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Uvod

1. UVOD

Ubrzani 1 nezaustavljiv ekonomski razvoj ima za posljedicu sve vecu potraznju za
novim materijalima, resursima i ljudskim potencijalom, Sto nazalost dovodi do degradacije
okoli$a, neodrzive uporabe ograni¢enih prirodnih resursa i porasta zagadenja vode, tla i zraka.
Svjetska industrija i gospodarstvo su u velikoj mjeri ovisni o fosilnim gorivima kao primarnim
izvorima energije, a njihovo iskoristavanje doprinosi Sirenju zagadenja i negativnih utjecaja na
okoli$, ukljucujuc¢i globalno zatopljenje, promjenu kvalitete ekosustava te sve vec¢i gubitak

bioraznolikosti (Correa i sur., 2019).

Razvojem novih tehnologija i znanja moguce je rijesiti neke od navedenih problema.
Nove spoznaje u biotehnologiji omogucéuju implementaciju odrzivih bioprocesnih tehnologija,
baziranima na proizvodnji Sirokog spektra proizvoda s pomocu mikroorganizama u
bioreaktorskim sustavima. Cilj je takvih novih tehnologija iskoristiti velik potencijal
mikroorganizama za dobivanje proizvoda poput biogoriva, raznih biokemikalija i biopolimera

iz obnovljivih izvora sirovina, tj. primijeniti tzv. biorafinerijski princip.

Vrlo zanimljivu skupinu mikroorganizma za takav biorafinerijski princip proizvodnje
¢ine upravo ljubiCaste nesumporne bakterije. Uloga ljubiCastih nesumpornih bakterija u
suvremenoj biotehnologiji vazna je zahvaljujuc¢i njihovoj iznimnoj fizioloSkoj raznolikosti 1
prilagodljivosti na Siroki raspon uvjeta u okolini, a mogu sintetizirati znafajni broj
visokovrijednih proizvoda s primjenom u podru¢ju medicine, bioenergetike te prehrambene i
poljoprivredne industrije (Imhoff, 2006). Mogu se uzgajati u fototrofnim i kemotrofnim
sustavima, a od velike je vaznosti istraziti povezanost sinteze visoko vrijednih produkata s
odabranim nadinom uzgoja. Njihova uporaba moze doprinijeti ekonomic¢nosti bioprocesa, a
takoder je bitno naglasiti njihovu ulogu u odrzavanju ekoloske ravnoteze zahvaljujuéi upotrebi
solarne energije i sposobnosti fiksacije CO2 i dusika iz atmosfere (Higuchi — Takeuchi i
Numata, 2019).

Nadalje, za uspjeSnu primjenu u biorafinerijama, nuzno je istraZiti njihovu sposobnost
rasta i sinteze proizvoda na sirovinama iz obnovljivih izvora. Naime, posljednjih godina postoji
velik interes za razvoj biorafinerija baziranima na lignocelulozi, jer takve sirovine predstavljaju

izuzetno jeftin, lako dostupan i obnovljiv izvor organskog materijala (Mirza i sur., 2019).

1
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Medutim, za koriStenje takvih sirovina, nuzan je proces predobrade kako bi doslo do
oslobadanja fermentabilnih Secera koje bakterije mogu Koristiti za rast i aktivnost. Kompleksnu
strukturu lignoceluloze c¢ine celuloza, hemiceluloza i lignin, a njihova hidroliza tijekom
predobrade rezultira heterogenom smjesom razli¢itih spojeva, pri ¢emu vecinski udio ¢ine

ugljikohidrati glukoza i ksiloza (Mardetko i sur., 2018).

Shodno tome, cilj ovog rada bio je istraziti sposobnost uzgoja nesumporne ljubicaste
bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktorskim sustavima na svjetlu i u mraku
na spomenutim izvorima ugljika iz predobrade lignoceluloznih sirovina. Osim toga, u ovom
radu je istraZen utjecaj razlicitih izvora svjetlosti tijekom fotoheterotrofnog rasta te moguénost
zamjene skupljih izvora duSika, poput diamonijeva fosfata (DAP) i kvas€eva ekstrakta, s
ekonomic¢nijom sirovinom poput kukuruzne mocevine (CSL — corn steep liquor, eng.). Osim
mikroaerofilnih uzgoja na svjetlu, proveden je i Sarzni uzgoj bakterije u bioreaktoru s
mijeSalom u kompletno aerobnim uvjetima u mraku, s ciljem ispitivanja kemoheterotrofnog

rasta bakterije i postizanja visokih stopa rasta i sinteze biomase.



Teorijski dio

2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIUBICASTE NESUMPORNE BAKTERIJE

2.1.1. Klasifikacija i op¢enite karakteristike

Ljubicaste nesumporne bakterije su gram-negativni prokarioti koji ¢ine izrazito
heterogenu skupinu Siroko rasprostranjenih fotosintetskih mikroorganizama u prirodi.
Diferencijacija izmedu vrsta i1 rodova fotosintetskih prokariota obi¢no se bazirala na
morfoloskim karakteristikama kao S§to su veli¢ina i izgled stanice, struktura
intracitoplazmatskih membrana i pigmenata, pojedini udjeli baza u DNA te nekim fizioloSkim
znaCajkama poput razli¢itog iskoriStavanja izvora ugljika i duSika, sposobnosti aerobne i
anaerobne respiracije u mraku i slicno (Imhoff, 1995). Klasifikacija ljubicastih bakterija
tradicionalno se povezivala s metabolizmom sumpora te se podjela na sumporne i nesumporne
ljubicaste bakterije sve do 70-ih godina prosSlog stolje¢a najprije zasnivala na razlicitoj
toleranciji na sumporne spojeve (Madigan i Jung, 2009). Medutim, dokazano je da neke
ljubicaste nesumporne bakterije toleriraju poviSene koncentracije sulfida u okolini stanice, a
da se glavna uocena razlika izmedu dviju skupina ljubicastih bakterija odnosi na skladiStenje
elementarnog sumpora. Ljubic¢aste sumporne bakterije skladiSte elementarni sumpor unutar
stanice, a ljubiCaste nesumporne bakterije izvan stanice (Hansen i van Gemerden, 1972). Takvu
klasifikaciju ljubicastih bakterija podrzavaju i suvremene filogenetske analize temeljene na
usporednom 16S rRNA sekvencioniranju prema kojima ljubiaste nesumporne bakterije
pripadaju razredima a- 1 p-proteobakterija, a ljubiCaste sumporne bakterije razredu y-
proteobakterija (Imhoff i sur., 2005).

Trenutno je poznato 20-ak rodova ljubiCastih nesumpornih bakterija rasporedenih
unutar a- i f- razreda proteobakterija, a morfoloska, citoloska i fizioloska svojstva na osnovi
filogenetskih analiza pokazuju da postoje¢i rodovi obuhvacaju skupine vrsta koje pokazuju
visoki stupanj sli¢nosti i s nekim gram-negativnim nefototrofnim prokariotima (Madigan i
Jung, 2009; Imhoff i sur., 2005). Vecina ih pripada razredu a- proteobakterija u kojem se
definiraju 3 vece filogenetske grupe (Imhoft, 2006).
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Grupa a-1 proteobakterija ¢ini najvecu skupinu vrsta obi¢no spiralnog oblika te broji
ukupno 9 rodova. Tipi¢ni predstavnik grupe je rod Rhodospirillum, a ostali pripadnici su rodovi
Phaeospirillum, Rhodospira, Roseospira, Rhodocista, Roseospirillum, Rhodopila,
Rhodothalassium i Rhodovibrio (Imhoff, 2006).

Grupu o-2 karakterizira prisutnost lamenarnih intracelularnih membrana paralelnih s
citoplazmatskom membranom te rast i dioba stanica pupanjem. Tipi¢ni predstavnik je rod
Rhodopseudomonas, a grupa obuhva¢a i vrste rodova Rhodoplanes, Rhodoblastus,
Blastochloris, Rhodomicrobium i Rhodobium (Imhoff, 2006).

Znacajke pripadnika o-3 grupe razreda proteobakterija su prisutnost karotenoida
sferoidne serije i vezikulirani tip intracitoplazmatskih membrana (Imhoff, 2006). Grupa
ukljucuje slatkovodne vrste roda Rhodobacter te morske mezofilne i halofilne vrste unutar roda
Rhodovulum (Hiraishi i Ueda, 1994).

Predstavnici razreda f- proteobakterija su vrste iz rodova Rhodocyclus, Rhodoferax i
Rubrivivax, a u usporedbi s a- razredom proteobakterija, karakterizira ih puno manja
razvijenost intracelularnin membrana (Imhoff i sur., 2005). Tipi¢ni predstavnik je rod

Rhodocyclus.

Ljubic¢aste nesumporne bakterije pripadaju skupini anoksigeni¢nih fotosintetskih
prokariota te posjeduju karakteristicne fotosintetske pigmente — bakterioklorofile a ili b te
karotenoide koji daju specifi¢ne boje kolonija u rasponu izmedu ljubicaste, crvene, smede 1
narancaste (Madigan 1 Jung, 2009; Montano 1 sur., 2009). Specifi¢ni apsorpcijski maksimumi
nalaze se u rasponu izmedu 450 1 550 nm za karotenoide, odnosno izmedu 715 1 1050 nm za
bakterioklorofile (Kuo i sur., 2012; Stomp i sur., 2007) (slika 1). U prirodi se javljaju razni
morfoloski oblici, ve¢inom StapiCastog ili ovoidnog oblika, pokretni ili nepokretni te
nesporogeni, a vecina vrsta se razmnozava binarnom diobom (Madigan i Jung, 2009). S
obzirom da ljubiCaste nesumporne bakterije uglavnom karakterizira fotoheterotrofni nacin
rasta, obi¢no obitavaju u vodenim staniStima i sedimentima koji pruzaju znacajne koli¢ine
topivih organskih tvari, anoksi¢ne uvjete te dovoljnu koli¢inu svjetlosti (Frigaard, 2016;
Imhoff, 2006). Predstavnici ljubicastih nesumpornih bakterija su Siroko rasprostranjeni u
prirodi, a mogu se naci u jezerima, ribnjacima, otpadnim vodama, kanalizaciji, obalnim

lagunama te ostalim vodenim stani$tima, kao i u sedimentima, vlaznom tlu i neobradenim
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poljima (Madigan i Jung, 2009; Imhoff, 2006). Uz iznimku nekih ekstremofilnih vrsta,
optimalan pH u okoli$u iznosi 6,5 do 7,0, a odgovaraju im temperature u rasponu od 25 do 35
°C. Takoder, vec¢ina vrsta moze tolerirati koncentraciju reduciranih sumpornih spojeva do 0,5

mM u okolini stanice (Madigan i Jung, 2009; Montano i sur., 2009).

Rhodobacter capsulatus

Rhodobacter sphaeroides
M Rhodospirillum rubrum
B Roseospirillum parvum

B Rhodopseudomonas viridis

O T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000 1100

Valna duljina (nm)

Slika 1. Apsorpcijski spektar pigmenata tipi¢nih predstavnika ljubicastih nesumpornih
bakterija (prema Stomp i sur., 2007)

2.1.2. Fiziologija

Ljubicaste nesumporne bakterije ¢ine skupinu mikroorganizama koja pokazuje
impresivnu metabolicku svestranost 1 prilagodljivost na razli¢ite uvjete koji se mogu naci u
prirodnoj okolini (McKinlay i Harwood, 2010). Glavni ¢imbenik pri regulaciji formiranja
fotosintetskog aparata u stanicama fototrofnih ljubicastih bakterija je prisutnost kisika u
mediju. Kada postoji odgovarajuéi izvor svjetlosti i kisik postane limitirajuci faktor tijekom
rasta, stanice kre¢u u sintezu opseznog sustava intracitoplazmatskih membrana i pigmenata
nuznih za apsorpciju svjetlosti i pridobivanje energije (Zeiger i Grammel, 2009). Za razliku od
cijanobakterija, biljaka 1 algi, ljubicaste nesumporne bakterije koriste jedinstveni fotosustav

slican fotosustavu II koji kao slabiji reducens nije u mogucnosti oksidirati vodu i proizvesti



Teorijski dio

Kisik. Shodno tome, za rast je nuzno prisustvo elektron donora koji ima nizi redoks potencijal

od vode (McKinlay, 2014).

Za sve ljubicaste neusmporne bakterije karakteristican je fotoheterotrofni rast na lako
razgradljivim organskim spojevima koji sluze kao izvori ugljika i elektrona. Alternativno,
mogu¢ je i fotoautotrofni rast uz CO> kao izvor ugljika te vodikom i manjim koncentracijama
reduciranih sumpornih spojeva ili zeljezovih (II) kationa kao donora elektrona (Madigan i Jung,
2009). Tijekom fototrofnog rasta, pridobivanje energije se odvija putem fotosintetske
fosforilacije (Lu i sur., 2011). Fotosintetska fosforilacija ukljucuje apsorpciju fotona u
molekulama pigmenata koja rezultira ekscitacijom elektrona i njihovim cirkuliranjem kroz
fotosustav. Time dolazi do formiranja transmembranskog gradijenta protona koji predstavlja
pokretacku silu za sintezu ATP-a ili redukciju NADP* u NADPH (Ormerod, 1992). U uvjetima
limitacije kisikom, osim fototrofnog rasta, odredene vrste ljubicastih nesumpornih bakterija
poput Rhodobacter capsulatus i Rhodobacter sphaeroides pokazuju sposobnost rasta
anaerobnom respiracijom ili fermentacijom u mraku (Madigan i Jung, 2009; Zannoni i sur.,
2009; Imhoff, 2006).

Iako tolerancija na kisik varira medu vrstama, mnoge ljubi¢aste nesumporne bakterije
mogu koristiti organske spojeve kao izvore elektrona i ugljika za rast u mraku i pri aerobnim
uvjetima (Keppen i sur., 2013). Brza i adekvatna adaptacija metabolizma na aerobni rast
omogucena je zahvaljujuci postojanju niske respiratorne aktivnosti i tijekom fototrofnog rasta
(Luisur.,2011; Imhoff, 1995). Takoder, kod nekih vrsta uo¢ena je sposobnost kemolitotrofnog
rasta u mraku uz donore elektrona kao $to su vodik ili tiosulfat te kisik kao konacni elektron
akceptor. Pri uvjetima koji ukljucuju prisustvo kisika, sinteza ATP-a i regeneracija potrebnih

biokemijskih reducensa odvija se procesom oksidativne fosforilacije (Lu i sur., 2011).

Ljubicaste nesumporne bakterije mogu iskoriStavati Siroku paletu izvora ugljika 1
duSika za potrebe biosinteze stani¢nih komponenti i energije, a putevi razgradnje su opsezni i
razlikuju se medu vrstama i sojeva unutar istih vrsta (Koku 1 sur., 2002). Kao faktori rasta,
obi¢no su nuzni izvori B — vitamina poput tiamina, niacina, p — aminobenzojeve kiseline ili
biotina. Takoder, moguca je i upotreba kvaSCevog ekstrakta kao faktora rasta jer sadrzi

relativno visok udio B — vitamina u ukupnom sastavu (Madukasi i sur., 2009; Imhoff, 1995).
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Biokemija i metabolicka regulacija potroSnje izvora ugljika u razli¢itim uvjetima
detaljno je istraZzena u radu autora Tabita (1995). Centralni metabolizam ugljika za ve¢inu
istrazenih vrsta ukljucuje razgradnju ugljikohidrata Entner — Doudoroff ili Embden — Meyerhof
— Parnasovim putem, a daljnju ulogu razgradnje i oksidacije preuzimaju reakcije citratnog
ciklusa (Tang i sur., 2011; Tabita, 1995; Ormerod, 1992). Pri upotrebi anorganskih elektron

donora fiksacija CO; se odvija preko Calvinovog ciklusa (Ormerod, 1992).

