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Uvob

- komercijalno vrijedni proizvodi s

BIOPROSPEKTING primjenom u poljoprivredi,
akvakulturi, bioremedijaciji,
\ .+ organizirano 1 sistematizirano kozmetici, nanotehnologiji i
) istrazivanje prirodnih izvora malih farmaceutskoj industriji
¢ molekula, makromolekula kao 1
biokemijskih 1 genetickih informacija biljke,
mikroorganizm
1, Zivotinje
JADRANSKO MORE

* morski sustavi pruzaju vecu biolosku raznlikost
od kopnenih sustava

* nedovoljna istrazenost

* Dbioloska raznolikost pruza bogatstvo bioaktivnih
molekula

* hidroloski fenomen hrvatskog krsa- visoke
konstantne Cistoce, visoka bioeckoloska
vrijednost

* buyjno razvijena flora- povoljna temperatura
vode, odgovarajuci kemijski sastav, muljevito
dno 1 relativno spor tok vode
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METODOLOGIJA

1. IZOLACIJA I PROCISCAVANJE SLATKOVODNIH I MORSKIH SOJEVA MIKROALGI

vodotokova rijeke
Gacke i Jadranskog
mora

~-@r

1zuzimanje

Q\ Sibenik- 43.7264° N, 15.8419° E

Split- 43°30°00” N, 016°26°00” E

-

Jadransko more

Naziv mjesta Geografska duzina Geografska Sirina

Svicko jezero

445213527933

15,1105700234

Zapornica-Sumedica

44.5141994752

15,1250782817

Stari most-SSC

44.5216034877

15,1401311202

Satri¢

44.5023357844

15,1520224239

Kostelka

44 4852321179

15,1838868898

Rijeka Gacka, Lika

-uzorkovanje pomocu sterilnih posuda za uzorke i sterilnih

boca

-do obrade u laboratoriju uzorci cuvani na hladnom i

tamnom mjestu (do +4 °C)
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METODOLOGIJA

1. IZOLACIJA I PROCISCAVANJE SLATKOVODNIH I MORSKIH SOJEVA MIKROALGI s

slatkovodnih i
morskih mikroalgi
iz uzoraka vode
izuzetih iz
vodotokova rijeke
Gacke i Jadranskog
mora

* zbog niske koncentracija stanica
mikroalgi u uzorcima

* obogacivanje u hranjivoj podlozi: f/2 podloga—> morske
BBM podloga =>slatkovodne
koncentriranje
*  uzgoj mjesovite kulture=> sobna T (°C) + prisustvo svjetlosti

2.

 filtracija uzoraka- 0,45 pm
 filter ¢e se uroniti u manji volumen odgovarajuce podloge

* uzgoj mjeSovite kulture> sobna T (°C) + prisustvo svjetlosti
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METODOLOGILJA

1. IZOLACIJA I PROCISCAVANJE SLATKOVODNIH I MORSKIH SOJEVA MIKROALGI protiséavanje

slatkovodnih i
morskih mikroalgi
iz uzoraka vode
izuzetih iz
vodotokova rijeke

OBOGACENA KULTURA SR
> e
/_ \
1zolacija
- J

V4

METODA SERIJISKG RAZRJEDIVANJA

Ponavljanje postupka do
postizanja monoalgalne

kseni¢ne kulture S
Nacjepljivanje na krute
podloge

-metoda iscrpljivanja
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METODOLOGIJA

IDENTIFIKACIJA

morfoloska obiljezja stanice
(svjetlosni mikroskop)

analiza molekulanih biljega
(analiza 18S rRNA i po potrebi ITS, 28S ili plastidne 16S
regije)

IL.

Identifikacija i
karakterizacija
izoliranih
kseni¢nih
kultura
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METODOLOGIJA

A\ 4

KARAKTERIZACIJA

NACIN RASTA

fototrofni
miksotrofni
heterotrofni

svjetlo

KINETIKA
RASTA

opticka gustoce
kulture-
spektrofotometrijski

koncentracija stanica
-Thomaova
komorica

A

r
L

4
s

~
>/

}

PARAMETRI
USPJESNOSTI

produktivnost sinteze:

biomase i proizvoda

specifi¢na brzina rasta

Specifi¢na brzina
potroSnje supstrata

koeficijenti konverzije

Identifikacija i
karakterizacija
izoliranih
kseni¢nih
kultura

X1—Xo

Pry=
X t1—t3

mLq—mL
Pr|_= ey ety
t1—t3

In X=In Xo+u* t

In S=In Sg+rs*t
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METODOLOGILJA

