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1. UVOD

Nagli porast u globalnoj industrijalizaciji doveo je do ozbiljnih ekoloskih problema kao §to
su energetska kriza, onecCiS¢enje okoliSa, te globalno zatopljenje. Lignocelulozna biomasa
predstavlja rjesenje kao najrasprostranjeniji izvor bioloSkog materijala, koji se kontinuirano
obnavlja fotosintetskim redukcijama CO2 pomoc¢u energije sunca. Lignocelulozna sirovina ¢ini
vecinski udio otpada u poljoprivrednoj i Sumarskoj industriji, kao i otpadnih voda u prehrambenoj

industriji, te industriji pulpe i papira (Saratale i sur., 2008).

Upotreba lignoceluloznih sirovina u biotehnologiji je izuzetno zanimljiva zbog Siroke
rasprostranjenosti i obnovljivosti. Medutim kori$tenje tih sirovina je jo$ uvijek ograni¢eno zbog
manjka mikroorganizama koji ith mogu koristiti u nativnoj formi. Potreban je opsezniji proces
predobrade da bi se takva sirovina razgradila na fermentabilne Secere koje mikroorganizmi mogu
koristiti. Kompleksnu strukturu lignoceluloze ¢ine celuloza, hemiceluloza 1 lignin, te su
medusobno povezane jakim kovalentnim i slabim nekovalentnim vezama. Predtretmanom
lignoceluloznih sirovina dolazi do hidrolize strukture pri ¢emu dobivamo heterogenu smjesu
razliCitih spojeva, a vecinski su to ugljikohidrati: glukoza, ksiloza, manoza, galaktoza, arabinoza 1
razne organske kiseline (Mardetko 1 sur., 2018). Prema tome, vidljiv je znacajan potencijal
upotrebe lignoceluloznih sirovina kao izvora ugljika u procesima proizvodnje biogoriva,
prehrambenih proizvoda i kemikalija, te moZe pomoc¢i u pronalasku rjeSenja kod zbrinjavanja
otpada, kao i u smanjivanju rastuée ovisnosti o fosilnim gorivima kao primarnim izvorima

energije.

Anoksigeni¢ne fotosintetske ljubiCaste bakterije predstavljaju veliku skupinu
fotosintetskih mikroorganizama koji su Siroko rasprostranjeni u prirodi. Poznato je oko 50 vrsti
ovih organizama, te su neki od njih postali primarni modelni sustavi u istrazivanju fotosinteze

(Madigan i Jung, 2009). Dijele se na ljubicaste sumporne i ljubi¢aste nesumporne bakterije.

Ljubicaste nesumporne bakterije (purple nonsulfur bacteria — PNSB) su fenotipski
raznolika netaksonomska skupina ¢ije se mogucnosti primjene za ljudsku upotrebu iz dana u dan
povecavaju. Primjenjive su za sintezu vodika, koji se sve viSe istrazuje kao alternativa

konvencionalnim gorivima dobivenih iz neobnovljivih sirovina, za sintezu raznih biokemikalija



koje se za sad proizvode daleko skupljim kemijskim postupcima koji su kompliciraniji i ekoloski
zagadenih teSkim metalima i radioaktivnim izotopima. Takoder, njihova biomasa je izuzetno
korisna kao sirovina za ishranu stoke zahvaljujuéi visokim koncentracijama proteina (Fiedor i sur.,
2016).

Ljubicaste nesumporne bakterije mogu rasti fotoautotrofno, kemoautotrofno,
fotoheterotrofno, kemoheterotrofno s razli¢itim elementima kao elektron akceptorima, te mogu
provoditi fermentaciju, kao 1 stani¢nu respiraciju (Kantachote i sur., 2005). Upravo je sposobnost
stani¢ne respiracije ljubi¢astih nesumpornih bakterija u bioreaktoru s mijesalom u aerobnim
uvjetima u mraku istraZzena u ovom radu. Kao supstrat za rast bakterija Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340 koristene su glukoza i ksiloza. Ta dva Seéera
su najprisutnija u hidrolizatu lignoceluloznih sirovina na kojemu se takoder ispitivao rast

navedenih bakterija.

Uz potro$nju supstrata i kinetike rasta, u ovom radu se odredivala i potro$nja Kisika, te
sinteza fotosintetskih pigmenata ljubicastih nesumpornih bakterija u kemijski definiranim 1
kemijski kompleksnim hranjivim podlogama. Rezultatima dobivenim u ovom radu ¢e se pokazati
primjena ovakvih uvjeta kod uzgoja ljubiCastih nesumpornih bakterija, te njihova sposobnost
sinteze spojeva i kemikalija za industrijsku proizvodnju na podlogama dobivenim predobradom

lignoceluloznih sirovina.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. FOTOSINTETSKI PROKARIOTI

Fotosinteza (gr¢.: phos — svjetlost, syntithenai — spajati s ne¢im) predstavlja centralnu rutu
u globalnom kruzenju ugljika, te sluzi kao glavni ulazni tok organskog ugljika u biosferu (Kirk,
1994). To je kompleksni fizikalno — kemijski proces koji se pojavljuje kod raznih skupina
organizama u kojem pigmenti apsorbiraju svjetlosnu energiju i konvertiraju je u kemijsku energiju
u obliku organskih ugljikohidrata, pritom koriste¢i CO2 i vodu (Ormerod, 1992). Proces
fotosinteze provode razni organizmi, kao Sto su biljke, alge, cijanobakterije, razne fototrofne
bakterije, koji posjeduju pigmente za apsorpciju svjetlosti. Ta energija svjetlosti se dalje prevodi
u kemijsku energiju preko kompleksnog fotosintetskog sustava, te ¢e se u konacnici iskoristiti za
sintezu ugljikohidrata, kisika i raznih drugih spojeva potrebnih za rast i razvoj organizma
producenta (Yurkov i Beatty 1998; Shiba i sur., 1979).

Fotosintetski prokarioti predstavljaju veliki potencijal za uporabu u biotehnoloskoj
industriji. Zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti fiksacije COz2, te sintezi raznih proizvoda koji su
pronasli svoju komercijalnu primjenu, moguce je procesom njihovog uzgoja povezati ekonomsku
1 ekoloSku odrzivost. Proizvedena biomasa je pronasla svoju primjenu u proizvodnji biogoriva,

poljoprivredi, farmaceutici, te u prehrambenoj industriji (Skjanes i sur., 2007).

Takoder, fotosintetski prokarioti se mogu koristiti i u procesima razgradnje azo-boja i
pesticida, uklanjanja toksi¢nih metala i1 radioizotopa, fotosintetske proizvodnje vodika, biosinteze
karotenoida i ostalih terpenoida, proizvodnje membranskih proteina i u raznim drugim primjenama
(Frigaard, 2016).

2.1.1. Podjela, morfologija i metabolizam fotosintetskih prokariota

Predstavnici fotosintetskih prokariota mogu se podijeliti na oksigeni¢ne i anoksigenicne.
Najveca razlika izmedu oksigeni¢nih i anoksigeni¢nih prokariota jest njihova sposobnost

proizvodnje kisika kao meduprodukta u reakcijama fiksacije ugljika. Sposobnost proizvodnje



kisika se temelji na vrsti pigmenata koje koriste fotosintetski mikroorganizmi, te strukturi i
kompleksnosti fotosintetskog sustava koji posjeduju (Stainer i sur., 1981). Svi oksigeni¢ni fototrofi
posjeduju dvije vrste fotosustava, fotosustav I koji sluzi kao jaki reducens, te fotosustav II koji
sluzi kao slabiji reducens, zajedno su povezani u seriju redoks reakcija. Anoksigeni¢ni fototrofi
posjeduju samo jedan od tih dvaju fotosustava. Shodno tome mozemo razlikovati tri tipa

fotosintetskih prokariota s obzirom na posjedovanje jednog ili oba fotosustava.

Prvi tip Cine prokarioti koji posjeduju oba sustava, fotosustav I i fotosustav II, te su
najrasprostranjeniji predstavnici ovog tipa oksigeni¢ne cijanobakterije. Drugi tip fotosintetskih
prokariota, koji provode striktno anaerobnu anoksigeni¢nu fotosintezu pomocu fotosustava I, ¢ine
zelene sumporne bakterije i heliobakterije, a treci tip ¢ine anoksigeni¢ne fotosintetske ljubicaste
bakterije i zelene nesumporne bakterije Chloroflexus, koje posjeduju samo fotosustav 11 (Ormerod,
1992).

2.1.2. Cijanobakterije

Cijanobakterije, u proslosti poznate kao modro — zelene alge, su raznolika skupina Gram —
negativnih oksigeni¢nih fotosintetskih prokariota. Metabolicka fleksibilnost im je omogucila rast
i razvoj u Sirokom rasponu uvjeta okoline kao §to su, alkalni i kiseli uvjeti, uvjeti visokih i niskih
temperatura, te morski ili slatkovodni uvjeti (Singh i sur., 2014). Za razliku od ostalih Gram —
negativnih bakterija, cijanobakterije imaju puno deblji peptidoglikanski sloj koji moze doseci
debljinu od 700 nm, $to je i do 70 puta vise od debljine peptidoglikanskog sloja vecine bakterija
(Hoiczyk i Hansel, 2000). Periferni dio protoplasta cijanobakterija sadrzi tilakoide s vodotopivim

proteinima fikobilisomima i granulama glikogena (Colyer i sur., 2005).

lako su cijanobakterije morfoloski poprili¢no raznolike, uslijed moguénosti obitavanja u
Sirokom rasponu prirodnih staniSta, metabolicki su poprilicno uniformne. CO2 fiksiraju
Calvinovim ciklusom, uz glavni enzim RuBisCo — ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza oksigenaza,
iz kojeg potjecu vazne pretece za biosintezu: heksoze, pentoze i trioza-fosfati. Kao izvor dusika
koriste amonijak, a u odsutstvu amonijaka u okolini, veéina cijanobakterija provode fiksaciju
dusika (Ormerod, 1992).



Biomasa cijanobakterija bi mogla posluziti kao sirovina za proizvodnju etanola jer
posjeduju peptidoglikanski sloj unutar stani¢ne stijenke koji se jednostavno moze razgraditi
lizozimima. Takoder, cijanobakterije za skladiStenje ugljikohidrata koriste glikogen koji je
pozeljniji od skroba kao fermentacijska sirovina. U posljednjih nekoliko desetlje¢a znanstvenici
pokusavaju genetiCkim inzenjerstvom posti¢i sintezu etanola u stanicama cijanobakterija. Gao i
sur. (2012) su postigli najvisu koncentraciju etanola od 5,5 g LY s mutantom Synechocystis sp.
PCC 6803, te s produktivno$éu od 212 mg L dan,

Cijanobakterija Arthospira plantesis (Spirulina) proizvodi sulfatni polisaharid spirulan koji
postize razne pozitivne efekte kod ljudske primjene kao antioksidans, antikoagulant, antiviralni 1

imuno-stimulacijski agent (Vonshak, 1997).

2.1.3. Zelene sumporne bakterije (Chlorobiaceae)

Zelene sumporne bakterije predstavljaju energetski najefikasnije fototrofe u smislu
iskoriStenja svjetlosne energije, te bi iz tog razloga trebale biti puno zastupljenije u biotehnoloskoj
primjeni. Medutim, nutritivna izbirljivost i striktna anaerobnost usporavaju realizaciju njihovog
potencijala. Zelene sumporne bakterije mozemo podijeliti na smede i zelene vrste. Zelene vrste
sadrze bakterioklorofil c ili d, karotenoide - klorobakten i OH-klorobakten kao pigmente za
prikupljanje svjetlosti (Schmidt 1978; Gloe i sur., 1975), dok smede vrste imaju bakterioklorofil e
i karotenoid izorenieratene i B-izorenieratene (Schmidt i sur., 1965). Intenzitet svjetla ima velik
ucinak na koli¢inu, veli¢inu i sastav bakterioklorofila. Za rast su im neophodni anorganski
elektron donori kao H.S, tiosulfati ili Ho. Ove bakterije su obligatni anaerobi i fototrofi, te fiksiraju
CO2 pomocu citratnog ciklusa koriste¢i reducirane sumporne spojeve ili Hz kao elektron donore,

te acetat i propionat (Ormerod, 1992).

Zelene sumporne bakterije posjeduju odredene prednosti u odnosu na druge
mikroorganizme kod uklanjanja sulfida, a to su da izlucuju elementarni sumpor ekstracelularno,
¢ime se olakSava njegova sedimentacija i koriStenje u gnojivima, imaju vecu produktivnost
oksidacije sulfida, ve¢u otpornost na povisene koncentracije sumpora, te veci afinitet za vezanje

molekula sulfida (Henshaw i Zhu, 2001). U eksperimentu Henshaw i Zhu-a istrazivana je



sposobnost zelene sumporne bakterije, Chlorobium limicola DSM 257, oksidacije H.S u
kontinuiranom fotobioreaktoru s ¢vrstim slojem, te je 92-95% ulaznog toka HzS bilo oksidirano u

elementarni sumpor.

2.1.4. Heliobakterije

Heliobakterije predstavljaju strukturno najjednostavnije fotosintetske prokariote zbog
nedostatka invaginacija citoplazmatske membrane i klorosoma (Gest i Favinger, 1983). Ove
bakterije su takoder striktni anaerobi kao i1 zelene sumporne bakterije, te im prisutnost kisika
limitira podruéja rasta i razmnozavanja. Glavni pigment im je bakterioklorofil g, s apsorpcijskim
maksimumom pri 790 nm, koji sluzi kao primarni elektron donor. Ovi sporogeni mikroorganizmi
tijekom rasta koriste jednostavne organske spojeve, kao §to je laktat, te reducirane izvore sumpora,
uz biotin kao bitan faktor rasta. Posjeduju enzim nitrogenazu koja omogucuje uspjesnu fiksaciju
dusika (Ormerod, 1992).

2.1.5. Zelene nesumporne bakterije (Chloroflexus)

Termofilne zelene nesumporne bakterije posjeduju dvije vrste bakterioklorofila,
bakterioklorofil ¢, smjesten u klorosomima, s apsorpcijskim pikom na 750 nm, te bakterioklorofil
a koji je smjeSten na proteinima Kkoji povezuju klorosome s unutarnjom stranom stani¢ne
membrane. Sinteza fotosintetskog aparata, ukljucujuéi veli¢inu 1 koli¢inu klorosoma, je regulirana
intenzitetom svjetla, brzinom rasta i nutritivnim faktorima, te je inhibirana kisikom (Oelze i Fuller,
1987). Optimalni uvjeti uzgoja ukljucuju visoki intenzitet svjetlosti, pH oko 8 i temperaturu 55°C

uz H» ili H2S kao elektron donore.

Ovi fakultativni anaerobi ne posjeduju Calvinov ciklus, nego fiksaciju CO. vrse
metaboli¢kim procesom koji ukljucuje 3-hidroksipropionat i acetil CoA kao intermedijere (Holo,
1989). Takoder, ove bakterije mogu koristiti H2S za redukciju COa.



2.1.6. Ljubicaste bakterije

Ljubicaste bakterije su fotosintetski gram-negativni prokarioti koji konvertiraju svjetlosnu
energiju u kemijsku energiju procesom anoksigeni¢ne fotosinteze. Ljubicaste bakterije posjeduju
fotosintetske pigmente — bakterioklorofile a i b, te karotenoide koji daju jarku boju kulturi ovih
bakterija. Mogu rasti fotoautotrofno s CO> kao jedinim izvorom ugljika i reduciranim anorganskim
tvarima kao elektron donorima (Madigan i Jung, 2009). Za razliku od zelenih bakterija, ljubicaste
bakterije posjeduju intracitoplazmatsku membranu koja potjece od i nastavlja se na citoplazmatsku
membranu, te udubine mogu biti u obliku vezikula, lamela ili cijevi (Ormerod, 1992).

Tradicionalno ih dijelimo na ljubicaste sumporne i ljubicaste nesumporne bakterije.

