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Alge su vrlo raznolika skupina pretezno vodenih fotosintetskih organizama koji €ine
gotovo 50% fotosinteze koja se odvija na Zemlji. Takoder, imaju vaznu ulogu u kruznom

ciklusu ugljika pomazuci ukloniti visak ugljicnog dioksida iz okoliSa (Moroney, 2009).

Mikroalge smatraju se jedinim adekvatnim alternativnim izvorom biogoriva. Kao
najperspektivniji obnovljivi izvor energije imaju potencijal u potpunosti zamijeniti dizelsko
gorivo (Richardson, 2012). Velika potrosnja fosilnih goriva u kombinaciji s projekcijama
potencijalnog manjka fosilnih goriva prema sredini 21. stolje¢a, €ine ih imperativom za

pridonose ¢injenice o globalnom zatopljenju i zagadenju okolida (Melis i Happe, 2001).

Proizvodnja mikroalgi, osim za biogoriva moze posluziti i u druge svrhe. Neke od

mogucnosti koje se trenutno razmatraju jesu:

1. Uklanjanje ugljicnog dioksida iz industrijskih ispusnih plinova algalnom biofiksacijom
(Wang i sur. 2008), redukcija emisije staklenickih plinova u pogonima za proizvodnju

biogoriva (Directive 2003).

2. Obrada otpadnih voda uklanjanjem amonijaka, nitrata i fosfata koji pridonose rastu algi

kao nutrijenti (Wang i sur. 2008).

3. Nakon ekstrakcije ulja preostala algalna biomasa moze se preraditi u etanol, metan,
sto¢nu hranu, koja se zatim koristi kao organsko gnojivo zbog njezina visokog N: P

omjera (Wang i sur. 2008)

4. Uzimajuéi u obzir moguénost uzgoja algalnih kultura u suboptimalnim uvjetima i
njihove smanjene potrebe za hranjivim tvarima, mogu se uzgajati u podrucjima
neprikladnim za poljoprivredne svrhe. Takoder, ne zauzimaju obradive povrSine,
otpadne vode mogu se koristiti kao hranjivi medij, ne zahtijevajuéi koriStenje pitke
vode (Mata i sur. 2010).

5. Ovisno o mikroalgalnoj vrsti mogu se ekstrahirati mnogi spojevi, koji imaju korisne
primjene u razliitim industrijskim sektorima, uklju€ujuci i Siroki spektar kemikalija i
ostalih produkata, kao Sto su masti, polinezasicene masne kiseline, ulja, prirodna
bojila, Seceri, pigmenti, antioksidansi, visoko vrijedni bioaktivni spojevi, i druge
kemikalije i biomase (Li i sur. 2008a; Li i sur. 2008b; Raja i sur. 2008).

6. Zbog razliitih visokovrijednih bioloSkih derivata koje je moguce dobiti iz mikroalgalnih

kultura moguce su mnoge komercijalne primjene. Mikroalge potencijalno mogu unijeti

velike promjene u mnogobrojna biotehnoloSka podrucja ukljuujuci proizvodnju
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biogoriva, farmaceutsku industriju, akvakulture, te prevenciju onecis¢enja (Rosenberg
i sur. 2008; Wang i sur. 2008).

7. Mikroalge se vrlo Cesto koriste kao Ciste kulture u razliCitim znanstvenim istrazivanjima
(testovi toksicnosti, genetiCki inzenjering, populacijska ekologija) (Rjafur i sur., 2012;
Littler i sur., 2006; Diercks-Horn i sur., 2011).

S obzirom na razliite primjene mikroalgalnih kultura i Siroku iskoristivost, vrlo je vazno
razumijeti i predvidjeti dinamiku rasta ovih modelnih organizama u kontroliranim uvjetima,

$to je moguce uz pomo¢ matemati¢kih modela.

1.1. MATEMATICKA | RACUNALNA BIOLOGIJA

lako je matematika vec¢ dugo isprepletena s bioloskim znanostima, eksplozivna sinergija

biologije i matematike javlja se tek u novije doba (Cohen, 2004).

U posljednjih nekoliko desetlje¢a, matematika je postala rasirena u biologiji, pojavljujuéi se
u razli¢itim varijantama: kao statistika u eksperimentalnom dizajnu, u bioinformatici, izradi

modela u evoluciji, ekologiji i epidemiologiji itd. (May, 2004).

U biologiji je doSlo do iznimno velikih promjena zbog prodora novih izvora podataka,
pristupa super racunalima, oslanjanja na kvantitativne istraZivatke metode, te se sve vise
javlja potreba za izradom kvantitativnih i predikcijskih modela bioloskih pojava.
Istovremeno raste utjecaj matematickih alata i matemati¢kog razmatranja u biologiji, pa se
desetlje¢a. Ova preobrazba imat ¢ée snaZne posliedice na sva podrucja temeljne i
primijenjene biologije (Committee on Mathematical Sciences Research for DOE s
Computational Biology, 2005). Stoga je znacaj matematike u biologiji prvenstveno vidljiv u
primjeni statistike te kvantificiranju bioloSkih pojava, a izrada matemati¢kih modela

omogucuje nam predvidanja bioloSkih pojava (Hoppensteadt, 1995).