Identifikacija i
karakterizacija

LIPIDI R | Taurs
* totalni lipidi
Spektorfotometrijska
* profil masnih kiselina- plinska metoda prema Jeffreyju i
kromatografija Humphreyu
-klorofil a,bic
Tekuéinska kromatografija Proteini
(UPLC/HPLC)
Spektrofotometrijska
metoda po Lowreyu
Antimikrobno
djelovanje
Ugljikohidrati
NREL metoda za difuzijska metoda
odredivanje sastava

ugljikohidrata biomase
mikroalgi

a) Bacillus
subtiliz
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METODOLOGILJA

1 CILJ- postizanje visoke koncentracije
' biomase
korak (ve¢a produktivnost)
Hranjiva - optimizacija koncentracije
nutrijenata
podloga + (dusik, fosfor, silicij, ugljik)

v

_ « Sarzni uzgoj
Vodenje - $arzni uzgoj s pritokom
procesa supstrata

+ polukontinuirani uzgoj

Nacin
rasta

Utjecaj
na
biomas

fototrofni
mixotrofni
heterotrofni

U .

Optimizacija
procesa
proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgiuz
postizanje visoke
koncentracije
biomase
odredenog sastava

analiza sastava biomase

« usmjeravanje metabolizma

u nakupljanje zeljenog
proizvoda
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METODOLOGILJA

3. OPTIMIZACIJA UZGOJA ODABRANIH VRSTA MIKROALGI

2.
korak

Povecanje mjerila- laboratorijski

fotobioreaktor

<

Uvjeti

v

Pokazatelji
uspjesnosti

Downstrea
procesi

« optimiziraniu
prethodnom koraku

v

« analiza sastava biomase

« FLOKULACIJA
 Kemijski flokulanti
- Bioloska flokulacija
pomocu mikroorganizama
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MORSKE MIKROALGE

Oznaka soja MD1* MD2* MD 3* MD 4 MD 6*
Mikroskopska
slika
Domena Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Koljeno Chromista Chromista Chromista Bacillariophyta Chromista
Razred Bacillariophyceae Bacillariophyceae Bacillariophyceae Bacillariophyceae Bacillariophyceae
Red MNaviculales Maviculales MNaviculales Fragilariales MNaviculales
Porodica Staurosiraceae
Rod Nanofrustulum_or
Pseudostaurosira
Vrsta shiloi
Krivulja rasta e J/!'T"__’\{: ‘[
- ‘
Oznaka soja MD 7*
Mikroskopska
slika
Domena Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Koljeno Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta Bacillariophyta Chromista
Razred Chlorodendrophyceae Trebouxiophyceae Chlorodendrophyceae Bacillariophyceae Bacillariophyceae
Red Chlorodendrales Chlorellales Chlorodendrales Bacillariales Naviculales
Porodica Chlorodendraceae Chlorellaceae Chlorodendraceae Bacillariaceae
Nitzschi
Rod Tetraselmis Picochlorum Tetraselmis 2 Ifa or
Psammodictyon
Vrsta sp. sp. Sp. sp.
P o N o - f o=
- 5 . s - - &
- : - S £ i — !
Krivulja rasta I E =i —— : £ : - i3
U '// o ) — W ] - ;
e ) —1 K o 1: e

Tablica 1. Izolirani sojevi morskih mikroalgi i pripadajuca krivulja rasta

Identifikacija |
Karukterizagija
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II.

