istezanja pojedinih vrsta veza (Prilog
7.2).

3.2.7.6. Odredivanje ukupnih ugljikohidrata u biomasi mikroalgi

Identifikacija i kvantifikacija monosaharida u hidrolizatima biomase mikroalgi provedena
je prema NREL metodi (Van Wychen i Laurens, 2013a). U staklene viale volumena 10 mL
odvagano je 25 mg prethodno osusene i usitnjene biomase mikroalgi. Uzorku je dodano 250 pL

72 % (w/w) sumporne kiseline uz polagano mijeSanje. Viale su inkubirane 60 minuta u
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termostatu na 30 °C uz mijeSanje sadrzaja svakih 5 - 10 minuta. Nakon inkubacije u viale je
dodano 7 mL deionizirane vode te su zapeCadene gumenim cepovima s aluminijskim
poklopcem. Tako pripremljeni uzorci autoklavirani su 60 minuta pri 121 °C. Nakon hladenja
na sobnu temperaturu, sadrzaj viala je homogeniziran te je pomocu injekcijske igle uzet alikvot
od 3 mL. pH-vrijednost alkvota pode$ena je na 5 dodatkom kalcijevog karbonata. Neutralizirani

uzorci profiltrirani su kroz najlonski filter veli¢ine pora 0,22 pm.

Koncentracija pojedinih monosaharida u hidrolizatima biomase odredena je pomocu
tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti (UPLC). Kao mobilna faza koriStena je
0,0025 M otopina H2SO4. Za pripremu mobilne faze koriStena je redestilirana voda vodljivosti
manje od 1 pS. 10 pL uzorka injektirano je i1 propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 ° C
i brzini protoka mobilne faze 0,6 mL min?. Obrada dobivenih kromatograma izvriena je
pomocu rac¢unalnog programa OpenLAB CDS. Koncentracija najzastupljenijih monosaharida
u uzorcima izracunata je prema jednadzbi bazdarnog pravca za standarde glukoze, ksiloze i
arabinoze. BaZzdarni dijagrami s pripadaju¢im jednadzbama pravaca prikazani su u prilogu 7.3.
Udio pojedinih monosaharida u biomasi izraCunat je prema izrazu [3] a njihova suma

predstavlja ukupni udio ugljikohidrata u biomasi mikroalgi.

Y * 1525

my

Wmnm =

- 100 [3]

gdje je:

vm - koncentracija monosaharida [mg mL™]

My - masa biomase [mg].

3.2.7.7. Odredivanje ukupnih lipida u biomasi mikroalgi

Lipidi iz biomase mikroalgi ekstrahirani su sa smjesom otapala metanol i kloroform
prema promijenjenom propisu Bligh i Dyer (1959). Biomasa mikroalgi prethodno je osusena
na 50 °C i usitnjena u tarioniku. U staklene viale odvagano je po 100 mg biomase. Uzorcima je
dodano 4 mL metanola, 2 mL kloroforma i 0,4 mL vode. Sadrzaj viala vorteksiran je 60 sekundi
te je potom dodano jos 2 mL kloroforma i 2 mL vode u svrhu razdvajanja faza. Ponovljeno je
vorteksiranje kroz 60 sekundi. Suspendirana biomasa mikroalgi uklonjena je filtriracijom kroz

sinter lijevak. Filtrat je izdvojen u ¢istu staklenu vialu, a talog biomase je ponovno podvrgnut
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ekstrakciji sa smjesom metanola i kloroforma u omjeru 1:1 (v/v). Nakon filtracije dobiveni
filtrat pridodan je prethodnom. Nakon razdvajanja faza, donja kloroformska faza prenijeta je
pomocu injekcijske igle u prethodno izvaganu staklenu epruvetu. Kloroform je iz uzoraka
uklonjen propuhivanjem s plinovitim dusSikom. EKkstrahirani lipidi dodatno su osuSeni u
susioniku pri 100°C kroz 60 minuta u svrhu uklanjanja eventualnih tragova vode zaostale u
kloroformskoj fazi. Epruvete su nakon suSenja ohladene u eksikatoru i izvagane na analitickoj
vagi. Udio lipida u biomasi mikroalgi izracunat je prema sljede¢em izrazu:
my - my

my - (1 - szO/X)

W= 100 [%] [4]

gdje je:

mi - masa prazne epruvete [g]
Mz - masa epruvete s lipidima nakon susenja [g]
mx - masa biomase uzeta u analizu [g]

Wh,0/x - Udio vlage u biomasi.

3.2.7.8. Odredivanje koncentracije i profila masnih kiselina u biomasi mikroalgi

Sadrzaj pojedinith masnih kiselina u lipidima mikroalgi odreden je plinskom
kromatografijom. Analizi je prethodila in situ transesterifikacija masnih kiselina prema NREL
protokolu za odredivanje ukupnih lipida (Van Wychen i Laurens, 2013b). U staklene viale
izvagano je 5 - 10 mg prethodno osusene (50 °C) i usitnjene biomase mikroalgi. Uzorcima je
dodano 20 uL prethodno pripremljenog standarda metil tridekanoata (C13:0 ME, y = 10 mg
mL1), 200 pL otopine kloroform:metanol (2:1, v/v) i 300 puL 0,6 M otopine HCI u metanolu.
Viale su zatvorene teflonskim ¢epovima i nakon vorteksiranja inkubirane u vodenoj kupelji pri
85 °C tijekom 60 minuta. Ohladenim uzorcima dodan je 1 mL heksana te je smjesa dobro
promijesana i ostavljena na sobnoj temperaturi najmanje 60 minuta u svrhu razdvajanja faza.
Gornja faza izdvojena je u zasebnu vialu i razrijedena 3 puta s heksanom. Razrijedenom uzorku
je prije kromatografske analize dodan odredeni volumen internog standarda pentadekana
koncentracije 1 mg mL™ (5 uL na 200 pL uzorka).

2 uL uzorka analizirano je na plinskom kromatografu. Kao mobilna faza koristen je helij

&iji je protok iznosio 1,2 mL min. Identifikacija masnih kiselina u uzorcima provedena je

usporedbom vremena zadrzavanja njihovih metilnih estera s vremenima zadrzavanja metilnih
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estera standardne smjese 37 masnih kiselina (C4 - C24) analiziranih u istim uvjetima. Dobivene
koncentracije metilnih estera masnih kiselina normalizirane su prema koli¢ini standarda C13:0

ME [5] i izrazene masenim udjelom u suhoj tvari biomase [6]:

'k
MEC13norm. = ——— " Mc13 [5]
Yc13
m
wp = F,C’Z, norm. 100 [6]
u

gdje je:

vF - koncentracija metilnog estera masne kiseline [mg L?]
yc13 - koncentracija standarda metil tridekanoata [mg L™]
Mc13 - masa dodanog standarda metil tridekanoata [mg]

my - masa suhe biomase [mg].

3.2.7.9. Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a i b

Analizi je prethodila ekstrakcija pigmenata iz vlazne biomase mikroalgi 90 %-tnim (v/v)
acetonom uz mehani¢ku dezintegraciju stanica pomocu staklenih kuglica. 10 mL stani¢ne
kulture centrifugirano je pri 7000 rpm tijekom 10 minuta. Supernatant je odbacen, a talogu
biomase dodano je 2 g staklenih kuglica i 2 mL 90 %-tnog (v/v) acetona. Kivete su zasticene
aluminijskom folijom u svrhu sprjeavanja raspada fotosenzibilnih pigmenata uslijed izlaganja
svjetlosti. Suspenzija je dva do tri puta naizmjeni¢no vorteksirana 30 sekundi uz hladenje na
ledu, a potom centrifugirana 5 minuta pri 7000 rpm. Supernatant je izdvojen u Cistu epruvetu,
a preostala biomasa ponovo je podvrgnuta postupku ekstrakcije. Ekstrakcija je ponavljana do
potpunog obezbojenja biomase pri ¢emu su supernatanti nakon svakog koraka ekstrakcije

sakupljani su u istu epruvetu.

Koncentracija pigmenata ekstrahiranin iz biomase mikroalgi odredena je
spektrofotometrijski prema metodi koju su predlozili Jeffrey i Humphrey (1975). Dobivenim
ekstraktima odredena je apsorbancija pri valnim duljinama od 630 nm, 647 nm, 664 nm i 750
nm. Koncentracija [mg L] klorofila a i b odredena je pomocu jednadzbi:

11,85 - (ODgg4 - OD75p) - 1,54 - (ODgy7 - OD75p) - 0,08 - (ODg30 - OD75¢) - Ve
a- Vf

Klorofila=

[7]
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-5,43 - (ODgg4 - OD75) + 21,03 - (ODgy7 - OD75p) - 2,66 - (ODg39 - OD759) - Ve [8]

Klorofil b=
orofi oV

gdje je:

Ve - ukupni volumen ekstrakta [mL]
Vs - volumen Kulture uzet za ekstrakciju [mL]

a - faktor korekcije.