Veza izmedu biologije i matematike temelji se na uzajamnim doprinosima: biologija
generira sloZzene zadatke, a matematika moze predvidjeti naCine razumijevanja istih
(Edward i sur., 2010). Grane biologije koje koriste primijenjenu matematicku biologiju
(Hoppensteadt, 1995) su:

« staniCna organizacija,
« ekologija i ekosustavi,
o evolucija i bioraznolikost,

e oOrganizacija genoma i ekspresija,
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o rastirazvoj organizama i stanica,

« imunoloski sustav, patogeni i obrana,

« integrativni pristupi funkcijama organizma i bolesti,
« molekularna struktura i funkcija,

e neurobiologija i ponaSanje Zivotinja,

« nove tehnologije i industrijske biotehnologije,

« biologija biljaka i poljoprivreda.

1.2. CILJEVI MATEMATICKE BIOLOGIJE

Cilievi matemati¢ke biologije su matematicki prikaz, obrada i modeliranje bioloskih
procesa. Pritom se koriste razliCite matematiCcke metode i alati koji imaju teorijsku i

prakticnu primjenu u bioloskim, biomedicinskim i biotehnoloSkim istrazivanjima.

Biologija je kao znanost brzo razvijajuéa, dinami¢na i podlozna izmjenama, dok
matematika predstavlja rigidnu, strogu i preciznu znanost Ciji se zakoni ne mijenjaju vise

stotina godina.
Interakcije matematike i biologije mogu se podijeliti u tri kategorije:

1. Primjena ve¢ postojeCih matematickih metoda u bioloSkim problemima. Koristenje
rutinskih matematic¢kih metoda utjee na matematiku samo kada bioloski problemi
zahtijevaju preciznije metode. Takva pitanja vode daljnjem razvoju matematickih

metoda.

2. U slucaju kada su postoje¢e matematicke metode neadekvatne, neophodan je razvoj

novih matemati¢kih metoda unutar konvencionalnih okvira.

3. Trecoj kategoriji pripadaju temeljna pitanja iz biologije koja zahtijevaju potpuno nove

nacine kvantitativnog i analiticCkog razmisljanja.

Uzimajuci u obzir kompleksnost bioloSkih problema koji traze primjenu novih matematickih
metoda, neophodno je stvaranje posve novih podru¢ja matematike prije moguceg
uspjeSnog rieSavanja temeljnih, a jednako tako i kompleksnih bioloSkih problema. Stoga
¢e razvoj novih tehnologija te brza akumulacija bioloSkih informacija i podataka zatraziti
primjenu klasiéne matematike, kao i stvaranje nove matematike (Tablica 1.) (Kar i
Chakrabotryb, 2010)
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Tablica 1. Matematika nastala iz bioloSkih problema (Cohen, 2004)

Starosna struktura stabilnih populacija

Logisti¢ka jednadzba za ograni€eni rast populacije
Proces grananja, izumiranje obiteljskih imena
Korelacija

Markovljevi lanci, statistika jezika
Hardy—Weinbergova ravnoteza u populacijskoj genetici
Analiza varijance,dizajn agrikulturalnih eksperimenata
Dinamika interaktivnih vrsta

Natalitet i mortalitet

Valna genetika

Teorija igara

Distribucija za procjenu stope mutacije bakterija
Morfogeneza

Difuzijska jednadzba za uCestalost gena

Cirkularni intervalni grafovi, fina struktura gena
Granicne funkcije nasumicnih grafova

Formula za uzorkovanje u€estalosti halotipova

Koalescentna genealogija populacija

1.3. MATEMATICKI MODELI

Euler, 1760

Verhulst, 1838

Galton, 1889

Pearson, 1903

Markov, 1906

Hardy, 1908; Weinberg, 1908
Fisher, 1950

Lotka, 1925; Volterra, 1931

Yule, 1925; Kendall, 1948

Fisher, 1937; Kolmogorov i sur., 1937
von Neumann i Morgenstern, 1953
Luria i Delbrueck, 1943

Turing, 1952

Kimura, 1994

Benzer, 1959

Erdds i Rényi, 1960

Ewens, 1972

Kingman, 1982

Matematicki model analiti¢ki je izraz koji kvantificira i objasnjava odredenu bioloSku pojavu

ili promatrani bioloSki sustav (Thieme, 2003). Proces razvoja matemati¢kih modela

Thieme je nazvao matemati¢ko modeliranje (Slika 1).