Identifikacija i
karakterizacija
izoliranih
kseni¢nih
kultura

Profil masnih kiselina

oznaka soja
— MD1 MD2 MD3 MD4 MD6 MG1 MG 2 MG4 S5 MD7
masna kiselina
C140 202019 | 3392027 | 221=011 | 0662034 | 1.4620.15 0,380,08 10,5940,32 2.16£0.12
C160 2244136 | 32.62¢1.07 | 32.1120.72 | 30762027 | 23.87=0,74 | 31.631.1 | 28.1422.61 | 33252135 | 23194026 30,52+131
C16:1cis 9 2085223 | 27.85:1.26 | 31302024 | 41572218 | 30.54=1.57 | 3542012 | 1362003 | 2242009 | 356124014 33.1720,72
C17:0 3465508 | 3.60:3.0 | 0402006 | 0572014 | 03452002 | 1022023 | 22.232247 | 2.6220.03 | 1.06%0002 134166
C17:1¢is 10 4292011 | 5.44=008 | 1882073 | 7932045 | 077=031 2902018 | 4751015 5524020
C18:1cis9 0,69£0.35 | 0552013 | 0362012 | 0,6720,17 | 0.6920,09 | 16562063 | 2.9220.65 | 955037 0,540,11
C18:2¢is 9,12 0,66:0,17 | 0512013 | 031005 | 1,88=0,55 27208 | 852013 | 33.3321.76 | 12.6920.39 0,430,05
C183 cis9,12,15 021 22,52046 | 11,59£0,91 | 21,7520,82
C20:2cis11,14 0,790,60 2,32£0,10 4,69£0.44 3,13£0,65
C20-4¢is 5,8,11,14 805:1,07 | 3562013 | 6162028 | 920331 | 8722060 1,32+0,03 5.12=0,16
€22:1¢is 13 1,73:0,67 | 1.01=0,08 | 0.42:008 0,27+0.04 0,67=0,04
: | - _ | ~ ~
C20:5¢is5,8,11,1417 @ 15,832,358 14,5420,50 | 14872081 | 6,79+1,84 € 17.23=1.45 D §58=1,05 701£3,17 | 3.48%0.19 13,1320,92
€241 ¢is 15 0,67£0,08 | 1,19+0,16 | 046014 | 0,1920,0s | 0,510,053 0,88+0,12
C22:6 cis 4,7,10,13,16,19 1.99+£2 42 1.04+0.91 0,74£0,42 0.47+0,37 1.07=0.4 1,97=0.78 0.77+0.61
SFA 36,04+407 | 43,87+3,04 | 36122070 | 32352085 | 2695=0.72 | 33812168 | 52,08:233 | 3688138 | 34.24:0,08 35 76+0.86
MUFA 33612165 | 36455158 | 38402029 | 46.08+5.40 | 40082182 | 24662058 | 7742335 | 18192061 | 64.680.13 4138+0.78
_ A ’\
iy T+ 2 | 2 T4 2 07+L2 4 QL 4 L | 1Y QT L
PUFA 30352299 | 19.67£1.46 | 2549084 | 21.57£6.09 | 3297255 ‘: 41.53£1,11.D 39;58_3;95<.44.93_1.9% 3.48+0.19 22 87+0.91
Udio lipida (%) 6,62£0,66 | 442+022 GB,TB:E,I 1059=1.9) | 4872005 | 7.98=121 | 4772038 | 776032 7.64=0,98
Tablica 3. Profil masnih kiselina lipida izoliranih sojeva morskih mikroalgi
Sastav pigmenata
oznaka soja MD3 MD4 MDé6 MD7
pigment mg/100 g
fukoksantin 417.16 4252 276.07 99 02
| zeaksantin (der.) 434
B- karoten 0,77 0,355 0.3 0,34
Klorofil a 32, 3,175 79.45 80.7
klorofil b - - —— - -
179113 92775 92023 62238

Tablica 4. Sastav pigmenata izoliranih sojeva morskih mikroalgi
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SLATKOVODNE MIKROALGE

90

Oznaka soja 51 52 .
prl::il;'::a::]e \/
morskiumikroutg | | 1dentifikacija i
Mlkmskopska iz uzoraka vode karakterizacija
' o |
slika e lﬁ:l::::;h
Domena Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Koljeno Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta
Razred Chlorophyceae Trebouxiophyceae Chlorophyceae Chlorophyceae
Red Chlamydomonadales Chlorellales Sphaeropleales Sphaeropleales
Rod Chlorococcum Chlorella Tetradesmus Tetradesmus
Vrsta sp. vulgaris obliguus obliquus
Tablica S. Izolirani sojevi slatkovodnih mikroalgi
SASTAV MASNIH KISELINA (|
Fatty acid (%)
‘ Cl6:0 9,53 27,85 29,44 20,82
C17:0 35,98 3,57 6,88 4,2
Cl7:1cis 10 0,46 2,01
SFA- zasi¢ene masne kiseline C18:0 0,63 6,07 0,16
y C18:1trans 9 0,17 0,02 25,57
MUFA- mononezasi¢ene masne o p p 5
~ Kiseline C18:1cis9 3,8 16,93 ,43
s PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline C18:2 trans 9,12 10,42
C18:2¢is 9,12 [ 25,85 15,21 6,48
lipoicna C18:3¢is912.15 16.72 3337 16.42 2
kiselina €200 .
C20:1cis 11 2,23 0,99 5,11
C20:4 cis 5,8,11,14 0,6
C20:3 cis 11,14,17 | 0,31 _
. . . C22:1cis 13 3,16
Graf 1. Udio SFA, MUFA, PUFA u biomasi )
slatkovodnih mikroalgi (22:2 cis 13,16 037
v & C24:1 cis 15 14,66