Poznato je da ljubicaste nesumporne bakterije mogu rasti na velikom broju razlicitih
aminokiselina, alkohola, organskih kiselina i ugljikohidrata, a posebice ostvaruju dobar rast na
acetatu i piruvatu te meduproduktima citratnog ciklusa kao $to su malat ili sukcinat (Tabita,
1995). Rast na acetatu uocen je kod svih vrsta ljubicastih nesumpornih bakterija, medutim
putevi razgradnje se razlikuju. Za manji broj vrsta poput Rhodopseudomonas palustris poznato
je da imaju sposobnost fotoasimilacije aromatskih spojeva (Gibson i Hardwood, 1995). Uz
fotoheterotrofni rast na reduciranim organskim spojevima poput metanola, propionske kiseline,
glicerola i acetona, nuzna je prisutnost CO> i njegova fiksacija putem Calvinog ciklusa, ¢ime
se trosi viSak reducirajuéih ekvivalenata za odrzavanje redoks ravnoteze u stanici (Golomysova
i sur., 2010; Tabita, 1995). Osim putem Calvinovog ciklusa, moguée je usmjeravanje viska
elektrona i u proizvodnju vodika putem enzima nitrogenaze, $to je posebice interesantno za

potencijalnu proizvodnju biovodika (McKinlay, 2014).

Najprikladniji izvori dusika za rast su amonijak, elementarni dusik, kvascev ekstrakt i
neki organski spojevi dusika poput glutamata i aspartata. Neke vrste mogu Kkoristiti i nitrat,
medutim rast je puno slabiji u odnosu na druge izvore dusika (Imhoff, 2006). U stanicama
ljubicastih nesumpornih bakterija razlikuju se dva strogo regulirana puta razgradnje amonijaka.
Primarni put podrazumijeva reakcije glutamin sintetaze i glutamat sintaze te se odvija pri
uvjetima limitacije amonijakom. Alternativno, pri poviSenim koncentracijama amonijaka,
odvija se sekundarni put preko glutamat dehidrogenaze (Klemme, 1989). Nadalje, uz nekoliko
manjih iznimaka, ljubicaste nesumporne bakterije fiksiraju elementarni dusik tijekom

fototrofnog i kemotrofnog rasta putem enzima nitrogenaze (Madigan i Jung, 2009).

Sumpor i reducirani sumporni spojevi imaju bitnu ulogu fotosintetskih donora elektrona
tijekom rasta za odredene ljubi¢aste nesumporne bakterije. Slatkovodne vrste su ve¢inom
inhibirane ve¢ pri manjim koncentracijama sulfida, medutim morske Rhodovulum vrste

iskazuju izrazitu tolerantnost i rastu na koncentracijama sulfida ve¢im od 2 mM. Tu se posebice
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isti¢e vrsta Rhodovulum sulfidophilum (Hiraishi i Ueda, 1994). Rast na reduciranim
sumpornim spojevima poput sumporovodika rezultira oksidacijom do elementarnog sumpora,
sulfata ili tiosulfata. Za vecinu vrsta ljubicastih nesumpornih bakterija finalni produkt
oksidacije sulfida i tiosulfata je ekstracelularni elementarni sumpor pakiran u globule
(Frigaard, 2016; Hansen i van Gemerden, 1972). U nekim vrstama poput Rhodovulum
veldkampii, Rhodovulum euryhalinum i Rhodovulum adriaticum elementrani sumpor je
meduprodukt oksidacije sulfida do sulfata (Imhoff, 2006; Hiraishi i Ueda, 1994; Neutzling i
sur., 1984). Neke od bakterija mogu asimilirati sulfate, medutim u prisustvu reduciranih

sumpornih spojeva, asimilacija sulfata je reprimirana (Imhoff, 2006).

2.1.3. Biotehnoloska primjena

Posljednjih godina uvelike se istrazuje primjena biomase ljubicastih nesumpornih
bakterija u procesima proc¢iséavanja tla i otpadnih voda iz raznih industrija (Sakarika i sur.,
2019; Kobayashi i Kobayashi, 1995). Ljubi¢aste nesumporne bakterije dio su prirodne
populacije vlaznih, neobradenih polja i laguna za obradu otpadnih voda, a njihova prisutnost
rezultira biorazgradnjom organskih i anorganskih spojeva te istovremenom biosintezom visoko
vrijednih nusprodukata (Merugu i sur., 2012). Stanice su bogate proteinima i esencijalnim
aminokiselinama, a sposobne su akumulirati zna¢ajne koli¢ine pigmenata, vitamina i bioloskih
kofaktora (Vrati, 1984). Intenziviranje istraZivanja i razvoj tehnologije doveli su do primjene
mnogih proizvoda biomase u podrucju medicine, bioenergetike te prehrambene 1
poljoprivredne industrije. Neki od istaknutijih procesa u stanicama ukljucuju fotobiolosku
proizvodnju vodika i biopolimera, ¢ija vaZnost posebice leZzi u tome Sto predstavljaju
alternativu proizvodima koji se trenutno dobivaju iz fosilnih izvora (Higuchi — Takeuchi i
Numata, 2019; McKinlay i Hardwood, 2010).

Zahvaljujuéi kontinuiranim istrazivanjem, uvodenjem metoda genetickog inzenjerstva
te uporabom jeftinih organskih i anorganskih materijala, ocekuje se daljni razvoj tehnologije
proizvodnje te ve¢a komercijalna primjena stanica ljubicastih nesumpornih bakterija u skorijoj

buduénosti.
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2.1.3.1. Obrada otpadnih voda i bioremedijacija tla

Prednosti proc¢is¢avanja otpadnih komunalnih i inudstrijskih voda pomocu ljubicastih
nesumpornih bakterija te prakticna primjena proizvoda biomase detaljno su istrazeni u radu
autora Kobayashi i Kobayashi (1995). Moguce je postiéi efikasno procis¢avanje voda s visokim
udjelom KPK (kemijska potro$nja kisika) iz farmaceutske industrije (Madukasi i sur., 2009),
stocarske industrije (Myung i sur., 2004), vode s poviSenom koncentracijom ulja (Takeno i
sur., 2005) i sli¢no. Mnoge vrste mogu degradirati azo boje koje pripadaju skupini sintetickih
bojila te se ¢esto nalaze u otpadnim vodama tekstilne industrije (Frigaard, 2016; Liu i sur.,
2006). Biomasa iz navedenih obrada izrazito je bogata nutritivnim sastojcima te moze posluziti
kao hranjivo za zivotinje i gnojivo u poljoprivredi, a takoder moze absorbirati i eliminirati
neugodne mirise koji se oslobadaju iz otpadnih materijala (Kobayashi i Kobayashi, 1995).
Proizvodnja SCP-a (single — cell protein, eng.) iz mikrobne biomase tijekom postupka
prociS¢avanja otpadnih voda i materijala istrazuje se ve¢ godinama, a ljubicaste nesumporne
bakterije posebno obecavaju s obzirom na koli¢inu i kvalitetu proizvoda (Delamare -
Deboutteville i sur., 2019; Hulsen i sur., 2018; Sasaki i sur., 1998; Vrati, 1984). Ukupni udio
proteina u stanicama moze iznositi izmedu 60 i 70 % stanicne mase, a profil sadrzanih
aminokiselina moze se usporediti s onima iz zivotinjskog mesa, jajeta ili soje (Kobayashi i

Kobayashi, 1995; Vrati, 1984).

Nadalje, pripadnici anoksigeni¢nih fototrofa ¢ine veliku skupinu mikroorganizama koji
obitavaju u neobradenim poljima te znac¢ajno doprinose prociS¢avanju i plodnosti tla (Frigaard,
2016). Sposobnost bioremedijacije toksi¢nih metala poput kadmija, nikla ili olova te metala s
radioaktivnim izotopima, uocena je kod velikog broja vrsta (Frigaard, 2016; Sakpirom 1 sur.,
2016). Neki pripadnici ljubicastih nesumpornih bakterija posjeduju 1 sposobnost razgradnje
sinteti¢kih pesticida u tlu (Merugu i sur., 2012). Nadalje, Sakarika i suradnici (2019) istaknuli
su primjenu ljubicastih nesumpornih bakterija u biljnoj proizvodnji koja potencijalno moze
poboljsati rast biljaka, povecati prinos i kvalitetu jestive biljne biomase, povecati otpornost na
okolisni stres te ublaziti emisiju staklenickih plinova. Poznato je da neki proizvodi biomase,
poput 5 — aminolevulinske kiseline i 3 — indol octene kiseline, djeluju kao tipi¢ni fitohormoni
te reguliraju razvoj i razne fizioloske procese biljaka (Sakarika i sur., 2019; Sakpirom i sur.,
2016).
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2.1.3.2. Fotobioloska proizvodnja vodika

Biovodik je gorivo dobiveno iz prirodnog izvora, a u usporedbi s klasi¢nim gorivima
daje do 3 puta veci prinos energije i predstavlja gorivo s veoma niskim ekoloskim otiskom,
posebice iz razloga §to je glavni produkt njegova izgaranja voda (Mirza i sur., 2019). Svjetska
potraznja za vodikom je ogromna, a trenutno se ¢ak 96% vodika dobiva iz fosilnih goriva
(Anonymous 1, 2018).

Vecdina fototrofnih mikroorganizama moze provoditi fotobiolosku proizvodnju vodika,
medutim anoksigeni¢ni fotosintetski prokarioti poput ljubicastih nesumpornih bakterija
pokazuju izrazito veliki potencijal u odnosu na oksigeni¢ne fototrofe (Akkerman i sur., 2002).
Oksigenic¢ni fototrofi stvaraju kisik tijekom rasta, a on djeluje inhibrajue na enzime koji
sudjeluju u proizvodnji vodika (Higuchi — Takeuchi i Numata, 2019). Stanice ljubicastih
nesumpornih bakterija provode proizvodnju vodika putem enzima nitrogenaze, koja se u
uvjetima limitacije dusikom ponasa kao ATP — ovisna hidrogenaza te sintetizira molekularni

vodik kao jedini produkt reakcije (McKinlay i Hardwood, 2010).

Kako bi fotobioloska proizvodnja vodika bila ekonomski odrziva, posljednjih se godina
istraZzuje uporaba raznih otpadnih materijala, poput komunalnog ili poljoprivrednog otpada
(Higuchi — Takeuchi i Numata, 2019; Mirza i sur., 2019). Proizvodnja vodika u kombinaciji s
procesom obrade otpadnih voda smatra se obe¢avaju¢om opcijom za uStedu uloZene energije.
Osim S§to proizvodnju biovodika ¢ini operativno izvedivim, postize se 1 djelomicno

procisc¢avanje vode uklanjanjem organskog materijala (Merugu i sur., 2012).

2.1.3.3. Proizvodnja pigmenata, raznih biokemikalija i fizioloSki aktivnih spojeva

Skupinu znacajnih proizvoda biomase ljubicastih nesumpornih bakterija ¢ine pigmenti
bakterioklorofili 1 karotenoidi te ostali produkti 1 meduprodukti njihovih biosintetskih puteva
poput 5— aminolevulinske kiseline (5-ALA), vitamina B12, profirina te koenzima Q1o (Sasaki
i sur., 1998). Bakterioklorofili, vitamin B12 i porfirini se proizvode uobic¢ajenim putem sinteze
tetrapirola u fotosintetskim bakterijama putem Sheminovog puta biosinteze, pri ¢emu je
pocetni korak kondenzacija glicina i sukcinata do 5 — ALA (Noparatnaraporn i sur., 1986).
Karotenoidi se dobivaju putem sinteze terpenoida, a njihova biosinteza je usko povezana sa

sintezom koenzima Q1o (Sasaki i sur., 1998).
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Bakterijski pigmenti se mogu Koristiti kao prirodna bojila za hranu ili tekstil, a imaju i
potencijalnu farmakolosku primjenu (Numan i sur., 2018). Proizvodnja s ve¢im prinosima se
uglavnom postize tijekom fotoheterotrofnog rasta, medutim, trenutno se razvijaju procesi koji
¢e omogucéiti masovnu proizvodnju u aerobnim uvjetima u mraku (Patrusheva i sur., 2007).
Bakterioklorofili 1 karotenoidi obi¢no ¢ine manje od 10 % udjela suhe tvari biomase, stoga se
smatra prikladnim istovremena proizvodnja i ostalih vrijednih proizvoda (Patrusheva i sur.,
2007; Kobayashi i Kobayashi, 1995). Porfirini se koriste kao nasiroko komercijalizirani lijek
za bolesti jetre te dijagnozu i lijeCenje raka, a mikrobna proizvodnja je moguéa primjenom
ljubicastih nesumpornih bakterija. Vrsta Rhodobacter sphaerodies moze proizvesti i do 100
mg L? ekstracelularnog porfirina, a daljnje povecanje prinosa moguée je postiéi
imobilizacijom stanica (Sasaki i sur., 2005). Siroku medicinsku primjenu ima i vitamin B12, a
moze se upotrijebiti i kao dodatak prehrani (Kobayashi i Kobayashi, 1995). Tijekom
anaerobnog rasta Rhodobacter sphaerodies na svjetlu, moguce je dobiti do 87 pg vitamina B12
po gramu suhe tvari biomase (Sasaki i sur., 2005). 5 — ALA ima ulogu biljnog faktora rasta,
insekticida i herbicida, a u medicini se primjenjuje za fotodinamic¢ku dijagnozu i terapiju te pri
tretiranju bolesti uzrokovanih trovanjem teskim metalima (Sakarika i sur., 2019; Sasaki i sur.,
2002). Komercijalna proizvodnja kemijskom sintezom je skupa i komplicirana, stoga se danas
uglavnom istrazuju biotehnoloski postupci proizvodnje pomocu mutiraninh sojeva
fotosintetskih bakterija (Novak i sur., 2017). Mutirani sojevi roda Rhodobacter pokazali su se
kao izuzetno dobri producenti tijekom mikroaerofilnih uvjeta na svjetlu (Novak i sur., 2017,
Kamiyama i sur., 2000). Vaznu primjenu imaju i proizvodi sinteze terpenoida, poput koenzima
Q10. Koenzim Qo koristi se ve¢ godinama u tretiranju kardiovaskularnih bolesti, a trenutno se
istrazuje njegova primjena u dodacima prehrani. Komercijalizacija proizvodnje moguca je u
mikroaerofilnim uvjetima u mraku zahvaljuju¢i simultanim dobivanjem velikih prinosa

biomase i relativno visokog udjela koenzima Q1o u stanicama bakterija (Sasaki i sur., 2002).