Sustavi matemati¢kin modela mogu smanijiti potrebu za eksperimentiranjem na Zzivim

organizmima ili bioloSkim sustavima kada takva eksperimentiranja predstavljaju eticke,

financijske ili logisticke poteSkoce. Matematicka i raCunalna istrazivanja su relativho

jeftina, a veliki doprinosi su ostvarivi uz relativno mala ulaganja (Steer, 2010).

Prema podatcima kojima raspolazemo i zeljenom primjenom modela, matematicke

modele mozemo klasificirati u nekoliko kategorija (Bender, 2000):

a) Linearni i nelinearni

b) Deterministi¢ki i probabilisticki (stohasticki)

c) Staticki i dinamicni

d) Diskretni i kontinuirani
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BIOLOSKA
POJAVA

KALIBRACUA REZULTATI |
MODELA ANALIZA

USPOREDIVANJE
PODATAKA

Slika 1. Shema izrade bioloskih modela.

1.4. MALTHUSOV MODEL RASTA POPULACIJE

Malthusov model rasta populacije naziva se jo$ i eksponencijalni model rasta populacije.
Naziv je dobio po Thomasu Robertu Malthusu (1766-1834) koji ga je prvi opisao u svom
radu ,Esej o principima populacije®. Taj model postao je temelj za vecéinu buducih modela
rasta populacije.

Malthus je formulirao relativno jednostavan model rasta populacije na temelju vlastitih
zapazanja. Iznio je kako je rast populacije multiplikacijski, odnosno da populacije rastu
prema geometrijskom nizu. Uzmimo u obzir da prosje¢na jedinka proizvodi vise od jednog

potomka tijekom zZivota, tada ¢e populacija rasti eksponencijalno s viemenom (Slika 2).
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Slika 2. Projekcije Malthusovog modela rasta populacije pri razli¢itim parametrima modela.

Malthusov model predstavlja primjer modela jedne varijable i jednog parametra. Varijabla
je veliina od interesa koju promatramo i obi€no se s vremenom mijenja. Parametri su
veligine koje su nam poznate i prije izrade modela. Cesto su obje veliine konstante, iako

je moguce da se parametri tijekom vremena mijenjaju.
Dakle, bilo koja vrsta moze se potencijalno povecati numeri¢ki prema geometrijskom nizu.
Naprimjer, ako vrsta ima nepreklapajuce populacije (npr. jednogodiSnje biljke), a svaki

organizam stvara R potomaka, dakle, populacijski broj N u generacijama t = 0,1,2, ...

jednak je:
N, =N, xR (1)
N, = N, xR (2)
Gdje je:
N, broj jedinki u generaciji t; (prva generacija potomaka)
No broj jedinki u generaciji to
R broj potomaka koje su dale odrasle jedinke (N)
t vrijeme
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Kada je t (generacijsko vrijeme) velik, onda je to jednadZba (3) kojoj se mozZe
aproksimirati eksponencijalna funkcija:

N, = N, xexp(rxt) = N, xe" (3)
Gdje je:
[\ broj jedinki u generaciji t
No broj odraslih jedinki koje potencijalno mogu dati potomke
e aproksimacija eksponencijalne funkcije
r stopa rasta populacije

Stopa rasta populacije r u Malthusovom modelu moze biti pozitivna ili negativna (Slika 3).
1. Populacija se eksponencijalno smanjuje (r<0), kada je stopa rasta populacije
manja od 0
Populacija eksponencijalno raste (r> 0), kada je stopa rasta populacije ve¢a od 0

3. Populacija se ne mijenja (r = 0), kada je stopa rasta populacije jednaka 0

30 40
|

Veli¢ina populacije
20
L

/
/
r>0 /
=0
3 ] \
\\
o -
T T T T T I
0 10 20 30 40 50

vrijeme

Slika 3. Moguéi ishodi Malthusovog modela.
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Parametar r u literaturi se susrece pod razli¢itim nazivima:

e Malthusov parametar

e Intrinzi¢na stopa rasta

« Trenutna stopa prirodnog prirasta
« Stopa rasta populacije

Pretpostavke eksponencijalnog modela:

1. Kontinuirana reprodukcija (npr. nema sezone parenja)
2. Svi organizmi su identi¢ni (npr. dobna struktura)

3. Okolis je konstantan u prostoru i vremenu (npr. resursi su neograniceni)

Medutim, eksponencijalni model je robustan, te daje razumnu to¢nost ¢ak i ako ti uvjeti
nisu ispunjeni. Organizmi se mogu razlikovati u starosnim strukturama, prezivljavanju i
mortalitetu. No uzimaju¢i u obzir veliku brojnost nekih populacija za njihove stope

nataliteta i mortaliteta mozemo reéi da su podjednake.

Parametar r u eksponencijalnom modelu mozZe se tumaciti kao razlika izmedu stope

nataliteta (reprodukcije) i stope mortaliteta prema jednadzbi (4):

N b—mN =N ()
dt
Gdje je:
b stopa nataliteta
m stopa mortaliteta
r intrinzicna stopa rasta populacije
N broj jedinki
t generacijsko vrijeme

Natalitet je broj potomaka organizama proizvedenih po jednoj jedinki u populaciji po
jedinici vremena. Mortalitet je vjerojatnost umiranja svake jedinke. Stopa rasta populacije

(r) jednaka je natalitetu (b) minus mortalitetu (m).