Takoder, ljubicaste bakterije kao i oksigeni¢ni prokarioti — cijanobakterije, posjeduju
sposobnost stvaranja energije fotofosforilacijom. Medutim, za razliku od cijanobakterija,
fotosinteza se kod ljubicastih bakterija naj¢esée odvija u anoksi¢nim uvjetima (bez prisutnosti
kisika). Tu karakteristiku dijele s zelenim sumpornim bakterijama, zelenim nesumpornim
bakterijama i heliobakterijama (Blankenship i sur., 1995). S obzirom na tu ¢injenicu, ljubicaste
bakterije se najéeS¢e mogu naci u raznim vodenim staniStima kao Sto su jezera, bare i estuariji, te
Cesto i u lagunama za obradu otpadnih voda. U takvim staniStima osnovna fizikalno — kemijska
svojstva kao Sto su: koncentracija sulfida, pH, kvaliteta izvora svjetla i intenzitet svjetlosti, te
temperatura diktiraju koli¢inu i raznolikost ljubicastih bakterija (Madigan i Jung, 2009).

Ljubicaste nesumporne bakterije i neke ljubi¢aste sumporne bakterije ostvaruju brzi rast na
svjetlu uz Siroki raspon organskih supstrata koji uklju¢uju mono i dikarboksilne kiseline, alkohole

i Se¢ere (Dutton i Evans, 1978).

lako je rast nekih ljubiCastih bakterija inhibiran prisutstvom O, vecina ih moze rasti u

aerobnim i mikroaerofilnim uvjetima u mraku.



2.2.  ANOKSIGENICNE LJUBICASTE BAKTERIJE

Anoksigeni¢ne fototrofne ljubiCaste bakterije predstavljaju veliku skupinu fotosintetskih
prokariota koja nastanjuje razna vodena i kopnena stani$ta. LjubiCaste bakterije su fotosintetski
gram-negativni prokarioti koji posjeduju fotosintetske pigmente — bakterioklorofile i karotenoide,
te mogu rasti fotoautotrofno s CO- kao jedinim izvorom ugljika i reduciranim anorganskim tvarima

kao elektron donorima (Madigan i Jung, 2009).

Za razliku od cijanobakterija i eukariotskih mikroalgi, anoksigeni¢ne fototrofne ljubicaste
bakterije ne mogu koristiti vodu kao elektron donor, stoga ne moze do¢i do stvaranja kisika. Ove
bakterije koriste samo jedan fotosustav — fotosustav Il, te zahtjevaju prisutstvo elektron donora
koji ima nizi redoks potencijal od vode. Najcesce su to sulfidi ili neki drugi reducirani sumporni

spojevi, kao i vodik ili neke manje organske molekule (Imhoff, 1995).

2.2.1. Klasifikacija (taksonomija)

Glavna podjela ljubicastih bakterija je na ljubiCaste sumporne bakterije i ljubiCaste
nesumporne bakterije. Ta podjela je bila zasnovana na ¢injenici da ljubi¢aste nesumporne bakterije
ne rastu u staniStima gdje su prisutni sumporni spojevi, te ne mogu oksidirati sumporovodik.
Medutim, Hansen i van Gemerden (1972) su proveli uzgoje u kemostatu, te su pokazali da ti
kriteriji za podjelu nisu ispravni. Dokazali su da je vecina ljubicastih nesumpornih bakterija
sposobna rasti pri niskim koncentracijama sumpora (manjima od 0,5 mM), te mogu oksidirati
sumporovodik do elementarnog sumpora, sulfata ili tetrationata. Ipak, vazna razlika izmedu tih
dviju skupina jest da se kod ljubicastih sumpornih bakterija elementarni sumpor skladisti
intracelularno u granulama, dok ljubicaste nesumporne bakterije izluCuju elementarni sumpor
ekstracelularno. Tako se na Slici 1. mogu vidjeti svijetle globule elementarnog sumpora unutar
samih stanica ljubicastih sumpornih bakterija, dok stanice ljubicastih nesumpornih bakterija

izluCuju elementarni sumpor ekstracelularno.

Ove tvrdnje za provedbu klasifikacije ljubicastih bakterija su bile potvrdene i filogenetskim

analizama temeljenim na usporedbi 16S rRNA sekvencioniranju, te se pokazalo da ljubicaste



sumporne bakterije pripadaju razredu do-proteobakterije, dok ljubi¢aste nesumporne bakterije

pripadaju razredu a- ili B-proteobakterije (Imhoff i sur., 2005).

Slika 1. Mikroskopski prikaz fototrofnih ljubic¢astih sumpornih bakterija Chromatium
okenii s globulama sumpora unutar samih stanica (Plewka, 2005)

Oko 25 wrsti ljubicastih sumpornih bakterija se mogu svrstati u dvije porodice
Chromatiaceae i Ectothiorhodospiraceae. Najvise ih pripada porodici Chromatiaceae, te su to
bakterije koje skladiSte sumpor u periplazmi stanice, te je nekolicina njih u porodici
Ectothiorhodospiraceae koje proizvode ekstracelularni sumpor. Sve vrste ljubi¢astih nesumpornih

bakterija pripadaju porodici Rhodospirillaceae (Madigan i Jung, 2009).

2.2.2. Metabolizam ljubicastih bakterija

Metabolizam ljubicastih sumpornih bakterija se najceSée povezuje sa sulfidima i
svjetlosnom energijom, te se njihov rast karakterizira kao fotoautotrofni gdje sulfide, tiosulfate ili
H:> koriste kao fotosintetske elektron donore (Brune, 1995). Najbitnija uloga ljubi¢astih sumpornih

bakterija je konverzija H.S u druge sumporne spojeve, time se uklanja H2S, koji je visoko toksi¢an



za biljke, zivotinje, te za mnoge bakterije. Oksidacijom sumporovodika nastaju netoksicni
sumporni spojevi, kao $to su elementarni sumpor i sulfat. Time se osiguravaju povoljni uvjeti za
rast biljaka, zivotinja i aerobnih bakterija na povrSinskim vodama u uvjetima dovoljne koli¢ine

kisika za stani¢nu respiraciju (Madigan i Jung, 2009).

Neke vrste mogu koristiti i Zeljezove (II) katione koje oksidiraju u Zeljezove (I11) katione
ili nitrit koji oksidiraju u nitrat. Sto se ti¢e organskih izvora ugljika, organske kiseline i masne
kiseline su preferirani spojevi za ljubicaste sumporne bakterije, te su kratkolan¢ani alkoholi i
ugljikohidrati kod nekih vrsta, takoder, prihvatljivi (Sojka, 1978). Veéina vrsti ljubiCastih
sumpornih bakterija je ekstremofilno, te su to naj¢esce halofilne i acidofilne vrste (Madigan i Jung,
2009).

Ljubicaste nesumporne bakterije preferiraju fotoheterotrofni rast u podlogama koje sadrze
izvore ugljika u organskim molekulama kao $to su malat ili piruvat, te amonijak kao izvor dusika.
U medije se Cesto dodaje i kvascev ekstrakt koji sluzi kao izvor B-vitamina, ali i kao promotor
rasta s obzirom na to da sadrzi razne organske komponente, kao $to su amino Kkiseline i masne

kiseline, koje potpomazu sintezi stani¢nih dijelova kod ovih bakterija (Sojka, 1978).

Iako je rast nekih ljubicastih bakterija inhibiran prisutstvom O, veéina ih moZze rasti U
aerobnim i mikroaerofilnim uvjetima u mraku kao kemoheterotrofi/kemolitotrofi, koriste¢i kisik
kao elektron akceptor za oksidaciju organskih supstrata (nesumporne ljubicaste bakterije) ili H2S
(sumporne ljubicaste bakterije). Organski supstrati se u mraku u aerobnim uvjetima metaboliziraju
pomocu citratnog ciklusa 1 lanaca za prijenos elektrona koji sadrze citokrome te stvaraju proton

motornu silu za proizvodnju energije u obliku ATP molekula (Ormerod, 1992).
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2.3. LJUBICASTE NESUMPORNE BAKTERIJE

2.3.1. Morfologija i metabolizam

Ljubicaste nesumporne bakterije su gram-negativne, pokretne ili nepokretne, nesporogene,
StapiCastog oblika, uobicajeno Siroke od 0,5 do 1,5 pm i duge od 2 do 10 um. Reprezentativne
vrste imaju ili bakterioklorofil a ili bakterioklorofil b, te su kulture obojane crveno zbog prisutnosti
karotenoida. Optimalan rast postizu pri temperaturama izmedu 25°C i1 35°C i u pH rangu 6,5-7,0

(Montano i sur., 2009).

Ni jedna vrsta ljubicastih nesumpornih bakterija ne posjeduje sposobnost tvorbe globula
elementarnog sumpora unutar stani¢ne strukture, te ne mogu rasti u pretjerano luznatoj, niti u
pretjerano slanoj okolini (Imhoff i sur., 1984). Ljubicaste nesumporne bakterije predstavljaju
najraznolikiju skupinu fototrofnih ljubicastih bakterija. Ova raznolikost se ocituje u promjenjivoj
morfologiji, unutarnjim membranskim strukturama, sastavu karotenoida i utilizaciji izvora ugljika
i elektron donora.

Iako mogu rasti u razli¢itim uvjetima okoline, preferirani nacin rasta im je fotoheterotrofni
u anaerobnim uvjetima uz izvor sjetlosti s CO; kao izvorom ugljika i reduciranim anorganskim
spojevima kao elektron donorima (Novak i sur., 2017). Kao faktori rasta su im potrebni vitamini
biotin, tiamin, niacin i p-aminobenzojeva kiselina, a rast im je poboljan i s dodatkom malih

koli¢ina kvas¢evog ekstrakta (Imhoff, 1995).

Mnogi predstavnici ove skupine mogu rasti i pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima u
mraku kao kemoheterotrofi, nekolicina i kao kemolitotrofi. Pri aerobnim uvjetima u mraku sinteza
fotosintetskih pigmenata je reprimirana, a kulture bakterije su blijedo obojane ili neobojane (Zeiger
i Grammel, 2010). Cak i pri fotoautotrofnim uvjetima rasta (anaerobno uz izvor svjetlosti) mnoge
vrste pokazuju znacajni respiratorni kapacitet. Respiracija je pri takvim uvjetima inhibirana
svjetlos¢u. Cinjenica da postoji respiratorna aktivnost i pri fotoautotofnim uvjetima rasta
omogucava ovim bakterijama da uspjesno adaptiraju svoj metabolizam promjenama u okolini

(Imhoff, 1995).
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2.3.2. Klasifikacija ljubicastih nesumpornih bakterija

Sve vrste ljubicastih nesumpornih bakterija pripadaju porodici Rhodospirillaceae, a glavni
rodovi su: Rhodobacter, Rhodovulum, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Rhodomicrobium,
Rhodopila, te Rhodocyclus.

Rod Rhodobacter je u starijoj literaturi pripadao rodu Rhodopseudomonas, no kasnije se
ustanovilo da postoje razlike u invaginaciji intracitoplazmatske membrane, te se kod roda
Rhodobacter invaginacije o€ituju u obliku mjehura u tankim presjecima.

Stanice su ovoidne ili Stapicaste, te se dijele binarnom diobom. Mogu biti pokretne ili
nepokretne (Novak i sur., 2017). Sve vrste zahtijevaju tiamin, a veéina i biotin. Dodatne
vitaminske potrebe su promjenjive izmedu vrsta. Fotosintetski pigmenti su bakterioklorofil a 1
karotenoidi sferoidne grupe. Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter veldkampii, Rhodobacter
capsulatus, Rhodobacter blasticus i Rhodobacter azotoformans su neke od vrsta ovog roda
(Sirnvas i sur., 2007).

Zahvaljujuéi modernoj tehnologiji genetickog inZenjerstva napravili su se veliki iskoraci u
taksonomskoj i Klasifikacijskoj analizi bakterija. Pomo¢u molekularnih filogenetskih istrazivanja
temeljenih na 16S rRNA sekvencioniranju, moze se dokazati razlika izmedu dva mikroorganizma
koji su do tog trenutka bili smatrani jednom vrstom. Na taj nacin je i otkriven Rhodobacter
azotoformans u istrazivanju Hiraishi i sur. (1996). Takoder otkrila se i razlika izmedu slatkovodnih
i morskih ljubicastih nesumpornih bakterija koji su bili svrstani u rod Rhodobacter, te su na temelju
analiza u istrazivanju Hiraishi i Ueda (1994) predlozili prebacivanje bakterija koje obitavaju u
morskim vodama u novi rod Rhodovulum. Neki od predstavnika ovog roda su Rhodovulum

adriaticum, Rhodovulum sulfidophilus, Rhodovulum marinum, Rhodovulum strictum i drugi.
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2.3.3. Biotehnoloska primjena ljubicastih nesumpornih bakterija

Primjena ljubicastih nesumpornih bakterija u biotehnoloskoj industriji je vrlo raznolika
zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti rasta u raznim uvjetima, te sposobnosti proizvodnje niza tvari i

spojeva koji su pronasli svoje mjesto u komercijalnoj primjeni.

S obzirom na njihovu sposobnost koristenja razli¢itih supstrata, naro¢ito manjih organskih
molekula, Cesto se koriste za obradu otpadnih voda s visokom vrijednos¢u BPK (biokemijska
potrosnja kisika) (Madukasi 1 sur., 2010). Tijekom obrade otpadnih voda, nesumporne ljubicaste
bakterije sintetiziraju razne fizioloski aktivne tvari kao $to su pigmenti, proteini, vitamini, te razni
antimikrobni agenti. Navedeni proizvodi su pronasli svoju primjenu u prehrambenoj industriji, u
medicini, te u kozmeti¢koj industriji (Lu i sur., 2011). Zahvaljujuéi svojem bogatom nutritivnom
sastavu, biomasa ljubiCastih bakterija nastala u procesu obrade otpadnih voda se dalje moze
koristiti u proizvodnji hrane za ribu, te hrane za stoku i perad ili kao organsko gnojivo (Kobayashi,
1995).

U zadnje vrijeme se sve vise istrazuju na podrucju proizvodnje S-aminolevulinske kiseline,
spoja koji se Cesto koristi u onkoloskoj dijagnostici, a jo§ se uvijek komercijalno proizvodi
kompliciranim i skupim kemijskim postupcima (Liu i sur., 2014). Nadalje, uocena je i mogucnost
sinteze polihidroksibutirata, biopolimera koji predstavlja alternativu konvencionalnoj plastici.
Vodik kao biogorivo je takoder jedan visokovrijedan proizvod, ne toliko ekonomski, ali ekoloski
vrijedan proizvod koji se danas prezentira na trZistu kao jedan od najboljih alternativa za zamjenu

fosilnih goriva.

2.3.3.1. Biogoriva

Tijekom proteklih deset godina, veliki napredak je postignut u razvijanju ¢iS¢ih 1 efikasnijih
sustava za proizvodnju bioenergije. Vodik (H2) se smatra biogorivom s niskim ekoloSkim otiskom
posebice iz razloga $to je jedan od glavnih produkata izgaranja voda. Vodik je obnovljivi izvor
energije, te se moze ponovno i proizvesti iz vode. Konvencionale metode proizvodnje vodika su
skupocjene, te je istraZivacima u cilju pronaci jeftiniji nacin kako bi vodik kao gorivo postao

pristupacniji Sirim masama.
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Bioloska proizvodnja vodika pomoc¢u mikroorganizama ima brojne prednosti, te se
prezentira kao isplativija alternativa trenutnim industrijskim metodama proizvodnje (Markov i
Weaver, 2008). Termokemijski i elektrokemijski procesi proizvodnje vodika su energetski
neefikasni i u ve€ini slucajeva ekoloski neprihvatljivi. S druge strane, bioloski procesi proizvodnje
vodika su ve¢inom vodeni u umjerenim uvjetima temperature i tlaka, koristeci razli¢ite organske
tvari kao izvore ugljika s visokim prinosima, te tako predstavljaju energetski isplativiju opciju.

