Izolacija i selekcija mikroalgi za proizvodnju ulja
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Izvod

Proizvodnja biodizela privladi sve vecu pazinju istraZivaca poslednjih godina. Trenutna
komercijana proizvodnja biodizela ukljucuje transesterifikaciju ulja dobijenog iz uljarica.
Kako imaju veliku brzinu rasta, visok sadrzaj ulja, a mogu se gajiti u sredinama nepovoljnim
za rast biljnih vrsta, mikroalge predstavljaju dobru alternativu za proizvodnju ulja. Pored
toga, gajenje mikroalgi doprinosi i zastiti Zivotne sredine u smislu smanjenja sadrZaja
ugljen-dioksida u atmosferi. U cilju proucavanja mogucénosti gajenja mikroalgi za proiz-
vodnju ulja, izvrSena je izolacija i identifikacija 6 sojeva slatkovodnih mikroalgi iz stajacih
voda u okolini Leskovca. Utvrdeno je da mikroalge pripadaju rodovima Chlorococcum,
Chlorella, Desmodesmus i Scenedesmus. lzolati su, zatim gajeni u laboratorijskim, kontro-
lisanim uslovima uz odredivanje brzine rasta, produktivnosti biomase i sadrzaja ulja. Naj-
veci sadrzaj suve biomase utvrden je kod sojeva Chlorococcum sp. i Desmodesmus sp.1 (1,5
g/dma), dok se sadrzaj ulja kretao u opsegu od 15,8% (Chlorococcum sp.) do 33% (Chlorella
sp.). Kako je najveca produktivnost ulja utvrdena kod mikroalgi Chlorella sp. i Scenedesmus
sp., ova dva izolata su najpogodnija za dalja proucavanja u cilju poboljSanja prinosa ulja i
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mogucnosti upotrebe u procesu proizvodnje biodizela.
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Rezerve fosilnih goriva nisu beskonacne, pri cemu
njihovo sagorevanje dovodi do emisije Stetnih gasova
(CO,) ¢ija akumulacija vodi kontaminaciji Zivotne sre-
dine i globalnom zagrevanju [1]. Poslednjih godina sve
veci znacaj dobija upotreba alternativnih izvora ener-
gije, kao Sto je biodizel. Trenutna komercijalna proiz-
vodnja biodizela podrazumeva transesterifikaciju trigli-
cerida iz ulja dobijenog pretezno iz uljarica (uljana
repica, suncokret, soja, palma i dr.). Upotreba poljo-
privrednih kultura kao sirovina za proizvodnju biogoriva
utie i na rast cena hrane, pa ova proizvodnja nije odr-
Ziva [2]. Zbog toga, mikroalge se mogu smatrati jednim
od obedavajucih izvora ulja za proizvodnju biodizela [3].
Prednosti njihove primene ogledaju se u visokom sadr-
Zaju ulja, sposobnosti brzog rasta, moguénosti gajenja u
razlicitim sredinama, posebno onim nepogodnim za
gajenje biljnih vrsta, kao i sposobnosti da koriste CO,
kao izvor ugljenika [4]. Mikroalge pruzaju moguénost
proizvodnje do 100 puta viSe biodizela po jedinici povr-
Sine gajenja u odnosu na suncokret i uljanu repicu [3].

Alge sadrie preteino zasiéene i monozasi¢ene
masne kiseline, dok su trigliceridi najces¢i konstituenti
masti do 80% ukupne frakcije lipida. Ostali znacajniji
lipidi koji mogu biti prisutni u algama su: sulfokvino-
zitol, digliceridi, mono i digalakozil digliceridi, lecitin i
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inozitol [5]. Lipidi iz algi se obi¢no sastoje od masnih
kiselina koje imaju ukupan broj ugljenika u opsegu C;,—
—C,, [5]. Smatra se da profil masnih kiselina utice na
kvalitet biodizela. Mikroalge sadrze masne kiseline koje
se mogu koristiti za proizvodnju biodizela, npr. zasi¢ene
masne kiseline, koje obezbeduju dobru oksidacionu sta-
bilnost [6]. Ostala fizicka i hemijska svojstva, kao $to su
gustina, viskoznost, kiselinska vrednost i toplotna vred-
nost biodizela dobijenog iz ulja mikroalgi i dizela iz
nafte su vema slicna [7].