1.5. PRIMJENE EKSPONENCIJALNOG MODELA

lako se Malthusov model rasta za neke populacije €ini neadekvatnim, u nekim granama
biologije ipak pronalazi svoje adekvatne primjene (Sharov, 1996):
« mikrobiologija - omogucava izraCun stope rasta bakterija,

« konzervacijska biologija - modeliranje obnavljanja narusenih populacija,
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e Uuzgoj kukaca - predvidanje prinosa,
« pracenje porasta broja jedinki alohtonih vrsta (primjerice biljke ili kukci alohtonih
stanista),

« ribarstvo — predvidanja dinamike rasta ribljih populacija.

1.6. KAPACITET OKOLISA

S bioloske toCke gledista, nedostatak Malthusovog modela ideja je o kapacitetu okoliSa.
Kapacitet okolisa neke bioloske vrste je maksimalna veli€ina populacije koju okoli§ moze
podnijeti neodredeno vrieme, s obzirom na potrebne resurse: hranu, staniste,
interspecijsku kompeticiju itd. U populacijskoj biologiji kapacitet okolisa (K) se definira kao

okoli$ pod maksimalnim opterec¢enjem.

Kako populacija raste, smanjuje se kapacitet okoliS8a za populaciju, dakle smanjuje se
dostupnost hrane, otpadne tvari mogu se akumulirati, a stope nataliteta imaju tendenciju
smanjenja dok se stope mortaliteta poveéavaju. Iz tih razloga matemati¢ki model dinamike

rasta populacije trebao bi uklju€ivati kapacitet okolisa.

1.7. VERHULSTOV MODEL RASTA POPULACIJE

Verhulstov model rasta populacije naziva se joS i logistiCkim modelom. Model je

deterministicki, $to znaci da ne uklju€uje nikakve stohastiCke komponente (vjerojatnost).

LogistiCcka jednadzba izraZava ograniCenje ili usporavanje rasta populacije u skladu s
porastom veli€ine populacije, predvidajuéi da ée na kraju doéi do stabilne toCke koja je
maksimalno odrziva s obzirom na dostupnost resursa. Pod tim podrazumijevamo pristup
suncu, vodi, hrani (nutrijentima), pa ¢ak i zaklonjenosti od predatora i parazita. Medutim,

realno stanje u okoliSu je daleko slozenije.

S obzirom na nestabilnost nekog sustava (dostupnost resursa) za ocekivati je da ¢ée
dinamika rasta neke populacije varirati. To je jedan od razloga zbog ¢ega se Malthusov

model rasta populacije smatra tesko primjenjivim u realnom okoliSu.

Logisticki model razvijen je od strane belgijskog matemati¢ara Pierra Verhulsta (1838).
Logisticki rast pretpostavlja da sustav raste eksponencijalno do to¢ke infleksije, pritom se
stopa rasta usporava do kapaciteta okoliSa (K). Iz takvog kretanja dinamike populacije

dobivamo karakteristi¢an S-oblik krivulje (Stone, 1980).
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Verhulstov model sugerira da stopa rasta populacije moze biti ograni¢ena, odnosno moze

ovisiti o gustoci u izrazu (5):

r:rox(l_ﬂj ©)
K
Gdje je:
r stopa rasta populacije
lo maksimalna stopa rasta populacije
N broj jedinki
K kapacitet okolisa
ro -
O -
T T T T NN T
K

Slika 4. Grafi¢ki prikaz stope rasta populacije kada je natalitet maksimalan.

Pri niskoj gustoc¢i naseljenosti (N << 0), natalitet je maksimalan i raste do ry (5to je ujedno i
maksimalna stopa rasta neke populacije). Parametar r, moze se protumaditi kao stopa

rasta populacije u nedostatku intraspecijske kompeticije.

Stopa rasta populacije (r) opada s brojem jedinki (N), i doseze 0 kada N = K, odnosno
kada je broj jedinki dosegnuo kapacitet okolisa. Parametar K gornja je granica rasta
populacije odnosno kapacitet okoliSa. To se obi¢no tumaci kao koliCina resursa izrazenih
po broju organizama koje ti resursi mogu podnijeti. Ako populacija premaSuje kapacitet

okoliSa K, onda stopa rasta populacije postaje negativna i dolazi do pada broja jedinki.
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Dinamika populacije prema Verhulstu opisana je diferencijalnom jednadZzbom (6):

dN N
—=rN=rN|1-— 6
Rl Ce ©
Gdje je:
r stopa rasta populacije
N broj jedinki
K kapacitet okolisa
koja ima sliedece rjeSenje (7):
aN _ K )
dt -
1+ K=N, e
NO
Gdje je:
[\ broj jedinki u vremenu t
No broj jedinki u vremenu 0 (pocetno stanje)
K kapacitet okolisa
lo maksimalna stopa rasta
t vrijeme