Ljubicaste nesumporne bakterije najvise obecavaju na polju proizvodnje vodika u odnosu
na druge mikroorganizme iz razloga $to imaju visok koeficijent konverzije supstrata u produkt,
proizvode vodik u anaerobnim uvjetima, rastu pri razlicitim valnim duljinama svjetlosti, te mogu
rasti na razli¢itim organskim supstratima podrijetlom iz otpada i otpadnih voda (Basak i Das,
2007).

Nitrogenaza je enzim koji ima klju¢nu ulogu kod nesumpornih ljubicastih bakterija u
kataliziranju reakcija nastajanja vodika. U prisutnosti svjetla katalizira reakciju : 2 N2 + 8e™ + 8H"
+ 16 ATP — 2 NHs+ H2+16 ADP + 16 Pi (Kim i sur., 1980). Tijekom uvjeta limitacije duSikom
nitrogenaza katalizira reakciju redukcije protona uz nastajanje vodika prema jednadzbi : 2 H* +
2e +4 ATP — Ho + 4 ADP + 4 Pi (Bulen i sur., 1965).

Najvecu limitaciju uporabe vodika kao goriva predstavlja njegova eksplozivnost u doticaju
s kisikom, $to vodi ka potesko¢ama u njegovom skladistenju i distribuciji (Salakkam i sur., 2019).

Neke od nesumpornih ljubicastih bakterija koje fotofermentacijom proizvode vodik su:
Rhodobacter ~ sphaeroides, = Rhodobacter  capsulatus, = Rhodobacter  sulfidophilus,

Rhodopseudomonas palustris, Rhodospirillum rubrum i druge (Basak i Das, 2007).

2.3.3.2. Biokemikalije

Jedna od biokemikalija koja je pronaSla svoju primjenu na raznim poljima, kao §to su
medicina, poljoprivrteda 1 prehrambena industrija, zahvaljuju¢i svojim biokemijskim
karakteristikama, je 5-aminolevulinska kiselina (5-ALA). Danas se 5-ALA najvise proizvodi
mikrobnom fermentacijom, najcesce fotosintetskim bakterijama jer kemijska sinteza 5-ALA ima
niske prinose i kompliciranija je u usporedbi s mikrobnom proizvodnjom (Liu i sur., 2014).

Sinteza 5-aminolevulinske kiseline se odvija pomocu dva metabolicka puta: C4 put
(Sheminov put), koji je prisutan kod ljubicastih bakterija, kvasaca i sisavaca, te C5 put koji je

prisutan kod biljaka i nekih mikroorganizama. Istrazena je sinteza S-aminolevulinske kiseline kod
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divljih tipova 1 mutanata ljubiCastih nesumpornih bakterija uzgajanih u kemijski definiranim i
kemijski kompleksnim podlogama (Novak i sur., 2017).

Takoder, istrazeno je da ljubiaste nesumporne bakterije uspjesno sintetiziraju i izlucuju
indol-3-acetatnu kiselinu u prisutnosti L-triptofana (Mujahid i sur., 2010). Indol-3-acetatna
kiselina je tipican fitohormon koji regulira razne razvojne i fizioloSke procese kod biljaka (Xu 1

sur., 2013).

2.3.3.3. Biopolimeri

Dokazano je da ljubicaste bakterije posjeduju sposobnost sinteze polihidroksialkanoata,
biopolimera s relativno velikom molekulskom masom od 100 000 do 1 500 000, koji sluze za
pohranjivanje ugljika i energije u stanici (Clinton Fuller, 1995). Polihidroksialkanoat se pokazao
kao zadovoljavajuca alternativa konvencionalnoj plastici. Stanice bakterija poCinju sintetizirati
PHA kada je rast limitiran duSikom, fosforom ili sumporom, a izvora ugljika ima u suviSku

(Higuchi-Takeuchi i sur., 2016).

Uslijed kontroliranih uvjeta rasta biomase, na specificnim supstratima mogu se doseci i
koli¢ine od oko 50% polihidroksibutirata u suhoj tvari biomase. Brandl i sur. (1991) su uzgajali
Rhodobacter spheroides na acetatu (i u kombinacijama acetata s malatom, piruvatom, glukozom,
krotonatom i propionatom), te su ostvarili prinose od 50-65% polihidroksialkanoata u suhoj tvari

biomase, od cega je 98% bilo polihidroksibutirat.

2.3.3.4. Pigmenti

Mnoge ljubicaste nesumporne bakterije su fakultativni anaerobi, te u prisutnosti Kisika
mogu rasti kemotrofno s kisikom kao elektron akceptorom. Medutim kako se koli¢ina kisika u
okolini smanjuje tako se po¢inju u stanicama bakterija sintetizirati fotosintetski pigmenti i potrebni
proteini za vezanje. Postoje dvije vrste jedinica za apsorpciju svjetla i one prenose energiju
ekscitacije na fotokemijski reakcijski centar na kojemu se odvija primarna fotokemija i prijenos
elektrona. Intenzitet svjetlosti igra veliku ulogu u sintezi stani¢nih organela za provodenje

fotosinteze, no pokazalo se da je i kisik znacajan kontroliraju¢i faktor (McEwan, 1994).
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Kod ljubicastih nesumpornih bakterija najes¢i pigmenti su bakterioklorofil a 1
bakterioklorofil b, te razni karotenoidi (Takaichi, 2009). Fotoautotrofnost nesumpornih ljubicastih
bakterija se temelji na pigmentima, odnosno bakterioklorofilima i karotenoidima. Reakcijski
centar se sastoji od molekule bakterioklorofila koja je okruzena drugim molekulama za
prikupljanje svjetlosti, ukljucujuéi karotenoide, feofitine 1 lanac molekula za prijenos elektrona

(Fenchel i sur., 2012).

Fototrofno uzgajane stanice Rhodobacter azotoformans sintetiziraju vezikularnu
intracitoplazmatsku membranu zajedno s bakterioklorofilom a, koji je esterificiran fitolom, i

karotenoide iz skupine sferoidena (Hiraishi i sur., 1996).

|
H.,C  COOCH,

|
COOPhytyl

Slika 2. Molekularna struktura bakterioklorofila a (Ormerod, 1992)

2.3.3.5. Bioremedijacija i obrada otpadnih voda

Upotreba fotosintetskih bakterija za obradu otpadnih voda se pokazala ekonomskKi
isplativom opcijom. Prilikom obrade se snizava vrijednost BPK (biokemijsku potro$nju kisika), u
vidu smanjenja koncentracije organskih tvari — klorida, bikarbonata i sulfata (Merugu i sur., 2014),
ali 1 vrijednost KPK (kemijska potrosnja kisika) vode, te pritom dolazi do sinteze spojeva koji su

od velikog komercijalnog znacaja. U takve spojeve spadaju jednostani¢ni proteini (single cell
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proteins - SCP), biopolimeri, antimikrobne i terapeutske tvari i dr. (Madukasi i sur., 2010).
Zahvaljujuci adaptaciji na raznolike uvjete, ljubi¢aste nesumporne bakterije su koriStene u mnogim

istrazivanjima obrade otpadnih voda.

Ove su se bakterije pokazale efikasnima u obradi otpadnih voda s visokim udjelom lateksa
(Choorit i sur., 2002), otpadnih voda iz stocarstva (Myung i sur., 2004), otpadnih voda iz tvornica
za proizvodnju konzervirane tune (Prasertsan i sur., 1997), kanalizacijske otpadne vode koje sadrze
ulja (Takeno i sur., 2005), a Madukasi i sur. (2010) su pokazali kako bakterije Rhodobacter
spheroides efikasno djeluju na opasne zagadivale otpadnih voda farmaceutske industrije, te

smanjuju vrijednost KPK (kemijska potrosnja kisika) za 80%.

Sastav mikrobne flore u kanalizacijskim lagunama i otpadnim vodama je vrlo bitan, te je
potrebno uspostaviti ravnotezu oksigeni¢nih i anoksigeni¢nih fotosintetskih mikroorganizama u
takvim sustavima. Jedna od preporucenih metoda kontrole je odredivanje koli¢ine klorofilaaib,
te bakterioklorofila a, gdje koncentracija klorofila moze posluziti kao indirektna metoda
odredivanja koli¢ine oksigeni¢nih mikroorganizama kao S$to su alge i cijanobakterije, a
koncentracija bakterioklorofila za odredivanje anoksigeni¢nih mikroorganizama — ljubicaste i
zelene bakterije. Poznavajuci koli¢inu bakterioklorofila prisutnog u takvim stani§tima moze se
lakSe pretpostaviti distribucija dusika, jer anoksigeni¢ne bakterije koriste fotosintetske sustave za

fiksaciju dusika, ali i sintezu vodika (Ritchie, 2018).

Bolje zbrinjavanje otpada vodi ka budué¢im ekoloskim beneficijama kao $tu su smanjenje
zagadenja nadzemnih i podzemnih voda, te transformaciji organskog otpada u visokovrijedne
proizvode. Jedan od oblika efikasne transformacije otpada u visokovrijedne proizvode
predstavljaju biorafinerije. Pod pojmom biorafinerije podrazumijevamo postrojenje koje Koristi
otpad Zivotinjskog 1 biljnog podrijetla kao sirovinu za dobivanje proizvoda visoke kvalitete kao
Sto su energija, goriva, materijali 1 kemikalije (Moscovicz i sur., 2018). Uzimajuéi to sve u obzir,
ljubicaste nesumporne bakterije pokazuju veliki potencijal kod upotrebe u biorafinerijama zbog
svoje sposobnosti proizvodnje vodika, polihidroksialkanoata, visokovrijednih kemikalija,
jednostanic¢nih proteina, te u konacnici 1 zbog same biomase bakterija koja je bogata proteinima 1

lipidima.
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BIOMASA PROIZVODI

Poljoprivredni proizvodi Goriva i energija
E i Bioetanol, biodizel toplinska i
Poljoprivredni otpad elektri¢na energija, bioplin, vodik
Otpad Zvotinjskog porijekla Biokemikalije

—_—_ 1 Kemikalije niske i visoke vrijednosti

Kanalizacija

Biomaterijali

Biopolimeri, bioplastika, nanomaterijali

Cvrsti komunalni otpad ]

BIORAFINERIJA

Slika 3. Prikaz ulaznih i izlaznih komponenti biorafinerijskog postrojenja (Shah i sur., 2017)

2.4.  UVIETI UZGOJA LJUBICASTIH NESUMPORNIH BAKTERIJA

2.4.1. Bioreaktorski sustavi

Kako bi se odabrao adekvatan bioreaktor za uzgoj stanica bakterija, potrebno je obratiti
pozornost na prijenos mase unutar samog bioreaktora, prijenos topline, te homogenost sastava
podloge tijekom uzgoja (Wang i Zhong, 2007). Kod uzgoja stanica ljubicastih nesumpornih
bakterija se takoder treba uzeti u obzir izvor, te intenzitet svjetla, jer je u mnogim istraZzivanjima

dokazana bitna povezanost sinteze visokovrijednih proizvoda tijekom fotosintetskog uzgoja.

MijeSanje u bioreaktoru je jedan bitan parametar kojim se postize ve¢a produktivnost i veci
prinos biomase, jer djeluje kao limitiraju¢i faktor i u sluc¢aju gdje su svi ostali kriteriji zadovoljeni.
Mijesanje potpomaze jednolikoj distribuciji nutrijenata i plinova, te osigurava odrzavanje stanica
u suspenziji (Yen i sur., 2019).

2.4.1.1. Fotobioreaktor

Za uzgoj fototrofnih mikroorganizama u zatvorenim sustavima najvise se koriste
fotobioreaktori. U fotobioreaktorima najveée probleme predstavljaju svjetlost, odnosno koji izvor

svjetlosti Kkoristiti (intenzitet, valna duljina), poveéanje efikasnosti konverzije svjetla, te kako
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osigurati zadovoljavaju¢u koncentraciju biomase stanica tijekom duzeg uzgoja. Uz prikladni izvor
svjetlosti i efikasno hidrodinami¢ko mijeSanje moguce je ostvariti visokoproduktivni fototrofni
kultivacijski sustav. U fotobioreaktorima se mijesanje osigurava upuhivanjem zraka ili nekog
odredenog plina. Najées¢i fotobioreaktori u uporabi su cijevni fotobioreaktori (horizontalni i
vertikalni — barbotiraju¢a kolona i air-lift bioreaktor) i fotobioreaktor s ravnim plo¢ama (Yen i
sur., 2019).

2.4.1.2. Bioreaktor s mijesalom

Uslijed neizbjeznih limitacija kod uporabe fotobioreaktora zbog pada svjetlosnog
intenziteta, kod povisenih koncentracija stanica, produkata ili nastanka biofilma na stijenkama
reaktora, uzgoj fakultativno fotosintetskih nesumpornih ljubiéastih bakterija se sve viSe istrazuje

u aerobnim uvjetima u mraku (Kanno i sur., 2018; Keppen i sur., 2013; Zeiger i Grammel, 2009).

Jedan od najkonvencionalnijih bioreaktora u kojem se mogu posti¢i uvjeti aerobnosti i
mraka je bioreaktor s mijeSalom, u kojem se prijenos mase i topline, rasprSivanje zraka u sitne
mjehurice i homogenizacija osiguravaju mijesalom uronjenim u vertikalnu posudu. U
bioprocesima se najéeSée upotrebljavaju turbinska, lopaticasta i propelerska mijesala koja
osiguravaju razlicite na¢ine strujanja tekucine unutar posude (aksijalno, radijalno i tangencijalno
strujanje), te se u bioreaktor postavljaju odbijaci kako bi se sprijecilo nastajanje vrtloga (Garcia-
Ochoa i sur., 2011). Osim adekvatnog mijesala, bioreaktor mora posjedovati i izmjenjiva¢ topline,
osjetila za mjerenje pH, temperature, koncentracije otopljenog kisika, te dovode kiselina 1 luZina,
sredstava protiv pjenjenja i inokuluma. Procesi u bioreaktoru s mijesalom se mogu voditi $arzno,

Sarzno s pritokom supstrata, polukontinuirano ili kontinuirano.

Bioreaktor s mijesalom ima brojne prednosti koje ukljucuju jednostavnost odrzavanja i
pranja, osiguravanje zadovoljavajucih uvjeta homogenizacije, jednostavnost provedbe scale-up
procesa, kontrola i pra¢enje procesa, dugogodi$nje iskustvo i §iroko poznavanje ovih bioreaktora
(Wang i Zhong, 2007).

Veliki nedostatak bioreaktora s mijesalom je to $to je energetski neucinkovit s obzirom na
utroSak energije za pokretanje mijeSala i energije za provedbu aeracije. Takoder problem stvara i

hidrodinamicki stres na stanice mikroorganizama, uzrokovan ubrzanim mijeSanjem za postizanje
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vecéeg prijenosa kisika u tekuéu fazu. Takav problem se moze ocitovati u promjeni morfologije

stanica, te smanjenju produktivnosti i rasta biomase (Garcia-Ochoa i sur., 2011).

Za uzgoj fotosintetskih mikroorganizama se takoder istrazuju fotobioreaktori s mijeSalima.
Takvi bioreaktori osiguravaju uspjesnije hidrodinamicko mijeSanje od uobicajenih fotobioreaktora
(Chang i sur., 2017; Singh i Sharma, 2012; Ogbonna i sur., 1999; Ogbonna i sur., 1996). Medutim
veliki problem je jo$ uvijek osigurati optimalni intenzitet, iskoriStenje i prodiranje svjetla u
bioreaktor. U Tablici 1. su usporedno prikazane karakteristike cijevnog fotobioreaktora i

fotobioreaktora s mijeSalom.