3.2.7.10. Odredivanje udjela proteina u biomasi mikroalgi

Ekstrakcija proteina provedena je prema modificiranoj metodi Slocombe i sur. (2013). Za
analizu proteina izvagano je 5 mg suhe biomase mikroalgi i resuspendirano u 200 pL 24 %
(w/v) trikloroctene kiseline (TCA). Uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji pri temperaturi od
85 °C tijekom 15 minuta. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, uzorcima je dodano 600 pL
vode HPLC ¢istoce u svrhu razrjedivanja pocetne koncentracije TCA na 6 % (w/v). Homogenati
su centrifugirani 20 min pri 14000 g i temperaturi od 4 °C. Supernatant je odbacen, a talog
resuspendiran u 500 pL 0,1 M NaOH. Tako pripremljeni uzorci inkubirani su u vodenoj kupelji
na 65°C tijekom 2 h. Nakon hladenja uzoraka provedeno je centrifugiranje 30 min pri 10000 g

i sobnoj temperaturi. Talog je odbacen, a supernatant pohranjen na -20°C do daljnje analize.

Koncentracija proteina odredena je metodom po Bradfordu (Bradford, 1976). U analizu
je uzeto 40 uL ekstrakta proteina. Ekstraktu je dodano 1200 puL Bradford reagensa te je smjesa
inkubirana tijekom 15 min na sobnoj temperaturi. Slijepa proba sadrzavala je 40 pL
deionizirane vode umjesto uzorka. Apsorbancija uzorka izmjerena je pri 595 nm. Prema
jednadzbi bazdarnog pravca (Prilog 7.4.) izraCunata je koncentracija proteina u uzorku. Udio
proteina u biomasi izracunat je iz izraza:

Vp'vé
my

- 100 [9]

gdje je:

vp - koncentracija proteina [mg mL™]
Ve - ukupni volumen ekstrakta [mL]
my - masa suhe biomase [mg].
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3.2.7.11. Odredivanje sadrzaja pepela u biomasi mikroalgi

Udio pepela u biomasi mikroalgi odreden je gravimetrijski. U ¢iste, prethodno zarene i
izvagane porculanske lon¢i¢e odvagano je 500 mg biomase osusene pri 50 °C. Uzorak je susen
pri temperaturi od 105 °C u suSioniku do konstantne mase te je poCetna masa korigirana za
sadrzaj vlage. Prije Zarenja u mufolnoj peci lonc¢i¢i s biomasom zagrijavani su na Bunsenovom
plameniku do potpune karbonizacije. Lon¢i¢i s biomasom prenijeti su u mufolnu pe¢ prethodno
zagrijanu na 550 °C i zareni do konstantne mase. Nakon hladenja u eksikatoru do sobne
temperature lon¢i¢i su izvagani s to¢nosc¢u + 0,001 g. Udio pepela u biomasi izracunat je prema
izrazu:

Wy= —— 2100 [%] [10]
my - (1 - w,0)

gdje je:

mp - masa pepela [mg]
my - masa uzorka [mg]

Wh,0 - udio vode u uzorku.

3.2.7.12. Odredivanje pokazatelja uspjesnosti bioprocesa

Pokazatelji uspjesnosti bioprocesa odredeni su prema jednadzbama [11], [12], [13] i [14].

1 X
‘u'_A_t.lnX_o [11]

W - specifiéna brzina rasta [h™}]
X - koncentracija biomase u vremenu t, [g L]
Xo - poéetna koncentracija biomase [g L]

At - interval vremena (tn — to).

Pry = tﬁ [12]

u

Prx - produktivnost sinteze biomase [ g L™ dan]
X - koncentracija biomase u vremenu t, [g L]

tu - trajanje uzgoja [dan].
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Yys = [13]

Yxss - koeficijent konverzije supstrata u biomasu [g g%
Xo - podetna koncentracija biomase [g L™]

X - koncentracija biomase na kraju uzgoja [g L™]

So - podetna koncentracija supstata [g L]

S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja[g L™].

tg = In2 - A—f\, [14]
lnN—O

ty - generacijsko vrijeme [h],
At - interval vremena (tn — to)
No - broj stanica u vremenu to

N - broj stanica u vremenu tp.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Buduc¢i da su koristeni sojevi mikroalgi prethodno izolirani iz rijeke Gacke i identificirani
na temelju morfoloskih karakteristika (Corak, 2018), cilj ovog istraZivanja bio je usmjeren
prema ispitivanju njihovih fizioloSkih znacajki u svrhu razjaSnjavanja mogucnosti
biotehnoloske primjene. Naknadna analiza molekulranih markera soja C7 u suradnji s zbirkom
mikroorganizama Roscoff Culture Collection (Francuska) potvrdila je prethodnu pretpostavku
da je izolirana mikroalga roda Chlorella i vrste vulgaris. Koncept istrazivanja temeljen je na
nizu eksperimenata koji su ukljucivali postepeno uvecanje mjerila kulture, pri ¢emu se odabir
uvjeta Kultivacije zasnivao na saznanjima izvedenim na osnhovi prethodno provedenih

eksperimenata.

Tematika istrazivanja odnosi se na miksotrofnu i heterotrofnu kultivaciju mikroalgi
budué¢i da su u teorijskom dijelu ovog rada istaknute njihove tehnoloske prednosti pred
fotoautotrofnom kultivacijom. Stoga je od velike vaznosti bio odabir izvora ugljika koji
omogucuje optimalan rast stanica. Preliminarna istrazivanja ucinka razlicitih izvora ugljika na
rast mikroalgi omogucila su odabir najpogodnijeg soja i supstrata za daljnju optimizaciju
kultivacije. Poznato je da molarni omjer ugljika i dusika u vecoj mjeri utjece na produktivnost
rasta i sinteze zeljenog proizvoda. Tijekom uzgoja pri razli¢itim molarnim omjerima C:N
istrazen je njihov ucinak prvenstveno na rast i biosintezu rezervnih makromolekula s obzirom
na poznatu ¢injenicu da limitacija duSikom pri vi§im omjerima C:N poti¢e njihovu akumulaciju
u stanicama mikroalgi. Takoder, u istu svrhu ispitan je zajednicki utjecaj povisene koncentracije
izvora ugljika i anorganskih soli te temperature. Uzimajuci u obzir prethodna saznanja o rastu
soja Chlorella vulgaris, proveden je heterotrofni S$arzni uzgoj s pritokom supstrata u
laboratorijskom bioreaktoru. S obzirom da se sastav biomase intenzivno mijenja ovisno o fazi
rasta, promatrane su kvalitativne i kvantitativne promjene makromolekulskog sastava stanice

tijekom kultivacije.

U poglavlju 2.5. opisane su prednosti bioflokulacije kao alternativne tehnike izdvajanja
stanica mikroalgi iz podloge. Ipak, trenutni izazovi ukljucuju pronalazak idealnih partnera i
optimizaciju uzgoja mjeSovite kulture. U ovom istrazivanju ispitana je efikasnost izdvajanja
mikroalge Chlorella vulgaris u laboratorijskom mjerilu pomocu plijesni Aspergillus niger,

Aspergillus fumigatus i Mortierella isabellina.
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4.1. RAST NA RAZLICITIM IZVORIMA UGLJIKA

Prethodno su spomenute prednosti miksotrofnog i heterotrofnog uzgoja na rast mikroalgi.
Medutim, efikasnost asimilacije pojedinog izvora ugljika razlikuje se medu vrstama. Na
slikama 8 i1 9 prikazan je prirast biomase tijekom miksotrofnog i heterotrofnog uzgoja pojedinog
soja na razli¢itim izvorima ugljika te njihova usporedba s kontrolom. Porast biomase odreden

je mjerenjem opticke gustoce podloge.