Ljubi¢aste nesumporne bakterije imaju potencijalnu ulogu i1 u proizvodnji
ekstracelularnih enzima vaznih za industriju (celulaze, amilaze, proteaze i lipaze), a njihova
proizvodnja upotrebom stanica Rhodobacter capsulatus i Rhodopseudomonas acidophila
opisana je u radu Merugu i suradnika (2010). Nadalje, neke bakterije poput one iz roda
Rhodovulum mogu proizvoditi ekstracelularne polimerne tvari koje sadrze velik udio
nukleinskih kiselina, proteina i biopolimera (Higuchi — Takeuchi i Numata, 2019; Merugu i
sur., 2012). Vazno je istaknuti sintezu nukleinskih kiselina s obzirom na njihovu Siroku

medicinsku primjenu. Trenutno se dobivaju in vitro transkripcijom ili kemijskom sintezom, $to
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predstavlja veoma skupu metodu za proizvodnju u ve¢im mjerilima. Vrsta Rhodovulum
sulfidophilum se smatra dobrim mikrobnim proizvodacem RNA molekula s obzirom da nije

uocena prisutnost ribonukleaza u stanici (Higuchi — Takeuchi i Numata, 2019).

2.1.3.4. Proizvodnja biopolimera

Uloga ljubicastih nesumpornih bakterija u proizvodnji biopolimera uocena je
zahvaljuju¢i sposobnosti akumulacije znacajnih koli¢ina polihidroksialkanoata (PHA) u
odgovaraju¢im uvjetima (Lorrungruang i sur., 2006). PHA u posljednje vrijeme privlace
mnogo pozornosti zbog toga sto predstavljaju mogucu alternativu plastici dobivenoj iz fosilnih
izvora, a znacajni su po svojoj biorazradivosti i biokompatibilnosti (Higuchi — Takeuchi i
Numata, 2019). Stanice provode sintezu PHA u svrhu skladiStenja viska ugljika 1 energije
tijekom limitacije dusikom ili pri drugim uvjetima koji ogranicavaju sintezu proteina (Imhoff,
2006), a PHA moze ¢initi i do 70 % udjela suhe tvari biomase pri odgovaraju¢im uvjetima rasta
(Brandl i sur., 1991). U usporedbi s ostalim fotosintetskim bakterijama, neke vrste ljubicastih
nesumpornih bakterija mogu posti¢i 1 do tri puta vece prinose PHA u optimalnim uvjetima

biosinteze (Lorrungruang i sur., 2016).

Nadalje, uocena je i akumulacija polifosfata §to je posebice zanimljivo za primjenu
biomase ljubicastih nesumpornih bakterija u proizvodnji elektri¢ne energije (Lai i sur., 2017).
Polifosfati su linearni biopolimeri, a funkcija u stanici im je skladistenje energije i fosfata.
Uoceno je da ljubicaste nesumporne bakterije stvaraju polifosfate pod anaerobim uvjetima na
svjetlu tijekom stacionarne faze. Svjetlost omogucava nakupljanje intracelularnog polifosfata

i stabilizira u¢inkovitost uklanjanja fosfora (Liang i sur., 2010).

2.1.4. Nacini uzgoja

Da bi se postigla najvec¢a moguca produktivnost ljubicastih nesumpornih bakterija na
ekonomicni nacin, od kljune je vaznosti istraZiti povezanost sinteze visoko vrijednih
produkata s odabranim nafinom uzgoja. Shodno ve¢ spomenutoj fizioloskoj raznolikosti
ljubicastih nesumpornih bakterija, mogu¢ je fototrofni uzgoj kojeg karakterizira pridobivanje

energije iz svjetla u anaerobnim uvjetima te kemotrofni uzgoj u aerobnim uvjetima gdje se
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energija dobiva iz kemijskih spojeva. Izvor ugljika moze biti CO2 ili organska molekula
(Sakarika i sur., 2019).

Potencijal fakultativnih fotosintetskih bakterija kao proizvodaca fotosintetskih
pigmenata, vitamina, koenzima i drugih vrijednih proizvoda prepoznati su desetlje¢ima (Zeiger
i Grammel, 2009). Konvencionalni fototrofni sustavi pruZzaju optimalne koli¢ine navedenih
produkata, a posebice se preferira fotoheterotrofni nacin rasta koji najvise pogoduje brzom
rastu te visokim prinosima biomase, proizvodnji vodika, pigmenata i raznih spojeva povezanih
sa sintezom fotosintetskog aparata (Keppen i sur., 2013; Kuo i sur., 2012; McKinlay i
Hardwood, 2010).

Medutim, industrijalizacija i komercijalizacija proizvodnje u fotosintetskim uvjetima
ima svoja ogranic¢enja, a posebice je problem limitacija opskrbom svjetla u sustavu (Sasaki i
sur., 2002; Watanabe i sur., 1998). Shodno tome, pristupa se razvoju novih bioprocesa za
maksimalnu ekspresiju fotosintetskih gena tijekom kemotrofnog rasta, odnosno pod aerobnim
i mikroaerofilnim uvjetima u mraku, u konvencionalnim bioreaktorima koji nude novu

perspektivu za daljnju industrijalizaciju proizvodnje (Zeiger i Grammel, 2009).

Neke vrste poput Rhodovulum sulfidophilum daju vrlo visoke prinose biomase u mraku
s visokim stupnjem aeracije, a sinteza fotosintetskog aparata je znatno manje inhibirana
prisustvom kisika u odnosu na pripadnike rodova Rhodobacter i Rhodospirillum (Masuda i
sur., 2000; Shioi i Doi, 1990). Zahvaljuju¢i metodama geneti¢kog inzenjerstva, moguca je
industrijska proizvodnja nekih vaznih proizvoda s pomoc¢u geneticki modificiranih sojeva
postupkom dvostupanjskog uzgoja u mraku: prvi stupanj s izrazitom aeracijom za postizanje
visoke stope rasta i unosa supstrata te drugi stupanj u mikroaerofilnim uvjetima za proizvodnju
vitamina B12, bakterioklorofila, karotenoida (Noparatnaraporn i sur., 1986) ili 5-
aminolevulinske kiseline (Sasaki 1 sur., 2002). Svjetlost nije nuzna za sintezu bakterioklorofila
1 meduprodukata njegove sinteze, pa se relativno visoki prinosi mogu posti¢i odrzavanjem
mikroaerofilnih uvjeta u mraku (Zeiger i Grammel, 2009). Patrusheva i suradnici (2017)
postigli su puno veéu sintezu bakterioklorofila pomoc¢u Rhodobacter capsulatus u
mikroaerofilnim uvjetima u mraku nego tijekom obi¢no preferiranog fotoheterotrofnog nacina

rasta.
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2.1.4.1. Sustavi za fototrofni nacin uzgoja

Fototrofni uzgoj ljubiCastih nesumpornih bakterija uglavnom podrazumijeva
fotobioreaktore koji ¢ine zatvoreni sustav s umjetnim okruzenjem: kontinuirano osvjetljenje
adekvatnog intenziteta i odgovarajuc¢i medij u kojem se postize optimalna biokonverzija (Kuo
isur., 2012). Najcesce izvedbe fotobioreaktora u uporabi su vertikalni kolonski (recirkulirajuéi
air - lift ili barotirajuc¢a kolona), plocasti, membranski te cijevni fotobioreaktor (Alloul i sur.,
2020; Akkerman i sur., 2002). Obi¢no su izradeni od stakla koje omoguéuje vecu apsorpciju
svjetlosti (Lien i sur., 2018).

Produktivnost fotobioreaktora limitirana je svjetlos¢u te je nuZan visoki omjer povrsine
i volumena. Fotokemijski koeficijenti u fotobioreaktorima su relativno niski (maksimalno 10
%) te imaju tendenciju smanjenja pri veéim intenzitetima svjetlosti (zbog efekta zasi¢enja
svjetlo§¢u — svi fotoni se ne mogu upotrijebiti za reakcijsku energiju ve¢ se rasipaju u obliku
toplinske energije). U svrhu provodenja efikasnog bioprocesa, nuzno je razrijediti svjetlost i
rasporediti ga Sto je visSe moguée kroz volumen fotobioreaktora. To se obi¢no postize
intenzivnim mijeSanjem tako da su stanice izlozene svjetlu samo kratkotrajno (Akkerman i sur.,

2002).

Nedostatak fotobioreaktora je i troSak umjetne rasvjete, medutim troSkovi se mogu
umanjiti primjenom ucinkovitijih izvora svjetlosti. Obi¢no se koriste svjetla sa zarnom niti ili
halogene lampe koje emitiraju $iroki spektar valnih duljina svjetlosti koji apsorbiraju molekule
pigmenata. Korisnu alternativu za osvjetljavanje predstavljaju svjetlece diode (LED) jer trose
malo energije 1 imaju dug Zivotni vijek, a mogu se specificno prilagoditi opsegu valne duljine
koji odgovara fotosintetskim apsorpcijskim spektrima (Kuo i sur., 2012). Nadalje, moguce su
1tzv. vanjske izvedbe fotobioreaktora koje upotrebljavaju prirodnu suncevu svjetlost (Carlozzi
i Sacchi, 2001). Takav jedan primjer vanjske izvedbe cijevnog fotobioreaktora prikazan je na
slici 2. Glavna prednost im je ekonomi¢nost zbog koriStenja prirodne sunceve svjetlosti, ali
probleme stvaraju otezana regulacija uvjeta, izravno izlaganje UV zracenju te svojstvena
nekontinuiranost opskrbe svjetlom, S§to rezultira sporijim rastom i fluktuacijom koli¢ine
pigmenata tijekom rasta (Lien i sur., 2018; Kuo i sur., 2012). Otvoreni sustavi, poput onih za
uzgoj mikroalgi po principu umjetnih jezera, kruznih ribnjaka, nagibnih sustava ili kanala, jos
nisu dovoljno istraZeni. Razlog je ¢esta kontaminacija i veoma teSko postizanje selektivne

proizvodnje samo ljubi¢astih nesumpornih bakterija u takvim uvjetima (Alloul i sur., 2020).
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Slika 2. Shematski prikaz cijevnog fotobioreaktora s kontrolom temperature tijekom uzgoja
ljubicaste nesumporne bakterije Rhodopseudomonas palustris 420L pod vanjskim svjetlom
(prema Carlozzi i sur., 2001)

2.1.4.2. Sustavi za kemotrofni nacin uzgoja

Kemotrofni uzgoj ljubicastih nesumpornih bakterija odvija se bez prisustva svjetla u
sustavu, a zahtjeva aerobne uvjete u svrhu pridobivanja potrebne energije (Keppen i sur., 2013).
Mogu se koristiti konvencionalni bioreaktori za provodenje aerobnih uzgoja, obi¢no bioreaktor
s mijeSalom, vertikalna air — lift ili barbotirajuca kolona (Yen i Shih, 2009; Watanabe i sur.,
1998).

Kemotrofni uzgoj nije ovisan o velikom omjeru povrsine i volumena, odnosno nije
limitiran dotokom svjetla u bioreaktor. Shodno tome, konstrukcija bioreaktora s mijesalom i
njegov scale — up s obzirom na veli¢inu, mijesanje, prijenos kisika i produktivnost Su

jednostavniji u odnosu na fotobioreaktore. Ugradeno mijesalo omoguéava dobru aeraciju
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sustava, medutim takav tip bioreaktora ima odredene limitacije, poput velike potrosnje energije

te postizanje velikih sila smicanja koje predstavljaju hidrodinamicki stres za stanice tijekom

uzgoja (Zhong, 2010).

Izlaz plina

tﬁ
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Slika 3. Shematski prikaz kemotrofnog sustava s vertikalnom barbotiraju¢om kolonom
kori§tenom za proizvodnju stanica ljubicaste nesumporne bakterije Rhodovulum sp. PS88 u

aerobnim uvjetima u mraku (prema Watanabe i sur., 1998)

Dobru alternativu ¢ine barbotirajuc¢e kolone u kojima se mijeSanje osigurava uvodenjem
i rasprSivanjem zraka u podlozi te air — lift kolone s prostorno usmjerenim tokom podloge.
Watanabe i suradnici (1998) su izvjestili o vrlo visokom prinosu od 42,7 g L™ biomase bakterije
Rhodovulum sp. PS88 nakon provodenja kontinuiranog uzgoja u jednostavnoj barbotirajucoj
koloni, uz visoki stupanj aeracije sustava (slika 3). Nadalje, uporaba takvih bioreaktora
posebice je interesantna za provodenje uzgoja u mikroaerofilnim uvjetima u mraku. Autori Yen
i Shin (2009) proveli su usporednu studiju mikroaerofilnog uzgoja u mraku bakterije
Rhodobacter sphaeroides u air — lift koloni i bioreaktoru s mijeSalom u svrhu proizvodnje
koenzima Q0. Veéi prinosi biomase dobiveni su u bioreaktoru s mijeSalom, ali je sinteza
koenzima Qo bila za 40 % veca u air — lift koloni. Kao moguc¢i razlog navodi se nehomogena
distribucija otopljenog kisika koja pogoduje visokom sadrzaju koenzima Qio U Stanicama

bakterije.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Radni mikroorganizam u ovom istrazivanju bila je nesumporna ljubicasta bakterija
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 iz zbrike mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko

inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva.

3.1.2. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga

Za pripremu hranjivih podloga koristene su kemikalije navedene u tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga

Kemikalija Cistoc¢a Proizvodac
Glukoza > 99% Kemika, Hrvatska
Ksiloza > 99% Kemika, Hrvatska
Natrijev malat > 99% Kemika, Hrvatska
Kvascéev ekstrakt za biotehnologiju Kemika, Hrvatska
CSL za biotehnologiju Kemika, Hrvatska
Natrijev glutamat >99% Kemika, Hrvatska
Diamonijev fosfat p.a. Kemika, Hrvatska
Diamonijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
Kalijev dihidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
Dikalijev fosfat p.a. Kemika, Hrvatska
Magnezijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
Kalcijev klorid dihidrat p.a. Merck, Njemacka
Manganov sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
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Tiamin hidroklorid >99% Sigma — Aldrich, Njemacka
Nikotinska kiselina > 99% Sigma — Aldrich, Njemacka
Biotin > 99% Sigma — Aldrich, Njemacka

3.1.3. Ostale kemikalije

Ostale kemikalije koriStene u istrazivanju prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Ostale kemikalije koriStene u istrazivanju

Kemikalija Cisto¢a Proizvodac

Etanol > 99% Kemika, Hrvatska

Aceton > 99% Kemika, Hrvatska

Natrijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska
Sumporna kiselina >99% Kemika, Hrvatska
Cinkov sulfat heptahidrat >99% Kemika, Hrvatska
Sredstvo protiv pjenjenja / Carl Roth, Austrija
pH puferi za kalibraciju pH 4,0; 7,0 Hamilton, Svicarska

3.1.4. Hranjive podloge

Za potrebe uzgoja inokuluma i u svrhu ispitivanja rasta bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 na razli¢itim izvorima ugljika i dusika te promatranje utjecaja svjetlosti

na rast, sve koriStene podloge su sadrZavale temeljni sastav soli i faktora rasta prikazan u tablici

3.
U poglavljima 3.1.4.1. — 3.1.4.4. opisane su specificnosti sastava svake podloge,

odnosno koncentracije odabranih izvora ugljika i dusika u podlozi za svaki provedeni

eksperiment.
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Tablica 3. Temeljni sastav soli i faktora rasta u hranjivim podlogama

Kemikalija Masena koncentracija [g L™]
Diamonijev sulfat heptahidrat 0,8
Kalijev dihidrogenfosfat 0,5
Dikalijev fosfat 0,5
Magnezijev sulfat heptahidrat 0,2
Kalcijev klorid dihidrat 0,053
Manganov sulfat heptahidrat 1,2 x 107
Tiamin klorid 1,0 x 103
Nikotinska kiselina 1,0 x 103
Biotin 1,0 x 10°

3.1.4.1. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma

Za uzgoj inokuluma, podloga je kao izvor ugljika sadrzavala 2,7 g L*! malata, a kao
izvore dusika natrijev glutamat u koncentraciji od 2,0 g L™ te kvaicev ekstrakt u koncentraciji

od 1,5 g L. Ostale soli i faktori rasta su prikazani u tablici 3.