Tablica 6. Profil masnih kiselina lipida izoliranih
sojeva slatkovodnh mikroalgi



REZULTATI

Biotehnoloski potencijal mikroalgi izoliranih iz rijeke Gacke i Jadranskog mora: karakterizacija i optimizacija uvjeta uzgoja

Optimizacija sastava hranjive podloge za fototrofni uzgoj dijatomeje Nitzschia sp. izolirane

iz Jadranskog mora

0 mM
0,88 mM
razlitite kone, NNO, 2 ™M
3,5 mM
6 mM
8 mM 0 mM
i 0,036
¢ 1 ,
razlicite konc. PO, M
0,15 mM
0,36 mM

razlitite konc. Si
razlititi omjeri konc.

0 mM . :

0,0l mM “8i:N-NO;:PO, omijer 1 -2,78: 24,44: 1 [mM]:[mM]:[mM]
0,5 mM omjer 2- 11,11: 55,56: 1 [mM]:[mM]:[mM]
1 mM omjer 3- 6,67:23,33: 1 [mM]:[mM]:[mM]

1,5 mM omjer 4- 6,67:40: 1 [mM]:[mM]:[mM]

2 mM omjer 5-4,76:16,67: 1 [mM]:[mM]:[mM]

omjer 6-3,57:12,5: 1 [mM]:[mM]:[mM]

Analiticke metode pracenja
bioprocesa i analiza sastava
biomase:

Tablica 7. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa pri razli¢itim koncentracijama

Y

Optimizacija
procesa proizvodnje

nutrijenata "“]:g;“;]:i":z"
izanje visoke
. . broj Udio ukupnih koncentracije
nutrijent koncentracija k.oncen!racu? stanica*10° Plr * X lipida u biomasi plomzzg '::Wdﬂmg
(mM) biomase (g L) Lt (mg L*dant) (%) Saseava
0 0,1024 1,6133 8,5333 14,82 ‘
0,88 0,2024 2,0400 16,8667 12,95
N-NO, 2 0,2402 3,0933 20,0167 10,71 ‘
3,5 0,2317 3,4000 19,3111 9,62
6 0,2286 2,6333 19,0528 7,92 ‘
8 0,1334 3,0200 19,7983 11,97
0 plaseiEna tiodca) 0,0499 0,1575 3,8462 /* |
0 0,0964 1,9200 7,9744 8,77
0,1 0,3082 3,3933 23,3410 9,13 ‘
Si 0,5 0,3836 4,3933 29,5077 13,95
1 0,4889 3,6000 37,6077 5,67 |
15 0,2615 2,9400 20,1154 2,27
2 0,2704 2,4133 20,8000 1,41 |
0 0,1012 1,3467 8,4333 18,83
PO, > 0,036 0,3420 3,4133 28,5028 14,16 ‘
0,15 0,2724 3,5000 22,7000 9,3
0,36 0,2502 3,2978 20,8528 12,4 ‘

Tablica 8. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa pri razli¢itim

Graf 2. Udio lipida, SFA, MUFA i PUFA pri razli¢itim
omjerima koncentracija nutrijenata

Graf 3. Udio najzastupljenijih masnih kiselina u ukupnim lipidima pri
razli¢itim omjerima koncentracija nutrijenata

" I omjerima koncentracije nutrijenata
/I\E‘—\\H B broj
60 . koncentracija . Pr,
omjer . stanica*10°
biomase (g L?) . (mg L day™)
50 mL"
. f/2 orig. 0,2764 1,64 19,743
1 0,5087 3,9244 36,3381
30
2 0,5579 3,9067 39,8548
20 3 0,7286 5,9289 52,0405
10 4 0,6619 3,97 45,1548
C16:1cis 0 5 0,5286 3,9000 35,0095
° - o0 6 0,5143 4,1500 38,6691
“,Lo“ oY O «? C20:5 cis 5,8,11,14,17 (EPA)
o o o * Gﬁ\'\z‘ B O‘“\z‘" o «° +
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Optimizacija sastava hranjive podloge za fototrofni uzgoj dijatomeje
Nitzschia sp. izolirane iz Jadranskog mora