Odredivanje sadrzaja ulja u mikroalgama je bilo
predmet brojnih istraZivanja [3,8—12]. Pri tome je utvr-
deno da je najveéi sadrzaj ulja odreden kod slatko-
vodnih vrsta rodova Botryococcus [9], Chlorella
[9,10,13,14], Desmodesmus [12] i Clamydomonas [10].
Pri proucavanju sastava masnih kiselina kod Sest sojeva
algi [6], utvrdeno je da Botryococcus braunii i Scene-
desmus obliquus imaju visok sadrzaj triglicerida koji se
sastoje od oleinske kiseline (18:1), za koju se smatra da
je povoljna za proizvodnju biodizela.

Kako postoji preko 50000 vrsta mikroalgi (do sada
prouc¢eno oko 30000 vrsta [3]) sa razli¢itim fizickim,
hemijskim i bioloSkim svojstvima koja mogu razli¢ito
uticati na proces proizvodnje ulja, veoma je vazno izvr-
Siti pravilnu selekciju. Pri tome treba uzeti u obzir kri-
terijume, kao $to su: brzina rasta, sadrzaj ulja, profil
masnih kiselina i jednostavnost izdvajanja mikroalgi iz
fermentacione tecnosti [15]. U ovom radu izvrSena je
izolacija mikroalgi iz staja¢ih voda, kao i njihova iden-
tifkacija i karakterizacija (odredivanje brzine rasta, pro-
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duktivnosti biomase i sadrzaja ulja), a u cilju proucava-
nja mogucnosti upotrebe mikroalgi za proizvodnju bio-
dizela.

EKSPERIMENTALNI DEO

Izolacija i identifikacija mikroalgi

Za izolaciju mikroalgi koris¢eni su uzorci stajacih
voda iz okoline Leskovca. Izolacija je izvrSena primenom
dve metode: metoda serijskog razblazenja i metoda izo-
lacije na agarizovanim podlogama. Nezavisno od prime-
njene metode, za izolaciju je koris¢ena BBM podloga
slede¢eg sastava (g/dm®): NaNO; 0,249; CaCl,-2H,0
0,0250; MgS0,-7H,0 0,075; K,HPO, 0,072; KH,PO,
0,175; NaCl 0,025; EDTA 0,16; KOH 0,077; FeSO,-7H,0
0,012; H;BO; 0,028; ZnSO,-7H,0 0,019; MnCl,-4H,0
0,004; MoO; 0,002; CuS0O,4-5H,0 0,004; Co(NOs),-6H,0
0,001. Cvrsta podloga dobijena je dodatkom 1, 5%
agara. Podloge su sterilisane u autoklavu na tempe-
raturi od 121 °C u trajanju od 15 min.

Metoda serijskog razblazenja sastoji se u pravljenju
serije razblazenja i inkubacije na 27 °C tokom 14 dana.
Nakon inkubacije pravljena je nova serija razblaZzenja
sve do dobijanja unialgalne kulture. Metoda izolacije na
agarzovanim podlogama sastoji se u direktnom nano-
Senju uzorka na ¢vstu BBM podlogu. Nakon inkubacije
na 27 °C tokom 14 dana, pojedinacne kolonije su dalje
preciséene striklovanjem na ploc¢e sa BBM podlogom do
dobijanja Ciste kulture. lzolovane i precis¢ene vrste
mikroalgi identifikovane su na osnovu morfoloskih
karakteristika [16,17]. Ciste kulture su prenete na kosi
agar BBM i cuvane na 4 °C do izvodenja eksperimenta.