3.1.4.2. Hranjive podloga za ispitivanje utjecaja razlicitog izvora svjetlosti na rast u

mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

Za ispitivanje utjecaja razliitog izvora svjetlosti na rast bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu, koristene su dvije podloge
razli¢itog sastava 0visno o0 koriStenim izvorima ugljika i dusika. Specifi¢nosti za obje podloge

su prikazane u tablici 4.
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Tablica 4. Izvori ugljika i dusika u podlogama za ispitivanje utjecaja razli¢itog izvora svjetlosti

na rast bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

Masena koncentracija [g L™]

Kemikalija
Podloga 1 Podloga 2

Glukoza 5,0 /

Ksiloza 5,0 /
Malat / 2,7
Kvascéev ekstrakt 1,5 1,5

Diamonijev fosfat 3,0 /
Natrijev glutamat / 2,0

3.1.4.3. Hranjive podloga za ispitivanje utjecaja razlicitog izvora dusika na rast u

mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

U svrhu ispitivanja utjecaja razli¢itog izvora dusika na rast bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu, koristene su podloge ¢ije su
koncentracije izvora ugljika i duSika u podlogama prikazane su u tablici 5. Za oba ispitivana
izvora duSika pripremljene su po cCetiri podloge, od kojih je svaka sadrzavala razli¢itu masenu

koncentraciju odabranog izvora dusika u podlozi: 1,3,517 g L™

Tablica 5. Izvori ugljika i dusika u podlogama za ispitivanje utjecaja razli¢itih izvora dusika

na rast bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

Masena koncentracija [g L™]

Kemikalija
Podloge s DAP-om Podloge sa CSL-om
Glukoza 4,0 5,0
Ksiloza 8,0 10,0
Malat / /
Kvascev ekstrakt 15 /
CSL / 1,0; 3,0; 5,0; 7;0
Diamonijev fosfat 1,0; 3,0; 5,0; 7;0 /
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3.1.4.4. Hranjive podloge za ispitivanje utjecaja razlicitog izvora dusika na rast tijekom uzgoja

u aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijesalom

Specifi¢nosti sastava podloge za Sarzne uzgoje bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781, provedene u bioreaktoru s mijeSalom u aerobnim uvjetima u mraku, prikazane su u tablici
6. Koristeno je Sest razlicitih podloga ovisno o odabranim izvorima dusika i ugljika u podlozi,

pri cemu su sve podloge sadrzavale isti temeljni sastav soli 1 faktora rasta prikazan u tablici 3.

Tablica 6. Izvori ugljika i dusika u podlogama tijekom Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum

adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijeSalom

Masena koncentracija [g L]

Kemikalija
Uzgoj1 Uzgoj2 Uzgoj3 Uzgoj4 Uzgoj5  Uzgoj 6
Glukoza 5,0 5,0 / / 5,0 5,0
Ksiloza / / 5,0 5,0 5,0 5,0
Kvascev ekstrakt 1,5 / 1,5 / 1,5 /
CSL / 5,0 / 5,0 / 5,0
Diamonijev fosfat 3,0 / 3,0 / 3,0 /

3.1.5. Oprema i aparatura

3.1.5.1. Bioreaktor s mijesalom

U svrhu ispitivanja rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na razli¢itim
izvorima ugljika 1 dusika tijekom aerobnog uzgoja u mraku koristen je bioreaktor s mijeSalom
1 dvostrukim plastom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) prikazan na
slici 4. Graden je od nehrdajuc¢eg Cr—Ni ¢elika ukupnog volumena 30 L te je opremljen s tri
podesive Rushtonove turbine koje pokrece elektromotor snage 0,9 kW. Maksimalna brzina
rotacije mijeSala je 3000 rpm. Bioreaktor je opremljen kontrolnom jedinicom s ugradenim
sustavom za mjerenje 1 prac¢enje temperature, pH, brzine okretaja mijeSala te parcijalnog tlaka

kisika u reaktoru.
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Slika 4. Bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka)

3.1.5.2. Centrifuge

Za potrebe izdvajanja bakterijske biomase iz suspenzije koriStena je centrifuga Thermo
Scientific SL 8R (Thermo Fischer Scientific, SAD). U svrhu analitike koriStene su centrifuge
HC-240 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija) i Eppendorf 5804 R (Njemacka).

3.1.5.3. Spektrofotometar

Za potrebe analitike tijekom uzgoja koristen je spektrofotometar Cary 100, UV-VIS
(Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Opticka gustoca uzoraka odredena je u staklenim
kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka). Za odredivanje
apsorpcijskog spektra ekstrahiranih pigmenata tijekom uzgoja korisStena je kvarcna kiveta

promjera 10 mm istog proizvodaca.
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3.1.5.4. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

Za odredivanje koncentracije izvora ugljika tijekom uzgoja, koristen je UPLC uredaj
1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) (slika 5). Uredaj je opremljen
pumpom (G7104A 1290 Flexible Pump) i otplinjacem, automatskim injektorom (G7167B
1290 Vialsampler), termostatom (G7116B), pretkolonom i analitickom kolonom (ionsko —
izmjenjivacka kolona Rezex ROA — Organic Acid H+; Phenomenex, SAD, detektorom indeksa
loma (G7162A 1260 RID), modulom za kontrolu sustava (SCL — 10Avp) i racunalnim
programom za obradu podataka (OpenLAB CDS).

Slika 5. UPLC uredaj 1290 Infinity I (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

3.1.5.5. Ostala oprema i aparatura

Osim ve¢ navedene opreme i aparture te laboratorijskog pribora i posuda, u istrazivanju

je koristena i oprema prikazana u tablici 7.
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Tablica 7. Ostala oprema i apartura

Oprema

Model i proizvodac

Tehnicka vaga
Analiticka vaga
Susionik
Vrtlozna mjesalica
pH metar
Autoklav
Hladnjak i zamrzivac

Najlonski filteri za $price (0,2 um)

ET — 1211; Tehtnica, Slovenija

ALC210.4; Acculab, SAD

ST — 05; Instrumentaria, Hrvatska

LLG —uniTEXTER 1; LLG — Labware, Njemacka
HI1 9125; Hanna Instruments, SAD
Sutjeska, Jugoslavija
Bosch, Njemacka

Sigma — Aldrich, Njemacka

3.2. METODE

3.2.1. Priprema inokuluma

Sastav hranjive podloge za inokulum je prethodno opisan u poglavlju 3.1.4.1. Izvagane

mase sastojaka otopljene su u demineraliziranoj vodi do odgovaraju¢eg volumena, a pH je

podesen na izmedu 6,8 1 7,0 dodatkom natrijeva hidroksida. Podloga je sterilizirana u autoklavu

pri 121 °C tijekom 20 minuta, a termosenzibilni sastojci dodani su nakon sterilizacije i hladenja

preko filtera promjera pora 0,2 um.

Uzgoj inokuluma je proveden u mikroaerofilnim uvjetima tijekom 2 do 3 dana pri

temperaturi od 28 °C, 2000 luxa ispod obi¢ne Zarulje, u tikvicama s brusenim ¢epom.
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3.2.2. Priprema hranjivih podloga za ispitivanje utjecaja razli¢itog izvora svjetlosti na rast u

mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

Za provedbu ispitivanja utjecaja razliitog izvora svjetlosti na rast bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu, pripremljene su

dvije podloge ¢iji je sastav opisan u poglavlju 3.1.4.2.

Sastojci su otopljeni u odredenom volumenu demineralizirane vode te je po 150 mL
podloge raspodijeljeno u tikvice s brusenim ¢epom. Prethodno je podesena pH vrijednost
podloge na izmedu 6,8 1 7,0 dodatkom natrijeva hidroksida uz eventualnu korekciju
sumpornom Kkiselinom. Sterilizacija je izvedena u autoklavu pri 121 °C/20 minuta. Nakon

hladenja su dodani termosenzibilni sastojci preko filtera promjera pora 0,2 um.

3.2.3. Priprema hranjivih podloga za ispitivanje utjecaja razli¢itih koncentracija odabranih

izvora dusika na rast u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu

U svrhu ispitivanja utjecaja razli¢itih koncentracija odabranih izvora duSika na rast
bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu,
pripremljeno je ukupno osam podloga ¢iji je sastav opisan u poglavlju 3.1.4.3. Pripremljene su
4 podloge s razli¢itim koncentracijama diamonijeva fosfata (1,0; 3,0; 5,0 i 7,0 g L?) te 4
podloge s razli¢itim kocentracijama CSL-a (1,0; 3,0; 5,0 i 7,0 g L™?). Postupak pripreme

podloge jednak je onome opisanom u poglavlju 3.2.2.

3.2.4. Priprema hranjivih podloga za ispitivanje utjecaja izvora dusika na rast tijekom uzgoja

u aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijeSalom

Pripremljeno je ukupno Sest razlictih podloga za uzgoje bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijesalom. Sastav svake

podloge je opisan u poglavlju 3.1.4.4.

Ovisno o ispitivanom supstratu, otopljene su pripadajuc¢e mase izvora ugljika i dusika

u 4,5 L demineralizirane vode. Sterilizacija podloge je odradena u samom bioreaktoru,
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indirektno vodenom parom pri 121 °C/20 minuta preko dvostrukog plasta. Termosenzibilni
sastojci dodani su naknadno nakon sterilizacije 1 hladenja na temperaturu uzgoja preko filtera
promjera pora 0,2 um. Vrijednost pH podloge podesena je na izmedu 6,8 i 7,0 dodatkom
natrijeva hidroksida.

3.2.5. Provedba i nadzor uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u

mikroaerofilnim uvjetima pri ispitivanju utjecaja razlicitog izvora svjetlosti na rast

Ispitivanje rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 ovisno o vrsti svjetlosti
(bijelo LED svjetlo i obi¢na zarulja) provedeno je u 2 tikvice s glukozom i ksilozom te u 2
tikvice s malatom kao izvorom ugljika. Nacin pripreme podloga je opisan u poglavlju 3.2.3.
Podloge su inokulirane s 15 mL prethodno pripremljenog inokuluma, a ukupni radni volumen

u tikvicama iznosio je 150 mL.

Uzgoji su vodeni u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu 144 h pri temperaturi od 28 °C,
pri ¢emu pH vrijednost tijekom uzgoja nije regulirana. Svaka 24 sata izuzeto je 5 mL uzorka
kojem je odredena opticka gustoéa u svrhu pratenja prirasle biomase i odredivanja
apsorpcijskih minimuma i maksimuma (poglavlje 3.2.8.1.). Nadalje, provedena je ekstrakcija
ukupnih pigmenata i spektrofotometrijsko odredivanje bakterioklorofila a (poglavlje 3.2.8.4.).

Potrosnja izvora ugljika tijekom uzgoja pracena je postupkom opisanim u poglavlju 3.2.8.3.

3.2.6. Provedba i nadzor uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu pri ispitivanju utjecaja razli¢itih koncentracija odabranih

izvora dus$ika na rast

Provedeno je ukupno 8 uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu, pri ¢emu su koriStene podloge pripremljene na nacin
opisan u poglavlju 3.2.3. Uzgoj je proveden u tikvicama s brusenim ¢epom, na svjetlu obi¢ne
zarulje (2000 luxa), u trajanju od 96 h i temperaturi od 28 °C. Vrijednost pH tijekom uzgoja
nije regulirana. Postupak uzrokovanja, provedba i nadzor uzgoja jednaki su postupku opisanom

u prethodnom poglavlju (3.2.5.).
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3.2.7. Provedba i nadzor Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u

aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijeSalom

Ukupno je provedeno Sest Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781
u aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijesalom. Priprema podloga je bila prema
postupku opisanom u poglavlju 3.2.4. Inokulacija je odradena u aspeti¢nim uvjetima s 500 mL
prethodno uzgojenog inokuluma, a konac¢ni radni volumen u bioreaktoru iznosio je 5,0 L. U
svrhu kalibracije pH elektrode koristeni su puferi pH vrijednosti 4,0 i 7,0. Vrijednost pH
odrzavana je u optimalnom podrucju za uzgoj bakterije izmedu 6,8 i 7,0, automatskom
regulacijom pritoka 3 M otopina NaOH i H2SO4. Uzgoji su provedeni na temperaturi od 28 °C,
¢ije je odrzavanje postignuto cirkulacijom rashladne vode kroz dvostruki plast. Aeracija je
vriena sterilnim zrakom protoka 2,5 L min, pri ¢emu je broj okretaja mijesala tijekom uzgoja
iznosio 400 rpm. Sredstvo protiv pjenjenja dodavano je prema potrebi. Ukupno trajanje uzgoja
bilo je 24 h. Tijek uzgoja pracen je asepti¢nim izuzimanjem uzoraka svaki sat analitickim
metodama opisanim u poglavljima 3.2.8.1 - 3.2.8.3. Takoder, provedeno je uzorkovanje svaka
dva sata za odredivanje sintetiziranih pigmenata nakon provedene ekstrakcije (poglavlje

3.2.8.4.).

3.2.8. Analiti¢ke metode

3.2.8.1. Odredivanje opticke gustoce tijekom uzgoja

U svrhu pradenja rasta biomase te radi odredivanja apsorpcijskih minimuma 1
maksimuma bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom uzgoja, mjerena je opticka
gustoca skeniranjem uzoraka u podrucju valnih duljina (A) od 350 do 900 nm. Prirast biomase

pracen je pri valnoj duljini od 650 nm. Uzorak je prije analize dobro homogeniziran.

3.2.8.2. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije suhe tvari biomase bakterije

Uzoreci izuzeti tijekom uzgoja stavljeni su u prethodno osusene 1 izvagane Falcon kivete

te centrifugirani pri 8000 rpm tijekom 10 minuta. Talog je osuSen u susSioniku pri 75 °C do
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konstantne mase. Koncentracija suhe tvari biomase X [g L] odredena je prema sljedeéem

izrazu:

ma —my [1]

X =
Vuz

pri ¢emu je m, masa prazne Kivete [g]; m, masa kivete s talogom nakon suSenja [g];

1;,, volumen uzorka [L].

3.2.8.3. Odredivanje koncentracije izvora ugljika u podlozi

Koncentracija izvora ugljika u supernatantu kulture odredena je tekuéinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (UPLC). U svrhu prethodnog taloZenja proteina,
supernatanat uzorka je pomijeSan s 10 %-tnom otopinom cinkova sulfata u omjeru 1:1
(vol/vol). Nakon 10 minuta, suspenzija je centrifugirana pri 10000 rpm, 15 minuta. Prije

analize, uzorci su profiltrirani kroz filter promjera pora 0,2 xm.

Kao mobilna faza koriStena je otopina sumporne Kiseline koncentracije 0,0025 M.
Injektirano je 10 uL uzorka i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C uz brzinu protoka
mobilne faze od 0,6 mL min™. Dobiveni kromatogrami obradeni su pomodéu ra¢unalnog
programa OpenLAB CDS, a nepoznate koncentracije izvora ugljika u uzorcima odredene su
prema jednadZbama bazdarnih dijagrama za glukozu, ksilozu i malat. BaZzdarni dijagrami s

pripadaju¢im jednadZzbama pravaca prikazani su u prilozima 7.1 — 7.3.