Prema pokazateljima uspjesnosti bioprocesa kao najpogodniji omjer za fototrofni uzgoj ovog radnog
mikroorganizma pokazao se omjer 3 [Si]:[N-NO3]:[PO43-]=6,67 : 23,33 : 1 [mM]:[mM]:[mM]

—> rezultirao 2,63 puta veCom koncentracijom biomase od one postignute
uzgojem na originalnoj f/2 podlozi

Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom diatomeje Nitzschia sp. s ciliem
povecanija produktivnosti sinteze biomase

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava
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{f L.

Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom diatomeje Nitzschia sp. s ciljem
povecanja produktivnosti sinteze biomase

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog

G 15 - 15
B~ W i N . .- . - 10 DW (g L) Widay') | Pr.(mgL'day’) | Pr(mgL"day")
mc; > 8 T I_- T d e H*“ -~ % batch cultivation 0,728610,0352 0,1199 50 1,2774
o E o . *Llo I nutrient 49,1358+ 0,985010,0821
n _ 3 addition 1,031910,0671 | 0,125710,00 3,1965
§s 2 T L 20 Il nutrient 45,2 1,050710,0338
2 w R SN of . T‘*-uﬁ__‘ " fed batch addition 1,226110,0395 | 0,1019::0,0088 | 1,4626 .
0 Tk Tk e T adl I cultivation Il nutrient 48,5679t 1,177010,0332
. " | addition 1,45740,0411 | 0,009410,0309 | 1,3688 .
g . = _ . . 1~ r IV nutrient 46,6931+ 1,060510,0130
i, ——— ¥ P~o ] ~ [ addition 6311:£0,0486_) 0,08110,0459 05714
= —_— - l I l
fE = - ] ~a e i
o Lo
40 iy Tablica 9. Koncentracija biomase (g L), specifi¢na brzina rasta (dan™'), produktivnost sinteze
biomase i lipida (mg L' day) tijekom Sarznog uzgoja s prihranom
397 ® 00540 - L &g
-._J
= E
& k=
ﬂ ]
Q =
T
L

1 [dani)

Slika 1. Krivulja rasta Nitzschia sp.: koncentracija stanica (st mL™") i
opticka gustoca (OD 540 nm) tijekom Sarznog uzgoja s prihranom &
potro$nja nutrijenata (Si, N-NO;, PO,*)

Graf 4. Promjena udjela ukupnih lipida u biomasi i udejla
SFA, MUFA i PUFA u ukupnim lipidima tijekom Sarznog
uzgoja s prihranom
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Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom diatomeje Nitzschia sp. s ciljem @
povecanja produktivnosti sinteze biomase

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta

koncentracija biomase na kraju mikroalgi uz
Sarznog uzgoja s prihranom iznosila pﬁﬁ'ﬂfr::;“

-. E je 1763 g L-l biomase odredenog

a =

postignuta je 2,3 puta veca
koncentracija biomase u usporedbi
sa Sarznim uzgojem (0,73 g L'1)

.' mononezasi¢ene masne

~S— . . . o . .o

, kiseline bile su najzastupljenije
sa 58,79% u ukupnim lipidima

treca najzastupljenija masna
kiselina u ukupnim masnim
kiselinama je EPA (20:5 n-3) sa
udjelom od 10,5% na kraju uzgoja
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Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom Picochlorum sp. u ,.open

pond” sustavu i barbotirajucoj koloni

LB | g Dptifha pursioda pr

==X [t/

#— Bany stanica/mi

O X [ L7

580 A

Slika 2, Promjena opticke gustode, broja stanica i koncentracije sube tvari biomase tijekom
farnog wrgoja s pritokom supsirata w ofvorenom bazenu, Brojevi predstavljoju prihrane: 1-
prihrana s 05 g L "MaHCD, 2- prihrana s 75 ¢ L NaNOy, 5 g L NaH:POy, 14,1 mL olopine

Q

elemenata u tragovima i 7 mL otopine vitamina, 3 i 4- prihmne s 0,5 g L MNaHCOs,

Slika 3. Uzgoj mikroalge Picochlorum sp. u ,,open pond”
sustavu

Broj stanica mil.'