Gajenje mikroalgi

Inokulum mikroalgi pripremljen je zasejavanjem
&iste kulture mikroalgi sa kosog agara u 200 cm® BBM
podloge i gajenjem na rotacionoj muckalici (150 min ™),
na temperaturi od 27 °C pri konstantnom vestackom
osvetljenju tokom 28 dana. Inokulum je zatim zasejan u
400 cm’ BBM podloge tako da je vrednost apsorbance
merene na 680 nm iznosila 0,05. Alge su gajene pri
istim uslovima kao i inokulum, a njihov rast je pracen
spektrofotometrijski, merenjem opticke gustine na
spektrofotometru (Pye unicam, Engleska) na 680 nm u
vremenskom razmaku od 2 dana. Specificna brzina
rasta mikroalgi izracunata je po formuli [18]:

Brzina rasta = (InOD+~InOD,)/t

gde OD; predstavlja opticku gustinu nakon vremena t, a
OD, pocetnu opticku gustinu.

Odredivanje suve biomase

Za odredivanje suve biomase, 10 cm® uzorka kulture
je sipano u prethodno izmerenu praznu petri plocu i
suseno do konstantne mase na 105 °C. Suva biomasa je
izraCunata iz razlike pune i prazne petri ploce. Sadrzaj
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suve biomase izrazen je po jedinici zapremine kulture.
Eksperimenti su vrseni u triplikatu, a podaci su izrazeni
kao srednja vrednost.

Ekstrakcija ulja

Za ekstrakciju ulja, izolovane mikroalge su gajene u
2 dm’ BBM podloge pri pomenutim uslovima tokom 28
dana. Biomasa je odvojena centrifugiranjem tokom 15
min na 6000 rpm i osusena na 105 °C. Ekstrakcija ulja
izvrSena je izmenjenom Bligh—Dayer metodom [10], pri
¢emu su kao ekstrakciono sredstvo koriséeni hloroform
i metanol (u zapreminskom odnosu 2:1). Nakon mesa-
nja na vorteksu, dodata je voda i metanol, tako da je
konacni odnos hloroform:metanol:voda iznosio 1:1:0,9.
Centrifugiranjem su izdvojena dva sloja: hloroformski i
vodeno-metanolni. Hloroformski sloj je ispran sa 25
cm® 5% rastvora NaCl i uparen do suva. Nakon toga,
sadrzaj lipida je odreden gravimetrijski. Produktivnost
ulja izraZzena je kao masa ulja po jedinici zapremine fer-
mentacione tecnosti, a sadrzaj ulja kao procentni sadr-
Zaj ulja u suvoj biomasi mikroalgi.

REZULTATI | DISKUSIJA

Izolacija i identifikacija mikroalgi

Iz uzoraka vode izolovano je ukupno 6 izolata mik-
roalgi. Na osnovu morfologije, alge su identifikovane
kao pripadnici rodova zelenih algi: Chlorococcum, Des-
modesmus, Scenedesmus i Chlorella (slika 1).
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Slika 1. Mikroskopski izgled Celija mikroalgi (uvecanje 40x)
izolovanih iz stajacih voda u okolini Leskovca: a) Chlorococ-
cum sp., b) Desmodesmus sp.2, c) Scenedesmus sp. i d) Chlor-
ella sp.

Figure 1. Cells of microalgae (magnification 40x) isolated
from fresh water around Leskovac: a) Chlorococcum sp.,

b) Desmodesmus sp.2, c) Scenedesmus sp., d) Chlorella sp.
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Hlorokokalne mikroalge su Siroko rasprostranjene, a
narocito su brojne u planktonskim zajednicama slatkih
voda, i to kao pasivni plankteri [19]. Vrste rodova
Scenedesmus i Chlorella se Cesto razvijaju u jezerima,
barama i sporotekué¢im vodama. Ove alge su jedan od
uzroc¢nika “cvetanja vode”. Najrasprostranjenija vrsta iz
roda Chlorococcum na nasim prostorima je Chlorococ-
cum humicolum [19].