Tablica 1. Usporedba Kkarakteristika cijevnog fotobioreaktora i fotobioreaktora s
mijesalom (Zhu, 2015; Singh i Sharma, 2012; Garcia-Ochoa i sur., 2011; Ogbonna i sur., 1996)

karakteristike cijevni fotobioreaktor s
fotobioreaktor mMijeSalom
prijenos mase srednji Visok
mijesanje aeracija mijesalo/aeracija
stres na stanice uzrokovan silama smicanja slab visok
utrosak energije nizak visok
potencijal za scale up osredniji visok
jednostavnost ¢is¢enja otezano osrednje
Posvietijenje/ V visoki niski
aeracija zadovoljavajuca zadovoljavajuca
kontrola parametara uzgoja otezana precizna
limitirajuéi faktor svjetlost svjetlost
mogucnost uzgoja nefotosintetskih vrsta ne da
cijena konstrukcije i odrzavanja niska srednja
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2.4.2. Usporedba uzgoja na svjetlu i u mraku

Aerobno u mraku, ljubi¢aste nesumporne bakterije rastu kao kemoheterotrofi stani¢cnom
respiracijom. Kada kisik postane limitiraju¢i faktor, te se intenzitet svjetlosti pojaca, ovi
fakultativno fotosintetski mikroorganizmi poc€inju sintetizirati slozeni sustav intracitoplazmatskih
membrana za prikupljanje svjetlosti. Pri takvim se uvjetima njihov metabolizam mijenja u
fotoheterotrofni (s organskim supstratima kao izvorima ugljika i elektrona) ili fotoautotrofni (s
CO2 i anorganskim elektron donorom poput vodika). Takoder, u anaerobnim uvjetima bez
prisutstva svjetlosti mogu rasti anaerobnom respiracijom (Hadicke i sur., 2011).

U radu Keppen i sur. (2013) prikazano je da bakterija Rhodobacter spheroides ima 50%
manji rast biomase u aerobnim uvjetima u mraku u odnosu na aerobni rast na svjetlu, dok je sinteza
bakterioklorofila bila nesto ve¢a u mraku nego na svjetlu. Sli¢na situacija je i kod Rhodobaca
bogoriensis gdje je koncentracija biomase za otprilike 25% manja u mraku pri aerobnim uvjetima
od koncentracije biomase dobivene uz izvor svjetlosti, a koncentracija bakterioklorofila veca za
oko 15% u mraku od one na svjetlu. U radu je prikazana i aktivnost enzima specifi¢nih za citratni
ciklus, te je ustanovljeno da je enzima citratnog ciklusa vise kada ne postoji izvor svjetlosti. Pri
anaerobnim uvjetima na svjetlu, organske tvari se oksidiraju u citratnom ciklusu i sluze kao izvori
ugljika i kao donori elektrona za biosintetske puteve unutar stanice, a ATP se sintetizira
fotofosforilacijom. Pri aerobnim uvjetima u mraku, citratni ciklus takoder ima bioenergetsku
funkciju. ATP se u mraku preteZzno dobiva preko oksidativne fosforilacije u respiratornom lancu
prijenosa elektrona. Kao donori elektrona za respiratorni lanac se koriste NADH+ molekule
dobivene u citratnom ciklusu (Keppen i sur., 2013).

Provedeno je i odredivanje apsorbancije kultura uzgajanih u mraku i na svjetlu te razlika u
zabiljezenim pikovima. Kultura koja je bila uzgajana anaerobno na svjetlu je sadrzavala
bakterioklorofil a s apsorpcijskim maksimumima 376, 590, 804, i 860nm, karotenoide i sferoidene
S pikovima na 447 i 510 nm. Kultura koja je uzgajana aerobno na svjetlu i u mraku takoder ima
karakteristicne pikove bakterioklorofila pri 804 i 860 nm, medutim ne pokazuje pikove
karotenoida. Time se pokazuje da je biosinteza karotenoida osjetljivija na promjenu uvjeta izvora
svjetlosti (Lin i sur., 2014).
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2.4.3. Usporedba anaerobnog i aerobnog nacina uzgoja nesumpornih ljubicastih bakterija

Ljubicaste nesumporne bakterije imaju sposobnost rasta pri anaerobnim uvjetima na
svjetlu ili u mraku ili mogu dobivati energiju za rast aerobnom respiracijom. Pri anaerobnim
uvjetima na svjetlu posjeduju intracitoplazmatski membranski sustav koji sac¢injava fotosintetski
aparat i posjeduju strukturne komponente potrebne za prikupljanje svjetlosti, posljedicni transport
elektrona i transdukciju energije (Hui i sur., 2015; Roh i sur., 2004).

Pri aerobnim uvjetima, sinteza takvog sustava je inhibirana, a geni za sintezu
bakterioklorifila su reprimirani prisutstvom Kisika i svjetla (Keppen i sur., 2013). U radu Keppen
i sur. (2013) je ustanovljeno da je koncentracija bakterioklorofila u anaerobnim uvjetima na svjetlu
kod bakterije Rodobacter spheroides otprilike 10 puta veéa od koncentracije bakterioklorofila u
aerobnim uvjetima na svjetlu, isti rezultati su dobiveni i s vrstom Rhodobaca bogoriensis gdje je
takoder koncentracija bakterioklorofila bila ve¢a 10 puta veca pri anaerobnim uvjetima. U istom
radu je odredivana i koncentracija biomase navedenih bakterija pri istim uvjetima, te je
ustanovljeno da je i koncentracija za polovinu vecéa pri anaecrobnim uvjetima kod Rba. spheroides,
te za sedminu kod Rba. bogoriensis. Arai i sur. su 2008. godine, proucavaju¢i promjenu u
transkriptomu bakterije Rhodobacter spheroides prilikom tranzicije metabolizma s anaerobne
fotosinteze na aerobnu respiraciju, dokazali da je ekspresija gena za sintezu organela
fotosintetskog sustava i gena za sintezu bakterioklorofila i karotenoida istoga trena zaustavljena

kada su stanice dosle u doticaj s kisikom.

Jedna od evolucijskih prednosti koje su razvile ljubi¢aste nesumporne bakterije jest sinteza
karotenoida u svrhu zastite fotosintetskog aparata od utjecaja svjetlosti i kisika. Slouf i sur. (2012)
su tu karakteristiku istrazili na bakteriji Rhodobacter spheroides, te su pokazali da se sinteza
sferoidena, kao glavnog karotenoida, odvija u anaerobnim uvjetima, no u trenutku kada bakterija
dode u doticaj s kisikom, enzim sferoiden monooksigenaza katalizira reakciju ugradnje keto-
skupine pritom formirajuci sferoidenon. Ucinak ove reakcije se ocituje u povecanju konjugiranosti
molekule karotenoida, pritom smanjujuci energiju najnizeg stanja tripleta kako bi mogao efikasnije

vezati slobodne radikale kisika — singleta kisika (*Oy) i/ili tripleta bakterioklorofila a.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Radni mikroorganizmi u ovom istrazivanju su bile nesumporne ljubicaste bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340 iz zbirke
mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i

tehnologiju slada i piva.

3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

Za uzgoj nesumpornih ljubiCastih bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i
Rhodobacter azotoformans JCM 9340 koristene su kemijski definirane i kompleksne hranjive
podloge (hidrolizati lignoceluloznih sirovina — sijena), dobivene tretmanom slabom kiselinom u
visokotlatnom reaktoru pri 180°C uz vrijeme zadrzavanja od 5 min. Za uzgoj inokuluma u
tikvicama je koristena kemijski definirana hranjiva podloga. Sastav soli, faktora rasta te izvora
dusika za kemijski definirane podloge prikazan je u Tablici 2. Izvori ugljika koriSteni u ovom radu
navedeni su u Tablici 3. Sastav poznatih sastojaka hranjive podloge dobivene predobradom sijena
koriStene tijekom uzgoja nesumporne ljubicaste bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781
prikazan je u Tablici 4. Predobrade lignoceluloznih sirovina i dobivanje hidrolizata su odradeni u
sklopu drugog rada, te se u ovom radu nece opisivati. Hidrolizati su dobiveni tijekom istrazivanja
na projektu "OdrZiva proizvodnja biokemikalija iz sekundarnih lignoceluloznih sirovina " (HRZZ-
9717) 1 koriSteni su kao hranjiva podloga za istraZivanje rasta i sinteze pigmenata tijekom uzgoja
nesumporne ljubiéaste bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s mijeSalom pri

aerobnim uvjetima u mraku.
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Tablica 2. Sastav soli, faktora rasta te izvora dusika u kemijski definiranim hranjivim podlogama
za uzgoj nesumpornih ljubi¢astih bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i

Rhodobacter azotoformans JCM 9340

kemikalija kemijska v [g L] Cistoca proizvodag
formula
kvascev ekstrakt - 1.5 za upotrebuu  Merck KGaA
biotehnologiji
natrijev glutamat CsHgNOsNa 3 >99% Sigma
diamonijev fosfat (NH4)2HPO4 4 >99% Zorka
diamonijev sulfat (NH4)2S04 0,8 >99% Zorka
kalijev dihidrogen KH2PO4 0,5 >99% Kemika
fosfat
dikalijev fosfat K2HPO4 0,5 >98% Kemika
magenzijev sulfat MgSOQOs - 7 H20 0,2 >98% Kemika
heptahidrat
kalcijev klorid CaClz- 2 H.0 0,053 >99% Kemika
manganov sulfat MnSOQO4 - 7 H20 1,2:10°3 >99% Kemika
tiamin klorid - 103 / Sigma
nikotinska kiselina - 103 / Sigma
cijanokobalamin - 10 / Sigma
biotin - 10° / Sigma

Tablica 3. lzvori ugljika u kemijski definiranim hranjivim podlogama za uzgoj nesumpornih

ljubicastih bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans JCM

9340
Rhodobacter azotoformans Rhoduvulum adriaticum
JCM 9340 DSM 2781
izvori ugljika v [g L] izvori ugljika v [g L] proizvodag
(Cistoca)
malat(inokulum) 5 malat(inokulum) 5 Acros Organics
(>99%)
glukoza 15 glukoza 15 Sigma ( >99%)
ksiloza 15 ksiloza 15 Sigma (>99%)
~ glukoza+ksiloza 10+10  Sigma (>99%)

24



Tablica 4. Sastav hranjive podloge koja je sadrzavala hidrolizat slame nakon Kkiselinskog

pretretmana za uzgoj nesumporne ljubicaste bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781

tvar v [g L]
kvasdev esktrakt 15
glukoza 2,91
ksiloza 8,12
arabinoza 0,865

Ostale kemikalije uporabljene u izradi eksperimentalnog dijela:

Aceton (Kemika, 99,5%), etanol (GRAM-MOL d.o.0., 96%), natrijev hidroksid (T.T.T.
d.o.o., 98%)

3.1.3. Uredaji i pribor

3.1.3.1. Bioreaktor s mijesalom

Za proces Sarznog uzgoja nesumpornih ljubicastih bakterija koriSten je laboratorijski
bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) izraden od
nehrdajudeg ¢elika ukupnog volumena 30 L. Maksimalna brzina rotacije mijesala je 3000 min™.
Mijesalo pokreée elektromotor snage 0,9 kW. MijeSalo se sastoji od tri turbine koje se mogu
postaviti na razli¢ite udaljenosti od podnice reaktora. Svaka turbina ima po 6 ravnih lopatica.
Bioreaktor je opremljen kontrolnom jedinicom s ugradenim sustavom za mjerenje i pracenje
osnovnih parametara procesa: temperatura, pH, brzina okretaja mijeSala, te parcijalni tlak kisika u
reaktoru. Hranjiva podloga se sterilizira zajedno s bioreaktorom pomocu indirektne vodene pare
preko dvostrukog plasta. Bioreaktor ima izlaz za izuzimanje uzoraka koji se moze sterilizirati

parom, kao i in situ sterilizabilan izlaz za praznjenje reaktora (Kostelac, 2016). Na Slici 4. je

prikazan bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus koji se koristio za sve provedene uzgoje bakterija.

25



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

3.1.3.2. Spektrofotometar

Spektrofotometar Cary 100, UV-VIS; Agilent Technologies je koristen tijekom ovog
istrazivanja za odredivanje apsorbancije uzoraka izdvojenih tijekom SarzZnog uzgoja bakterija u
laboratorijskom bioreaktoru. Izuzete suspenzije su homogenizirane i prebacene u staklene kivete
promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka). Opticka gusto¢a 0. razrjedenja
suspenzije bakterijske biomase odredena je pri valnoj duljini (A) od 660 nm. Pomocu
spektrofotometra su snimani i apsorpcijski spektri ekstrahiranih pigmenata tijekom uzgoja u
rasponu valnih duljina od 450 do 900 nm. Tijekom odredivanja apsorpcijskog spektra ekstrahiranih

pigmenata koristile su se kvarcne kivete (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka) promjera 10 mm.

3.1.3.3. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra djelotvornosti (UPLC)

Odredivanje koncentracije supstrata u uzorcima provedeno je na tekucinskom

kromatografu ultra djelotvornosti UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity Il (Santa Clara, SAD)
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sustavom. UPLC uredaj je opremljen: crpkom (G7104A 1290 Flexible Pump) i otplinjaem,
injektorom (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nicom, analitiCkom kolonom (Rezex ROA-Organic
Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektorom
indeksa loma (G7162A 1260 RID), modulom za kontrolu sustava (SCL-10Avp) i ra¢unalnim
programom za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza koristena je 0,0025 M otopina
sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10 pL, a protok mobilne faze 1 mL

mint,

3.1.3.4. Centrifuga

Bakterijska biomasa je iz suspenzije izdvajana pomocu centrifuge Harrier 18/80, Sanyo
(Velika Britanija) pri broju okretaja od 8000 o min * tijekom 10 min, a za pripremu uzoraka za
UPLC, odnosno za izdvajanje istalozenih proteina iz supernatanta, koriStena je centrifuga

Beckman, Model J-21B pri broju okretaja od 10000 o min tijekom 15 min.

3.1.3.5. Ostali uredaji i oprema

e analiti¢ka vaga ,,Shimadzu“, AX-200 W/O AC ECTA (Shimadzu, Kyoto, Japan)

o tehnitka vaga ,,Tehtnica” ET-1211 (Zelezniki d.o.o., Zelezniki, Slovenija)

o autoklav (,,Sutjeska”, Beograd, Jugoslavija)

e suSionik ,,Instrumentaria” ST-50 (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

o staklena sisaljka na vodeni mlaz s gumenim vakuum crijevom

e stakleno 1 plasticno posude, plamenici, vorteks mijeSalica, hladnjaci 1 zamrziva¢ za

¢uvanje uzoraka na temperaturi -20°C
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3.2.  Metode rada

3.2.1. Priprema inokuluma za uzgoj bakterija u laboratorijskom bioreaktoru s mijesalom

Za uzgoj inokuluma bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 koristila se kemijski definirana podloga s malatom kao izvorom ugljika.
Uzgoj inokuluma se provodio u tikvicama s brusenim ¢epom. Ukupni volumen inokuluma je
iznosio 0,6 L. Podloga se pripremala tako da je dodana izraCunata masa svakog pojedinog sastojka
iz Tablice 2., malat kao izvor ugljika u koncentraciji od 5 g L™, a natrijev glutamat kao izvor dusika
u koncentraciji 3 g L, te se dopunilo demineraliziranom vodom. Takva pripremljena podloga se
neutralizirala dodatkom 3 M otopine natrijevog hidroksida do pH 6,8 — 7. Podloga se zatim
sterilizira u autoklavu 20 minuta tijekom 121°C, te se poslije sterilizacije preko filtera u podlogu
dodaje 1 mL otopine vitamina i 1 mL otopine elemenata u tragovima. Biomasa nesumpornih

ljubicastih bakterija se uzgajala tijekom 7 dana pri 28°C 1 2000 lux.