3.2.8.4. Ekstrakcija ukupnih pigmenata i spektrofotometrijsko odredivanje bakterioklorofila a

Ekstrakcija ukupnih pigmenata sintetiziranih tijekom uzgoja provedena je sa smjesom
organskih otapala uz mehanic¢ku dezintergaciju stanica pomoc¢u staklenih kuglica. Volumen
uzorka za ekstrakciju pigmenata tijekom mikroaerofilnih uzgoja na svjetlu bio je 5 mL,
odnosno 20 mL kod uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom u aerobnim uvjetima. Uzorak je
centrifugiran 10 minuta pri 8000 rpm. Supernatant je dekantiran, a preostala biomasa se
koristila za ekstrakciju i odredivanje ukupnih pigmenata. Biomasi je dodano 4 g staklenih
kuglica i 4 mL smjese acetona i etanola u omjeru 7:2 (vol/vol). Biomasa s kuglicama za

dezintergaciju stanica se zatim tri puta naizmjeni¢no podvrgavala intenzivnom mijesanju u
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trajanju od 2 minute te hladenju u ledu, takoder 2 minute. U svrhu sprje¢avanja raspada
fotosenzibilnih pigmenata uslijed izlaganja svjetlosti, postupak ekstrakcije je provoden u
mraku, a kivete su bile zasticene aluminijskom folijom. Nakon provedene ekstrakcije, uzorak

je centrifugiran 10 minuta pri 8000 rpm.

Spektrofotometrijsko odredivanje bakterioklorofila a u supernatantu nakon ekstrakcije
odradeno je u kvarcnoj kiveti skeniranjem u podru¢ju valnih duljina od 350 do 900 nm.
Koncentracija bakterioklorofila a [mg L] izracunata je prema izrazu za ekstrakciju primjenom

smjese otapala etanol/aceton (Ritchie, 2018):

P = 0,348209(Ag48 — Agso) — 0,16583(Age5 — Agso) + 12,11114(A775 — Agso) [2]

3.2.9. Odredivanje specificne potroSnje kisika bakterije u bioreaktoru s mijesalom

Specifi¢na brzina potro$nje kisika tijekom aerobnih uzgoja u mraku u bioreaktoru s
mijesalom odredena je tzv. direktnom metodom. Tijekom 5. i 9. sata uzgoja prekinuta je dobava
zraka u bioreaktor te je svakih 5 sekundi zabiljezena vrijednost postotka zasi¢enja podloge
kisikom. Aeracija je ponovno pokrenuta prije nego Sto je postignuta kriticna vrijednost
koncentracije otopljenog kisika u podlozi nakon koje specifi¢na brzina respiracije (qo2) prestaje
biti konstantna. Vrijednost specificne brzine potroSnje kisika opisana je sljedecom

jednadZbom:

% = K,a(Cs — CL) — qo2X 3l

pri ¢emu je t vrijeme [h]; CL koncentracija otopljenog kisika u podlozi [mol ili g O> m

%]; Cs koncentracija zasi¢enja podloge kisikom [mol ili g O, m™]; Kia volumni koeficijent
prijenosa kisika [h™]; do2 specifi¢na brzina potrosnje kisika [mol ili g O, h?t g?]; X
koncentracija biomase [g L™]. Prvi ¢lan u jednadzbi opisuje dobavu (prijenos) kisika iz zraka
u podlogu, a drugi potros$nju kisika koju provode bakterijske stanice. Potrosnja kisika u sustavu
(-gX) je konstantna tijekom prekida aeracije, stoga se dobiva linearna ovisnost koncentracije
kisika u podlozi o vremenu. Nagib pravca predstavlja potroS$nju kisika u sustavu, a specificna
brzina potrosnje kisika se odredi na temelju koncentracije biomase u satu u kojem je proveden

prekid aeracije.
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3.2.10. Odredivanje pokazatelja uspjeSnosti provedenih uzgoja

Pokazatelji uspjesnosti odredeni su prema sljede¢im jednadzbama:

YX:X_XO [4]
YS:SO_S [5]

YXSZX_XO [6]
578, —S

pri éemu je Yx prinos biomase na kraju uzgoja [g L™]; Xo po&etna koncentracija biomase
[g L1]; X konaéna koncentracija biomase nakon uzgoja [g L™]; Ys ukupna potro$nja supstrata
[g LY]; So pocetna koncentracija supstrata [g L]; S koncentracija preostalog supstrata nakon

uzgoja [g L™]; Yxis koeficijent konverzije suspstrata u biomasu [g g]
1 X [7]

pri ¢emu je u specificna brzina rasta [h'l]; A¢ vremenski interval [h]; Xo pocetna

koncentracija biomase [g L™]; X koncentracija biomase u odredenom vremenu (t) [g L™].

X —X, [8]
ty

Pr =

pri ¢emu je Pr produktivnost sinteze biomase [g L h™]; X kona¢na koncentracija

biomase nakon provedenog uzgoja [g L™]; tu vrijeme trajanja uzgoja [h].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Fiziologija bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, koja pripada skupini morskih
ljubicastih nesumpornih bakterija, nije detaljnije istrazena jo$ od prve izolacije i identifikacije
vrste 80-ih godina proslog stolje¢a. Vrsta je izolirana iz Winogradsky kolone, izvorno
postavljene 1951./1952. od strane zacetnika Jadranske mikrobiologije, Vlaha Cviic¢a, a
sadrzavala je uzorke blata i vode iz morskog jezera Malo Jezero na otoku Mljetu (Neutzling i
sur., 1984). Shodno tome, cilj ovog istrazivanja bio je ispitati fizioloske znacajke ove bakterije
u svrhu njene potencijalne primjene u biorafinerijama, odnosno za potrebe biotehnoloske, pa
tako 1 farmaceutske, prehrambene i kozmeti¢ke industrije. Takoder, ovaj rad predstavlja
nastavak i nadogradnju prethodnim istrazivanjima provedenih u sklopu znanstveno —
istrazivackih projekata ,,Bioprospecting Jadranskog mora BioProCro* (KK.01.1.1.01.0002) te

,,Odrziva proizvodnja biokemikalija iz sekundarnih lignoceluloznih sirovina*“ (HRZZ-9717).

Za vecinu provedenih eksperimenata, kao izvori ugljika odabrani su glukoza i ksiloza,
koji obi¢no ¢ine vecinski udio Secera u sastavu hidroliziranih komponenata lignoceluloznih
sirovina (Mardetko i sur., 2018). Biotehnoloska primjena otpadnih sirovina, poput
lignoceluloze, smatra se posebice interesantnom jer takve sirovine predstavljaju izuzetno jeftin,
lako dostupan i obnovljiv izvor organskog materijala (Mirza i sur., 2019). Nadalje, nakon
izvora ugljika, drugu vaznu i ve¢u komponentu hranjivog medija ¢ini izvor duSika, €iji se
doprinos i cijena Cesto zanemaruje pri valorizaciji biotehnoloskih procesa. Stoga je cilj ovoga
rada bio istraziti moguénost zamjene skupljih izvora dusika poput diamonijeva fosfata (DAP)
1 kvaSceva ekstrakta s ekonomi¢nijom sirovinom poput kukuruzne mocevine (CSL — corn steep
liquor, eng.). CSL se definira kao kondenzirani i fermentirani kukuruzni ekstrakt dobiven
postupkom usitnjavanja kukuruza, a predstavlja jeftinu sirovinu bogatu organskim dusikom.
Takoder, sadrzi 1 visoku razinu nekoliko vaznih vitamina i elemenata u tragovima, ¢ime
predstavlja interesantnu alternativu kvas¢evom ekstraktu kao izvoru nuznih faktora rasta (Loy
1 Lundy, 2019). Medutim, nuzno je spomenuti njegov glavni nedostatak, a to je varijabilni
sastav koji moze ovisiti o vrsti 1 stanju kukuruza te velikom broju drugih faktora ukljuc¢enih u

preradu kukuruza (Liggett i Koffler, 1948).

Za vecinu vrsta koje pripadaju skupini ljubicastih nesumpornih bakterija, preferirani

nacin rasta je uz odgovarajuci izvor ugljika 1 svjetlosti te pri minimalnim koncentracijama
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otopljenog kisika u mediju. Shodno navedenom, u ovom radu su prikazani i opisani uzgoji
bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, provedeni u mikroaerofilnim uvjetima na
svjetlu, pri ¢emu se zasebno ispitivao utjecaj razli¢itog izvora svjetlosti na rast te utjecaj
razli¢itih koncentracija odabranih izvora duSika u podlozi. U poglavlju 4.1. opisano je
istrazivanje utjecaja svjetla obi¢ne zarulje i bijelog LED svjetla na Kinetiku rasta bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima. Kao izvori ugljika posluzili
su glukoza i ksiloza te malat, a provedeno je ukupno Cetiri uzgoja u trajanju od 144 sata.
Poglavlje 4.2. sadrzi prikaz i opis rezultata ispitivanja utjecaja razli¢itih koncentracija
odabranih izvora duSika na kinetiku rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu ispod obi¢ne Zarulje. Provedene su dvije grupe uzgoja:
jedna uz dodatak kvascevog ekstrakta i razli¢itih koncentracija DAP-a, druga grupa uz dodatak

razli¢itih koncentracija CSL-a kao izvora dusika u podlozi.

Nadalje, shodno istaknutim prednostima kemotrofnog na¢ina uzgoja u teorijskom dijelu
rada, tematika istrazivanja bila je usmjerena i u ispitivanje kemoheterotofnog rasta bakterije u
svrhu postizanja visokih stopa rasta i sinteze biomase. U poglavlju 4.3. opisani su uzgoji
bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 provedeni u acrobnim uvjetima u mraku, $arznim
postupkom u bioreaktoru s mijesalom. Uzgoji su provedeni pri konstantoj temperaturi i pH
vrijednosti u trajanju od 24 h. Provedeno je ukupno Sest uzgoja, uz dodatak oba ili jednog od
odabranih izvora ugljika — glukoze ili ksiloze, uz istovremeno ispitivanje utjecaja razli¢itog
izvora dusSika u podlozi. Kao i u prethodnom eksperimentu, za svaki su odabrani izvor ugljika
provedena po dva uzgoja: jedan uz dodatak DAP-a i kvaséevog ekstrakta, drugi uz dodatak
CSL —a kao izvora dusika. Cilj je bio istraziti kinetiku rasta, potro$nju odabranih supstrata,
odrediti specifi¢nu brzinu potro$nje kisika tijekom uzgoja te postici $to veci prinos biomase U

danim uvjetima.

Tijekom svih provedenih uzgoja pracena je promjena koncentracije biomase, potrosnja
supstrata, te udio pigmenta bakterioklorofila a u biomasi bakterije. Tijekom aerobnih uzgoja
pracena je 1 specificna brzina potrosnje kisika. Postupci navedenih analitickih metoda su
opisani u poglavlju 3.2.6.. Grafic¢ki prikazi su posluzili za prezentiranje tijeka uzgoja te
promjene udjela bakterioklorofila a u biomasi. Pokazatelji uspjesnosti provedenih uzgoja su

detaljno opisani u tekstu i/ili prikazani u tablicama.

32



Rezultati i rasprava

4.1. UTJECAJ RAZLICITOG IZVORA SVJETLOSTI NA RAST BAKTERIJE
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 U MIKROAEROFILNIM UVJETIMA NA
SVJETLU

U svrhu ispitivanja utjecaja razliitog izvora svjetlosti na rast i sintezu pigmenta
bakterioklorofila a bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, vodene su po dvije grupe
uzgoja: prva grupa uz obi¢nu Zarulju kao izvora svjetlosti, druga ispod bijelog LED svjetla. Za
svaku provedenu grupu uzgoja, pripremljena je podloga s 5 g L™ glukoze i 5 g L™ ksiloze kao
izvorima ugljika te podloga s malatom koncentracije 2,7 g L. Ukupno trajanje uzgoja bilo je

144 sata, na temperaturi od 28 °C 1 pri konstantnoj pH vrijednosti.

Tijek uzgoja bakterije provedenih u mikroaerofilnim uvjetima na glukozi i ksilozi uz
obi¢nu zarulju te s bijelim LED svjetlom kao izvorom svjetlosti prikazan je na slici 6. Uoc¢en
je vrlo rani ulazak u stacionarnu fazu rasta. To¢nije, ve¢ nakon 24. sata Uzgoja, nevezano za
ispitivani izvor svjetlosti. Do zavrSetka eskponencijalne faze rasta za oba ispitivana slucaja,
potroSeno je oko 60 % glukoze te 10 % ksiloze. Ostatak supstrata zaostaje u podlozi sve do

zavrSetka uzgoja.
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Slika 6. Tijek uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 provedenih u
mikroaerofilnim uvjetima na glukozi i ksilozi uz obi¢nu zarulju (A) te s bijelim LED svjetlom

(B) kao izvorom svjetlosti
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Uzgoji bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim uvjetima
provedeni na malatu prikazani su na slici 7. Tijek uzgoja se vidljivo razlikuje u usporedbi s
uzgojima na glukozi i ksilozi. Zavrsetak eksponencijalne faze rasta vidljiv je nakon 48 sati kod
oba ispitivana izvora svjetlosti. U tom periodu potroseno je 78 % malata ispod obi¢ne zarulje,
odnosno 85 % ispod bijelog LED svjetla. Izmedu 48. i 120. sata uzgoja ispod obi¢ne Zarulje
nije uoCena izrazenija potro$nja malata, dok je ispod bijelog LED svjetla malat u potpunosti

utroSen ve¢ nakon 100. sata uzgoja.
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Slika 7. Tijek uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 provedenih u
mikroaerofilnim uvjetima na malatu uz obi¢nu Zarulju (C) te s bijelim LED svjetlom (D) kao

izvorom svjetlosti

U svrhu izracuna pokazatelja uspjesnosti provedenih uzgoja, odredivana je opticka
gustoc¢a uzoraka pri valnoj duljini od 650 nm, koja je onda naknadno postavljena u korelaciju
s podacima dobivenim gravimetrijskom metodom. Pokazatelji uspjeSnosti tijekom
mikroaerofilnih uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz razliCite izvore
svjetlosti prikazani su u tablici 8. Ispod obi¢ne zarulje uz glukozu i ksilozu u podlozi, prirast
biomase je iznosio 1,846 g L™, uz produktivnost sinteze biomase od 0,013 g L h. Dobiveni
rezultat se podudara s rezultatom prethodnog istraZzivanja ove bakterije provedenog pod istim
uvjetima i koli¢inom supstrata (Sari¢, 2019). Nesto manji prinos od 1,807 g L™ dobiven je uz
bijelo LED svjetlo, pri ¢emu je produktivnost sinteze biomase takoder iznosila 0,013 g L h,

Za specifi¢ne brzine rasta postignute su potpuno iste vrijednosti, odnosno 0,038 h™t. Moze se
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zakljuciti da nije uoCena veca razlika izmedu uzgoja vodenih ispod obi¢ne Zarulje te bijelog

LED svjetla na ispitivanim koncentracijama glukoze i ksiloze u podlozi.