Tri su moguca ishoda modela:
1. Populacija raste i doseze gornju granicu, odnosno kapacitet okoliSa kada je No<K,
2. Populacija se smanjuje i dostiZze gornju granicu, odnosno kapacitet okolisa kada je
No >K,

3. Populacija se ne mijenja kada je Ny = K ili je Np=0.

Logisticki model ima dva ravnotezna stanja:

1) N*=0
2) N*=K*

Prvo je ravnotezno stanje nestabilno, jer bi malo odstupanje od ove ravnoteze dovelo do
rasta populacije. Drugo ravnotezno stanje je stabilno jer i nakon malih promjena
populacija se vraca u stanje ravnoteze. LogistiCki model uzima u obzir dva ekoloska

procesa: reprodukciju i intraspecijsku kompeticiju. Oba procesa ovise o veli€ini populacije

11
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(ili gustoéi populacije). Stopa oba modela odgovara zakonu ovisnosti gustoce s

koeficijentima: ro za reprodukciju i ro/K za intraspecijsku kompeticiju.

RN
\
\
i . N(0)>K
_é = \ K
£ A N(0)=K /
/
8 > //N(O)<K
o - -—‘-"-//

I I I I I I
0 10 20 30 40 50

vrijeme

Slika 5. Graficki prikaz dinamike rasta populacije koje su moguce prema Verhulstovom modelu.

1.7.1. Tumacenje parametara logisticCkog modela
1.7.1.1. Parametar rq

Taj parametar relativno je lako interpretirati: to je najve¢a moguca stopa rasta populacije,
Sto je neto ucinak nataliteta (reprodukcije) i mortaliteta (iskljuCujuc¢i mortalitet ovisan o
gustoc¢i populacije). Populacije Cije je vrijeme reprodukcije relativno sporo (npr. slonovi)
imaju nizak ro, dok primjerice populacije €ije je vrijeme reprodukcije relativno brzo (npr.

vecina kukaca) ima Vvisok ro.

Problem logistickog modela taj je Sto parametar ry kontrolira ne samo stopu rasta
populacije, nego jednako tako i opadanje broja jedinki u populaciji (na N> K). Nije logi¢no
da organizmi s niskom stopom reprodukcije trebaju imati isto tako nisku stopu mortaliteta.
Ako je reprodukcija spora, a mortalitet visok, tada logistiCki model viSe nije primjenjiv
(Sharov, 1996).

12
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1.7.1.2. Parametar K

Parametar K ima biolosko znaenje za populacije s jakim interakcijama medu jedinkama
koje kontroliraju svoju reprodukciju. Naprimjer, uzmimo u obzir glodavce Cija je
reprodukcija kontrolirana socijalnom strukturom unutar populacije, teritorijalnost ptica te

kompetencija biljaka za prostor i svjetlost.

Medutim, parametar K nema jasno znaCenje za organizme Cija populacijska dinamika
ovisi o ravnotezi natalitetnih i mortalitetnih procesa (npr. vec¢ina populacija kukaca). U tom
slucaju ravnoteza gustoce populacije ne odgovara koliini resursa, prema tome izraz
kapacitet okoliSa nije odgovarajuci. Naprimjer, ravnotezna gustoéa moze ovisiti o

mortalitetu uzrokovanom predacijskim pritiskom (Sharov, 1996).

1.8. VAZNOST PRIMJENJENOG MODELIRANJA ALGALNIH KULTURA

1.8.1. Modelni organizmi

Prvi koraci istraZzivanja na podru€ju modelnih organizama zapoceli su u 19. stoljecu
istrazivanjima Charlesa Darwina i Gregora Mendela i njihovim radovima na prirodnoj
selekciji i genetskom nasljedivanju. Ovi rani radovi u pronalazenju standarda za
usporedbu organizama nastavili su se u 20. stolje¢u, kada je zapocet laboratorijski uzgoj

modelnih organizama.

Modelni organizmi vrste su koje su Siroko prou€avane in vivo, te je njihovo odrZzavanje,
uzgoj u laboratorijskim uvjetima i manipuliranje prilikom izvodenja eksperimenta
jednostavno. Modelni organizmi pruzaju informacije koje mogu biti primjenjive i na druge
vrste (Rader, 2004). Kao modelni organizmi koriste se mikroorganizmi (bakterije,

fitoplankton, zooplankton) te biljke i Zivotinje.