0Dy, , X [g L)

1

o
=

o
=

o
=

o
T

o

== Optadia gustota pri 540 rm
=3 |g]
Broy stanacaml
e
o 5 L) 15 H

I [das

Slika 5. Uzgoj mikroalge Picochlorum sp.u
barbotirajuéj koloni —promijena tijekom vremena uzgoja

Firv stanica pall !

Slika 4 . Promjena optitke gusiode, broja stanica i koncentracije sube tvari bijomase tijckom
farinog wrpoja u barboticajudo) koloni. Strelicom je prikazana pribrana s 75 g L' NaNOy i5 g
L MNaH:PO,.

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava
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Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom Picochlorum sp. u ,.open
pond” sustavu i barbotirajuc¢oj koloni

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta

mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
. R . . ; . biomase odredenog
Tablica 19.Prikaz promjenc udjels makromolekula u stanicama mikroalgi Picochiorum  sp. Tablica 11. Prikaz promjene udjela makromolekula u stanicama mikroalgi tijekom 3arinog sastava
tijekom farknog wegoja s pritokom supstrata u otvorenom basenu. uzgoja u barbotirajuoj koloni.
Vrijeme uzgoja |[dan]  Proteini [%]  Ugljikohidreati [%]  Lipidi [%]
Vrijeme uzgoja [dan]  Proteini |%] Ugljikohidrati [%]  Lipidi [%]
4 4,701 - 2583
3 20,326 - 6,227
7 7,597 - 6001
1 13,991 - 8,037 6 20,764 - 7:416
14 11,551 - 7.238 9 17,950 - 4493
13 22,616 - 8,043
18 9831 - B.I68
20 10,795 - 9478 v 11,059 - 422
20 - - 8,339

12 17.761 5.344 9.341

2% 12,859 6.603 OIJ.[H? 23 8,813 7,703 ( 7312 )
aSS——

Slika 3. Uzgoj mikroalge Picochlorum sp. u ,,open pond” ' : ;
sustavu Slika 5. Uzgoj mikroalge Picochlorum sp.u
barbotirajuéj koloni —promijena tijekom vremena uzgoja
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Fototrofni Sarzni uzgoj s prihranom Picochlorum sp. u ,.open
pond” sustavu i barbotirajucoj koloni S

procesa proizvodnje
odabranih vrsta

‘mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava

Vrijeme uzgoja [dan] 21

Metil ester masne kiseline

C6:0, kapronska (heksanska) kiselina -
C11:0, undekanska kiselina -
C12:0, laurinska (dodekanska) kiselina -

C14:0, miristinska (tetradekanska) kiselina 1,510 - E—
. . . . . . & #‘ £ * gin" h :
C14:1 cis 9, miristoleiéna kiselina 1,609 ' . B ' & ;i
W wal" T Eal
C15:0, pentadekanska kiselina 0,104 b
C15:1 cis 10, pentadekanoicna kiselina 1,492
C16:0, palmitinska (heksadekanska) kiselina 23,428 <=
C16:1 cis 9, palmitoleinska kiselina 4,776
C17:0, heptadekanska kiselina 20,110
C17:1 cis 10, heptadekanoina Kiselina 0.276
C18:0, stearinska (oktadekanska) kiselina 17,389
C18:1 trans 9, elaidinska kiselina 1,425
C18:1 cis 9, oleinska kiselina *
C18:2 trans 9,12, linolelaidna kiselina - Slika 5. Uzgoj mikroalge Picochlorum sp. u
C18:2 cis 9,12, linolna kiselina 27.880 barbotirajuéj koloni —promijena tijekom vremena uzgoja
C18:3 ¢is 9.12.15, a-linolenska kiselina *
SFA! 62,542
MUFA? 9,579
PUFA’ 27,880

Tablica 12. Sastav masnih kiselina u lipidima mikroalge Picochlorum sp.
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1. KORAK

Utjecaj dodatka anorganskog izvora ugljika (NaHCQO,) i razlic¢itog C:N [mol:mol]

omjera na rast Picochlorum sp. i sastav biomase

/2 medium
2,5
=—@— 0D 540
©—st/mL
4,5
7 o
a1 o 9 o
=]
0,5
0
0 5 10
vrijeme [dani]
C:N=27,05
25
;‘:’r' 2 | —@—0D540
°1,5 Q- st/mL
1 o o
0,5 o
0
0 5 10

vrijeme [dani]