3.2.2. Priprema kemijski definiranih hranjivih podloga za Sarzni uzgoj bakterija u

laboratorijskom bioreaktoru

Kemijski definirane hranjive podloge za uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom su se pripremale
tako da se u volumenu od 4 L demineralizirane vode pomije$a odvagana masa sastojaka navedenih
u Tablici 2., te se dodaju odgovarajuci izvori ugljika i dusika. Prvi uzgoj u bioreaktoru se provodio
s Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uz glukozu kao izvor ugljika u koncentraciji 15 g L™, drugi
uzgoj je proveden uz iste uvjete, no uz ksilozu kao izvor ugljika, takoder u koncentraciji 15 g L.
Kod tre¢eg uzgoja s istom bakterijom istrazivan je utjecaj prisutnosti dvije vrste izvora ugljika,
glukoze i ksiloze, u istim koncentracijama — 10 g L. Kod prva dva uzgoja Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 na glukozi i ksilozi zasebno koristio se natrijev glutamat kao izvor dusika
u koncentraciji 3 g L™, a tijekom uzgoja na dva izvora ugljika — glukozi i ksilozi, koristio se

diamonijev fosfat kao izvor dusika u koncentraciji 4 g L.

Uzgoj nesumporne ljubicaste bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 provodio se
dva puta na kemijski definiranim. Sastav hranjivih podloga je bio isti, naveden u Tablici 2., s

glukozom kao izvorom ugljika u koncentraciji 15 g L™ u prvom uzgoju, te ksilozom u istoj
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koncentraciji od 15 g L™ tijekom drugog uzgoja. Kao izvor dusika koristio se natrijev glutamat u
koncentraciji 3 g L. Nakon mije3anja svih sastojaka iz Tablice 2., pripremljene podloge su se
neutralizirale dodatkom natrijevog hidroksida do pH 6,8 - 7. Hranjiva podloga se prije svakog
uzgoja sterilizirala u bioreaktoru indirektno vodenom parom pri 121°C / 20min preko dvostrukog
plasta jedan dan prije provodenja uzgoja. Prije inokuliranja hranjive podloge dodano je 100 mL

otopine vitamina i elemenata u tragovima.

3.2.3. Priprema kompleksne hranjive podloge za $arzni uzgoj Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 u laboratorijskom bioreaktoru

U sklopu istrazivanja na projektu "Odrziva proizvodnja biokemikalija iz sekundarnih
lignoceluloznih sirovina " (HRZZ-9717) provodila se predobrada sijena slabom kiselinom (0,5%
H>SO4) u visokotlatnom reaktoru pri 180°C uz vrijeme zadrzavanja 5 min. Volumen tako
dobivene kompleksne podloge je bio 4,2 L, te je u ovom istrazivanju koriStena za uzgoj bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s mijeSalom. Prethodno je potrebno provesti
adsorpciju aktivnim ugljenom. Adsorpcijom ¢e se izdvojiti tvari koje uzrokuju zamucenje podloge
ali i inhibitorski spojevi, kao §to su furfurali, hidroksimetil furfurali, te aromatski spojevi, koji bi

mogli utjecati na kinetiku rasta testiranog soja ljubi¢aste nesumporne bakterije.

Tretman aktivnim ugljenom se provodi tako da se u odredeni volumen podloge doda 20 g
L* aktivnog ugljena i mijesa na magnetnoj mijesalici sat vremena kako bi se osigurala maksimalna
kontaktna povrSina izmedu aktivnog ugljena i tvari hranjive podloge. Nakon toga se otopina filtrira
pomocu vakuum filtracije. Uslijed zaostatka zamucenja u podlozi, podloga se centrifugirala kako
bi se postiglo maksimalno izbistrenje (8000 o/min, 15 min). Nakon odvajanja supernatanta,
dobiveni volumen podloge je bio neSto manji od 4 L te se nadopunio do 4 L demineraliziranom

vodom. U takvu podlogu su dodane preostale tvari iz Tablice 4., te je podlogom napunjen reaktor.
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3.2.4. Sarzni uzgoj bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum

adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s mijeSalom i hadzor procesa

3.2.4.1. Uzgoj bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340

Za uzgoj bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 koristene su kemijski definirane
podloge ¢iji su sastavi prikazani u Tablicama 2. i 3., te su se podloge pripremale na nacin opisan
u potpoglavlju 3.2.2. Korisni volumen bioreaktora je bio 4 L za oba uzgoja bakterije. Prije samog
uzgoja hranjiva podloga se sterilizirala indirektno u bioreaktoru na 121°C tijekom 20 minuta.
Nakon hladenja podloge na radnu temperaturu od 28°C bioreaktor je inokuliran s 15% (vol/vol)
bakterijske kulture. Kao izvor ugljika u prvom uzgoju je koristena glukoza, a za drugi uzgoj
ksiloza. Uzgoj se provodio u aerobnim uvjetima, te se aeracija vrsila tako da je zasi¢enje hranjive

podloge kisikom (pOz) iznosilo 75 — 95%.

pH hranjive podloge tijekom uzgoja je bio 7 (x0,05), a moguce oscilacije u pH vrijednosti
su korigirane s 3 M NaOH i 3 M H2SOg4. Tijekom Sarznog uzgoja bakterija uzorkovalo se svakih
sat vremena za odredivanje koncentracije biomase i supstrata, te svaka dva sata za odredivanje

koli¢ine sintetiziranih pigmenata. Ukupno vrijeme trajanja svakog uzgoja je bilo 12 sati.

Svaki uzorak volumena 10 mL se analizirao spektrofotometrijski odmah nakon izuzimanja,
te se svakih dva sata spektrofotometrijski odredivala koli¢ina prisutnih pigmenata nakon

ekstrakcije.

3.2.4.2. Uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781

Uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 se provodio Cetiri puta, tri puta na
kemijski difiniranim podlogama i zadnji, cetvrti, uzgoj na kompleksnoj hranjivoj podlozi
dobivenoj kiselinskom hidrolizom sijena. Sastavi podloga su prikazani u Tablicama 2., 3. i 4., te
su se kemijski definirane podloge pripremale postupkom opisanim u potpoglavlju 3.2.2., dok se
kompleksna podloga za uzgoj pripremila na nacin opisan u potpoglavlju 3.2.3. Kao i kod uzgoja
bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 hranjiva podloga je sterilizirana u bioreaktoru
indirektno vodenom parom pri 121°C tijekom 20 minuta. Radni volumen bioreaktora je bio 4 L za

svaki uzgoj. Nakon hladenja podloge na 28°C bioreaktor je inokuliran s 15 % v/v bakterijske
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kulture prethodno uzgojene u Erlenmayerovim tikvicama pri 28°C i intenzitetom svjetlosti od 2000

lux.

Uzgoj se provodio u aerobnim uvjetima, te se aeracija vrsila tako da je zasi¢enje hranjive
podloge kisikom (pO2) iznosilo 75 — 95%. Tijekom uzgoja bakterija, pH je bio 7 (£0,05), te je
odrzavan na toj vrijednosti pomo¢u 3 M NaOH i 3 M H2SOs. Tijek Sarznog uzgoja je pracen
procesom uzorkovanja svakih sat vremena za odredivanje koncentracije biomase i1 supstrata, te
svaka dva sata za odredivanje koli¢ine sintetiziranih pigmenata. Svaki uzgoj bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 je trajao 24 h. Volumeni uzoraka su bili 10 mL. Koncentracija biomase je
odredivana spektrofotometrijski i gravimetrijski, a koli¢ina pigmenata se odredivala

spektrofotometrijski nakon ekstrakcije.

3.2.5. Analiti¢ke metode

Tijekom uzgoja bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 u bioreaktoru s mijeSalom praceni su ovi pokazatelji rasta: opticka gustoca hranjive
podloge, gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase bakterija, UPLC odredivanje
koncentracije izvora wugljika, spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine pigmenata u
apsorpcijskom spektru od 450 do 900 nm.

3.2.5.1. Odredivanje opticke gustoce uzoraka izuzetih tijekom sarznog uzgoja bakterije

Opticka gusto¢a uzoraka se odredivala mjere¢i apsorbanciju homogeniziranog uzorka
izuzetog svakih sat vremena pomocu spektrofotometra pri 660 nm u staklenoj kiveti. Takoder se
napravio tzv ,scan“ uzorka u podruc¢ju od 450 do 900 nm, radi odredivanja apsorpcijskih

minimuma i maksimuma za biomasu i pigmente ljubicastih nesumpornih bakterija.

3.2.5.2. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase bakterija

U prethodno osuSene i izvagane kivete za centrifugiranje otpipetirano je 10 mL uzetog

uzorka, a zatim se uzorak centrifugira 10 minuta tijekom 8000 min. Supernatant se odvoji od
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taloga, te se talog bakterijske biomase susi u susioniku na 75°C do konstantne mase. Ohladene
kivete vagane su na analitickoj vagi. Koncentracija suhe tvari biomase se raCuna prema ovoj

jednadzbi:

My, — mpk
Vuz

X = [gL7]

Mok - masa osusene kivete s biomasom,
Mpk - Masa prazne suhe Kivete,

Vuz - volumen uzorka

3.2.5.3. UPLC odredivanje koncentracije izvora ugljika u hranjivoj podlozi

UPLC metodom analizirani su uzorci izuzimani tijekom procesa uzgoja nesumpornih
ljubicastih bakterija u bioreaktoru s mijeSalom. Prethodno pripremanju uzorka za UPLC, bilo je
potrebno uzorke jos jednom centrifugirati pri 8000 min tijekom 10 minuta kako nebi doglo do
pojave naknadnog zamucenja. Nakon toga, supernatant je u omjeru 1:1 (vol/vol) pomijesan s 10
% - tnom otopinom ZnSO4 X 7 H20 kako bi se istalozili proteini. Talozenje se provodilo 10 minuta,
a zatim su se istaloZeni proteini uklonili ponovnim centrifugiranjem na 10000 min/ 15 min. Na
kraju je supernatant filtriran u staklenu vijalu kroz filter za $price veli¢ine pora 0,20 um (Sartorius),
te su pripremljeni uzorci podvrgnuti UPLC analizi. Kao mobilna faza tijekom analize koriStena je
otopina sumporne kiseline u vodi (0,0025 M) s protokom 0,6 mL min, temperatura peénice je
iznosila 60°C, a temperatura RID detektora 40°C, tlak u koloni 40 bara, a injektirano je po 10 puL
uzorka uz brzinu protoka mobilne faze od 0,6 mL min*. U Prilogu 7.1. nalaze se jednadzbe

bazdarnih dijagrama preko kojih su izracunate koncentracije Secera u analiziranim uzorcima.

3.2.5.4. Ekstrakcija ukupnih pigmenata i odredivanje bakterioklorofila a

Za odredivanje koncentracije sintetiziranih pigmenata, svaka dva sata je izuziman uzorak
od 10 mL, te je centrifugiran 15 min pri 8000 min™, a supernatant je izdvojen. Za ekstrakciju
pigmenata je koriStena smjesa otapala, acetona i etanola u omjeru 7:2 (vol/vol) koja je dodana u

istalozenu bakterijsku biomasu nakon izdvajanja supernatanta. Zatim je dodano 4 g staklenih
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kuglica koje ¢e povecati slobodnu povrsSinu biomase, te se uzorak podvrgava intezivnom mjeSanju
2 min nakon ¢ega se uzorak hladi u ledu pri 0°C 2 min. Ovaj postupak intezivnhog mjeSanja te
hladenja se ponavlja tri puta. Zbog osjetljivosti ekstrahiranih pigmenata te bakterioklorofila,
postupak ekstrakcije se provodi u mraku kako ne bi doslo do degradacije pigmenata. Nakon toga
uzorak se centrifugira 10 min pri 8000 min, oko 4 mL supernatanta se stavi u kvarcnu kivetu te
se skenira u podruc¢ju od 450 do 900 nm za odredivanje maksimuma i minimuma apsorbancije

ekstrahiranih pigmenata.

Koncentracija bakterioklorofila se racunala po sljede¢oj formuli za ekstrakcije primjenom

smjese otapala etanol/aceton prema Ritchie, (2018):

P=0,348209 x (As4s—As50)—0,16583 x (Ases—Asgs0) + 12,11114 x (A775—Asso) [mg L™]

3.2.6. Odredivanje specificne potros$nje kisika bakterija Rhodovulum adriaticum DSM
2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340

Tijekom uzgajanja bakterija u bioreaktoru s mijeSalom provodilo se i odredivanje
specificne brzine potroSnje kisika (q) tijekom petog i desetog sata uzgoja. Odredivanje se
provodilo direktnom metodom gdje se u reaktoru prekinula dobava zraka, te se zapisivala
vrijednost postotka zasi¢enja podloge kisikom svakih 5 sekundi. Za vrijeme prekida aeracije
koncentracija otopljenog kisika ne smije pasti ispod kriti¢ne vrijednosti jer tada specifi¢na brzina
respiracije (q) prestaje biti konstantna. Vrijednost specifi¢ne potroS$nje kisika opisuje jednadzba

kojom se izrazava promjena koncentracije otopljenog kisika tijekom mikrobnog procesa:

dcC
—=Ka (G-C)—q-X

t—vrijeme

CL — koncentracija otopljenog kisika u podlozi (mol ili g O2 m)
Cs — koncentracija zasi¢enja podloge kisikom (mol ili g O, m™3)

( — specifiéna brzina potro$nje kisika (mol ili g O2 h'* gt biomase)

X — koncentracija biomase (g L)
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Prvi ¢lan u jednadZzbi opisuje dobavu (prijenos) kisika iz zraka u podlogu, a drugi potro$nju
kisika koju provode mikrobne stanice. Potro$nja kisika u sustavu (-qX) se moze Ssmatrati

konstantnom tijekom prekida aeracije, te dobivamo linearnu ovisnost na grafu. Iz jednadzbe tog
dobivenog pravca prema jednadzbi: % = —q - X odredujemo q prema vrijednosti koncentracije

biomase u tom satu uzgoja.

3.2.7. Pokazatelji uspjesnosti uzgoja bakterija

Prinos biomase (Yx) predstavlja razliku koncentracije biomase na kraju uzgoja i

koncentracije biomase na pocetku uzgoja:

Vo=X-X, [gL7]
Potrosnja supstrata (AS) predstavlja razliku pocetne koncentracije supustrata i

koncentracije supstrata na kraju uzgoja:

AS=5,—S [gLY
Koeficijent Yx/s predstavlja masu prirasle biomase tijekom uzgoja mikroorganizma po

masi utroSenog supstrata, a izraunava se prema ovoj ovisnosti:

X—Xo
So-S

Yy/s = [997]

gdje je X - koncentracija suhe tvari biomase na kraju uzgoja, Xo - koncentracija suhe tvari biomase

na pocetku uzgoja, S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja i So - koncentracija supstrata na

pocetku uzgoja.

Produktivnost uzgoja bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter
azotoformans JCM 9340 predstavlja vrijednost koncentracija suhe tvari prirasle bakterijske

biomase u jedinici vremena, a izracunava se prema ovoj jednadzbi:

Pr="2 [gLthY

gdje je ty — vrijeme trajanja uzgoja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju su prikazani i opisani rezultati Sarznog uzgoja nesumpornih ljubicastih
bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na kemijski
definiranim i kemijski kompleksnim hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima ugljika. Uzgojem
na kemijski definiranim podlogama htjela se ispitati kinetika rasta i potroSnja supstrata kako bi se
uvidjela potencijalna moguénost uzgoja na obradenim lignoceluloznim sirovinama — kompleksnoj
podlozi koja od ugljikohidrata veéinski sadrzi glukozu i ksilozu. Ispitivao se i potencijal bakterija
za sintezu pigmenata tijekom SarZznog uzgoja pri acrobnim uvjetima bez izvora svjetlosti, te

sposobnost stanicne respiracije odredujuci specificnu brzinu potrosnje kisika.

U prvom potpoglavlju 4.1. se ispitivao rast nesumpornih ljubicastih bakterija Rhodobacter
azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na glukozi kao izvoru ugljika. U
ovom poglavlju ¢e se uvidjeti aspekti uzgoja u uvjetima prisutstva jedne vrste ugljikohidrata, bez
izvora svjetlosti i u prisutnosti kisika kao krajnjeg akceptora elektrona.