Kinetika rasta

Brzina rasta izolovanih mikroalgi pod istim uslovima
gajenja se znacajno razlikovala medu testiranim soje-
vima (slika 2).

Maksimalne srednje vrednost opti¢ke gustine (OD)
za pripadnike roda Chlorella, Chlorococcum i Scene-
desmus su iznosile: 1,8; 0,8 i 1,7, redom (slika 2a). Pri
gajenju tri soja iz roda Desmodesmus dobijene su sle-
dece maksimalne srednje vrednosti OD: Desmodesmus

OD (&80 nm)
[

OD (680 nm)

sp.1 — 1,7, Desmodesmus sp.2 — 1,4 i Desmodesmus
sp.3 — 1,5 (Slika 2b). U pocetnoj fazi promena OD za
pripadnike rodova Chlorella i Scenedesmus je slicna i
iznosi oko 0,8 tokom prvih 10 dana izvodenja eksperi-
menta, dok su vrednosti za rod Chlorococcum bile zna-
¢ajno manje. Promena OD za sva tri pripadnika Desmo-
desmus roda pokazuje sli¢an trend rasta, pri ¢emu su
vrednosti OD nesto niZe od vrednosti izmerenih tokom
rasta Chlorella sp. i Scenedesmus sp. Pri gajenju mikro-
algi C. vulgaris i S. obliquus pod sliénim uslovima, mak-
simalna vrednost OD nakon 21 dan za C. vulgaris izno-
silaje 1,8 aza$. obliquus 1,2 11,1 [10].

IzraCunavanje specifi¢ne brzine rasta pokazalo je da
pripadnici rodova Chlorella i Scenedesmus imaju naj-
vecu specificnu brzinu rasta, dok soj roda Desmodes-
mus sp.3 ima najmanju specifi¢cnu brzinu rasta (tabela
1). Mikroalgalni sojevi Desmodesmus sp. 2 i Chlorococ-
cum sp. imaju iste specifi¢ne brzine rasta.

15 20 25

Vreme,dan

(a)

15 20 25

Vreme,dan
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Slika 2. Promena opticke gustine izolata mikroalgi tokom gajenja u BBM podlozi pri kostantnom osvetljenju (linije standarne greske
od srednje vrednosti). a) Chlorella (A ), Chlorococcum (4) i Scenedesmus (m); b) Desmodesmus: Desmodesmus sp. 1 (e), Desmodes-

mus sp. 2 (X) i Desmodesmus sp.3 (0).

Figure 2. Changes of optical density of microalgae during cultivating in BBM medium on constant ligh (error bars represent standard
deviation). a) Chlorella (A ), Chlorococcum (#¢), Scenedesmus (m); b) Desmodesmus: Desmodesmus sp. 1 (e), Desmodesmus sp. 2

(), Desmodesmus sp.3 (o).
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Pod odgovarajuéim uslovima i uz dovoljno hranljivih
materija, mikroalge rastu veoma brzo. Njihova biomasa
se udvostrucuje u roku od 3,5-24 h tokom eksponen-
cijalne faze rasta [10]. Generacijsko vreme na tempera-
turi od 25 °C za mikroalgu Chlorella pyrenoidosa iznosi
465 min, za Scenedesmus quadricauda 354 min [20]. Na
brzinu rasta mikroalgi utice koli¢ina hranljivih materija,
svetlost, pH, temperatura i pocetni inokulum [10], kao i
sastav podloge u kome se gaji (Chlorella najbrze raste u
BG-11 medijumu a najsporije u Chu-13 medijumu [21]).
Velika prednost upotrebe mikroalgi iz rodova Chlorella i
Chlorococcum ogleda se i u njihovoj moguénosti da
rastu na veoma nepovoljnim supstratima, kao Sto su
otpadne vode iz procesa busenja nafte [22].