1.8.2. Algalne kulture

Algalne kulture oblik su akvakulture koji se odnosi na uzgoj razli€itih vrsta algi (Slika 6).
Vecina algi koje se uzgajaju u laboratoriju i koriste u istrazivanjima pripadaju kategoriji
mikroalgi, odnosno fitoplanktonu. Za istrazivanja su pogodne i slatkovodne i morske vrste.
Lako se odrzavaju u laboratorijskim uvjetima, pogodne su za mnoga istrazivanja. ViSe od
40.000 razli¢itih vrsta mikroalgi identificirano je do sada na temelju mikroskopskih i
molekularnih metoda (Christi, 2007; Brennan i Owende, 2010; Godhe i sur., 2001)
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a) (web 1) b) (web 2) c) (web 3)
Slika 6. Uzgoj algalnih kultura: a) otvoreni sustavi; b) i ¢) laboratorijski uzgoj

Neke od najceSce koristenih mikroalglnih kultura u znanstvenim istrazivanjima su

Chlorella sp., Scenedesmus sp., Selenastrum sp., Chlamydomonas sp. itd.

Osim algalnih kultura modeliraju se i druge akvakulture primjerice uzgoj riba i Skoljkasa.
Kako alge &ine temelj hranidbenog lanca o njihovoj ¢ée stopi rasta ovisiti cijela kaskada
hranidbene mrezZe, stoga se njihova dinamika rasta tumaci i modelira ve¢ dugi niz godina
kroz brojna istrazivanja (Caswell i Neubert, 1998; Edward i Bees, 2001; Gatto, 1991).

Kroz toksikoloSka, molekularno bioloSka, biokemijska, biotehnoloska, geneticka
istrazivanja i ekoloSko matematiCka modeliranja izradeno je na stotine modela rasta
mikroalgalnih  populacija. To upucuje na vaznost primjene ovih modela u opisivanju

dinamike rasta mikroalgi.

1.8.3. Modeli algalnih kultura

Scenedesmus sp. kozmopolitska je, fitoplanktonska, slatkovodna mikroalgalna vrsta koja
je Cest predmet istrazivanja posljednjih nekoliko godina (Sancho i sur., 1997; Yin Hu i sur.,
2012). Naj¢esce je opisivana dinamika rasta mikroalgalne kulture uvjetovana intenzitetom
svjetlosti, temperaturnim intervalima, nutrijentima fosforom i dusikom ili teSkim metalima
(Martinez i sur., 1997).

Prema autorima Xin i Yu-ping (2010), rast mikroalgalne kulture Scenedesmus sp. opisan
je logistickom krivuljom. Limitirajuci faktor u njihovom istraZivanju bila je temperatura.
Kulture su uzgajane u Cetiri replike, pri Cetiri razliCite temperature 10 °C, 20 °C, 25 °C,
30°C. Rezultati su pokazali da nema statistiCki znaCajne razlike medu stopama rasta
kultura pri razliitim uzgojnim temperaturama, iako su samo pri temperaturama 10 °C i 20
°C krivulje rasta opisane logistiCkom krivuljom, dok pri ostalim temperaturama kulture algi

nisu rasle logisticki.
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U drugim istrazivanjima (Li i sur., 2010a) koristenjem razli€itih koncentracija duSika i
fosfora opisane su dinamike rasta mikroalgalnih kultura Scenedemus sp., te dobiveni
rezultati upucuju na logisticku krivulju rasta populacije koja se u odnosu na koncentracije

nutrijenata (duSika i fosfora) razlikuje uglavhom u stacionarnim fazama rasta.

Do sada u literaturi ni u jednom radu nije opisan ucinak volumena fotobioreaktora na

dinamiku rasta mikroalgalne populacije.
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada jest :

1. Matematicki opisati rast populacije algi Scenedesmus sp., te odrediti relativhu
stopu rasta organizama (r) i kapacitet okolisa (K) mikroalgane kulture uzgajane u

kontroliranim uvjetima fotobioreaktora za volumene 5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL.

2. Na temelju dobivenih eksperimentalnin podataka izraditi determinacijsko

predikcijski matematicki model rasta populacije alga Scenedesmus sp.

3. Ispitati utjeCe li volumen fotobioreaktora na rast i dinamiku rasta populacije algi

Scenedesmus sp.
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3.1. KEMIKALIJE

Za pripremu medija i odrZzavanje monokulture algi Scenedesmus sp. koriStene su sljede¢e

kemikalije:

« natrijev nitrat, NaNO;

» kalcijev klorid dihidrat, CaCl, x 2H,0O

« magnezijev sulfat heptahidrat, MgSO,x 7H,0O
» dikalijev hidrogen fosfat trihidrat, K,HPO, x 3H,O
» kalijev dihidrogen fosfat, KH,PO,

+ natrijev klorid, NaCl

+ dinatrijev etilen diamin tetraacetat, Na,EDTA
« Zeljezov triklorid heksahidrat, FeCl;x 6H,O

« manganov (Il) klorid tetrahidrat, MnCl,x 4H,0
- cinkov klorid, ZnCl,

« kobaltov (Il) klorid heksahidrat, CoCl, x 6H,0
« natrijev molibdat dihidrat,Na,MoO, x2H,0

Koncentracija stanica u fitoplanktonskim monokulturama opcenito je ve¢a od onih u prirodi
te se iz tog razloga priprema medij obogacen hranjivim tvarima (mikronutrijentima i
makronutrijetnima). Medij (podloga) pripremljen je prema modificiranom receptu
3NBBM+V (Bold Basal Medium with 3 fold Nitrogen and Vitamins; modified) bez vitamina

B (Culture Collection of Algae and Protozoa) na sljedec¢i nacin:

Pripremljene su stock otopine iz kojih je izradena gotova otopina medija.