Potom se u drugom potpoglavlju 4.2. ispitivao rast navedenih bakterija na ksilozi kao
izvoru ugljika. Uslijed slabijeg rasta Rhodobacter azotoformans JCM 9340 na glukozi i ksilozi
kao zasebnim izvorima ugljika, na dalje se ispitivao samo rast Rhodovulum adriaticum DSM 2781

uz prisutnost dvije vrste supstrata, glukoze i ksiloze, te je taj uzgoj opisan u potpoglavlju 4.3.

U konacnici se proveo i uzgoj nesumporne ljubicaste bakterije Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 u kompleksnoj podlozi dobivenoj kiselinskom predobradom sijena koji je takoder
opisan u potpoglavlju 4.3. Time se htio ispitati rast i sinteza pigmenata ovog soja uz izvore ugljika
koji potjecu iz hidrolizirane lignocelulozne sirovine. Sposobnost ove bakterije da raste u
podlogama koje su dobivene predobradom lignoceluloznih sirovina pruza razne moguénosti za
provodenje ekoloski i ekonomski isplativijih bioprocesa s nesumpornim ljubicastim bakterijama,
te sama primjena tih bakterija u biorafinerijama i postrojenjima koja koriste lignoceluloznu

biomasu za proizvodnju raznih komercijalno vrijednih proizvoda.
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4.1. Uzgoj ljubicastih nesumpornih bakterija Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s
mijeSalom na podlogama s glukozom kao izvorom ugljika aerobno u
mraku

U ovom poglavlju bit ¢e opisani rezultati dva uzgoja, Sarzni uzgoj bakterije Rhodobacter
azotoformans JCM 9340 na glukozi kao izvoru ugljika, te uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 na glukozi. Usporedit ¢e se rast tih dvaju mikroorganizama, potro$nja supstrata,
potrosnja kisika, te sinteza pigmenata, ¢ime ¢e se uvidjeti njihova sposobnost prilagodbe uvjetima
u bioreaktoru. Procesni parametri oba uzgoja su isti, temperatura je 28°C, pH = 7, protok zraka je

iznosio 2,5 L min, a brzina okretaja mijesala 450 min™.

Ovim eksperimentom je ispitivana kinetika rasta i potro$nje supstrata bakterija uz glukozu
kao jedini izvor ugljika u podlozi u prisutnosti kisika bez izvora svjetlosti, ¢ime bi se njihov
metabolizam u ovom slu¢aju okarakterizirao kao kemoheterotrofni, odnosno bakterije energiju
dobivaju stanicnom respiracijom (Hédicke 1 sur., 2011). Ukupno vrijeme trajanja uzgoja je bilo
24 sata kod bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, dok je uzgoj Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 trajao 12 h. Uzorci su se uzimali tijekom prvih 12 sati svakih sat vremena, te sljedeci

dan se zadnji put uzorkovalo na kraju 24. sata uzgoja.
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Slika 5. Potrosnja supstrata (0O0), promjena koncentracije biomase (O) i promjena koncentracije

pigmenata (A) bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 tijekom uzgoja na glukozi
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Tijek uzgoja bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 je vidljiv na Slici 5. gdje su
prikazane vrijednosti potro$nje supstrata, promjena masene koncentracije biomase i promjena
masene koncentracije pigmenata tijekom 12 sati uzgoja. Prirast biomase bakterije je u 12 sati
uzgoja iznosio 1,531 g L. Ukupna potro$nja glukoze tijekom 12 sati uzgoja je iznosila 5,210 g L~
1. Maksimalna brzina potro$nje supstrata je bila u zadnjem satu uzgoja, te je iznosila 0,884 g L,
dok je maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase bila izmedu 3. i 11. sata uzgoja i iznosi 0,143
h™. Produktivnost $arznog uzgoja bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 iznosi 0,128 g

Lt h'?. Svi navedeni pokazatelji uspjesnosti se mogu vidjeti i u Tablici 5.

Proces uzgoja bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 je morao biti prekinut nakon
12 sati uslijed intenzivnog pjenjenja podloge, te se nije mogao provesti do 24. sata uzgoja. Jedan
od razloga pjenjenja podloge su egzopolisaharidi koje izlu¢uju ljubicaste bakterije kao povrSinske
adhezine uslijed prilagodbe na razlicite uvjete okoline. Takve povrSinski aktivne tvari im
omogucuju lakSe vezanje na bioticke 1 abioti¢ke tvari, odnosno lak§u medusobnu adheziju stanica
kulture i formaciju biofilma (Fritts i sur., 2017). Uz povrSinske adhezine koje izluCuju ove
bakterije, pjenjenju je doprinjela i sama aeracija, mijesanje, te izlu¢ivanje stani¢nih proteina uslijed

autolize stanica.

Pjenjenje uzrokuje smanjenje radnog volumena bioreaktora, izuzimanje stanica i
metabolita iz hranjive podloge, kontaminacije, te smanjenje prijenosa kisika iz plinovite u tekucu
fazu. Takoder se moZe dogoditi Steta na procesnoj opremi uslijed zacepljenja cjevovoda, filtera,

ventila, te oSteCenja mijeSala (Delvigne 1 Lecomte, 2010).

Za vrijeme uzgoja bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 odredivane su i
apsorbancije pigmenata u svakom parnom satu uzgoja koje su prikazane na Slici 8. Odredivana je
apsorbancija cijele podloge kako bi se iz podataka za apsorbanciju pri 660 nm mogla izracunati
koncentracija biomase u uzorcima te posljedi¢no za izratunavanje koncentracija bakterioklorofila
a prema formuli u poglavlju 3.2.5.4. Ekstrakcija ukupnih pigmenata i odredivanje bakterioklorofila
a. Odredivanjem koncentracije pigmenata, odnosno bakterioklorofila a se htjela uvidjeti
sposobnost adaptacije ovih bakterija datim uvjetima. S obzirom na ¢injenicu da je u mnogim
radovima dokazana inhibicija sinteze fotosintetskih membrana tijekom aerobnog uzgoja u mraku,
oc¢ekivao se slican ishod i u ovom slu¢aju (Hui i sur., 2015; Zeiger i Grammel, 2010; Roh i sur.,

2004). Koncentracija bakterioklorofila a je u nasem slucaju koristena i kao indikacija koncentracije
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ukupnih pigmenata, ali i kao indirektni pokazatelj koncentracije zivih nesumpornih ljubicastih
bakterija. Kao $to se mozZe vidjeti na Slici 5., koncentracija pigmenata u stanicama biomase
bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 varira tijekom uzgoja, a maksimalna odredena

koncetracija je u desetom satu, te iznosi 1,92 mg/L.
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Slika 6. Potrosnja supstrata (00), promjena koncentracije biomase (O) i promjena koncentracije

pigmenata (A) bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom uzgoja na glukozi

Kod Sarznog uzgoja nesumporne ljubicaste bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781,
prikazanog na Slici 6., u 24 sata doslo je do potrosnje 4,757 g L glukoze. Prinos biomase je
iznosio 3,405 g L, sto je dvostruko vece od prirasta biomase bakterije Rhodobacter azotoformans
JCM 9340. Medutim, u obzir se mora uzeti i Cinjenica da je uzgoj bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 trajao dvostruko duze. Koeficijent konverzije supstrata u biomasu 0,716 g
gl . Maksimalna brzina potro$nje supstrata je bila izmedu 11. i 12. sata uzgoja, te je iznosila 0,86
g L'* hl. Nakon drugog sata uzgoja koncentracija biomase linearno raste sve do 12. sata, te je u
tom periodu uzgoja vrijednost specifiéne brzine rasta bakterije 0,231 h™X. Time se moze zakljugiti
da je stacionarna faza otprilike trajala do 2. sata uzgoja, jer je bilo potrebno odredeno vrijeme
prilagodbe na uvjete u bioreaktoru. Produktivnost uzgoja u prvih 12 sati je iznosila 0,273 g L™ h-

1 §to je dvostruko vise od produktivnosti bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340, a
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produktivnost cjelokupnog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je 0,142 g L™

!, Svi navedeni pokazatelji uspjesnosti su prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Pokazatelji uspjesSnosti procesa Sarznog uzgoja bakterija Rhodovulum adriaticum DSM
2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340 u bioreaktoru s mijesalom na glukozi kao izvoru

ugljika

vrsta bakterije  Yx[gL'] 4S/[gL'] Yxis[gg'l] Priz[gL'h'] Pra[gL*th?]

Rhodobacter
azotoformans 1,531 5,210 0,294 0,128 -
JCM 9340
Rhodovulum
adriaticum 3,405 4,757 0,716 0,273 0,142
DSM 2781

Sto se ti¢e koncentracije pigmenata kod uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781, situacija je nesto drugacija s obzirom na uzgoj Rhodobacter azotoformans JCM 9340, te je
na Slici 6. vidljiv pad nakon 4. sata uzgoja. Ovakav ishod situacije bi se mogao objasniti
prisutstvom kisika koji regulira sintezu fotosintetskih pigmenata. Kod vecine nesumpornih
ljubicastih bakterija dolazi do represije gena za sintezu fotosintetskog aparata u prisutnosti kisika,
ova znacajka je steena evolucijski kako bi se sprije¢io nastanak toksi¢nog oblika bakterioklorofila
i kisika u uvjetima svjetla (Keppen i sur., 2013). U Cetvrtom satu uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 je izmjerena maksimalna koncentracija pigmenata, te iznosi 9,03 mg L, a
u nastavku uzgoja koncentracija pada. Pad koncetracije pigmenata bi se moglo objasniti

odumiranjem stanica biomase pri ¢emu dolazi do razgradnje pigmenata.

Na Slici 7. pod b) je prikazano spektrofotometrijsko odredivanje pigmenata nakon
ekstrakcije opisane u poglavlju 3.2.5.4. Odredivanje se provodilo svaka dva sata uzgoja, te se
mjerila apsorbancija u rasponu valnih duljina od 450 do 900 nm. Pod a) je prikazana ovisnost
apsorbancije biomase Rhodobacter azotoformans JCM 9340 o valnoj duljini, te se moze uociti
karakteristi¢an pik pri 770 nm koji prema literaturnim navodima (Ritchie, 2018; Lin i sur., 2014)
odgovara bakterioklorofilu a. Na Slici 7. pod b) su prikazane i vrijednosti apsorbancije u ovisnosti
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o0 valnoj duljini za bakteriju Rhodovulum adriaticum DSM 2781, te se i tu u svakom uzorku o¢ituju
apsorpcijski maksimumi bakterioklorofila a pri 770 nm.
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Slika 7. Spektrofotometrijsko odredivanje apsorbancije sintetiziranih pigmenata na glukozi kod a)

Rhodobacter azotoformans JCM 9340, b) Rhodovulum adriaticum DSM 2781
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Slika 8. Prikaz potro$nje kisika u 5. i 10. satu uzgoja bakterije: a) Rhodobacter azotoformans JCM
9340 i b) Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na glukozi
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Tijekom uzgoja bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 se u 5. 1 10. satu uzgoja odredivala specificna brzina potro$nje kisika metodom
opisanom u potpoglavlju 3.2.6., te su rezultati prikazani na Slici 8. Kod bakterije Rhodobacter
azotoformans JCM 9340 izracunata vrijednost specifi¢ne brzine potrosnje kisika (q) u 5. satu
iznosi 0,191 mg O./g biomase, a u 10. satu iznosi 0,217 mg O2/g biomase. lako se biomasa u 5 sati

uzgoja izmedu dva odredivanja dvostruko povecala, Sposobnost respiracije je porasla za 14%.

Za bakteriju Rhodovulum adriaticum DSM 2781 vrijednosti specifi¢ne brzine potro$nje
kisika su nesto ve¢e u odnosu na bakteriju Rhodobacter azotoformans JCM 9340 uslijed vecéeg
prirasta biomase. U 5. satu uzgoja vrijednost g iznosi 0,241 mg O/g biomase, a u 10. satu uzgoja
0,288 mg O./g biomase, sto je otpilike 20% vecéa vrijednost. Prirast koncentracije biomase
bakterije u tih 5 sati je iznosila 1,881 g L, odnosno koncentracija biomase se u tih 5 sati dvostruko

povecala.
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4.2.  Uzgoj ljubicastih nesumpornih bakterija Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s
mijesalom na podlogama s ksilozom kao izvorom ugljika aerobno u
mraku

U drugom dijelu eksperimenta se ispitivao rast bakterija Rhodobacter azotoformans JCM
9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na ksilozi kao jedinom izvoru ugljika u podlozi. Ksiloza
predstavlja ugljikohidrat koji je jedan od najzastupljenijih u hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina, te zajedno s glukozom ¢ini veéinski udio fermentabilnih Seera za uzgoj

mikroorganizama.

U nastavku ¢e biti prikazan rast bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i
Rhodovulum adriaticum DSM 2781, potro$nja supstrata, potro$nja kisika, te sinteza pigmenata uz
ksilozu kao izvor ugljika, ¢ime ¢e se uvidjeti njihova sposobnost prilagodbe uvjetima u
bioreaktoru. Procesni parametri oba uzgoja su isti kao i kod prethodnih uzgoja na glukozi,
temperatura je 28°C, pH = 7, protok zraka je iznosio 2,5 L min™, a brzina okretaja mijesala 450
mint. Ukupno vrijeme trajanja uzgoja je bilo 24 sata kod bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781, a kod Rhodobacter azotoformans JCM 9340 12 sati. Uzorci su se uzimali tijekom prvih 12

sati svakih sat vremena, te sljedec¢i dan se zadnji put uzorkovalo na kraju 24-tog sata uzgoja.
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Slika 9. Potrosnja supstrata (O0), promjena koncentracije biomase (O) i promjena koncentracije

pigmenata (A) bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 tijekom uzgoja na ksilozi
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Za vrijeme aerobnog Sarznog uzgoja nesumporne ljubicaste bakterije Rhodobacter
azotoformans JCM 9340 u mraku na podlozi s ksilozom, doslo je do potrosnje 1,11 g L* ksiloze.
Prirast biomase bakterije je u 12 sati uzgoja iznosio 0,85 g L™, a koeficijent konverzije supstrata
u biomasu 0,766 g g**. Maksimalna brzina potro$nje supstrata je bila izmedu Sestog i sedmog sata
uzgoja, te je iznosila 0,610 g L™, dok je maksimalna brzina rasta biomase bila izmedu 4. i 9. sata
uzgoja, te u tom vremenskom rasponu specifi¢na brzina rasta bakterije iznosi 0,14 h™. Tijekom
ovog uzgoja se takoder dogodilo zamucenje tijekom no¢i, stoga je ukupno vrijeme trajanja uzgoja

12 h. Produktivnost cijelog uzgoja iznosi 0,071 g L™t ht,

Na Slici 9. je vidljiv tijek procesa, te se na temelju rasta biomase stanica bakterije
Rhodobacter azotoformans JCM 9340 moze uociti prisutnost stacionarne faze do 4. sata uzgoja,
te podetak faze rasta, no ni u jednom trenutku ne dolazi do nekog znacajnijeg porasta biomase. Sto
je 1 océekivani rezultat s obzirom da je izvor ugljika ksiloza, koja predstavlja manje preferirani izvor
ugljika od glukoze, odnosno ve¢i rast biomase je bio manifestiran kod uzgoja na glukozi. Krivulja
sinteze pigmenata je slicna krivulji sinteze pigmenata tijekom uzgoja na glukozi, te se vidi
znacajan rast u prvih 6 sati uzgoja, potom pad i ponovni rast koncentracije. Maksimalni prirast
pigmenta kod Rhodobacter azotoformans JCM 9340 se dogodio izmedu 4. i 6. sata uzgoja i iznosio

je 0,38 mg/L, a maksimalna koncentracija je bila u 8. satu uzgoja i iznosi 1,983 mg L.
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Slika 10. Potro$nja supstrata (00), promjena koncentracije biomase (O) i promjena koncentracije

pigmenata (A) bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom uzgoja na ksilozi
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Sarzni uzgoj nesumporne ljubicaste bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, prikazan
na Slici 10., pri istim uvjetima rasta biomase kao i kod bakterije Rhodobacter azotoformans JCM
9340 je pokazao manje uspjeha od uzgoja na glukozi. Prirast biomase bakterije je u 24 sata uzgoja
iznosio 1,952 g L%, $to je ponovno, kao i na glukozi, dvostruko vece od prirasta biomase bakterije
Rhodobacter azotoformans JCM 9340. Koncentracija supstrata koja se utroSila tijekom procesa
iznosi 5,233 g L, te je koeficijent konverzije supstrata u biomasu 0,373 g g*. Maksimalna brzina
potro$nje supstrata je bila izmedu 9. i 10. sata uzgoja, te je iznosila 1,755 g Lt h'l. Nakon treceg
sata uzgoja koncentracija biomase linearno raste sve do kraja 12. sata, do treceg sata je rast bio
nesto sporiji. Specifi¢na brzina rasta bakterije izmedu 3. i 12. sata uzgoja iznosi 0,162 h™*. Takav
rast se moze objasniti potrebom za adaptacijom vrste metabolizma, odnosno adaptacijom na
generalne uvjete uzgoja u bioreaktoru. Tijekom prvih 12 sati uzgoja produktivnost Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 iznosi 0,149 g L h te je dvostruko veéa od one ostvarene kod
Rhodobacter azotoformans JCM 9340. Produktivnost cijelog uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 je 0,081 g L h'l.