Za miksotrofnu i heterotrofnu kultivaciju mikroalgi se kao izvor ugljika najcesce
upotrebljava glukoza, zahvaljujuéi postizanju visokih brzina rasta. Razlog tome je pridobivanje
vece koli¢ine energije razgradnjom mola glukoze, u odnosu na ostale izvore ugljika. Asmilacija
glukoze u stanicama mikroalge Chlorella vulgaris ne iznenaduje, buduci da je poznato da vrste
iz roda Chlorella posjeduju inducibilni sustav za simport glukoze s H* ionima (Perez-Garcia i
sur., 2011). Mnogi autori navode glukozu kao optimalan supstrat za rast ove vrste (Sharma i
sur., 2016; Daliry 1 sur., 2017; Alves da Silva i Fonseca, 2018). Scarsella i sur. (2010) uocili su
da je veca produktivnost sinteze biomase postignuta tijekom miksotrofne kultivacije na glukozi,
u odnosu na heterotrofnu kultivaciju. U ovom istrazivanju takoder je zabiljezen veci porast
opticke gustoce kulture tijekom miksotrofne kultivacije. Ipak, znacajno slabiji rast na glukozi
tijekom miksotrofnog uzgoja pokazali su sojevi Chlamydomonas sp. i Scenedesmus sp.
Medutim, u usporedbi s ostalim ispitivanim sojevima, tijekom heterotrofne kultivacije
zabiljeZen je veci prirast biomase Chlamydomonas sp. U poglavlju 2.3.1. spomenuto je da
tijekom heterotrofnog rasta mikroalgi dominira razgradnja glukoze pentoza-fosfatnim putem.
Znacajniji rast ovog soja moze se objasniti vecom brzinom metaboli¢kog fluksa u odnosu na
Embden-Meyerhof-Parnasov put koji je aktivan u prisustvu svjetlosti (Perez-Garcia i Bashan,
2015).

Od ostalih heksoza, isklju¢ivo se galaktoza pokazala prikladnim izvorom ugljika za
miksotrofni rast soja C. vulgaris, dok je kod ostalih sojeva rast na galaktozi u potpunosti izostao.
Rast je u zna€ajno manjoj mjeri zabiljeZen 1 u heterotrofnim uvjetima $to potvrduje rezultate
ranijih istrazivanja (Dvorakova-Hladka, 1966). S druge strane, soju Chlamydomonas sp.
pogodovao je rast na fruktozi u heterotrofnim i miksotrofnim uvjetima. Takoder, valja zamijetiti
da je rast na disaharidima svojstven isklju¢ivo navedenom soju. Interesantan je znacajan prirast
soja C. vulgaris na melasi u heterotrofnim uvjetima, dok je na saharozi u potpunosti izostao.
Sli¢na pojava zamijecena je i u literaturi (Vidotti i sur., 2014). Naime, melasa Secerne repe Uz
saharozu sadrzi 1 manje koliCine glukoze te fruktoze. Pored toga, ova kompleksna podloga
bogat je izvor dusika te sadrZzi razli¢ite metalne ione i1 vitamine koji pogoduju rastu mikroalgi.
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Slika 8. Usporedba miksotrofnog rasta sojeva Chlorella vulgaris, Chlamydomonas
sp. 1 Scenedesmus sp. na razli¢itim izvorima ugljika. (Kratice su objasnjene u

poglavlju 3.2.2).
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Slika 9. Usporedba heterotrofnog rasta sojeva Chlorella vulgaris, Chlamydomonas

sp. 1 Scenedesmus sp. na razli¢itim izvorima ugljika
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Asmiliacija razli¢itih izvora ugljika opéenito se pokazala slabom u soja Scenedesmus sp.
Iznimka je octena kiselina pri kojoj je zabiljezen visestruko veéi porast u odnosu na kontrolu te
sukladno literaturi podjednak rast tijekom miksotrofne i heterotrotrofne kultivacije
(Dvorakova-Hladka, 1966). Za rast na acetatu stanici su potrebni klju¢ni enzimi glioksilatnog
ciklusa - izocitrat liaza i malat sintetaza. Combres i sur. (1994) zamijetili su znacajan porast
aktivnosti izocitrat liaze tijekom heterotrofne kultivacije Scenedesmus obliquus. Analogno,
dodatak acetata fotoautotrofno uzgajanoj kulturi omogucio je poveéanje specificne brzine rasta.
U usporedbi s rezultatima koje su naveli Vidotti i sur. (2014), o¢ekivan je veci porast biomase
Scenedesmus sp. na melasi. U literaturi se takoder navodi zadovoljavajué¢ rast na glukozi i
celobiozi u heterotrofnim, te glukozi, fruktozi, galaktozi, maltozi i celobiozi u miksotrofnim
uvjetima (Dvotakova-Hladka, 1966). Valja uzeti u obzir da afinitet prema pojedinom izvoru
ugljika moze znacajno varirati unutar vrsta istog roda te je u ovom slucaju nuzna analiza
genetskih markera primijenjenog soja u svrhu kompletnijeg razumijevanja metabolic¢kih
procesa u stanicama. S obzirom da je ispitivani soj tijekom rasta pokazivao tendenciju
agregiranja, moguce je da mjerenje opticke gustoce nije primjerena metoda pracenja njegovog
rasta. Takoder, acetat se pokazao prikladnim izvorom ugljika za miksotrofnu kultivaciju
Chlamydomonas sp. i C. vulgaris. U stanicama C. vulgaris izocitrat liaza se eksprimira
konstitutivno, no glioksilatni ciklus je funkcionalan isklju¢ivo u prisustvu acetata (Perez-Garcia

i sur., 2011).

Moguénost primjene otpadnog glicerola kao nusproizvoda proizvodnje biodizela za
kultivaciju mikroalgi intenzivno se istrazuje. Medutim, za sve ispitivane sojeve, uocen je
izostanak rasta primjenom oba nacina uzgoja. Sli¢na situacija vezana je uz primjenu laktoze i
maltoze. Opcéenito je poznato da mikroalge slabo rastu na ovim izvorima ugljika (Perez-Garcia
i sur.,, 2011). Ova pojava vjerojatno je posljedica izostanka membranskih permeaza koje
sudjeluju u transportu laktoze i maltoze u stanicu. Nemoguénost asimilacije saharoze vjerojatno
je povezana s izostankom ekstracelularnog enzima invertaze kod mikroalgi C. vulgaris i

Scenedesmus sp. Takoder, o¢igledno je da pentoze inhibiraju rast svih ispitivanih sojeva.

Rezultati provedenog eksperimenta sluZili su kao koristan temelj za planiranje daljnjih
eksperimenata. Ipak, s obzirom da je uzgoj proveden u izrazito malim volumenima, potrebno
je uzeti u obzir isparavanje podloge, neucinkovito mijesanje i potencijalnu limitaciju Kisikom
tijekom heterotrofnog uzgoja. Ovim eksperimentom nedvojbeno je utvrdeno da je rast biomase
viSestruko veéi uz odgovarajuci organski izvor ugljika u usporedbi s fotoheterotrofnim

uzgojem.
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4. Rezultati i rasprava

4.2. RAST PRI RAZLICITIM KONCENTRACIJAMA IZVORA UGLJIKA

Na temelju rezultata prethodnog istrazivanja, odabrana su po 3 izvora ugljika za svaki
ispitivani soj mikroalgi te je istrazen uc¢inak njihove koncentracije na rast. Slike 10, 11 i 12
prikazuju prirast biomase tijekom miksotrofnog i heterotrofnog uzgoja pojedinog soja pri
razli¢itim koncentracijama izvora ugljika. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost opticke

gustoce paralela.
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a b
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g 08 S
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y[gL7] y[gL7]
EGlc mGal m®HAc EGlc mGal mHAc

Slika 10. Usporedba miksotrofnog (a) i heterotrofnog (b) rasta soja Chlorella
vulgaris pri razli¢itim koncentracijama odabranih izvora ugljika.

Postojan miksotrofni rast mikroalge C. vulgaris uocen je pri koncentracijama glukoze od
10 - 50 g L. Ocigledno je da pri visim koncentracijama nastupa inhibicija supstratom.
Galaktoza se takoder pokazala prikladnom za miksotrofnu kultivaciju u Sirokom rasponu
koncentracija. Prema rezultatima vidljivo je da svjetlost pospjesuje rast na organskim izvorima
ugljika. Zamjetan prirast biomase ostvaren je tijekom uzgoja na octenoj kiselini koncentracije
10 g L. Medutim, porastom koncentracije octene kiseline, dolazi do potpune inhibicije rasta.
Nizak pH podloge omogucuje difuziju nedisocirane kiseline u stanicu, te njenu disocijaciju u
citosolu. Ovaj efekt uocen je i1 kod ostalih sojeva. Ocekivano, u heterotrofnim uvjetima rast na

svim testiranim izvorima ugljika bio je slabiji.
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Slika 11. Usporedba miksotrofnog (a) i heterotrofnog (b) rasta soja Chlamydomonas
sp. pri razli¢itim koncentracijama odabranih izvora ugljika.
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Slika 12. Usporedba miksotrofnog (a) i heterotrofnog (b) rasta soja Scenedesmus sp.

B Me50 MSuc MEHAc

pri razli¢itim koncentracijama odabranih izvora ugljika.