Tabela 1. Specificna brzina rasta izolata mikroalgi
Table 1. Specific growth rate of izolated microalgae

Mikroalga Specifi¢na brzina rasta, d? R’

Chlorococcum sp. 0,086 0,901
Chlorella sp. 0,096 0,761
Scenedesmus sp. 0,093 0,765
Desmodesmus sp.1 0,081 0,833
Desmodesmus sp.2 0,086 0,804
Desmodesmus sp.3 0,070 0,799

Odredivanje suve biomase i produktivnosti ulja

U cilju selekcije odgovarajucih izolata za proizvodnju
ulja, analizirano je Sest izolovanih mikroalgi na sadrzaj
suve biomase, produktivnost i sadrzaj ulja. Rezultati su
prikazani u tabeli 2.

Tabela 2. Srednje vrednosti sadrZaja suve biomase, produktiv-
nosti i sadrZaja ulja u analiziranim mikroalgama

Table 2. Average values of dry weight, productivity and oil
content in analyzed microalgae

Mikroalga Sadrzaj suve Produktivnost Sadrzaj

biomase, g/l ulja, g/l ulja, %
Chlorococcum sp. 1,5 0,2 15,8
Chlorella sp. 1,2 0,4 33,0
Scenedesmus sp. 1,0 0,3 29,4
Desmodesmus sp.1 1,5 0,4 23,2
Desmodesmus sp.2 1,1 0,2 18,2
Desmodesmus sp.3 0,6 0,2 25,3

Sadrzaj suve biomase za pripadnike rodova Chloro-
coccum, Chlorella i Scenedesmus iznosi:1,5; 1,2 i 1 g/,
redom (Tabela 2). Analiziran je i sadrzaj suve biomase
pri gajenju tri predstavnika roda Desmodesmus, pri
¢emu su dobijene vrednosti 1,5; 1,1 i 0,6 g/l. Najve(i
sadrzaj suve bimase imaju predstavnici roda Chloro-
coccum i Desmodesmus sp.1, a najmanji rod Desmodes-
mus sp.3.

Najvecéa produktivnost ulja od 0,4 g/l zabeleZena je
kod sojeva Chlorella sp. i Desmodesmus sp.1, dok je naj-
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manja produktivnost ulja (0,2 g/l) konstatovana kod
sojeva Desmodesmus sp.2, Desmodesmus sp.3 i Chloro-
coccum sp. (tabela 2). Istrazivanja pri slicnim uslovima
gajenja, su pokazala da C. vulgaris ostvaruje produk-
tivnost ulja od 0,4 g/l, S. obliqus 0,5 g/l [10], Chloro-
coccum sp. 0,1 g/l [23], dok najniZzu produkciju od 0,2
g/| ostvaruje Desmodesmus sp. [24]. Ovi literaturni po-
daci za sojeve Chlorella sp., Clorococcum sp. i Desmo-
desmus sp. su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u
nasim istrazivanjima, dok su dobijene vrednosti za Sce-
nedesmus niZe za na$ testiran soj. Naime, u toku gaje-
nja mikroalgi Chlorococcum sp., Chlorella sp. i Scene-
desmus sp. u BBM medijumu tokom 9 dana, produktiv-
nost ulja je iznosila 0,1; 0,11 0,2 g/l, redom [23].