Kao sto se moglo i ocekivati, prinos biomase i potrosnja supstrata na ksilozi je znacajnije
manja od istih pokazatelja uspjesnosti kod uzgoja na glukozi. Glukoza je preferirani izvor ugljika
za vecinu organizama, pa tako i za ovu nesumpornu ljubicastu bakteriju, stoga je rast na ksilozi
sporiji.

Tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na ksilozi koncentracija pigmenata do
12. sata uzgoja raste, za razliku od uzgoja na glukozi gdje je koncentracija pigmenata tijekom
vecine uzgoja padala. Najveci porast u koncentraciji pigmenata se dogodio izmedu 4. i 6. sata
uzgoja, Sto je isto kao i kod bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340, te iznosi 1,46 mg L

! Maksimalna vrijednost koncentracije je odredena u 10. satu uzgoja, te iznosi 4,977 mg L1,
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Slika 11. Prikaz potro$nje kisika u 5. i 10. satu uzgoja kod bakterija: a) Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 i b) Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na ksilozi

Tijekom uzgoja bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum
DSM 2781 na ksilozi, u 5. 1 10. satu uzgoja odredivala se specificna brzina potrosnje kisika
metodom opisanom u potpoglavlju 3.2.6. Kod bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340
izraCunata vrijednost specifi¢ne brzine potrosnje kisika (q) u 5. satu iznosi 0,231 mg O2/g biomase,
a u 10. satu je za nesto viSe od 65% veca i iznosi 0,389 mg O./g biomase. Prirast biomase stanica
bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 u periodu izmedu dva odredivanja potro$nje kisika
iznosi 0,68 g -1, sto ¢ini povecanje koncentracije biomase, u tih 5 sati uzgoja izmedu dva mjerenja

potrosnje kisika, za otprilike 90%.

Za bakteriju Rhodovulum adriaticum DSM 2781 vrijednosti specifi¢ne brzine potro$nje
kisika su u ovom slu¢aju manje u odnosu na bakteriju Rhodobacter azotoformans JCM 9340, iako
je prirast biomase tijekom cijelog procesa bio veci. U 5. satu uzgoja vrijednost g iznosi 0,165 mg
O2/g biomase, a u 10. satu uzgoja 0,275 mg O/ g biomase, sto je 70% veca vrijednost q. Prirast
koncentracije biomase bakterije u tih 5 sati je iznosila 1,049 g L™ sto je u postotcima oko 150%

vecéa masa stanica.
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Slika 12. Spektrofotometrijsko odredivanje apsorbancije sintetiziranih pigmenata na ksilozi kod

a) Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i b) Rhodovulum adriaticum DSM 2781

Kao i kod uzgoja na glukozi, na Slici 12. ponovno mozemo vidjet samo karakteristicne
pikove za bakterioklorofil a pri 770 nm i kod uzgoja Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i kod
uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781. Apsorbancije pigmenata su se odredivale kako bi se
posljedicno mogla odrediti sama koncentracija istih. Pomocu koncentracije bakterioklorofila a
izracunate prema formuli iz poglavlja 3.2.5.4. Ekstrakcija ukupnih pigmenata i odredivanje
bakterioklorofila a, mozemo uvidjeti sposobnost sinteze pigmenata, odnosno sinteze cjelokupnog

fotosintetskog sustava koji ovisi 0 pigmentima.

Tablica 6. Pokazatelji uspjeSnosti procesa Sarznog uzgoja bakterija Rhodobacter azotoformans
JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s mijeSalom na ksilozi kao izvoru

ugljika

vrsta bakterije  Yx[gL1'l A4S/[gL7] Yx/s[gg?'] Priz2[gL?*h?'] Pra[gL?th?]

Rhodobacter
azotoformans 0,850 1,110 0,766 0,071 -
JCM 9340

Rhodovulum
adriaticum 1,952 5,233 0,373 0,149 0,081
DSM 2781
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Na temelju svih pokazatelja uspjesnosti koji se mogu vidjeti u tablicama 5. i 6. moZemo
zakljuciti da odabrani uvjeti u reaktoru — aerobnost i mrak, tijekom rasta na glukozi ili ksilozi kao

izvorima ugljika, vise odgovaraju bakteriji Rhodovulum adriaticum DSM 2781.

Glukoza i ksiloza su ugljikohidrati koji se u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina
pojavljuju u najvisim koncentracijama jer nastaju kao produkti razgradnje hemiceluloze i celuloze,
stoga su prethodna dva eksperimenta posluzila kao preliminarna za odredivanje mikroorganizma
koji ima vecu uspjesnost rasta na ta dva Secera. U oba slucaja to je bila nesumporna ljubicasta
bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781, te ¢e se ona koristiti u sljede¢a dva uzgoja, na
kemijski definiranoj podlozi uz prisutnost i glukoze i ksiloze, te na samom hidrolizatu

lignocelulozne sirovine — sijena kao kompleksnoj podlozi.

4.3. Uzgoj ljubicaste nesumporne bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 u bioreaktoru s mijeSsalom na kemijski definiranoj podlozi s
glukozom i ksilozom kao izvorima ugljika i na kompleksnoj podlozi
hidrolizata sijena aerobno u mraku

Nakon §to je u prethodnim poglavljima prikazan puno uspjesniji rast bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 u odnosu na Rhodobacter azotoformans JCM 9340, u ovom poglavlju se
nadalje htio prikazati rast te bakterije na podlozi s glukozom i ksilozom, te u konac¢nici na
kompleksnoj podlozi hidrolizata lignocelulozne sirovine — sijena.

U prvom eksperimentu se koristila podloga koja je sadrzavala i glukozu i ksilozu kako bi
se istraZio utjecaj prisutnosti oba Secera na brzinu rasta biomase bakterije 1 sintezu pigmenata u

bioreaktoru s mijeSalom pri aerobnom uzgoju u mraku kroz 24 sata.

48



12 10

10 A Y

g X=X

koncentracija pigmenata

koncentracija biomase i supstrata
EY )]
/

0 4 8 12 16 20 24
t uzgoj [h]

——ksiloza[g/L] =X=glukoza[g/L] =—=O=biomasa[g/L] === pigmenti[mg/L]

Slika 13. Potrosnja ksiloze (O0), potrosnja glukoze (X) i promjena koncentracije biomase (O) i

pigmenata (A) bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom uzgoja

Prema Slici 13. vidljivo je da se stanice bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
prvih 4 sata uzgoja prilagodavaju uvjetima u bioreaktoru, jer tijekom tog vremena nema
znacajnijeg prirasta u koncentraciji biomase. Eksponencijalna faza rasta mikrobnih stanica
zapoCinje u 4. satu uzgoja, te koncentracija biomase raste sve do kraja uzgoja, a ukupni prinos
biomase stanica Rhodovulum adriaticum DSM 2781 iznosi 3,116 g L. Maksimalni prirast
biomase je bio u 12. satu uzgoja, te iznosi 0,487 g L, a specifiéna brzina rasta bakterije tijekom
eksponencijalne faze je iznosila 0,211 ht. Koncentracija glukoze se smanjivala tijekom procesa,
te je na kraju preostalo 0,88 g L™, uz sveukupnu potrosnju glukoze 8,922 g L™*. Koncentracija
ksiloze nije imala pad kao koncentracija glukoze, no tijekom cijelog uzgoja se postepeno trosila,
te je ukupno potroseno 3,669 g L. S obzirom na te podatke o potro$nji supstrata, moze se
zakljuciti da se kod ove nesumporne ljubicCaste bakterije ne ocituje kataboliCka represija
preferiranim izvorom ugljika, nego se oba ugljikohidrata trose istovremeno, samo s razli¢itim

brzinama potrosnje.

Koeficijent konverzije ukupnih supstrata u biomasu iznosi 0,247 g g*, 3to je skoro
trostruko manje od koeficijenta konverzije izraCunatog za uzgoj na glukozi, te za 30% manje od

koeficijenta konverzije za uzgoj na ksilozi. Produktivnost procesa tijekom prvih 12 sati uzgoja
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iznosi 0,231 g L™t hl, produktivnost ukupnog procesa 0,13 g L™ h'%, §to je za oko 10% manja
produktivnost od one dobivene tijekom uzgoja na glukozi, ali je ve¢a za oko 40% od produktivnosti

na ksilozi. Svi pokazatelji uspjesnosti ovoga procesa su prikazani u Tablici 7.
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Slika 14. Spektrofotometrijsko odredivanje apsorbancije sintetiziranih pigmenata u ovisnosti o
valnoj duljini na glukozi i ksilozi kod bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom 24

sata

Koncentracija pigmenata je ve¢ na pocetku uzgoja bila dosta visoka, te je iznosila 7,598
mg L. Tijekom uzgoja je vrijednost koncentracije varirala, ¢ime mozemo zaklju¢iti da sinteza
pigmenata nije vezana uz rast biomase stanica. Koncentracija pigmenata je u 8. satu uzgoja postigla
svoju maksimalnu vrijednost od 9,521 mg L™, $to je za ovu bakteriju najvi§a postignuta
koncentracija pigmenata u odnosu na maksimalne koncentracije postignute tijekom ostalih uzgoja.

Najvedéi prirast u koncentraciji pigmenata je bio izmedu 6. i 8. sata uzgoja, te iznosi 1,545 mg L.

Svaka dva sata uzgoja se odredivala vrijednost apsorbancije u spektru valnih duljina od
450 do 900, te se dobio spektrofotogram sa Slike 14. Kao i u svakom od prethodnih uzgoja,

najistaknutiji su pikovi pri 770 nm koji su karakteristi¢ni za bakterioklorofil a. Medutim tijekom

50



ovog uzgoja uocavaju se i pikovi pri 455 nm i 486 nm koji bi se mogli okarakterizirati kao OH-
sferoideni i sferoidenoni (Lin i sur., 2014).

100
80
60
40

20

koncentracija kisika (%)

0 20 40 60 80 100
t(s)

5. sat 10. sat

Slika 15. Prikaz potro$nje kisika u 5. i 10. satu uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika

Na Slici 15. je prikazana potrosnja kisika u 5. i 10. satu uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781, te mozemo vidjeti da je potrosnja kisika veca tijekom 10. sata uzgoja kao
1 u svakom prethodnom slu€aju zbog povecanja koli¢ine stanica biomase koje vrSe stani¢nu
respiraciju. Na temelju odredenih potroSnji, izraCunate su vrijednosti specificne brzine potroSnje
kisika (q), te je za 5. sat uzgoja dobivena vrijednost g 0,134 mg O2/ g biomase, a za 10. sat uzgoja
0,18 mg O2/ g biomase uz prirast biomase od 1,781 g L.

Tablica 7. Pokazatelji uspjesnosti procesa Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM

2781 u bioreaktoru s mijeSalom na glukozi i ksilozi kao izvorima ugljika

Yx[g L1 ASksioza ASgukora YX/S[ggl] Priz[gL*h?] Pra[gLth]
gL' [gL]

Rhodovulum

adriaticum 3,116 3,669 8,922 0,247 0,231 0,130
DSM 2781

51



Ovim eksperimentom se bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 pokazala
sposobnom rasti u danim uvjetima uz ksilozu i glukozu kao izvore ugljika, te je, uslijed dobrih

rezultata ovog uzgoja, proveden uzgoj na hidrolizatu lignocelulozne sirovine — sijena.

Na samom pocetku uzgoja su se odredile koncentracije Secera u hidrolizatu, te uslijed
manjih koncentracija dodano je jo$ glukoze i ksiloze u koncentracijama koje su navedene u Tablici
4. Kiselinskim predtretmanom sijena dobivena je kompleksna podloga koja osim navedenih Secera
sadrzi i mnogo drugih sastojaka kao S$to su arabinoza, manoza, galaktoza, organske kiseline,
glukuronska, octena, feruli¢na i p-kumaricna kiselina. Medutim u najvecoj koncentraciji sadrzi
ksilozu jer se kiselinskom predobradom hidroliza hemiceluloze odvija brze od celuloze (Mardetko,
2018). Ovim se eksperimentom htjela ispitati mogucnost rasta ove bakterije u uvjetima koji nisu
najpovoljniji za rast s obzirom na prisutnost raznih inhibitora nastalih tijekom predtretmana, te bi
se uvidjevsi moguénost rasta ljubiCaste nesumporne bakterije dalje moglo istrazivati na polju
iskoriStenja lignoceluloznih sirovina u biorafinerijskom smislu proizvodnje raznih kemikalija,

goriva i materijala.

koncentracija biomase i supstrata
koncentracija pigmenata

0 4 8 12 16 20 24
t uzgoj [h]
—O—ksiloza [g/L] —X=—glukoza [g/L] —<C—arabinoza [g/L] —O—biomasa [g/L] —&—pigmenti [mg/L]

Slika 16. Potro3nja supstrata: ksiloze (0), glukoze (X), arabinoze (¢), promjena koncentracije

biomase(O) i pigmenata (A) bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 tijekom uzgoja na

hidrolizatu sijena
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Na Slici 16. se moze vidjeti tijek rasta bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781, tijek
potro$nje supstrata, te sinteza pigmenata za vrijeme procesa. Kada se uzmu u obzir svi provedeni
uzgoji s ovom bakterijom, ovaj uzgoj je ostvario najveci prirast biomase bakterije u vrijednosti od
3,7 g L, sto je oko 8% veée od prirasta biomase dobivenog tijekom uzgoja na glukozi. S obzirom
da je ovo kompleksna hranjiva podloga, ne moze se utvrditi tocan sastav, te ne mozemo ustanoviti
koji je sastojak ili skupina sastojaka djelovala povoljno na rast biomase. Sto se ti¢e potrodnje
ugljikohidrata, tijekom uzgoja se odredivala koncentracija glukoze, ksiloze i arabinoze.
Mikroorganizam je najvise potroSio ksiloze u koncentraciji 6,008 g L*, s obzirom da je
koncentracija ksiloze bila najvisa u samom pocetku. Medutim, do najvece potroSnje ksiloze je
doslo u zadnjih 12 sati uzgoja nakon §to je koncentracija glukoze pala ispod 1 g L. Ukupna
potro$nja glukoze je bila 2,916 g L%, te je do kraja procesa bila potpuno utrodena, a arabinoze
0,865 g L. O¢igledno je da se arabinoza utrosila prije ksiloze, ¢ime se vidi hijerarhija u potrosnji
ugljikohidrata, glukoza se trosi najbrze, potom arabinoza ¢ija je potrosnja katabolicki reprimirana
glukozom, a zatim ksiloza. Prirast bakterijske biomase je bio najveéi izmedu 4. i 12. sata uzgoja,
¢ime se taj vremenski raspon moze definirati kao eksponencijalna faza. Specificna brzina rasta

Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u tom periodu iznosi 0,099 h™.