43



4. Rezultati i rasprava

Podjednak trend rasta s obzirom na vrstu uzgoja i izvor ugljika uocen je kod soja
Chlamydomonas sp. Tijekom miksotrofnog uzgoja, koncentracije melase manje od 35 g L
rezultirale su rastom biomase, dok je daljnje povecanje koncentracije uzrokovalo potpunu
inhibiciju rasta nekom od komponenata melase. Saharoza u ovom slu¢aju nije toliko snazan
inhibitor $to je vidljivo zamjetnim rastom biomase porastom njene koncentracije. Sli¢an je
ucinak inhibicije uocen porastom koncentracije octene kiseline. U heterotrofnim uvjetima
uzgoja povecanje koncetracije glukoze i saharoze inhibira rast, dok je pove¢anjem koncetracije
melase taj ucinak, kao i kod miksotrofnog uzgoja, drasti¢no izrazeniji. U odnosu na ostale
sojeve, prirast Scenedesmus sp. znacajno je slabiji. Valja primjetiti rast biomase proporcionalan
koncentraciji saharoze u miksotrofnim uvjetima, ali i znatno vecu osjetljivost na melasu u

heterotrofnim uvjetima gdje do potpune inhibicije dolazi veé pri koncentraciji od 35 g L.

4.3. RAST PRI RAZLICITIM KONCENTRACIJAMA IZVORA DUSIKA

Prethodni eksperimenti sluzili su kao temelj za odabir soja mikroalge i najpogodnijeg
izvora ugljika za daljnje istrazivanje. Budu¢i da je Chlorella vulgaris pokazala stabilan
miksotrofni i heterotrofni rast na glukozi u rasponu od 10 - 50 g L, odabrana je za sljedece
istrazivanje. Osim izvora ugljika, vrlo je vazna opskrba izvorima dusika, fosora 1 sumpora koji
omogucuju normalan rast i funkcioniranje stanica. Posebice molarni omjer ugljika i dusika

utjeCe na rast 1 proizvodnju specifi¢nih proizvoda metabolizma.
4.3.1. U¢inak razli¢itih omjera C:N na rast i nakupljanje rezervnih makromolekula

U ovom eksperimentu istrazen je u¢inak molarnih omjera C:N na rast i nakupljanje lipida
i ugljikohidrata. Slike 13 i 14 prikazuju krivulje rasta i promjenu koncentracije glukoze u
podlozi tijekom miksotrofnog i heterotrofnog uzgoja pri razli¢itim koncentracijama natrijevog
nitrata. Vrijednosti pokazatelja uspjesnosti i koncentracije biomase pri omjerima C:N 10 i 30
za obje vrste uzgoja prikazane su u tablici 9. Uogljivo je da je pri nizim omjerima C:N prirast
biomase veci, a sukladno tome i produktivnost sinteze biomase. Valja primijetiti i da je razlika
izmedu prinosa pri razli¢itim omjerima C:N u heterotrofnim uvjetima veca nego u miksotrofnim

uvjetima uzgoja. Vrijednost koeficijenta konverzije u svim je slucajevima bila podjednaka.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 9. Pokazatelji uspjesnosti biosinteze biomase tijekom $arznog miksotrofnog i

heterotrofnog uzgoja u tikvicama.

na¢in uzgoja  C:N [mol mol-1] X[gL7Y Yxis [097 Pr[g L'dan?]
miksotrofno 10 8,5800 0,4429 1,7160
miksotrofno 30 7,4800 0,5125 1,0686
heterotrofno 10 10,2550 0,4907 1,4650
heterotrofno 30 6,9150 0,4229 0,9879
45 35
—e—CN=10
40 —a&—CN=30 30
35 — O-—glcC:N=10
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Slika 13. Miksotrofni rast soja Chlorella vulgaris pri razli¢itim molarnim omjerima
C:N.
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Slika 14. Heterotrofni rast soja Chlorella vulgaris pri razli¢itim molarnim omjerima
C:N.
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Slika 15. Promjena udjela lipida pri razli¢itim molarnim omjerima C:N tijekom

miksotrofnog i heterotrofnog uzgoja. M miksotrofni uzgoj, H heterotrofni uzgoj.
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Slika 16. Promjena udjela ugljikohidrata (uh) pri razli¢itim molarnim omjerima

C:N u miksotrofnim i heterotrofnim uvjetima.
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4. Rezultati i rasprava

Na slikama 15 i 16 prikazana je promjena udjela rezervnih makromolekula s porastom
molarnog C:N omjera. Kod obje vrste kultivacije uocen je porast udjela lipida u biomasi kod
veéih C:N omjera. To je u skladu s opée prihvacenim zapazanjem da koncentracija izvora
dusika znacajno utjece na biosintezu lipida. Medutim, o¢igledno je da isto pravilo ne vrijedi za
ugljikohidrate. Heterotrofna kultivacija pogodovala je pohrani ugljikohidrata najvjerojatnije u
formi Skroba, s obzirom da je ve¢ prethodno spomenuta njegova zastupljenost u biomasi zelenih
mikroalgi. Ovu pretpostavku potkrepljuje Cinjenica da glavninu hidrolizata mikroalgi €ini

glukoza (Slika 16).
4.3.2. Miksotrofni uzgoj pri razli¢itim C:N omjerima

Svrha ovog eksperimenta bila je proucavanje utjecaja Sireg raspona C:N omjera tijekom
miksotrofne kultivacije C. vulgaris na rast i biosintezu najvaznijih proizvoda mikroalgi. Kao
§to je prethodno navedeno, medu mnogim ¢imbenicima koji utjeCu na rast i nakupljanje
vrijednih proizvoda spominje se i1 temperatura. Stoga je ovaj eksperiment proveden pri vi$oj
temperaturi te je istrazen njen ucinak. Osim toga, pripremljena BB podloga sadrzavala je

dvostruku pocetnu koncentraciju mineralnih soli.

Krivulje rasta prikazane su na slici 17, a pokazatelji uspjesnosti u tablici 10. Uocljivo je
da se s povecanjem C:N omjera produljuje lag faza rasta. Kod pocetne koncentracije glukoze
od 20 g L koncentracija biomase na kraju procesa bila je najvisa kod omjera C:N 50. Medutim,
vrijednost pripadajuce produktivnosti sinteze biomase bila je niza u odnosu na C:N omjer 30.
Usporedbom trajanja uzgoja za navedene omjere C:N, uocava se da je brzina potro$nje glukoze
kod nizeg omjera C:N znacajno veca, sukladno opskrbi ve¢om koli¢inom dusika. Ova pojava
jo$ je izrazenija kod omjera C:N 75 gdje je uocen znatno sporiji rast 1 potroSnja supstrata.
Eksperimentom u poglavlju 4.2. utvrdeno je da pri 50 g L glukoze jo$ uvijek ne nastupa
znacajna inhibicija supstratom. Ostvareni prinosi biomase kod ove su koncentracije glukoze
znatno veci. Neocekivano, veéi prinos biomase ostvaren je pri ve¢em molarnom omjeru C:N.
Kod oba molarna C:N omjera, ulazak kulture u stacionarnu fazu rasta zabiljezen je tijekom 8.
dana uzgoja, sto je vjerojatno posljedica iscrpljivanja dusika iz podloge. Usporedbom prinosa
biomase kulture uzgojene pri 20 g L glukoze kod omjera C:N 30 s prethodnim eksperimentom,
primjetan je pojacan rast kulture, na §to je utjecala visa temperatura ili dvostruka koncentracija

soli odnosno oba ¢imbenika istovremeno.
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Slika 17. Krivulje rasta i utroska supstrata pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama

glukoze i molarnim omjerima C:N.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 10. Pokazatelji uspjeSnosti biosinteze biomase tijekom Sarznog miksotrofnog uzgoja

u tikvicama.
C:N [mol mol™?] X [gL?] Yxis [997] Pr[g L*dan?]