Sadrzaj ulja analiziranih mikroalgi se kretao od 15,8
do 33,0% (tabela 2). Sadrzaj ulja kod predstavnika roda
Chlorella bio je 33,0%, sto je skoro dva puta vise nego
kod predstavnika roda Chlorococcum. U drugim istra-
Zivanjima je pokazano da mikroalge Chlorococcum sp.,
C. vulgaris, S. obliqus i Desmodesmus gajene pod istim
uslovima imaju sledeci sadrzaj ulja: 19,3 [3]; 26,0; 29,0 i
28,0 [10] i 19,7% [24], redom, Sto je u saglasnosti sa
dobijenim rezultatima za sojeve testirane u nasim istra-
Zivanjima. U predhodnim studijama [23], pracena je
stopa rasta kod rodova Chlorococcum, Chlorella i Scene-
desmus, pri ¢emu su sve tri mikroalge pokazale skoro
slicne brzine rasta, dok je Scenedesmus sp. pokazao
najveci sadrzaj ulja (24%) u stacionarnoj fazi rasta posle
9 dana gajenja. Takode, utvrdeno je da Scenedesmus
sp. poseduje najadekvatniji masno-kiselinski sastav za
proizvodnju biodizela [23].

ZAKLJUCAK

Iz razli¢itih uzoraka stajacih voda iz okoline Leskovca
izolovano je ukupno 6 sojeva mikroalgi koje su identifi-
kovane kao pripadnici rodova zelenih algi Chlorococ-
cum, Chlorella, Desmodesmus i Scenedesmus. Analizira-
judi brzinu rasta, sadrzaj biomase i sadrZaj i produktiv-
nost ulja kod izolovanih mikroalgi, utvrdeno je da su
sojevi Chlorella sp. i Scenedesmus sp. najpogodniji za
dalja proucavanja optimizacije rasta u cilju povecéanja
sinteze ulja i moguce primene u proizvodnji biodizela.
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SUMMARY

THE ISOLATION AND SCREENING OF MICROALGAE FOR THE PRODUCTION OF OIL

Bojana R. Daniloviél, Jelena M. Cvetkovié-Rakiél, Jovan Ciriél, Jelica B. Simeunoviéz, Vlada B. Veljkoviél,

Dragisa S. Savi¢'

"University of Nis, Faculty of Technology in Leskovac, Serbia
2University of Novi Sad, Faculty of Science, Serbia

(Scientific paper)

The biodiesel production has gained increasing attention of the researches in
recent years. Current commercial biodiesel production involves transesterification
of oil derived from oil crops. Since this production is no more sustainable, the use
of microalgae represents a good alternative. Microalgae have high growth rate,
high oil content and can be cultured in the environment which are not suitable for
agriculture. Additionally, microalgae cultivation improves the reduction of carbon
dioxide in the atmosphere. Selection of microalgae for oil production must take
into consider certain criteria which include growth rate, oil content, fatty acids
profile and ease of separation. In order to analyze the possibility of the use of mic-
roalgae for the production of oil, isolation of freshwater microalgae was per-
formed. The isolation was done by the use of traditional techniques from fresh-
waters near Leskovac. A total number of 6 microalgae strains were isolated and
identified as the representatives of the genera Chlorococcum (1 isolate), Chlorella
(1 isolate), Scenedesmus (1 isolate) and Desmodesmus (3 isolates). Isolates of
microalgae were screened for the growth rate, biomass and oil productivity and
oil content. The highest content of biomass was 1.5 g/l and it was observed in the
strains Chlorococcum sp. and Desmodesmus sp. 1. The highest value of specific
growth rate was calculated during the growth of microalgae Chlorella sp., Scene-
desmus sp. and Desmodesmus sp.1, while the lowest value was observed for
Chlorococcum sp. QOil productivity was the highest for Chlorella sp. and Desmo-
desmus sp.1 (0.4 g/l) and the lowest for Desmodesmus sp.2, Desmodesmus sp.3
and Chlorococcum sp. (0.2 g/l). The oil content was in the range from 15.8%
(Chlorococcum sp.) to 33% (Chlorella sp). Since the microalgae isolates Chlorella
sp. and Scenedesmus sp. had the highest oil productivity, high growth rate and
high oil content, these strains are the most suitable for further investigation in
order to improve the oil yield and analyse the possibility of the use in the pro-
duction of biodiesel.
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