Stock otopine u g po 1000 mL vode volumen za 1000 mL gotovog medija
1. 25.0 g NaNO3 30.0 mL
2. 2.5 g CacCl, x 2H,0 10.0 mL
3. 7.5 9 MgSO,4 x 7H,0 10.0 mL
4.7.5 g K;HPO, x 3H,0 10.0 mL
5.17.5 g KH,PO, 10.0 mL
6. 2.5 g NaCl 10.0 mL
7. otopina elemenata u tragovima* 6.0 mL
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* Dodano je u 1000 ml destilirane vode 0,75 g Na,EDTA i minerala to¢no

sljede¢im redoslijedom:

7.1.
7.2.
7.3.
7.4.
7.5.

FeClsx 6H,0 97.0 mg
MnCl,x 4H,0 41.0 mg
ZnCl, 5.0 mg
CoCl,x 6H,0 2.0mg
Na,MoO,x 2H,0 4.0 mg

Gotov medij €uvan je u hladnjaku pri temperaturi od 4 C.

3.2. PRIBOR I INSTRUMENTI

Kroz pripremu ovog rada i izvodenje eksperimenta koriSteni su sljedeéi pribor i

instrum

enti:

standardno stakleno laboratorijsko posude
plasti¢ne boce, 1L

podesive mikropipete, Eppendorf

mikroskop, Leica

hladnjak, +4C

autoklav, Melag

CO, inkubator, Binder CB

elektri¢na rotacijsko vibracijska mjeSalica, Vortex
spektrofotometar, UV-visible 1601 Shimadzu
Spiritni plamenik

mikrokivete

pH —metar, MettlerToledo

mjerac osvjetljenosti, luxometar
fluorescentna Zarulja, Osram

vaga, Sartorius

3.3. MODELNI ORGANIZMI

U ovom radu kao modelni organizam koriStena je Cista kultura algi Scenedesmus sp. Rod

Scenedesmus je €esto koriSten kao Cista kultura u mnogim znanstvenim istrazivanjima jer

18



3. MATERIJALI | METODE

je lako odrziv u laboratorijskim uvjetima, morfologija je dobro poznata, kao i fiziologija,
biokemija i genetika organizma. Kultura je dobivena iz algalne zbirke ,Laboratorija za
molekularnu ekotoksikologiju®, Institut Ruder Bo3kovi¢, Zagreb.

3.4. MONOKULTURA ALGA

3.4.1. Sistematika alge Scenedesmus sp.

Carstvo: Plantae

Koljeno: Chlorophyta

Razred: Chlorophyceae

Red: Chlorococcales

Porodica: Scenedesmaceae
Podporodica: Scenedesmoidea

Rod: Scenedesmus

Vrsta: Scenedesmus sp. (Meyen, 1829)

MML1

Length : 9.2 um
MM L2
Length : 9.6 um

MML3

Length : 9.5 um
MM L4
Length : 9.3 um

ength : 4.4 um

Slika 7. Scenedesmus sp.(fotografirala: Sonja Dragojevic).
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3.4.2. Biologija algi Scenedesmus sp. (Meyer, 1829)

Alga Scenedesmus sp. gradena je kao cenobij, Sto je jednostavan kolonijalni oblik
jednostani¢nih algi u kojemu jo$ uvijek nije doSlo do specijalizacije i diferencijacije.
Stanice su povezane zajednicki izlucenom galertom ili zajedni€kom stanicnom stijenkom
koja se sastoji od stanica poredanih u ravninu. Stanice su valjkaste, ali mogu biti i
polumjesecastog ili jajolikog oblika. Obi¢no su na kraju svake stanice dvije duge izrasline
do 200 um koje u duzini vire s vanjskih kutova, dok druge stanice mogu imati dodatne
izrasline u obliku bodlji. Svaka stanica sadrzi jedan parijetalni, ploCasti kloroplast s jednim
pirenoidom. Scenedesmus pripada razredu zelenih algi zbog dominantnosti pigmenata
klorofila a i klorofila b. Kolonije najéesc¢e imaju dvije ili Cetiri stanice, ali mogu imati 8, 16,

32, arijetko ili povremeno su jednostaniéne.

Nespolno se razmnoZavaju autosporama. Scenedesmus €ini dio fitoplanktona uglavnom u
eutrofnim slatkovodnim ribnjacima i jezerima, rijetko u bocatim vodama, a rasiren je Sirom
svijeta u svim klimatskim uvjetima. Opisano je viSe od stotinu vrsta iz roda Scenedesmus,

a razlikuju se po broju i rasporedu stanica te izraslinama na galerti.