20 g/L
30 10,1 0,499 1,4429
50 12,515 0,8175 1,3906
75 6,84 0,7886 0,76

50 g/L
30 14,49 0,4057 1,61
50 20,14 0,6582 2,2378

Poznato je da visi omjeri C:N pogoduju nakupljanju lipida (Ikaran i sur., 2015). Medutim,
povecanje C:N omjera prema rezultatima nije uvijek bilo u skladu s navedenim principom
(Slika 18). Znacajno manji sadrzaj lipida kod omjera C:N 75 u korelaciji je s visokom
koncentracijom rezidualne glukoze u podlozi po zavrSetku uzgoja, stoga nizak udio lipida u
biomasi u ovom slu¢aju ne iznenaduje. Nizi sadrzaj lipida kod omjera C:N 50 pri 50 g L*!
glukoze moguce je objasniti neudinkovitos¢u metode ekstrakcije. Naime, u literaturi se
spominje manje iskoriStenje ekstrakcije ukoliko je za radni mikroorganizam karakteristican

znacajan sadrzaj membranski vezanih lipida (Dickey i sur., 2001).
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Slika 18. Promjena udjela lipida tijekom miksotrofne kultivacije pri razli¢itim C:N

omjerima i koncentracijama glukoze.
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Poznato je da zelene mikroalge nakupljaju lipide u odredenim stresnim uvjetima,
medutim favoriziraju pohranu ugljika i energije u formi ugljikohidrata (Cheng i sur., 2017).
To je moguce opaziti na slici 19, buduci da je zabiljezen veéi udio ugljikohidrata u biomasi
C. vulgaris. Usporedbom dobivenih udjela ukupnih lipida i ugljikohidrata s prethodnim
eksperimentom kod omjera C:N 30 i pocetne koncentracije glukoze 20 g L moze se
zakljuciti da je njihova suma u oba slu¢aja podjednaka. Medutim, raspodjela ugljika izmedu
dvije vrste rezervnih makromolekula znacajno se razlikovala. U uvjetima poviSene
koncentracije anorganskih soli i temperature, stanice su akumulirale prvenstveno
ugljikohidrate. Osim navedenog, usporedbom rezultata na slikama 18 i 19 uocava se da i
koncentracija glukoze u podlozi utjece na konacan omjer udjela lipida i ugljikohidrata u
biomasi. Vidljivo je da su za istu ispitivanu koncentraciju glukoze udjeli ugljikohidrata
gotovo podjednaki, suprotno tvrdnji da visi omjeri C:N pospjeSuju akumulaciju
ugljikohidrata (lkaran i sur., 2015). Pozitivan u¢inak povecanja temperature i osmotskog
pritiska na rast i akumulaciju ugljikohidrata spominje se i u literaturi (Markou i sur., 2012).

Ipak, valja voditi ratuna o rasponu vrijednosti temperature koji omogucuje nesmetan rast

kulture.
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Slika 19. Promjena udjela ugljikohidrata tijekom miksotrofne kultivacije pri

razli¢itim omjerima C:N i koncentracijama glukoze.
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Slika 20. Profil masnih kiselina tijekom miksotrofne kultivacije pri razli¢itim

omjerima C:N i koncentracijama glukoze.

Istrazivanja su pokazala da prinos masnih kiselina, za vecinu vrsta, ovisi 0 brojnim
okoliSnim c¢imbenicima, primjerice temperaturi, koncentraciji izvora duSika, intenzitetu
svjetlosti itd. (Chen i Johns, 1991). Na slici 20 moze se uociti da profil masnih kiselina znacajno
ovisi 0 koncentraciji glukoze i natrijevog nitrata. Ipak, o¢igledno je da su u najvec¢oj mjeri kod
svih ispitivanih omjera C:N zastupljene oleinska (C18:1 cis 9) i linolna (C18:2 cis 9,12)
kiselina. Porast udjela oleinske kiseline u ukupnim metilnim esterima masnih kiselina s
poveéanjem omjera C:N zabiljezen je i u literaturi (Cho i sur., 2011). Osim prikazanih masnih
kiselina, biomasa je u pojedinim slu¢ajevima sadrzavala neznatne koli¢ine C14:0, C14:1 cis 9,
C15:1cis 101 C16:1 cis 9 ¢ija ukupna suma nije prelazila 3 %. Valja zamijetiti da koncentracija
izvora ugljika ima znaajan utjecaj na omjer zasi¢enih, jednostruko nezasicenih i viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina. Tako omjer zasi¢enih 1 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u
biomasi uzgojenoj pri 20 g L glukoze uz omjer C:N 30 bio gotovo podjednak, dok je za isti
molarni omjer pri 50 g L™ glukoze biomasa u veéoj mjeri sadrzavala jednostruko nezasi¢ene
masne kiseline. Ova pojava zamijecena je i kod istraZivanja utjecaja razli¢itih koncentracija

glukoze na druge vrste mikroalgi (Mitra i Mishra, 2018).
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4.4, SARZNI UZGOJ S PRITOKOM SUPSTRATA

S tehnoloskog aspekta, heterotrofna Kkultivacija mikroalgi jednostavnija je od
fotoautotrofne zahvaljuju¢i moguénosti uzgoja u konvencionalnim bioreaktorskim sustavima,
¢ime se eliminira potreba za svjetlosnom energijom, a ujedno omogucuje postizanje znatno
viSih koncentracija biomase te posljedi¢no znacajnijih koli¢ina vrijednih proizvoda. Na temelju
rezultata prethodnog eksperimenta odabran je omjer C:N kod kojeg je postignut najveci prinos
biomase. Cilj uzgoja u bioreaktoru bio je postizanje visoke koncentracije biomase u Sarznom
dijelu bioprocesa nakon cega je uslijedila faza limitacije izvorom duSika u svrhu poticanja
akumulacije lipida. Naime, obilne pocetne koli¢ine dusika u podlozi pospjesuju rast stanica, s
obzirom da je duSik sastavni element proteina, nukleinskih kiselina i nukleotidnih koenzima.
Njegovo iscrpljivanje iz podloge uzrokuje pad brzine rasta i potice zna¢ajne promjene koje se
u stanicama mikroalgi i drugih oleaginoznih mikroorganizama o¢ituju u nakupljanju

triacilglicerola kao $to je opisano u poglavlju 2.3.2.

Uzgoj je ukupno voden 236 h. Opticka gustoca kulture (Slika 22) bila je okvirni
pokazatelj trenda rasta stanica, dok je precizniji pokazatelj rasta bila koncentracija biomase
odredena gravimetrijski (Slika 21). Koncentracija biomase na kraju uzgoja iznosila je 19,32 g
L. Ukupna produktivnost sinteze biomase iznosila je 0,0747 g L™ h, dok je koeficijent
konverzije supstrata u biomasu iznosio 0,3667 g g. Izracunata produktivnost gotovo je deset
puta visa u usporedbi s literaturom (Stephenson i sur., 2010). Specifi¢na brzina rasta odredena
je za svaku karakteristiénu to¢ku uzgoja: na kraju $arznog dijela procesa iznosila je 0,0182 h?,
izmedu prve i druge prihrane 0,0096 h, odnosno 0,0064 h nakon druge prihrane. Analogno,

generacijsko vrijeme za karakteristi¢ne tocke uzgoja bilo je 23,79 h, 46,42 h, odnosno 51,76 h.

Opcenito se smatra da bioreaktori s mijeSalom nisu pogodni za kultivaciju mikroalgi s
obzirom na osjetljivost stanica na smi¢na naprezanja, posebice na krajevima lopatica (Wang i
Lan, 2018). Ova pojava u manjoj je mjeri bila izraZzena tijekom ovog uzgoja. Naime, uoceno je
povecanje intenziteta zelenog obojenja supernatanta, koje je posebice bilo izrazeno pri kraju
eksponencijalne faze. Dodatni doprinos tome je prirodni porast brzine odumiranja pri ulasku

kulture u stacionarnu fazu rasta.
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Slika 21. Promjena koncentracije biomase i glukoze tijekom Sarznog uzgoja s

pritokom supstrata. (Strelice oznacavaju prihranu).
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4.4.1. Sastav biomase

Poznato je da uvjeti kultivacije poput temperature, pH, dostupnosti svjetla i koncentracije
nutrijenata znatno utjeCu na sastav biomase. Ugljikohidrati, lipidi i proteini su najzastupljenije
makromolekule u biomasi mikroalgi, stoga je tijekom uzgoja praéena promjena njihovog
udjela. Osim navedenog, pracen je udio pigmenata te profil masnih kiselina. Sadrzaj pepela u
biomasi odreden je za posljednji dan uzgoja te je iznosio 4 %. U daljnjem tekstu moguce je
zamijetiti da se ukupni udio analiziranih molekulskih komponenata stanice tijekom uzgoja
smanjuje. Uz pretpostavku da je udio pepela u stanicama konstantan, ukupne analizirane
makromolekule ¢inile su 78,92 % suhe tvari biomase C. vulgaris na pocetku uzgoja, dok je u
konacnici njihova vrijednost pala za 20 %. Od ostalih komponenata biomase, ¢ija koli¢ina nije
odredena analizom, udjelom bi najzastupljenije trebale biti nukleinske kiseline, medutim njihov
udio ne prelazi 10 % (Finkel i sur., 2016). S obzirom na pretpostavku neu¢inkovite ekstrakcije
proteina, moguée je zakljuciti da njihov udio ima znacajan utjecaj na ukupnu sumu.
Problematika ekstrakcije intracelularnih proteina zelenih mikroalgi otprije je poznata te je u
korelaciji s rigidnoscu njihovih stani¢nih stijenki (Barkia i sur., 2019) Ovdje je jo§ vazno uzeti

u obzir kumulativne pogreske tijekom ekstrakcije 1 analize pojedinih molekulskih vrsta.
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Slika 23. FT-IR spektri biomase C. vulgaris tijekom Sarznog uzgoja s pritokom
supstrata.
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Na slici 23. prikazani su FT-IR spektri biomase C. vulgaris za nekoliko karakteristi¢nih
tocaka tijekom uzgoja. Najpouzdaniji signal za detekciju lipida u biomasi je apsorpcijski
maksimum istezanja esterske veze karakteristi¢ne za lipide pri 1745 cm™. Za proteine su
karakteristi¢na dva pika s apsorpcijskim maksimumima pri 1545 i 1655 cm™. Ugljikohidrati
mikroalgi predstavljaju slozenu skupinu dugolan¢anih razgranatih strukturnih polisaharida kao
I zaliha rezervnih ugljikohidrata poput Skroba (Mayers i sur., 2013). To je vidljivo prema

slozenom preklapanju signala na spektrima u podruéju izmedu 900 i 1200 cm™.
4.4.1.1. Ugljikohidrati