Tablica 8. Pokazatelji uspjesnosti tijekom mikroaerofilnih uzgoja bakterije Rhodovulum

adriaticum DSM 2781 uz razlicite izvore svjetlosti

Izvor Izvor 1 -1 1 -1 1
svjetlosti ugljika Yxlg L] Yusl0g7]  Prigl=h7] WIh7
Glukoza 1,846 0,469 0,013 0,038
Obic¢na Ksiloza
zarulja
Malat 2,187 0,794 0,015 0,037
Glukoza 1,807 0,435 0,013 0,038
LED Ksiloza
svjetlo
Malat 2,296 0,834 0,016 0,037

U slu¢aju uzgoja s malatom kao izvorom ugljika, takoder je vidljiva minimalna razlika
u pokazateljima uspje$nosti provedenih uzgoja. Poput uzgoja na glukozi i ksilozi, nije uoéen
veci utjecaj ispitanih izvora svjetlosti na prirast biomase, stopu rasta i produktivnost sinteze
biomase. lako je tijekom uzgoja ispod bijelog LED svjetla postignut veci prirast biomase u
vrijednosti od 2,296 g L™, prinos pod obi¢nom zaruljom je manji samo za 5 % te iznosi 2,187
g L. Isto vrijedi i za koeficijent konverzije malata u biomasu. Produktivnost sinteze biomase

te specificna brzina rasta jednake su za oba ispitivana slucaja.

U usporedbi s uzgojima na glukozi i ksilozi, prinosi biomase na malatu postizu za preko
20 % vece vrijednosti uz izrazito visoke koeficijente konverzije malata u biomasu. Takvi
rezultati su 1 ocekivani, s obzirom da je poznato da vecina vrsta ljubicastih nesumpornih
bakterija izrazito dobro raste na intermedijerima citratnog ciklusa poput malata (Tabita, 1995).
Sli¢ni prinosi biomase u podjednakim uvjetima uzgoja postignuti su i u radu Novak i suradnici
(2017).

Obicne zarulje se veoma Cesto koriste za osvjetljavanje tijekom uzgoja fotosintetskih
bakterija jer emitiraju Siroki spektar koji vec¢inski apsorbiraju bakterijski pigmenti (Kuo i sur.,

2012). Emisija obi¢ne zarulje, za razliku od bijelog LED svjetla, ulazi u infracrveno podrucje
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elektromagnetskog spektra s povecanim intenzitetom, Sto odgovara pojasu valnih duljina
bakterijskog bakterioklorofila. Bijelo LED svjetlo pak postize maksimalne intenzitete u uzem
pojasu vidljivog elektromagnetskog spektra, to¢nije izmedu 400 i 700 nm. Na slici 8 prikazan
je udio bakterioklorofila a u biomasi tijekom provedenih uzgoja u mikroaerofilnim uvjetima
na ispitivanim izvorima svjetlosti. S obzirom na vecu koli¢inu glukoze i ksiloze u podlozi,
stanice su veoma rano usle u stacionarnu fazu rasta te nije doslo do znacajnije promjene udjela
bakterioklorofila a tijekom trajanja uzgoja. Takoder, ve¢e razlike u udjelu s obzirom na

koriSteni izvor svjetlosti nisu uocene.

1.75
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£ 1.00
(4]
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Slika 8. Udio bakterioklorofila a u biomasi tijekom uzgoja provedenih u mikroaerofilnim

uvjetima ispod obicne Zarulje i bijelog LED svjetla

Prednost obi¢ne zarulje izrazenija je kada se promatraju uzgoji provedeni na malatu.
Tijekom trajanja uzgoja provedenih ispod obi¢ne zarulje vidljiv je rast udjela bakterioklorofila
a u biomasi, posebice nakon 48. sata uzgoja. Nuzno je napomenuti da je tada uoc¢ena i smanjena
potro$nja malata u podlozi. U kona¢nom satu uzgoja, najveci udio postignut je na malatu uz
obi¢nu zarulju te iznosi 1,650 mg bakterioklorofila a po gramu biomase. Pri uzgoju na malatu
uz bijelo LED svjetlo, vidljiv je manji porast udjela pigmenta. Medutim, povecanje je
zanemarivo u usporedbi s uzgojem ispod obicne zarulje. lako se obi¢no smatraju efikasnijima,
moze se zakljuciti da upotreba bijelog LED svjetla nije optimalna za postizanje povecane

sinteze bakterioklorofila i njegovih derivata.
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4.2. UTJECAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA ODABRANIH IZVORA DUSIKA
NA RAST BAKTERIJE Rhodovulum adriaticum DSM 2781 U MIKROAEROFILNIM
UVJETIMA NA SVJETLU

U svrhu ispitivanja rasta na razli¢itim koncentracijama odabranih izvora duSika,
provedene su po dvije grupe uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu obi¢ne zarulje (2000 luxa). Prva grupa uzgoja provedena
je uz razli¢ite koncentracije DAP-a i 1,5 g L™ kvas¢eva ekstrakta, a druga uz razlicite
koncentracije CSL-a kao izvor dusika u podlozi. Ispitane su cetiri razli¢ite masene
koncentracije izvora dusika: 1, 3, 5 7 g L™ Svi uzgoji su provedeni u trajanju od 96 sati, na

temperaturi od 28 °C 1 pri konstantnoj pH vrijednosti.

Takoder, kako bi se istovremeno ispitao i1 rast bakterije na sirovini kao S§to je
lignoceluloza, uzgoji su provedeni na ksilozi i glukozi kao izvorima ugljika, u omjeru 2:1.
Tocnije, u podlozi se na pocetku uzgoja nalazilo 8 g L™ ksiloze te 4 g L glukoze. Navedeni
Seeri Cine najzastupljenije ugljikohidrate u sastavu hidroliziranih  komponenata
lignoceluloznih sirovina, pri ¢emu obi¢no ksilozi pripada vec¢inski udio. Promatran je i utjecaj
ukupno dodane koli¢ine izvora ugljika, s obzirom da je prethodno uoceno da povisene
koncentracije u mediju mogu djelovati inhibirajuce na rast bakterije i sintezu pigmenata (Saric,
2019).

Promjena koncentracije supstrata i biomase tijekom uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 uz kvascev ekstrakt i razli¢ite koncentracije DAP-a kao izvora dusika,
prikazani su na slici 9. Ulazak u stacionarnu fazu uocen je relativno rano, ve¢ nakon 24. sata
uzgoja pri koncentraciji DAP-a od 7 g L, odnosno nakon 48. sata za ostale uzgoje. Tijek
uzgoja uz razli¢ite koncentracije CSL-a kao izvora dusika prikazan je na slici 10. Kao i kod
uzgoja s DAP-om, ulazak u stacionarnu fazu rasta za sve ispitivane koncentracije CSL-a u

podlozi uocen je vec u 48. satu uzgoja.

Tijekom svih provedenih uzgoja, uocena je nagla potrosnja glukoze i ksiloze tijekom
eksponencijalne faze rasta, koja zatim stagnira s ulaskom stanica u stacionarnu fazu. Nakon
zavrSetka eksponencijalne faze rasta tijekom uzgoja s DAP —om i kva$¢evim ekstraktom,

potroSeno je izmedu 80 1 90 % glukoze te manje od 30 % ksiloze u podlozi.
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Slika 9. Krivulje rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim
uvjetima na svjetlu pri koncentracijama DAP-a kao izvora dusikaod 1 g Lt (A), 3g L* (B), 5
gL (C)i7gL™ (D)

Kod uzgoja provedenih s CSL-om, potrosnja glukoze i ksiloze je puno manja u odnosu
na uzgoje s DAP-om i kvas¢evim ekstraktom te raste s porastom koncentracije izvora dusika u
podlozi. Toénije, uoéeno je smanjenje glukoze za 38 % pri koncentraciji CSL-aod 1 g L™ te
za 60 % pri najvecéoj koncentraciji od 7 g Lt CSL-a. Nesto manja potrosnja glukoze od 58 %
vidljiva je kod uzgojas 3i5 g L CSL-a u podlozi. Tijekom svih uzgoja provedenih s CSL —
om, koncentracija ksiloze se pri zavrSetku stacionarne faze smanjila za manje od 10 %. Ostatak

supstrata zaostaje u podlozi sve do zavrSetka uzgoja nakon 96 sati.
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Slika 10. Krivulje rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u mikroaerofilnim
uvjetima na svjetlu pri koncentracijama CSL-a kao izvora dusikaod 1 g L't (E), 3g L (F), 5
gL (G)i7gL*(H)

Pokazatelji uspjesnosti provedenih uzgoja izracunati su na temelju podataka dobivenih
odredivanjem opticke gustoce uzoraka pri valnoj duljini od 650 nm i podataka dobivenim
gravimetrijskom metodom. IzraCunati pokazatelji uspjeSnosti za uzgoje provedene pri

razli¢itim koncentracijama odabranih izvora dusika prikazani su u tablici 9.

Najveéi prinos biomase od 1,933 g L* dobiven je na kraju uzgoja s pocetnom
koncentracijom DAP-a od 1 g L™*. Medutim, navedeni rezultat je samo za 10 % veéi od
najmanje vrijednosti postignute kod uzgoja s 7 g L™t DAP-a u podlozi. Za usporedbu s

prethodnim istrazivanjima ove bakterije, nesto manji prinosi biomase postignuti su u radu Sari¢

39



Rezultati i rasprava

(2019), gdje su kao izvori dusika u podlozi koristeni natrijev glutamat u koncentraciji od 4 g

L te kvascev ekstrakt s koncentracijom od 1,5 g L™

Specifi¢ne brzine rasta bakterije u danim uvjetima su prakticki podjednake, a u prosjeku
iznose 0,039 h™. Isto vrijedi i za postignute produktivnosti sinteze biomase tijekom uzgoja koje
u prosjeku postizu vrijednosti od 0,019 g L™* h'. Nadalje, koeficijenti konverzije supstrata u
biomasu se nesto vise razlikuju. Najveéa vrijednost je postignuta prilikom uzgoja s 5 g L
DAP-a, a najmanja kod uzgoja s 7 g Lt DAP-a kao izvora dusika u podlozi. Shodno dobivenim
rezultatima, moze se zakljuciti da ispitivane koncentracije DAP-a u podlozi nemaju veliki

utjecaj na stopu rasta, kao niti na konacni prinos biomase bakterije.

Tablica 9. Pokazatelji uspjesnosti tijekom mikroaerofilnog uzgoja bakterije Rhodovulum

adriaticum DSM 2781 na svjetlu uz razli¢ite koncentracije odabranih izvora dusika

lzvor

dusika ylgL] Yx[gL']  Yus[gg®l  PrigL*h®]  p[h7]
1 1,933 0,362 0,020 0,039

AP 3 1,750 0,371 0,018 0,037

5 1,812 0,496 0,019 0,040

7 1,724 0,293 0,018 0,039

1 0,471 0,107 0,003 0,026

cst 3 0,810 0,197 0,006 0,032

5 0,875 0,230 0,006 0,032

7 1,025 0,253 0,007 0,035

Pri kraju uzgoja provedenih na CSL-u, vidljivo je da prirast biomase raste s porastom
koncentracije CSL-a kao izvora dusika u podlozi. Ipak, nuzno je napomenuti da je uocena
veoma mala razlika u rezultatima dobivenih tijekom uzgojas 3i5 g L™t CSL-a. Najmanji prinos
biomase dobiven je nakon uzgoja s 1 g L™t CSL-a, a najveéi kod 7 g L' CSL-a te iznosi 1,025
g L. Vidljivo je da najveéi prinos biomase nakon uzgoja s CSL-om postize 40 % manju
vrijednost od vrijednosti najmanjeg prinosa biomase dobivenog kod uzgoja s DAP-om. Isto se

moze uociti I usporedbom produktivnosti sinteze biomase tijekom provedenih uzgoja. Ocito je
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da ispitivane koncentracije CSL-a nisu dostatne za postizanje istih rezultata poput onih koji su
postignuti tijekom uzgoja s DAP-om i kvasc¢evim ekstraktom kao izvorom dusika u podlozi.
Nadalje, koeficijenti konverzije supstrata u biomasu vidljivo rastu s porastom koncentracije
CSL-a u podlozi, ali takoder postizu puno manje vrijednosti. Isto vrijedi i za specifi¢nu brzinu

rasta biomase koja pri po¢etnoj koncentraciji od 7 g L™t CSL-a postize maksimalan iznos od
0,035 ht.

Promjene udjela bakterioklorofila a u biomasi bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 tijekom uzgoja provedenih uz DAP i kvaséev ekstrakt kao izvorima dusika prikazane su
naslici 11. Za uzgoje provedene uz CSL kao izvor dusika, promjene udjela bakterioklorofila a

u biomasi tijekom trajanja uzgoja su prikazane na slici 12.
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Slika 11. Udio bakterioklorofila a u biomasi bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781
tijekom uzgoja provedenih u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu uz kvascev ekstrakt i pri

razli¢itim koncentracijama DAP-a kao izvora dusika u podlozi

Nakon zavrSetka eksponencijalne faze rasta tijekom uzgoja provedenih uz DAP i
kvaScev ekstrakt kao izvorima dusika, udio pigmenta bakterioklorofila a u stanicama bakterije
prosjecno iznosi malo vise od 0,1 % suhe tvari biomase. Dobiveni rezultat je u skladu s
prethodnim istraZivanjima ove bakterije, gdje je uoc¢eno da pri ve¢im koncentracijama izvora
ugljika u podlozi, udio bakterioklorofila a u biomasi poprima puno manje vrijednosti od onih
navedenih u dostupnoj literaturi (Sari¢, 2019; Patrusheva i sur., 2017). Najve¢i udio

bakterioklorofila a nakon zavrSetka eksponencijalne faze rasta uocen je tijekom uzgoja s
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pocetnim koncentracijama DAP-a od 3i 5 g L™ u podlozi. Ulaskom u stacionarnu fazu rasta,
udio pigmenta u biomasi poprima manje vrijednosti te pri zavrSetku uzgoja dolazi do
prosje¢nog smanjenja udjela u biomasi za 30 %. Prosjecna vrijednost udjela bakterioklorofila
a na kraju provedenih uzgoja je nesto veca od 0,08 %, pri ¢emu je najveéi udio od 1,064 mg g
! postignut u podlozi s 3 g L' DAP-a. S obzirom da koli¢ina pigmenata tijekom uzgoja
indirektno ukazuje na koncentraciju zivih stanica bakterije u podlozi, smanjenje udjela

pigmenta bakterioklorofila a nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta je oc¢ekivan.
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Slika 12. Udio bakterioklorofila a u biomasi bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781
tijekom uzgoja provedenih u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu uz razli¢ite koncentracije

CSL-a kao izvora dusika

Za uzgoje provedene s CSL-om kao izvorom dusSika u podlozi, uoceno je da pri
zavrSetku eksponencijalne faze rasta, manje pocetne koncentracije CSL-a rezultiraju ve¢im
udjelom bakterioklorofila a u biomasi bakterije. Najve¢i udio od 1,183 mg bakterioklorifla a
po gramu biomase, postignut je kod uzgoja s 1 g L CSL-a u podlozi. Najmanji udio
bakterioklorofila a od 0,696 mg g! biomase postignut je kod uzgoja s pocetnom
koncentracijom od 7 g L™* CSL-a. Tijekom trajanja stacionarne faze rasta vidljiv je izrazeniji
pad vrijednosti udjela pigmenata zbog odumiranja stanica i razgradnje pigmenata, pri ¢emu

prosjecni udio bakterioklofila a u biomasi nakon uzgoja iznosi manje od 0,05 %.
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4.3. SARZNI UZGOJI BAKTERIJE Rhodovulum adriaticum DSM 2781 U AEROBNIM
UVJETIMA U MRAKU U BIOREAKTORU S MIJESALOM - NA RAZLICITIM
IZVORIMA UGLJIKA 1 DUSIKA

Uzgoj fakultativnih fototrofa u uvjetima bez izvora svjetlosti i sa zna¢ajnom aeracijom
sustava predstavlja alternativan nacin za postizanje visokih stopa rasta i prinosa biomase takvih
mikroorganizama. Upotrebom kemotrofnih sustava nastoje se izbje¢i moguéi problemi
fototrofnih nacina uzgoja, poput limitacije izvorom svjetlosti, visokih troskova umjetne
rasvjete i slicno (Watanabe i sur., 1998). Metabolizam ovih bakterija u aerobnim uvjetima u
mraku se definira kao kemoheterotrofni, pri ¢emu energiju za rast pridobivaju procesom
stani¢ne respiracije (Keppen i sur., 2013). Kako bi se osigurao odgovarajuci stupanj aeracije i
homogenizacije tijekom rasta bakterije, svi uzgoji opisani u ovom poglavlju su provedeni u

bioreaktoru s mijesalom.