1,00E+08

8,00E+07

6,00E407 5
|

o

4,006+07 %
2,00F+07

0,00E+00
15

1,00E+08
8,00E+07
6,00E+07 §
4,00E+07
2,00E+07

0,00E+00
15

o

—@— 0D 540

1,00E+08
2 8,00E+07
45 @—st/mL {._:,_o-ﬂ 6,00E *OE
gl o %o 4,00E+0F
05 '/!/f' 2,00E+07
0 0,00E+00
0 5 10 15
vrijeme [dani]
C:N=67,64
25 1,00F+08
§ 2 | —#=0D540 8,00E+07
81,5 O st/mL 6,00E+07 3
1 4,00E407 5
o o
0,5 0°° o — 2,00E+07
0 0,00E+00

5 10
vrijeme [dani]

15

Slika 6. Krivulje rasta mikroalge Picochlorum sp. na f/2 podlozi sa razli¢itim molarnim omjerima C:N

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava

3-
X [gL™"] proteini [%] lipidi [%] UH [%] N-NO; [nlioi‘;‘]
o) 0) 0) 0) [mg L] (z0) S
(z0)
/2 medium | 0,5583 (+£0,18) | 47,41 (£8,20) | 5,48 (+1,31) 8,00 (+£0,09) | 2,8425 (+1,74) | 1,0186 (+0,40)
——
C:N=13,52 | 0,6566 (£0,04) [)49.46 (£7,12) | 537 (40,49) 6,70 (£0,43) | 1,6244 (£1,26) | 0,0249 (+£0,03)
/
C:N=27,05 | 0,7561 (£0,13) | 42,12 (4+8,72) | 3,13(+0,64) | 4,80 (£0,74) | 1,5187 (+£1,17) | 0,4288 (+£0,40)
C:N=67,64 | 0,2839 (+0,03) | 75,26 (+4,12) | 9,34 (+0,76) | 13,77 (£0,71) | 1,3700 (£0,93) | 0,2991 (+0,15)

Tablica 13. Koncentracija biomase, i nutrijenata na kraju uzgoja mikroalge Picochlorum sp. na /2 podlozi
sa razli¢itim molarnim omjerima C:N i sastav biomase
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2. KORAK

)4

Sarzni uzgoj u dvije faze mikroalge Picochlorum sp.

1. Faza — podloga s dodanim izvorom

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta

.. mikroalgi uz
dusika (C:N=13,52 [mol:mol]) postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava
2. Faza —podloga bez dodatka izvora
dusika+dodatak natrijevog bikarbonata
1gLt/2 gLt
2E
X(E‘/)L] proteini [%] | Tipidi [%] [:101_1] [i'NS%]
o) o) s s
o) o)
; 0,397 53,53 03133 0,5610
/2 medium (+ 0,01) (+2.73) 5,20 (£0,85) (£0,36) (£0,13)
4 0,912 46,74 0,0180 2,1403
t 024 | @26 JSPEM Goon | sy
4 1,558 31,26 0,1434 3,3785
2gL (£0,24) (£2,83) 9,39 (£3,05) (+0,14) (+1,37)

£/2 medium
1,8 50
1,6 | ——0OD340 A ) — R ) a5
14 | —0—st/mL 40
12 A— % lipida 35 3
. / 50 &
z ! / 7
25 3
808 o=
/ 20 &
0,6 =
g 15 x
04 / A A A A -
. S 3 10 £
a A s
0.2 5
0 ; ; 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t [dani]
1gL
1,8 50
" L
16 D50 /)” 7 as
14 A Fa0 Z
2 —o— st/mL / L35 2.
s, o wlpida " -3 F
° yd a Las gt
S 08 A L 20 E
0.6 4 4 a4 gy 54
: s [ g
04 T
02 ‘[/y LS
0 . ; ; 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t [dani]
2g/L
18 J.' 50
Lg | —*—oDs40 a 45
N it A. /D‘,\_‘g/\ﬂ 40 o
. A— % lipida / /‘\/ =
12 35 =
9 o S
a 25 &
o 08 D/ w0 ¥
0,6 Ay |
, 15 8
0.4 // A 0 &
; pa—
02 1[ e 5
0+ . . 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t [dani]

Slika 7. Krivulje rasta mikroalge Picochlorum sp. tijekom Sarznog

uzgoja u dvije faze u f/2 podlozi, i dodatkom natrijevog
bikarbonata u drugoj fazi od 1 gL' i 2 gL'!