Mikroalge su u stanju akumulirati visoke koli¢ine ugljikohidrata putem fotosintezu. Stoga
ne iznenaduje Cinjenica da je udio ugljikohidrata u biomasi na pocetku uzgoja bio najveci,
budué¢i da je bioreaktor inokuliran miksotrofno uzgojenom kulturom. Poznato je da se u
stanicama zelenih mikroalgi ugljikohidrati akumuliraju u formi skroba. To potvrduje visok udio
glukoze u ukupnim ugljikohidratima. Nakupljanje ugljikohidrata obi¢no se dogada u stresnim
uvjetima, prvenstveno uz limitaciju rasta stanice izvorom dusika. Suprotno literaturi,

iscrpljivanje dusika iz podloge uzrokovalo je pad udjela ugljikohidrata (Slika 24).

Udio ukupnih ugljikohidrata se tijekom uzgoja smanjio s pocetnih 48,61 na 28,1%. Ovu
pojavu moguce je objasniti nedostatnom koli¢inom glukoze u prihrani. Naime, koncentracija
stanica u bioreaktoru u trenutku prihrane bila je visoka. S obzirom da su obilne koli¢ine izvora
ugljika u podlozi preduvijet za akumulaciju ugljikohidrata i lipida, to nije moglo biti osigurano,
budu¢i da su stanice vrlo brzo asimilirale glukozu u svrhu vlastitog odrzavanja. Prikladna bi
bila jo$ jedna prihrana isklju¢ivo obilnom koli¢inom glukoze u svrhu poticanja nakupljanja
zeljenih makromolekula. Osim pohrane u formi Skroba, ugljikohidrati su vazne komponente
stani¢ne stijenke zelenih mikroalgi. Osnovni polimer pritom je celuloza, medutim mogu
sadrzavati manje udjele pentoza (Ho i sur., 2013). Njihovi su udjeli, u usporedbi s glukozom, u

staniénom hidrolizatu zanemarivi.
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Slika 24. Promjena udjela ugljikohidrata u biomasi C. vulgaris tijekom Sarznog
uzgoja s pritokom supstrata.

4.4.1.2. Lipidi

Oleaginozne mikroalge imaju sposobnost nakupljanja znacajnih koli¢ina lipida u
stani¢noj biomasi. Chlorella vulgaris takoder pripada ovoj skupini (Pal i sur., 2019). Promjena
udjela lipida prikazana je na slici 25. Uzgojem u bioreaktoru takoder je potvrden princip da su
promjene udjela rezervnih makromolekula posljedica promjene koncentracije dusika u podlozi.
Naime, vidljivo je da se udio lipida znacajno smanjuje prije, a raste nakon prihrane. Razlog
tome je opskrba izvorom ugljika koji je nuzan za sintezu lipida (Mitra i sur., 2012). Medutim,
kao Sto je ranije navedeno, opskrba ugljikom u podlozi bila je nedostatna za intenzivniju
akumulaciju lipida. Ubrzo nakon prihrane, zalihe lipida, a i ugljikohidrata kao §to je navedeno
u prethodnom poglavlju, su se ponovo pocele troSiti s obzirom na potrebe brzo rastuce kulture
za energijom nuznom za diobu stanica (kultura je odrzavana u eksponencijalnoj fazi rasta).
Kona¢na koncentracija lipida u bioreaktoru iznosila je 3,01 g L. Paes i sur. (2016)
miksotrofnim Sarznim uzgojem s pritokom supstrata Chlorella sp. postigli su jednak udio lipida
u biomasi iako je kultura odrZavana u uvjetima limitacije duSikom kroz posljednjih 6 dana
uzgoja. Takoder, ekvivalentan sadrzaj lipida tijekom Sarzne kultivacije slatkovodne mikroalge
Chlorella sp. uocili su Cheirsilp i Torpee (2012). Na slici 25 prikazana je i usporedba dviju

koriStenih metode ekstrakcije. Moguée je uociti da je trend promjene udjela lipida gotovo
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identican. NREL metodom je potvrdeno da je Bligh & Dyer ekstrakcija uspjesno provedena.
Medutim, moguce je uociti odstupanje izmedu udjela lipida odredenih ovim metodama. To se
moze objasniti zaostajanjem pigmenata i ostalih necisto¢a u kloroformskoj fazi tijekom Bligh
& Dyer ekstrakcije. Takoder valja uzeti u obzir da je NREL metodom odreden udio ukupnih
metilnih estera masnih kiselina u uzorcima, te je glicerol zaostao u polarnoj metanolnoj fazi.
Sli¢na pojava uoc¢ena je prilikom ekstrakcije lipida u drugim bioloskim uzorcima (Dickey i sur.,
2001). Chen i Johns (1991) proucavali su ucinak aeracije na nakupljanje lipida u biomasi
mikroalge Chlorella sorokiniana te su uocili negativan u¢inak na udio ukupnih lipida s
porastom aeracije. Pretpostavlja se da porast aeracije dovodi do pojacanog katabolizma lipida
u stanicama te se ta ¢injenica moze smatrati moguéim razlogom relativno niskog sadrzaja lipida

u biomasi Chlorella vulgaris u ovom slucaju.
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Slika 25. Promjena udjela lipida u biomasi tijekom $arznog uzgoja s pritokom
supstrata.

Na slici 26 prikazana je promjena udjela zasi¢enih (SFA), jednostruko nezasi¢enih
(MUFA) i visestruko nezasi¢enih (PUFA) masnih kiselina tijekom uzgoja. Visok sadrzaj svih
masnih kiselina u prvim satima uzgoja jasan je pokazatelj da je u miksotrofno uzgojenom
inokulumu njihov udio znacajno visi. Nakon pocetne lag faze, udio zasi¢enih i viSestruko

nezasi¢enih masnih kiselina se postepeno povecavao, dok se udio jednostruko nezasi¢enih
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kiselina smanjio. Porast viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina zabiljezen je prije prve

prihrane.
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Slika 26. Promjena udjela SFA, MUFA i PUFA u biomasi tijekom Sarznog uzgoja

s pritokom supstrata.
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Slika 27. Promjena udjela masnih kiselina u biomasi tijekom $arznog uzgoja s

pritokom supstrata.
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Na slici 27 prikazana je promjena udjela najzastupljenijih masnih kiselina u biomasi C.

vulgaris tijekom heterotrofnog uzgoja s pritokom supstrata. Kompozicija masnih kiselina

odreduje njihovu primjenu u terapeutske svrhe, odnosno za proizvodnju biodizela. Prikazane
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masne kiseline ¢ine vise od 95 % ukupnih izoliranih metilnih estera. U neznatnim koli¢inama
bile su prisutne i sljede¢e masne kiseline: C10:0, C11:0, C12:0, C14:0, C14:1 cis 9, C15:1 cis
10, C16:1 cis 10, C18:0, C24:0 te C24:1 cis 15. Moguce je zamijetiti da je oleinska kiselina
(C18:1 cis 9) udjelom najzastupljenija masna kiselina u biomasi ove mikroalge. Medutim, jasno
je da profil udjela pojedinih masnih kiselina znacajno ovisi o na¢inu i uvjetima uzgoja, posebice
dostupnosti pojedinih nutrijenata. U prvim danima uzgoja, odnosno uvjetima dostupnosti
dusika dominiraju oleinska, linolna (C18:2 cis 9,12) i a-linolenska (C18:3 cis 9,12,15). U
poglavlju 2.3.2. spomenuta je vaznost stearinske kiseline (C18:0) u biosintezi dugolancanih
zasic¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina. Njen neznatan udio u biomasi upuc¢uje na intenzivnu
konverziju u nezasi¢ene masne kiseline s 18 C-atoma. Udio palmitinske kiseline (C16:0) nije
se znacajno mijenjao tijekom uzgoja $to je u skladu s literaturom (Stephenson i sur., 2010).
Sli¢no je i s pentadekanskom kiselinom (C15:0) ¢iji udio tijekom uzgoja nije prelazio 0,6 %. U
uvjetima limitacije duSikom tijekom posljednja tri dana uzgoja prevladavale su oleinska 1
linolna kiselina, pri ¢emu je udio linolne kiseline zna¢ajno porastao u odnosu na pocetak uzgoja.
Ovdje se moze uociti i znacajan porast udjela margarinske kiseline (C17:0). Valja zamijetiti da
to nije slucaj s a-linolenskom kiselinom ¢ija se sinteza znatno smanjila u uvjetima limitacije
dusikom na kraju uzgoja sukladno literaturi (Wang i sur., 2017), medutim u kasnoj