Ocekuje se da ¢e u danim uvjetima, bakterija posti¢i vecu brzinu rasta i vece prinose U
odnosu na prethodne uzgoje provedene na svjetlu. Tada se tako dobivena biomasa potencijalno
moze iskoristiti za provedbu sekundarnog uzgoja u uvjetima koji vise odgovaraju sintezi
intracelularnih spojeva vezanih za sintezu fotosintetskog aparata (Zeiger i Grammel, 2009;

Noparatnaraporn i sur., 1986).

Za postizanje uspjeSnog kemoheterotrofnog rasta bakterije, nuzan je odabir
odgovarajucih izvora ugljika i duSika u podlozi. Radije ve¢ ranije spomenutih prednosti
upotrebe otpadnih lignoceluloznih sirovina u biotehnoloskim procesima, kao izvori ugljika
tijekom uzgoja odabrani su glukoza i ksiloza. Takoder, kao i u prethodnom eksperimentu,
istrazen je potencijal CSL-a kao izvora duSika u podlozi. Ispitivanjem i ukazivanjem na
sposobnost ove bakterije da raste na podlogama koje sadrze navedene izvore ugljika i dusika
otvaraju se razne mogucnosti za buducu provedbu ekonomski i ekoloski odrzivih procesa

proizvodnje razlicitih proizvoda biomase.
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4.3.1. Utjecaj razlic¢itih izvora dusika na rast bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz

glukozu u podlozi kao izvoru ugljika

Provedena su ukupno dva uzgoja na glukozi kao izvoru ugljika u podlozi, pri ¢emu je
prvi uzgoj voden uz dodatak 3 g L diamonijevog fosfata (DAP-a) i 1,5 g L kvaséevog
ekstrakta, a drugi uz 5 g L™t CSL-a kao izvora dusika (poglavlje 3.1.4.4.; tablica 6: uzgoj 1 i 2).

Na slici 13 prikazana je potro$nja glukoze, promjena koncentracije biomase te promjena
udjela pigmenta bakterioklorofila a u biomasi tijekom Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781, u aerobnim uvjetima u mraku, na glukozi kao izvoru ugljika te DAP-u
i kvas¢evom ekstraktu kao izvoru dusika. Prinos biomase na kraju provedenog uzgoja iznosio
je 2,042 g L, pri ¢emu je produktivnost sinteze biomase bila 0,085 g L™ h™. Najveéi udio
glukoze u podlozi potroSen je do zavrSetka eksponencijalne faze rasta, to¢nije preko 95 % od
pocetne koncentracije. Ukupno je utroseno 3,934 g L glukoze, uz koeficijent konverzije

glukoze u biomasu od 0,519 g g.
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Slika 13. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na glukozi kao izvoru ugljika te DAP-u i

kvas¢evom ekstraktu kao izvoru dusika
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Ulazak u eksponencijalnu fazu rasta uocen je u 2. satu uzgoja, a maksimalna specifi¢na
brzina rasta postignuta je dva sata kasnije te je iznosila 0,258 h™*. Za usporedbu, postignuta
stopa rasta bakterije je do sedam puta veca nego kod prethodno provedenih mikroaerofilnih
uzgoja na svjetlu. Takvi rezultati su i oekivani, s obzirom da je uzgoj proveden u uvjetima
znacajne aeracije koji obi¢no omogucuju postizanje visih stopa rasta (Watanabe i sur., 1998;
Noparatnaraporn i sur., 1986). Svi navedeni pokazatelji uspjeSnosti prikazani su i u tablici 10.
Specifi¢na brzina potrosnje kisika odredena u 5. satu uzgoja iznosila je 0,638 mg O, po gramu
biomase. U 9. satu uzgoja, pri zavrSetku eksponencijalne faze rasta, vrijednost specifi¢ne brzine

rasta se smanjila za 40 % te je iznosila 0,367 mg O, g™* biomase.
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Slika 14. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na glukozi kao izvoru ugljika te CSL-u kao

1zvoru dusika

Tijek sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima
u mraku, na glukozi kao izvoru ugljika te CSL-u kao izvoru dusika, prikazan je slici 14.
Dobiveni prinos biomase na kraju uzgoja bio je za oko 20 % manji u odnosu na prinos dobiven
u prethodnom uzgoju, odnosno 1,589 g L. Glukoza je utro$ena u potpunosti ve¢ u 8. satu
uzgoja, ukupno 5,379 g L. Nakon 8. sata, vidljiv je ulazak bakterije u stacionarnu fazu rasta.
Postignuti koeficijent konverzije iznosio je 0,295 g g, sto je za 43 % manje u usporedbi s

prethodnim uzgojem. Produktivnost sinteze biomase bila je 0,066 g L™ h™t. Eksponencijalna
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faza rasta uocena je nesto kasnije, odnosno izmedu 4. i 8. sata uzgoja. Maksimalna specificna
brzina rasta od 0,295 h* postignuta je u 5. satu uzgoja. Tada je dobivena i vrijednost specifi¢ne
brzine potrosnje kisika od 0,564 mg Oz g* biomase. Ulaskom u stacionarnu fazu, to¢nije u 9.
satu uzgoja, dolazi do smanjenja specifiéne brzine potrosnje kisika na vrijednost od 0,245 mg

02 g biomase. Svi navedeni pokazatelji uspjesnosti prikazani su i u tablici 11.

Tablica 11. Pokazatelji uspjesnosti Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijeSalom, na glukozi kao izvoru ugljika i

razli¢itim izvorima dusSika

lzvor

dusika Yx[g L] Yus [9.97] PrigL™"h?] w [h]
DAP i

kv. ekstrakt 2,042 0,519 0,085 0,258
St 1589 0,295 0,066 0,295

Nesto veca vrijednost stope rasta bakterije uocena je uz CSL kao izvor dusika u podlozi,
medutim kona¢ni prinos biomase te produktivnost provedenog uzgoja su puno veéi uz DAP i
kvaScev ekstrakt kao izvor duSika. Shodno postignutim pokazateljima uspjeSnosti provedenih
uzgoja, moze se zakljuciti da bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 preferira DAP i
kvascev ekstrakt u danoj koncentraciji kao izvore dusika u podlozi s glukozom tijekom rasta.
Mogu¢i razlog takvim rezultatima je ve¢ spomenuta varijabilost sastava CSL-a, odnosno
nedostatna koli¢ina duSikovih spojeva te ostalih faktora nuznih za rast i sintezu proizvoda
biomase, koji se obi¢no osiguravaju dodatkom kvasceva ekstrakta (Liggett i Koffler, 1948).
Ispitivana koncentracija CSL-a nije bila dostatana za postizanje o¢ekivanih rezultata. Medutim,
s obzirom na dobivene rezultate u prethodnom eksperimentu (poglavlje 4.2.), moze se zakljuditi
da bi povecanje pocetne koncentracije CSL-a u podlozi rezultiralo ve¢im prinosima na kraju

uzgoja.

Nadalje, u svrhu pra¢enja promjene udjela bakterioklorofila a u biomasi bakterije
tijekom uzgoja, provodena je ekstrakcija pigmenata te spektrofotometrijsko skeniranje
supernatanta nakon ekstrakcije u podrucju valnih duljina od 350 do 900 nm. Specifi¢ni

apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum
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adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku, na glukozi kao izvoru ugljika te DAP-u

i kvas¢evom ekstraktu (A), odnosno CSL-u (B) kao izvoru dusika, prikazani su na slici 15.
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Slika 15. Apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom Sarznih uzgoja bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijeSalom,

na glukozi kao izvoru ugljika te DAP-u (A) i CSL-u (B) kao izvoru dusika

Ekstrakcija pigmenata organskim otapalima rezultira promjenom njihovog kemijskog
okruzenja. Shodno tome, dolazi do znacajnih pomaka in vivo apsorpcijskih maksimuma
bakterioklorofila a s podru¢ja valnih duljina izmedu 850 i 910 nm na valnu duljinu od 775 nm
nakon ekstrakcije (Oren, 2011). Upravo je pri toj valnoj duljini moguce vidjeti apsorpcijske
maksimume bakterioklorofila a dobivene ekstrakcijom iz biomase tijekom provedenih uzgoja
(slika 15). Nadalje, za oba uzgoja uoc¢eno je smanjenje udjela bakterioklorofila a u stanicama
bakterije za priblizno 65 % u odnosu na pocetni udio pri prvoj ekstrakciji 1 odredivanju
pigmenata. Takvi rezultati su i ocekivani, s obzirom da su se uzgoji odvijali pri izrazito
aerobnim uvjetima te je sinteza fotosintetskog aparata obi¢no reprimirana Sa znacajnim
prisustvom kisika u mediju (Keppen i sur., 2013). Udio bakterioklorofila a u biomasi pri
pocetnom odredivanju u 2. satu uzgoja iznosio je 4,283 mg g kod uzgoja s DAP-om, odnosno
1,539 mg g* na kraju uzgoja. Pocetni udio bakterioklorofila u podlozi s CSL-om iznosio je
2,581 mg g%, a konacni 0,899 mg g™. Moze se uociti da su postignuti i do 2 puta veéi udjeli

bakterioklorofila u biomasi tijekom uzgoja s DAP-om i kvas¢evim ekstraktom, u odnosu na
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uzgoje s CSL-om kao izvorom dusika u podlozi. Bakterioklorofil je ¢inio neSto manje od 0,2

% udjela suhe tvari biomase kod uzgoja s DAP-om, odnosno 0,1 % kod uzgoja s CSL-om kao

izvorom dusika u podlozi.

4.3.2. Utjecaj razli¢itih izvora dusika na rast bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz

ksilozu u podlozi kao izvoru ugljika

Provedena su dva uzgoja na ksilozi kao izvoru ugljika. Kao i u prethodnom
eksperimentu, prvi uzgoj je odraden na podlozi s 3 g L™ DAP-ai 1,5 g L™ kvasceva ekstrakta,
adrugi s 5 g L't CSL — a kao izvora dusika tijekom uzgoja (poglavlje 3.1.4.4.; tablica 6: uzgoj
3i4).
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Slika 16. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na ksilozi kao izvoru ugljika te DAP-u i

kvas¢evom ekstraktu kao izvoru dusika

Na slici 16 prikazan je tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u aerobnim uvjetima u mraku, na ksilozi kao izvoru ugljika te DAP-u i kvas¢evom
ekstraktu kao izvoru dusika. Tijekom prvih 9 sati uzgoja, uocena je minimalna potro$nja izvora

ugljika, to¢nije, potroSeno je manje od 10 % od pocetne vrijednosti koncentracije ksiloze u
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podlozi. S obzirom da stanice bakterije rastu tijekom cijelog trajanja uzgoja te nije primje¢en
ulazak u stacionarnu fazu rasta, najveca potro$nja ksiloze i prirast biomase je uoc¢en u drugoj
polovici uzgoja, odnosno izmedu 9. i 24. sata kada je utroseno 40 % ksiloze u podlozi. Konac¢ni
prinos biomase bio je 0,714 g L™, uz produktivnost sinteze biomase od 0,030 g L h.
Potroeno je ukupno 1,763 g L™ ksiloze, dok je koeficijent konverzije ksiloze u biomasu
iznosio 0,405 g g. Maksimalna specifi¢na brzina rasta postignuta je u 4. satu uzgoja te je
iznosila 0,119 h. Stopa rasta je ocekivano veéa u odnosu na stopu rasta tijekom
mikroaerofilnih uzgoja na svjetlu, medutim, vrijednost je duplo manja u odnosu na prethodne
uzgoje na glukozi. Svi navedeni pokazatelji uspjeSnosti provedenog uzgoja na ksilozi prikazani
su i u tablici 12. Vrijednost specifi¢ne brzine potro$nje kisika odredene u 5. satu uzgoja bila je
0,344 mg O, g biomase. U 9. satu uzgoja je vrijednost neznatno manja te je iznosila 0,307 mg

02 g* biomase.
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Slika 17. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na ksilozi kao izvoru ugljika te CSL-u kao izvoru

dusika

Tijek sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima
u mraku na ksilozi kao izvoru ugljika te CSL-u kao izvoru dusika prikazan je na slici 17. Na
kraju uzgoja dobiveno je 0,645 g L™ biomase, uz produktivnost sinteze od 0,027 g L h.

Dobiveni prinos biomase manji je za oko 12 % u odnosu na prinos dobiven u prethodnom
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uzgoju s DAP-om i kvaséevim ekstraktom kao izvorom dusika. Potroseno je 2,877 g L™
ksiloze, a koeficijent konverzije ksiloze u biomasu bio je 0,224 g g™*. Dobivena vrijednost je
za 42 % manja od postignutog koeficijenta konverzije prethodnog uzgoja na ksilozi.
Maksimalna specifi¢na brzina rasta takoder je postignuta u 4. satu te je iznosila 0,199 h1. Svi
navedeni pokazatelji uspjesnosti prikazani su i u tablici 12. Specificna brzina potro$nje kisika
u 5. satu uzgoja iznosila je 0,311 mg O, g* biomase. U 9. satu je dobivena nesto manja

vrijednost od 0,288 mg O, g biomase.

Tablica 12. Pokazatelji uspjesnosti Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijeSalom, na ksilozi kao izvoru ugljika i

razli¢itim izvorima dus$ika

lzvor

dusika Yx[g L] Yus [997] PrigL?h"] u [h]
DAP i

kv. ekstrakt 0,714 0,405 0,030 0,119
CSL 0,645 0,224 0,027 0,199

U odnosu na uzgoje s glukozom kao izvorom ugljika, uzgoji provedeni na ksilozi
rezultirali su sa 60 do 65 % manje prinosa biomase bakterije. Tijekom uzgoja provedenih na
glukozi, uocen je ulazak u stacionarnu fazu rasta vec¢ nakon 10. sata, dok prilikom uzgoja na
ksilozi, biomasa sporo i kontinuirano raste sve do zavrsetka uzgoja. To je posebice vidljivo
tijekom uzgoja uz DAP i kvascev ekstrakt kao izvore dusika (slika 16). Kod uzgoja s CSL-om
kao izvorom dusika, rast je minimalno izrazen nakon 10. sata, iako je ocita daljnja potrosnja
ksiloze. MozZe se spomenuti mogucnost eventualnog produljenja tijeka uzgoja u svrhu
postizanja vecih prinosa biomase na ksilozi kao izvoru ugljika, medutim, o¢ito je da bakterija
preferira glukozu kao izvor ugljika za rast. Isto je uo¢eno i u radovima Sari¢ (2019) i Madaras
(2019).