Uzevsi u obzir ukupnu potro$nju svih supstrata i rast biomase, izracunata je vrijednost
koeficijenta konverzije supstrata u biomasu u iznosu od 0,378 g g, sto je otprilike dvostruko
manje od najviseg dobivenog koeficijenta konverzije kod uzgoja na glukozi 0,716 g g
Produktivnost uzgoja u prvih 12 sati je iznosila 0,211 g L™ h $to je za 23% manje od najvise
vrijednosti produktivnosti u prvih 12 sati uzgoja na glukozi. No produktivnost ukupnog procesa je
dosegla najvisu vrijednost u odnosu na produktivnosti ostalih uzgoja provedenih s bakterijom
Rhodovulum adriaticum DSM 2781, te iznosi 0,154 g L™t h™.,
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Slika 17. Spektrofotometrijsko odredivanje apsorbancije sintetiziranih pigmenata U Ovisnosti 0

valnoj duljini bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 uzgajane na hidrolizatu sijena

Koncentracija pigmenata je dosegla svoju maksimalnu vrijednost od 1,679 mg L u 10.
satu uzgoja nakon cega je koncentracija padala i dosegla svoju minimalnu vrijednost 1,166 mg L~
! na kraju uzgoja. Usporedivsi koncentracije pigmenata u ovom uzgoju s koncentracijama
pigmenata ostalih provedenih uzgoja s ovom bakterijom, moZzemo uvidjeti znacajno manju

koli¢inu ukupnih sintetiziranih pigmenata.

Sto se ti¢e spektrofotograma na Slici 17., kao i kod uzgoja na glukozi i ksilozi, vidljiva su
tri istaknuta pika. Apsorpcijski maksimum bakterioklorofila a pri 770 nm, te dva manja pri 455
nm i 486 nm koji bi prema Lin i sur. (2014) odgovarali OH-sferoidenima i sferoidenonima,
odnosno skupinama karotenoida. Ljubic¢aste nesumporne bakterije sintetiziraju karotenoide koji
Stite cjelokupni fotosintetski aparat od Stetnih radikala koji nastaju prisutstvom svjetla 1/ili kisika.
Takoder karotenoidi sluze kao pomoc¢ni pigmenti za prikupljanje energije svjetla, te su potrebni za

stabilo i uspjesno sklapanje kompleksa za prikupljanje svjetla (Chi i sur., 2014).
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Slika 18. Prikaz potro$nje kisika u 5. i 10. satu uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM
2781 na hidrolizatu sijena

Na Slici 18. mozemo vidjeti potro$nju kisika u bioreaktoru tijekom uzgoja bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u 5. i 10. satu uzgoja. Brzina potro$nje kisika je zna¢ajno veca
u 10. satu uzgoja s obzirom na vecu koncentraciju Zivih stanica biomase. S obzirom na veci nagib
pravca dobivamo i vecu vrijednost specifi¢ne brzine potrosnje kisika u 10. satu uzgoja koja iznosi
0,303 mg O2/ g biomase, dok u 5. satu uzgoja je vrijednost dvostruko manja i iznosi 0,169 mg O-
/ g biomase. Prirast biomase u 5 sati uzgoja izmedu dva mjerenja specifi¢ne brzine potros$nje kisika
iznosi 1,295 g L1,

Tablica 8. Pokazatelji uspjesnosti procesa Sarznog uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM

2781 u bioreaktoru s mijesalom na hidrolizatu sijena

Yx ASglukoza  ASksiloza A Sarabinoza Yx/s Pri2 Pra4
[gL1 [gL* [gL']  [gL'  [gg'l [gL*h?] [gL*h?]
Rhodovulum
adriaticum 3,700 2,916 6,008 0,865 0,378 0,211 0,154
DSM 2781
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ZAKLJUCCI



5. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobivenih tijekom wuzgoja ljubicastih nesumpornih bakterija
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340 na razli¢itim izvorima

ugljika izvedeno je vise zakljucaka:

1. Tijekom provedenih uzgoja s glukozom kao izvorom ugljika veci prirast biomase je
ostvarila bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u koncentraciji od 3,405 g L™, uz
koeficijent konverzije supstrata u biomasu u vrijednosti od 0,716 g g za potrosenih 4,757
g L glukoze. Bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 je ostvarila dvostruko manji
prirast biomase od 1,531 g L, s potrosnjom glukoze od 5,209 g L?, te koeficijentom
konverzije supstrata u biomasu 0,294 g L. Produktivnost ukupnog uzgoja bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je 0,142 g L h?, dok je produktivnost
dvanaestosatnog uzgoja bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 0,128 g L h?,
Sto je dvostruko manje od produktivnosti ostvarene s Rhodovulum adriaticum DSM 2781

u prvih dvanaest sati.

2. Tijekom uzgoja bakterija na podlozi koja je sadrZavala ksilozu kao jedini izvor ugljika, svi
pokazatelji uspjesnosti su znac¢ajno manji od onih dobivenih tijekom uzgoja na glukozi, a
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je i u ovom slucaju ostvarila veci prirast biomase
(1,952 g L), no i veéu potrosnju supstrata (5,233 g L1). Koeficijent konverzije supstrata
u biomasu je bio dvostruko ve¢i kod bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 (0,766
g 1) uslijed manje potrosnje supstrata (1,11 g L™!). Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je
ostvarila dvostruko veéu dvanaestosatnu produktivnost (0,149 g L* h') od bakterije
Rhodobacter azotoformans JCM 9340, a produktivnost ukupnog procesa je iznosila 0,081
gLtht

3. Prilikom uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na podlozi s ksilozom i
glukozom, ostvaren je prirast biomase 3,116 g L, produktivnost cijelokupnog uzgoja je
bila 0,13 g L hl, a koeficijent konverzije supstrata u biomasu je iznosio 0,247 g g*.

Potro$nja ksiloze (3,669 g L) je bila znatno manja od potrosnje glukoze (8,922 g L™?).
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4. Sto se tiGe prirasta biomase, te produktivnosti procesa, najuspjeiniji je bio uzgoj
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na hidrolizatima sijena uz 3,7 g L™ prirasle biomase i
uz produktivnost od 0,154 g L h'l. Najvise se utrosilo ksiloze (6,008 g L), koje je bilo i
najvise u pocetnoj hranjivoj podlozi, zatim glukoze (2,916 g L), a najmanje se utrogilo

arabinoze (0,865 g L™Y).

5. Najvisa koncentracija bakterioklorofila a se postigla tijekom uzgoja Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 na podlozi s glukozom i ksilozom, te je iznosila 8,599 mg L. Na
podlozi s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina, ne dolazi do znacajnije promjene u
koncentraciji pigmenata tijekom uzgoja, te koncentracija varira u rasponu 1,166 — 1,673

mg L2,

6. Kod bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340 najveca specifi¢na brzina potro$nje
kisika u 5. satu, a i u 10. satu uzgoja je odredena uz ksilozu kao izvor ugljika. U 5. satu
iznosi 0,231 mg O/ g biomase, a u 10. satu iznosi 0,389 mg O2/ g biomase. Bakterija
Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je najvecu specificnu potro$nju kisika ostvarila
prilikom uzgoja na hidrolizatu sijena u 10. satu uzgoja, 0,303 mg O/ g biomase bakterije,
a najvecu specificnu brzinu potroSnje kisika u 5. satu uzgoja je ova bakterija pokazala

tijekom rasta na glukozi.
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7. PRILOZI

7.1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije supstrata
teku¢inskom kromatografijom ultra djelotvornosti

Tablica 9. Retencijska vremena i bazdarni pravci (UPLC)

Spoj tr [Min] jednadZzba bazdarnog pravca R2 [-]
glukoza 5,06 A = 83241 y(glukoza) + 11510 0,9986
ksiloza 3,75 A = 66325 y(ksiloza) + 9629,3 0,9997
arabinoza 55 A=151554 y(arabinoza) — 7676,4 0,999
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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.

Ime i prezime studenta



	SADRŽAJ:
	1. UVOD
	2. TEORIJSKI DIO
	2.1.  FOTOSINTETSKI PROKARIOTI
	Fotosintetski prokarioti predstavljaju veliki potencijal za uporabu u biotehnološkoj industriji. Zahvaljujući njihovoj sposobnosti fiksacije CO2, te sintezi raznih proizvoda koji su pronašli svoju komercijalnu primjenu, moguće je procesom njihovog uzg...
	Također, fotosintetski prokarioti se mogu koristiti i u procesima razgradnje azo-boja i pesticida, uklanjanja toksičnih metala i radioizotopa, fotosintetske proizvodnje vodika, biosinteze karotenoida i ostalih terpenoida, proizvodnje membranskih prote...
	2.1.1. Podjela, morfologija i metabolizam fotosintetskih prokariota
	2.1.2. Cijanobakterije
	Cijanobakterija Arthospira plantesis (Spirulina) proizvodi sulfatni polisaharid spirulan koji postiže razne pozitivne efekte kod ljudske primjene kao antioksidans, antikoagulant, antiviralni i imuno-stimulacijski agent (Vonshak, 1997).
	2.1.3. Zelene sumporne bakterije (Chlorobiaceae)
	2.1.4. Heliobakterije
	2.1.5. Zelene nesumporne bakterije (Chloroflexus)
	2.1.6. Ljubičaste bakterije
	Ljubičaste bakterije su fotosintetski gram-negativni prokarioti koji konvertiraju svjetlosnu energiju u kemijsku energiju procesom anoksigenične fotosinteze. Ljubičaste bakterije posjeduju fotosintetske pigmente – bakterioklorofile a i b, te karoteno...
	Također, ljubičaste bakterije kao i oksigenični prokarioti – cijanobakterije, posjeduju sposobnost stvaranja energije fotofosforilacijom. Međutim, za razliku od cijanobakterija, fotosinteza se kod ljubičastih bakterija najčešće odvija u anoksičnim uvj...
	Iako je rast nekih ljubičastih bakterija inhibiran prisutstvom O2, većina ih može rasti u aerobnim i mikroaerofilnim uvjetima u mraku.


	2.2.  ANOKSIGENIČNE LJUBIČASTE BAKTERIJE
	2.2.1. Klasifikacija (taksonomija)
	2.2.2. Metabolizam ljubičastih bakterija

	2.3. LJUBIČASTE NESUMPORNE BAKTERIJE
	2.3.1. Morfologija i metabolizam
	Ljubičaste nesumporne bakterije su gram-negativne, pokretne ili nepokretne, nesporogene, štapičastog oblika, uobičajeno široke od 0,5 do 1,5 µm i duge od 2 do 10 µm. Reprezentativne vrste imaju ili bakterioklorofil a ili bakterioklorofil b, te su kult...
	Ni jedna vrsta ljubičastih nesumpornih bakterija ne posjeduje sposobnost tvorbe globula elementarnog sumpora unutar stanične strukture, te ne mogu rasti u pretjerano lužnatoj, niti u pretjerano slanoj okolini (Imhoff i sur., 1984). Ljubičaste nesumpor...
	Mnogi predstavnici ove skupine mogu rasti i pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima u mraku kao kemoheterotrofi, nekolicina i kao kemolitotrofi. Pri aerobnim uvjetima u mraku sinteza fotosintetskih pigmenata je reprimirana, a kulture bakterije su blij...
	2.3.2. Klasifikacija ljubičastih nesumpornih bakterija
	2.3.3. Biotehnološka primjena ljubičastih nesumpornih bakterija
	2.3.3.1.  Biogoriva
	2.3.3.2.  Biokemikalije
	2.3.3.3.  Biopolimeri
	2.3.3.4.  Pigmenti
	2.3.3.5.  Bioremedijacija i obrada otpadnih voda


	2.4.  UVJETI UZGOJA LJUBIČASTIH NESUMPORNIH BAKTERIJA
	2.4.1. Bioreaktorski sustavi
	2.4.1.1.  Fotobioreaktor
	2.4.1.2.  Bioreaktor s miješalom

	2.4.2. Usporedba uzgoja na svjetlu i u mraku
	Aerobno u mraku, ljubičaste nesumporne bakterije rastu kao kemoheterotrofi staničnom respiracijom. Kada kisik postane limitirajući faktor, te se intenzitet svjetlosti pojača, ovi fakultativno fotosintetski mikroorganizmi počinju sintetizirati složeni ...

	2.4.3. Usporedba anaerobnog i aerobnog načina uzgoja nesumpornih ljubičastih bakterija
	Ljubičaste nesumporne bakterije imaju sposobnost rasta  pri anaerobnim uvjetima na svjetlu ili u mraku ili mogu dobivati energiju za rast aerobnom respiracijom. Pri anaerobnim uvjetima na svjetlu posjeduju intracitoplazmatski membranski sustav koji sa...
	Jedna od evolucijskih prednosti koje su razvile ljubičaste nesumporne bakterije jest sinteza karotenoida u svrhu zaštite fotosintetskog aparata od utjecaja svjetlosti i kisika. Šlouf i sur. (2012) su tu karakteristiku istražili na bakteriji Rhodobacte...



	3. EKSPERIMENTALNI DIO
	3.1.  Materijali
	3.1.1. Radni mikroorganizmi
	3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge
	3.1.3. Uređaji i pribor
	3.1.3.1.  Bioreaktor s miješalom
	3.1.3.2.  Spektrofotometar
	3.1.3.3.  Uređaj za tekućinsku kromatografiju ultra djelotvornosti (UPLC)
	3.1.3.4.  Centrifuga
	3.1.3.5.  Ostali uređaji i oprema


	3.2.  Metode rada
	3.2.1. Priprema inokuluma za uzgoj bakterija u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom
	3.2.2. Priprema kemijski definiranih hranjivih podloga za šaržni uzgoj bakterija u laboratorijskom bioreaktoru
	3.2.3. Priprema kompleksne hranjive podloge za šaržni uzgoj Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u laboratorijskom bioreaktoru
	3.2.4. Šaržni uzgoj bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s miješalom i nadzor procesa
	3.2.4.1.  Uzgoj bakterije Rhodobacter azotoformans JCM 9340
	3.2.4.2.  Uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781

	3.2.5. Analitičke metode
	3.2.5.1.  Određivanje optičke gustoće uzoraka izuzetih tijekom šaržnog uzgoja bakterije
	3.2.5.2.  Gravimetrijsko određivanje koncentracije biomase bakterija
	3.2.5.3.  UPLC određivanje koncentracije izvora ugljika u hranjivoj podlozi
	3.2.5.4.  Ekstrakcija ukupnih pigmenata i određivanje bakterioklorofila a

	3.2.6. Određivanje specifične potrošnje kisika bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781 i Rhodobacter azotoformans JCM 9340
	3.2.7. Pokazatelji uspješnosti uzgoja bakterija


	4. REZULTATI I RASPRAVA
	4.1.  Uzgoj ljubičastih nesumpornih bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s miješalom na podlogama s glukozom kao izvorom ugljika aerobno u mraku
	4.2.  Uzgoj ljubičastih nesumpornih bakterija Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s miješalom na podlogama s ksilozom kao izvorom ugljika aerobno u mraku
	Kao i kod uzgoja na glukozi, na Slici 12. ponovno možemo vidjet samo karakteristične pikove za bakterioklorofil a pri 770 nm i kod uzgoja Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i kod uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781. Apsorbancije pigmenata su se odre...

	4.3.  Uzgoj ljubičaste nesumporne bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u bioreaktoru s miješalom na kemijski definiranoj podlozi s glukozom i ksilozom kao izvorima ugljika i na kompleksnoj podlozi hidrolizata sijena aerobno u mraku

	5. ZAKLJUČCI
	6. LITERATURA
	Henshaw, P. F., Zhu, W. (2001) Biological conversion of hydrogen sulphide to elemental sulpfur in a fixed-film continuous flow photo-reactor. Water Res. 35(15), 3605-3610.

	7. PRILOZI
	7.1. Baždarni dijagram za određivanje koncentracije supstrata tekućinskom kromatografijom ultra djelotvornosti