eksponencijalnoj fazi je dosegla maksimalne vrijednosti.
4.4.1.3. Proteini

Proteini ekstrahirani iz biomase mikroalgi prema modificiranoj metodi Slocombe i sur.
(poglavlje 3.2.7.10.) odredeni su metodom po Bradfordu. Uoceno je da se njihov sadrzaj
tijekom uzgoja nije znacajnije mijenjao (tablica 11). Tijekom perioda limitacije rasta izvorom
dusika ocekivano je smanjenje udjela proteina (Mitra i sur., 2012). Medutim, neznatno
smanjenje njihovog udjela uoceno je tek u posljednjim satima uzgoja. Mikroalga C. vulgaris
opcenito je poznata po visokom sadrZaju proteina u biomasi, koji u uvjetima optimalne opskrbe
nutrijentima iznosi oko 60%, dok se u uvjetima limitacije duSikom udio smanjuje do 20 % (Ho
i sur., 2013; Ikaran i sur., 2015). Budu¢i da su vrijednosti udjela proteina postignutih tijekom
0v0g uzgoja znacajno nize od vrijednosti prikazanih u literaturi, valja uzeti u obzir efikasnost
ekstrakcije, odnosno eventualne gubitke u pojedinim koracima ekstrakcije. Osim navedene
metode, provedena je alkalna hidroliza biomase nakon koje je uslijedilo odredivanje
koncentracije proteina metodom po Lowryju. Rezultati su prikazani u prilogu 7.5. Iznimno niski
udjeli proteina u stani¢nim hidrolizatima upucuju na potencijalnu interferenciju nekih od

komponenata biomase. Ista pojava uocena je i komentirana u radu Komusar (2019).
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Tablica 11. Udio proteina u biomasi C. vulgaris tijekom Sarznog uzgoja s pritokom supstrata

t [dan] udio u biomasi [%]
0 6,75
7 10,07
9 10,57
10 9,88
4.4.1.4. Pigmenti
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Slika 28. Promjena udjela klorofila a i b u biomasi tijekom Sarznog uzgoja s
pritokom supstrata.

Klorofil predstavlja komponentu bogatu duSikom, koja sluzi kao svojevrsna
intracelularna zaliha dusika te omogucuje daljnji rast i odrzavanje stanica u uvjetima limitacije
izvorom duSika (Benavente-Valdés i sur., 2016). Porast udjela klorofila a i b impilicra
asimilaciju izvora dusika iz podloge. Na slici 28 ovaj fenomen jasno se vidi nakon 7. dana
uzgoja. Sli¢an trend zabiljezili su Orddg i sur. (2012) prilikom uzgoja mikroalge Chlorella
minutissima. Druga prihrana dodana je u 9. danu uzgoja, no ona je sadrzavala isklju¢ivo
glukozu te je stoga razumljiv daljnji kontinuran pad udjela klorofila u biomasi. Ostaje

nerazjasnjen porast ukupnih klorofila tijekom 6. dana uzgoja. S obzirom da je komentiran
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ucinak hidrodinamickog stresa na rast stanica, posebice pri kraju eksponencijalne faze rasta,

ova se pojava moze objasniti asimilacijom dusika oslobodenog lizom stanica.

Vecina fotosintetskih organizama u stanju je sintetizirati klorofil i u uvjetima limitacije
svjetlos¢u. Ova pojava izostaje kod mnogih koljena ¢iji je nastanak posljedica sekundarne
endosimbioze, §to upucuje da je ovom znacajnom evolucijskom dogadaju prethodio gubitak
gena za sintezu u mraku. Enzim s kljuénom ulogom u sintezi klorofila u mraku je protoklorofilid
oksidoreduktaza neovisna o svjetlosti (Galova i sur., 2008). Ovaj enzim katalizira stereo-
specificnu redukciju u molekulama protoklorofilida, a nastali klorofilid se brzo konvertira u
klorofil a. Klorofil b nastaje oksidacijom metilne grupe na 7. C-atomu klorinskog prstena
prekursora klorofila a pomocu klorofilid a oksigenaze (Armstrong, 1998). To objasnjava pad
udjela klorofila a uz istovremeni rast udjela klorofila b u Sarznom dijelu uzgoja. Ekspresija
klorofilid a oksigenaze visoko je regulirana intenzitetom svjetlosti (Biswal i sur., 2012).
Poznato je da zelene alge i biljke u uvjetima niskog intenziteta svjetlosti favoriziraju sintezu

klorofila b. Klorofil b se smatra pomoénim pigmentom u fotosintetskim organizmima. Njegova

je osnovna funkcija prikupljanje i prijenos svjetlosne energije prema klorofilu a.
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Slika 29. Promjena koncentracije klorofila a i b tijekom $arznog uzgoja s pritokom supstrata

Interkonverzija izmedu klorofila a i b algama nudi moguénost adaptacije na razlicite intenzitete
svjetlosti. Ipak, fiziolosko znaCenje zadrzavanja ovih pigmenata tijekom heterotrofne
kultivacije i dalje je nepoznato. Smanjenje omjera klorofila a/b moze se pojasniti principima
analognim viSim biljkama. Naime, u uvjetima limitiranog solarnog zra¢enja smanjenje omjera
a/b moze se smatrati vrstom adaptacije u svrhu maksimizacije efikasnosti apsorpcije svjetlosti,

buduc¢i da pomoc¢ni pigmenti prosiruju raspon apsorpcije svjetlosti. Na slici 29 prikazana je

61



4. Rezultati i rasprava

promjena koncentracije pojedinog klorofila u ekstraktu. Omjer a/b je tijekom posljednjih 5 dana
uzgoja bio konstantan i iznosio je 0,7. Nagli porast udjela ukupnih klorofila u C. vulgaris uo¢ili

su i Doucha i Livansky (2012) pri iscrpljivanju glukoze iz podloge.

4.5. UZGOJ MJESOVITE KULTURE

Miksotrofni uzgoj mjesovite kulture pri omjeru C:N 30 mikroalge Chlorella vulgaris
proveden je u svrhu istrazivanja mogucnosti bioflokulacije potpomognute plijesnima
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, odnosno Mortierella isabellina. Na slici 30 prikazana
je koncentracija biomase na kraju uzgoja za kontrole, odnosno mjesovite kulture. Po zavrsetku
uzgoja, mjeSovita kultura razdvojena je na dvije frakcije - peleti plijesni s adsorbiranim
stanicama mikroalgi zaostali na filteru ¢ine frakciju 1, dok neadsorbirane stanice mikroalgi iz

filtrata predstavljaju frakciju 2.
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Slika 30. Koncentracija biomase na kraju uzgoja. kontrola f ¢ista kultura plijesni,
kontrola c ¢ista kultura C. vulgaris, frakcija 1 biomasa u filtracijskom kolacu,

frakcija 2 biomasa u filtratu.
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Inokulacijom c¢iste kulture nastojalo se posti¢i odredenu prednost stanica mikroalgi i
omoguciti njihov ulazak u eksponencijalnu fazu rasta, uzimajuci u obzir znatno vecu specifi¢nu
brzinu rasta plijesni. Tijekom prethodnih eksperimenata utvrdeno je da lag faza kod C. vulgaris
traje minimalno 1 dan. Kod plijesni M. isabellina testirana je i istovremena inokulacija spora i
stanica mikroalgi u omjeru 1:2700, s obzirom da je ovoj plijesni svojstven sporiji rast (na
slikama prikazana kao M. isabellina”). Prilikom rasta dvaju mikroorganizama u zajednici
prisutna je supstratna kompeticija, narocito tijekom heterotrofnog uzgoja. Ukoliko je rast
mikroalge i plijesni uskladen, ne dolazi do postizanja maksimalnog prinosa biomase ni jednog
partnera, u usporedbi s rastom ¢istih kultura (Gultom i Hu, 2013). Ova ¢injenica jasno je vidljiva
na slici 30, s obzirom na slabiji rast biomase u mjesovitoj kulturi. Iznimka je mjesovita kultura
mikroalge i plijesni M. isabellina” gdje je suma koncentracija dobivenih frakcija bila veéa u
odnosu na ciste kulture. Razlika u koncentracijama frakcija 1 za dvije strategije uzgoja
mjeSovite kulture mikroalge i plijesni M. isabellina dobar je primjer uéinka pocetnog omjera
stanica mikroalgi i spora plijesni na kona¢nu kompoziciju kulture. O¢igledno je znacajno veca
koncentracija stanica mikroalgi u mjesovitoj kulturi M. isabellina bila presudna za rast plijesni
koji je u kona¢nici gotovo u potpunosti izostao. Ipak, vidljivo je da je pri danim uvjetima uzgoja

uc¢inkovitost adsorpcije stanica u svim testiranim kulturama relativno niska.