Kao 1 u prethodnim eksperimentima provedenim na glukozi, postignuta je veca stopa
rasta bakterije uz CSL kao izvor dusika u podlozi. Razlika u produktivnosti i prinosu biomase
na uzgojima sa ksilozom je ipak neSto manja, medutim, 1 u ovom slucaju su vrijednosti vece

kod uzgoja na danim koncetracijama DAP-a i kvas¢eva ekstrakta u podlozi. Moze se zakljuciti
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da bi i u ovom slucaju povecanje pocetne koncentracije CSL-a u podlozi potencijalno

rezultiralo boljim pokazateljima uspjeSnosti na kraju uzgoja.

Nadalje, promatrana je i promjena udjela pigmenta bakterioklorifla a u biomasi
bakterije tijekom uzgoja. Apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom $arznih uzgoja
bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku, na ksilozi kao

izvoru ugljika te DAP-u (C) i CSL-u (D) kao izvoru dusika prikazani su na slici 18.
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Slika 18. Apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom Sarznih uzgoja bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijeSalom,
na ksilozi kao izvoru ugljika te DAP-u (C) i CSL-u (D) kao izvoru dusika

Karakteristiéne apsorpcijske maksimume bakterioklorofila a moguce je vidjeti pri
valnoj duljini od 775 nm nakon ekstrakcije organskim otapalom. Udio bakterioklorofila a u
biomasi kontinuirano opada tijekom oba uzgoja na ksilozi. U 2. satu uzgoja uz DAP i kvascev
ekstrakt kao izvore dusika u podlozi, udio bakterioklorofila a u biomasi bio je 4,948 mg g2,
odnosno 3,000 mg g* kod uzgoja s CSL-om u podlozi. Udio bakterioklorofila nakon uzgoja s
DAP-om i kvaséevim ekstraktom smanjen je za 64 % u odnosu na pocetni udio te je iznosio
1,788 mg g*. Nakon uzgoja s CSL-om kao izvorom dusika u podlozi, doslo je do smanjenja

udjela za 40 % te je konac¢na vrijednost bila 1,784 mg bakterioklorofila po gramu biomase. Oba
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uzgoja su rezultirala s neSto manje od 0,2 % bakterioklorofila a u biomasi bakterije. Podjednaki

rezultati su postignuti i u prethodnim uzgojima koji su provedeni na glukozi kao izvoru ugljika.

4.3.3. Utjecaj razlicitih izvora dusika na rast bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz

glukozu i ksilozu u podlozi kao izvorima ugljika

Provedena su ukupno dva uzgoja na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika. Osim
promatranja utjecaja izvora dusika, cilj je bio istraziti prisutnost oba ugljikohidrata u podlozi
na rast bakterije u danim uvjetima. Kao i u prethodnim eksperimentima, jedan uzgoj je odraden
uz dodatak 3 g L DAP-a i 1,5 g L™ kvas¢eva ekstrakta, drugi s 5 g L* CSL — a kao izvora
dusika tijekom uzgoja (poglavlje 3.1.4.4.; tablica 6: uzgoj 5 i 6).
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Slika 19. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika te DAP-

u 1 kvas€evom ekstraktu kao izvoru dusSika

Na slici 19 prikazan je tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u aerobnim uvjetima u mraku, uz glukozu i ksilozu kao izvore ugljika te DAP-u i
kvas¢evom ekstraktu kao izvorima dusika. Prirast biomase na kraju uzgoja je iznosio 2,819 g

L%, $to &ini najveéu vrijednost postignutog prinosa biomase tijekom uzgoja bakterije
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Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u ovom radu. Produktivnost sinteze biomase iznosila je
0,117 g L't h'l. Ukupna potro$nja supstrata bila je 5,413 g L%, od ¢ega je potrosnja glukoze
3,365 g L%, odnosno ksiloze 2,048 g L. Koeficijent konverzije supstata u biomasu iznosio je
0,521 g g*. Ulazak u eksponencijalnu fazu rasta uocen je nakon 2. sata uzgoja, a maksimalna
specifi¢na brzina rasta postignuta je 2 sata kasnije te je iznosila 0,551 h. Svi navedeni
pokazatelji uspjesnosti uzgoja prikazani su i u tablici 13. Specifi¢na brzina potroSnje kisika
odredena je u 5. satu uzgoja i iznosila je 0,794 mg O, g biomase. U 9. satu, pri ulasku u
stacionarnu fazu rasta, specifi¢na brzina potrosnje kisika je bila nesto manja i iznosila 0,564

mg Oz g* biomase.
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Slika 20. Tijek Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim
uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika te CSL-

u kao izvoru dusika

Tijek sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima
u mraku na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika te CSL-u kao izvoru dusika prikazan je na
slici 20. Postignuti prinos biomase bio je za 12 % manji u odnosu na prinos u prethodnom
uzgoju, a iznosio je 2,464 g L. Produktivnost uzgoja bila je 0,103 g L™ h'l. Koeficijent
konverzije supstrata u biomasu iznosio je 0,300 g g, a ukupna je potroseno 8,227 g L
supstrata, to¢nije 4,584 g L glukoze i 3,643 g L™ ksiloze. Koeficijent konverzije supstrata u

biomasu manji je za 43 % u odnosu na uzgoj proveden s DAP-om i kvas¢evim ekstraktom kao
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izvorom dus$ika u podlozi. Kao i u prethodnim uzgojima provedenim na CSL-u kao izvoru
dusika u podlozi, ulazak u eksponencijalnu fazu rasta uocen je tek u 4. satu uzgoja. Maksimalna
specifi¢na brzina rasta postignuta je u 5. satu te je iznosila 0,340 h™l. Navedeni pokazatelji
uspjesnosti uzgoja prikazani su i u tablici 13. Tijekom 5. sata uzgoja odredena je specifi¢na
brzina potrosnje kisika u iznosu od 0,491 mg Oz g biomase. Pri ulasku u stacionarnu fazu

rasta, odnosno u 9. satu uzgoja, potrosnja kisika je iznosila 0,219 mg Oz g biomase.

Tablica 13. Pokazatelji uspjesnosti Sarznih uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u aerobnim uvjetima u mraku, u bioreaktoru s mijesalom, na glukozi i ksilozi kao

izvorima ugljika i razli¢itim izvorima dusSika

lzvor

dusika Yx[g L] Yus [9 9] PrigL*h?] w[hY]
DAP i

kv. ekstrakt 2,819 0,521 0,117 0,551
CSL 2,464 0,300 0,103 0,340

Tijekom oba uzgoja uocen je nagli pad koncentracije glukoze u podlozi, pri cemu je
veliki udio glukoze potrosen ve¢ do 6. sata uzgoja. U prvim satima uzgoja vidljiva je
istovremena potrosnja oba izvora ugljika, medutim, potro$nja ksiloze je puno sporija te u oba
slu¢aja zaostaje u podlozi na kraju uzgoja. Takva pojava preferencijalne upotrebe glukoze kod
veéine mikroorganizama rezultat je globalnog regulatornog mehanizma, poznatijeg kao
katabolicka represija izvorom ugljika. Ukoliko je u mediju prisutan preferirani izvor ugljika,
dolazi do inhibicije unosa i razgradnje manje pozeljnog izvora ugljika, u ovom slucaju ksiloze
(Choudhury i Saini, 2017). Nadalje, iako je u prethodnim eksperimentima uo¢ena veca stopa
rasta u podlozi s CSL-om kao izvorom dus$ika, ovdje se moze primjetiti upravo suprotno.
Tijekom uzgoja s DAP-om i kvas¢evim ekstraktom u podlozi postignuta je za 40 % veca
vrijednost maksimalne brzine rasta. I ovom slu¢aju se moze zakljuciti da bi vece koncentracije

CSL-a u podlozi rezultirale boljim pokazateljima uspjeSnosti uzgoja.

Promjena udjela bakterioklorofila a tijekom provedenih uzgoja pracena je provodenjem
esktrakcije pigmenata organskim otapalom te skeniranjem supernatanta u podru¢ju valnih

duljina od 350 do 900 nm. Apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom Sarznih uzgoja
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bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku na glukozi i ksilozi

kao izvorima ugljika te DAP-u (E) i CSL-u (F) kao izvoru dusika prikazani su na slici 21.

0.0 0.0
350 550 750 350 550 750

A [nm] A [nm]
Slika 21. Apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom Sarznih uzgoja bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u aerobnim uvjetima u mraku u bioreaktoru s mijeSalom

na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika te DAP-u (E) i CSL-u (F) kao izvoru dusika

Pocetni udio pigmenta bakterioklorofila a u biomasi kod uzgoja s DAP-om i kvas¢evim
ekstraktom iznosio je 11,095 mg g* biomase, a kod uzgoja s CSL-om 13,111 mg g biomase.
U usporedbi s prethodnim uzgojima, stanice su u pocetnoj fazi sadrzavale puno ve¢i udio
pigmenta u biomasi. Bakterioklorifl a ¢inio je oko 1 % suhe tvari biomase, a takav rezultat se
moze usporediti s podacima u dostupnoj literaturi (Patrusheva i sur., 2017). Nadalje, za oba
uzgoja je uocen nagli pad udjela pigmenta u biomasi tijekom eksponencijalne faze rasta, to¢nije
pad od 90 % tijekom uzgoja s DAP-om i 80 % tijekom uzgoja s CSL-om kao izvorom dusika
u podlozi. Konaéni udio bakterioklorofila a nakon uzgoja s DAP-om bio je 0,546 mg g*
biomase, odnosno manji od 0,1%. Pri zavrsetku uzgoja s CSL-om podlozi, udio je iznosio 0,3

%, odnosno 3,231 mg bakterioklorofila po gramu biomase.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuditi sljedece:

1. Tijekom mikroaerofilnog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz razliCite
izvore svjetlosti, nije primje¢en znacajniji utjecaj na konacni prinos biomase, produktivnost
sinteze biomase i brzinu rasta. Medutim, uo¢ena je povecana sinteza bakterioklorofila a ispod
obi¢ne zarulje, s malatom kao izvorom ugljika u podlozi. U podlozi s glukozom i ksilozom nije

primjecena veca razlika u udjelu pigmenta ovisno o ispitivanim izvorima svjetlosti.

2. Ispitivane koncentracije DAP-a kao izvora dusika u podlozi tijekom rasta u mikroaerofilnim
uvjetima na svjetlu nisu imale veci utjecaj na dobivene pokazatelje uspjeSnosti. Postignuti su
prinosi biomase u rasponu od 1,724 do 1,933 g L™, uz prosje¢nu brzinu rasta od 0,039 ht te
produktivnost sinteze od oko 0,019 g L™ h™l. Postignuti koeficijenti konverzije su ipak u nesto
Sirem rasponu (Yxs = 0,293 - 0,496 g g1), pri ¢emu je najveéi dobiven kod uzgoja s 5 g L
DAP-a. Najveéi udio bakterioklorofila a (1,28 mg g) postignut je kod uzgojas3i5¢g L*

DAP-a u podlozi pri zavrsetku eksponencijalne faze rasta.

3. Kod uzgoja u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu s CSL-om kao izvorom dusika u podlozi,
uoceno je povecanje prinosa biomase, stope rasta 1 koeficijenta konverzije s porastom pocetne
koncentracije CSL-a u podlozi. Najbolji rezultati su dobiveni na podlozi s 7 g L™t CSL-a (Yx =
1,025g L Pr=0,007gLth?; Yxs=0,253gg?; p=0,035 h). Nadalje, uogeno je smanjenje
udjela pigmenta s povecanjem koncentracije CSL-a u podlozi na kraju eksponencijalne faze:

najveéi udio je postignut u podlozi s 1 g L™t CSL-a (1,18 mg g™?).

4. Sarzni uzgoj u aerobnim uvjetima u mraku, na glukozi kao izvoru ugljika te DAP-u i
kvas¢evom ekstraktu kao izvoru dusika, rezultirao je prinosom biomase od 2,042 g L™
Produktivnost je iznosila 0,085 g L™ h%, a koeficijent konverzije 0,519 g g*. Specifi¢na brzina

rasta je bila 0,258 h™t. Uz CSL kao izvor dusika u podlozi, postignut je 20 % manji prinos
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biomase (Yx = 1,589 g L; Pr=0,066 g L™* h'l), odnosno ¢ak 43 % manji koefijent konverzije
(Yxs = 0,295 g g ) tijekom uzgoja. Brzina rasta bakterije je iznosila 0,295 h,

5. Uzgoji na ksilozi rezlutirali su najlosijim pokazateljima uspjesnosti uzgoja provedenih u
aerobnim uvjetima u mraku. Uz DAP i kvascev ekstrakt kao izvorima dusika, postignut je
prinos biomase od 0,714 g L (Pr = 0,030 g L™* h'}). Koeficijent konverzije je iznosio 0,405 g
g}, a specifi¢na brzina rasta 0,119 h. Na kraju uzgoja s CSL-om u podlozi, postignut je 12 %
manji prinos biomase (Yx = 0,645g L™, Pr = 0,027 g L h) uz 44 % manji koeficijent
konverzije ksiloze u biomasu (0,224 g g*). Brzina rasta je bila 0,199 ht,

6. Sarzni uzgoj u aerobnim uvjetima u mraku uz glukozu i ksilozu kao izvorima ugljika te s
DAP-om i kvaScevim ekstraktom kao izvorom dusSika rezultirao je najboljim pokazateljima
uspjesnosti uzgoja (Yx = 2,819 g LY, Pr=0,117 g LT h'}; Yxs = 0,521 g g%; g = 0,551 h).
Uzgoj s CSL-om u podlozi je rezultirao za oko 12 % manjim prinosom (Yx = 2,464 g L!; Pr =
0,103 g L ht) te 42 % manjim koeficijentom konverzije supstrata u biomasu (0,300 g g1).

Ipak, u ovom slucaju je postignuta neto manja specifi¢na brzina rasta od 0,340 h'.,

7. Tijekom provednih uzgoja u aerobnim uvjetima u mraku dolazi do o¢ekivanog smanjenja
udjela bakterioklorofila a u biomasi, pri ¢emu nije uocen znacajniji utjecaj izvora dusika u
podlozi. Prosje¢ni udio na kraju uzgoja je iznosio oko 0,2 %. Dobivena vrijednost je duplo veca

u odnosu na uzgoje provedene u mikroaerofilnim uvjetima na svjetlu.

8. Najvece specificne brzine potros$nje kisika su postignute tijekom 5. sata uzgoja, pri cemu je
najveca vrijednost dobivena tijekom uzgoja na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika te DAP-
u i kvasevom ekstraktu kao izvoru dusika (qoz = 0,794 mg O, g biomase). Najmanja je
postignuta tijekom uzgoja na ksilozi i CSL-u (qo2 = 0,311 mg Oz g* biomase). Tijekom 9. sata
provedenih uzgoja dolazi do oéekivanog smanjena vrijednosti specifictne brzine potros$nje
kisika. S obzirom na izvor duSika u podlozi, potro$nja kisika je manja tijekom rasta na

podlogama koje sadrze CSL.
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Prilozi

7. PRILOZI

Prilog 7.1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze na UPLC-u
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Prilog 7.2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ksiloze na UPLC-u
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Prilozi

Prilog 7.3. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije malata na UPLC-u
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Izjava o izvornosti

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

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