Tablica 14. Koncentracija biomase, i nutrijenata na kraju uzgoja mikroalge
Picochlorum sp. na /2 podlozi sa razli¢itim molarnim omjerima C:N i sastav

biomase
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Optimizacija
procesa proizvodnje
AS— - FLOKULACIJA b v
Owns re.a + Kemijski flokulanti posianie vioke
procesi » Bioloska ﬂOkU|aCija biomase odredenog
pomocu mikroorganizama e

1. Peleti plijesni 2. pH 3. FeCl; 4. hitozan
Motrtierella
isabellina
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Optimizacija
procesa proizvodnje
D t « FLOKULACIJA °m':l‘;i";':“
Owns re.a « Kemijski flokulanti postzane vistke
procesi - Bioloska flokulacija blomase odredenog
pomoc¢u mikroorganizama s

100 -
90 A
80 -
70 -
60 -
50 -
40 A

30 -

20 -

10 - l

0 — .
pH pH pH pH p

H pH pH pH
2 4 6 8 9 10 11 12

NN NN

FE (%)

Graf 5. Efikasnost flokulacije promjenom pH vrijednosti kulture
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’ « Kemijskiflokulanti
procesi + Bioloska flokulacija
pomodéu mikroorganizama
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+ FLOKULACIJA
Downstrea 3 o FBC 13

1. Ispitivanje utjecaja koncentracije

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava

2. Ispitivanje utjecaja pH vrijednosti

100 -

80 -

60 -

Fe (%)

20 -

0 = T T T T T T T

50 100 200 400 600 800 1000 1200
FeCl; (mg/L)

Graf 6. Efikasnost flokulacije pri razli¢itim
koncentracijama FeCl,

a) pH 5 b) pH7
100 - 100
80 - 80
60 - = 60
@ @
%40 - < 40
20 1 20
0 ay = =
; ; . ; 0 . . :
1100 1200 1300 1500 1100 1200 1300 1500
FeCl 3 (mg/L) FeCl; (mg/L)
9 G’"‘ ¥ pH 9
100 -
100 -
80 -
80 -
— 60 -
§— ’a?:‘ 60 -
2 40 - @ 10 -
20 - 50 -
0 0 . . .
1100 1300 1500 1100 1200 1300 1500
FeCI3 (mg/L) FeCly (mg/L)

Graf 7. Efikasnost flokulacije pri razli¢itim koncentracijama FeCl; i razli¢itim pH
vrijednostima: a) pH 5; b) pH 7; ¢) pH 8; d) pH 9
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4 - FLOKULACIJA
ownstrea - Kemijskiflokulanti
procest + BioloSkaflokulacija

pomocu mikroorganizama

1. Ispitivanje utjecaja koncentracije

4. hitozan

2. Ispitivanje utjecaja pH vrijednosti

100
90 -
80 -
70
60
50
40
30
20
10

Fe (0/0)

0 \ .
5 10 ( 25 ) 50 80

koncentracija hitozana (mg L)

Optimizacija
procesa proizvodnje
odabranih vrsta
mikroalgi uz
postizanje visoke
koncentracije
biomase odredenog
sastava

758D 82 85 88
P

H

Hitozan 25 mg/L

e

Graf 8. Efikasnost flokulacije Picochlorum sp. pri
razli¢itim koncentracijama hitozana

Slika 10. Flokulacija Picochlorum sp. hitozanom

Graf 9. Efikasnost flokulacije Picochlorum sp. pri razlicitim pH

vrijednostima i konc. hitozana od 25 mg/L

100

e ... 80 7,

3. Dodatna optimizacija 80 +
koncentracije ~ T
) D0

Bo10

pH 8

T
12 15 17 20 22 (250
koncentracija hitozana (mg L1)

Graf 10. Efikasnost flokulacije Picochlorum sp.
pri razli¢itim koncentracijama hitozana
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ZNANSTVENI DOPRINOS

Postignuti rezultati ovog istrazivanja dat ¢e uvid u potencijal izoliranih morskih i
slatkovodnih mikroalgi za primjenu u biotehnoloskoj proizvodnji biogoriva odnosno
biodizela, visokovrijednih proizvoda kao sto su pigmenti i nezasicene masne kiseline
za farmaceutske svrhe te kao dodatci prehrani u prehrambenoj industriji, krmivima i
u akvakulturi.

Optimizacijom i razvojem integriranog bioprocesnog sustava za uzgoj i dobivanje
proizvoda iz biomase mikroalgi doprinjet ¢e se prevladavanju zapreka njihovoj Siroj
industrijskoj primjeni
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