Na slici 31. prikazan je izgled mjesovite kulture C. vulgaris i tri ispitivana soja plijesni.
Peleti plijesni A. Fumigatus i M. isabellina” poprimili su zelenu boju $to ukazuje na vezanje
mikroalge s hifama plijesni. Medutim, valja uociti velik broj stanica mikroalgi zaostalih u
suspenziji. Morfologija nastalih peleta znacajno se razlikovala. Prosje¢ni promjer peleta A.
fumigatus poraslih u mjesovitoj kulturi iznosio je 2 mm. Kontrola koja je sadrzavala isklju¢ivo
¢istu kulturu navedene plijesi sadrZzavala je pelete prosjecnog promjera 4 mm. Kod ostalih
ispitivanih sojeva formirale su se nepravilne flokule. S uzgojem je nastavljeno i nakon potpunog
iscrpljivanja glukoze iz podloge. Plijesan A. niger rasla je na biomasi mikroalge koju je
razgradivala pomocu celuloliti¢kih enzima (Kassim, 1982). Budu¢i da se stani¢na stijenka
mikroalge C. vulgaris sastoji od celuloze, hidroliza polisaharida je omogucéila nastanak
slobodnih Secera koji su sluZili kao supstrat za nastavak rasta plijesni te inducirala asocijaciju
hifa i mikroalgi tek nakon iscrpljivanja organskog ugljika iz podloge. S obzirom na sposobnost
nakupljanja lipida u biomasi, A. fumigatus i M. isabellina pripadaju oleaginoznim plijesnima
(Du i sur., 2019). To se moze uociti i na slici 32 buduci da je udio ukupnih masnih kiselina u
biomasi A. fumigatus iznosio 23,47%, dok je u biomasi M. isabellina vrijednost bila gotovo

dvostruka. Poznato je da tvorba kompaktnih peleta nije karakteristi¢na za plijesan M. isabellina
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(Hu i sur., 2013). To cesto ovisi o omjeru C:N i vremenu kultivacije. U ¢istoj kulturi formirali
su se peleti prosjecnog promjera 1 mm koji su bili postojani tijekom ¢itavog perioda kultivacije.
U mjesovitoj kulturi peleti su bili nepravilnog oblika, a raspodjela veli¢ine heterogena, promjera
od 0,5 do 5 mm.
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Slika 31. lzgled ko-kulture po zavrSetku uzgoja (a) A. fumigatus, (b) A. niger, (c) M.
isabellina, (d) A. fumigatus kontrola, (e) A. niger kontrola, (f) M. isabellina kontrola.
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 32. Udio i koncentracija ukupnih masnih kiselina

Nasslici 32. prikazane su koncentracije ukupnih metilnih estera masnih kiselina mjeSovite
kulture odnosno kontrola mikroalgi i plijesni. Najveci prinos lipida ostvaren je kultivacijom
mjesovite kulture plijesni M. isabellina i mikroalge C. vulgaris uz pocetni omjer spora i stanica
1:2700. U slucaju viSestruko manjeg omjera, ko-kultivacija s istom plijesni rezultirala je
znacajno manjim prinosom lipida u odnosu na ¢istu kulturu plijesni. Iako u manjoj mjeri,
pozitivan uc¢inak na prinos lipida takoder je uocen u mjeSovitoj kulturi mikroalge i plijesni A.
fumigatus. Rezultati provedenog eskperimenta ukazuju na potrebu za optimizacijom procesa, u
svrhu boljeg razumijevanja interakcija fungalnog micelija i stanica mikroalgi. Prvenstveno se
to odnosi na pronalazenje primjerenog poc¢etnog omjera stanica i spora. Literatura sugerira da
je bioflokulaciju mikroalge C. vulgaris, kao i mnogih drugih vrsta moguce uspjesno provesti
pomocu plijesni A. fumigatus (Wrede i sur., 2014). Ovim eksperimentom dokazan princip
bioflokulacije, medutim potrebno je daljnje istrazivanje 1 definiranje uvjeta pri kojima dolazi
do nastajanja peleta. Takoder, vazno je istraziti Siri raspon potencijalnih partnera sa svrhom
uskladivanja brzina rasta mikroorganizama u mjeSovitoj zajednici. Rezultat adekvatne
optimizacije bit ¢e povecana ucinkovitost izdvanjanja stanica mikroalgi, te uzajamno

potpomognuta biosinteza lipida.
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5. Zakljuccei

5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Rast mikroalgi znaCajno ovisi o primijenjenom nainu kultivacije i izvoru ugljika.
Mikroalgama C. vulgaris, Chlamydomonas sp. i Scenedesmus sp. pogoduje rast na heksozama
i acetatu. Pentoze, ve¢ina disaharida i glicerol neprikladni su izvori ugljika za kultivaciju
navedenih sojeva. Veca brzina rasta mirkoalgi postiZe se asimilacijom organskog izvora ugljika

u usporedbi s anorganskim.

2. Molarni omjer ugljika i dusika u podlozi od presudne je vaznosti za produktivnost sinteze
biomase i Zeljenih proizvoda. Visoki omjeri C:N pogoduju akumulaciji lipida i1 ugljikohidrata

u biomasi C. vulgaris. Rastu stanica pogoduju nizi C:N omjeri.

3. Heterotrofni Sarzni uzgoj s pritokom supstrata omoguéuje postizanje znacajno vece
produktivnosti sinteze biomase mikroalgi u odnosu na $arzni uzgoj u istim uvjetima. Sastav
biomase mikroalge C. vulgaris se zna¢ajno mijenja ovisno o fazi uzgoja. Porast udjela lipida u
biomasi u korelaciji je s iscrpljivanjem izvora dusSika iz podloge, medutim ova pojava je znatno
osjetljivija na koli¢inu dostupnog izvora ugljika. Udio ukupnih klorofila smanjuje se u uvjetima
limitacije izvorom dusika. Najzastupljenije masne kiseline u biomasi C. vulgaris su oleinska
(C18:1 cis 9) i linolna (C18:2 cis 9,12), a njihov udio u ukupnim lipidima znaéajno raste tijekom
limitacije duSikom.

4. Uzgojem mjesovite kulture mikroalge C. vulgaris s plijesnima A. niger, A. fumigatus odnosno
M. isabellina dokazan je princip bioflokulacije. UoCena je adsorpcija stanica mikroalge u
povrSinskom sloju formiranih peleta plijesni. Medutim, postignuta je samo djelomicna

ucinkovitost izdvajanja stanica. U mjeSovitoj zajednici mikroalge i plijesni A. fumigatus te M.

isabellina ostvaren je veci prinos lipida u odnosu na pojedinacne Ciste kulture.
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7. PRILOZI

Prilog 7.1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze (HPLC).
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Prilog 7.2. Apsorpcijske vrpce biomase mikroalgi u IR podrucju.

valni broj [cm™]  Karakteristi¢na vrpca

funkcijska skupina

3400 — 3200 O-H/N-H
2960 CHs
2930 CH2
2850 CHaz, CHs
1745 Cc=0
1655 C=0
1545 N-H,C-N
1455 CHaz, CHs
1390 CHz,CHs/C -0
1240 P=0

1200 - 900 C-0-C
10751950 Si—-0O
980 - 940 P-O-P

voda, protein
CHs metlina skupina
CH: metlienska skupina
CHs metilne i CH2 metilenske skupine
esteri lipida i masnih kiselina
amid |
amid Il
CHzs metilne i CH2 metilenske skupine
CH: i CH3 skupine iz proteina/ karboksilne
skupine
fosfodiesteri nukleinskih kiselina i fosfolipidi
polisaharidi i siloksani
siloksani, silikati

polifosfati




Prilog 7.3. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije monosaharida (UPLC).
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c) arabinoza
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Prilog 7.4. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije proteina (Bradford).
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Prilog 7.5. Udjeli proteina u biomasi tijekom Sarznog uzgoja s pritokom supstrata (Lowry).

y = 2,21498x + 0,05068

t [dan] w (proteini) [%]
0 11,9532
18,6902
10,3680
2,9965
1,2951
0,7770
0,4159
0,0470
0,3007
0,1219
0,2560
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.