Sve ove karakteristike ¢ine ga vrlo ¢estim modelnim organizmom u istrazivanju razli¢itih

o
Q‘W\

bioloskih problema.

e, L

Slika 8. MorfoloSka raznolikost unutar roda Scenedesmus. (web 4).
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3.4.3. Uzgoj mikroalgalne kulture

Za pravilan uzgoj mikroalgalnih kultura potrebno je osigurati nekoliko uvjeta koji su

jednako vazni:

 Temperatura
Kultura algi, odrZzavali su se u klimatiziranoj prostoriji na temperaturi od 25+ 2 C

* Intenzitet svjetlosti

Svjetlo je najvazniji faktor za razvoj fotosintetskih algi kako u in-vitro tako i in-vivo
uvjetima. Na rast algi utjeCu valne duljine emitirane svjetlosti, gustoca toka i
trajanje izloZenosti svjetlu. 1z tih razloga kultura je odrZzavana na kontinuiranom
intenzitetu svjetla 3000 - 4000 luxa, fluorescentnim cijevima hladne bijele svjetlosti
na udaljenosti od 25 cm. Kulture su maksimalno izlagane fotonskom unosu u
omjeru svjetlo: tama — 24:0 sata.

* pH
pH kultura odrZzavan je u rasponu od 6,8-7,0. To je najpogodniji pH interval za
odrZavanije slatkovodnih kultura algi.

* Hranijivi medij
Hranjivi medij bitan je segment za odrZzavanje mikroalgalnih kultura jer je
obogacen mikronutrijentima i makronutrijentima (prema ranije navedenom

receptu) koji omogucavajuéi normalan rast algi.

3.4.4. Priprema medija mikroalgalne kulture

1. Sterilizacija
Za pravilnu proizvodnju algi u mikroalgalnoj monokulturi, bilo je potrebno osigurati

sterilne uvjete.

Pripremljeni medij u plasticnim bocama volumena 1 L s navojem i ¢epom te
staklene posude koje su koriStene kao dijelovi fotobioreaktora su sterilizirane u
autoklavu. Sterilizacija je vrSena pri temperaturi od 120 i tlaku od 1,5 bara kroz
40 minuta. Staklene posude su prilikom sterilizacije oblagane papirom kako bi se

prilikom manipulacije smanjila mogucénost kontaminacije.
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Tim postupkom se uklanjaju Stetni organizmi, odnosno druge vrste alga,
zooplanktonski fitofagi, bakterije ili bakterijske spore prisutne u vodi koje mogu

¢initi osnovu za razvoj nezeljenih bolesti (Loosanoff i Davis, 1963).

2. Inokulacija
Nove kulture, odnosno eksperimentalni volumeni su inokulirani iz €istog mati¢nog

algalnog soja u prethodno sterilizirane staklene posude fotobioreaktora. Taj

postupak je vrSen unutar inkubatora kako bi se izbjegla kontaminacija.

3. Mikroskopiranje i utvrdivanje vrste

Mikroskopskim pregledom uzorka mati¢ne mirkoalgalne kulture utvrden je rod

algalne vrste uz pomoc¢ klju¢a za determinaciju.

4. Spektrofotometrijsko odredivanje biomase

Koncentracija biomase, odnosno prirast algi i njihove biomase, pra¢ena je svaka
24 sata. Spektrofotometrijski je mjerena optiCka gusto¢a pigmenata u algi
Scenedesmus sp. nha valnim duljinama: 450 nm, 680 nm, 750 nm. Pri valnoj duljini
450 nm mijeren je sadrzaj klorofila b (Pevalek — Kozlina, 2003) (Slika 9),a pri 680
nm mjeren je sadrzaj klorofila a (Blanken i Hoff, 1983) (Slika 10). Koli¢ina klorofila
a i b pokazatelj je biomase vodenog tijela. Van vidljivog spektra u infracrvenom
dulji

mikroalgalne kulture (Griffiths i sur., 2011), jer je poznato kako pigmentni sadrzZaji

podru€ju pri valnoj 750 nm mjeren je cjelokupni pigmentni sadrZaj

variraju sa starenjem kulture i promjenom okoliSnih uvjeta (Nicholls i Dillon 1978;
Healey 1975).

CH, Q

s ~H CH,
/ 7 CH
H ‘,C — {, :::‘;r"‘. -::::1;‘.. N - \ ) -~ o -~
7N \ \ N N=/  CHy
4 M' ) /N T\
\ \ Y ( )Y
A VN A
HC A .,fa\/'--cu, /N N
7 v,‘ll-‘ ) HLC '\ ‘.‘_:_L / CH,
CH, CH, |CH, ; an\ ) \_{
N N [ o= 0 CHy CH, CH o
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Slika 9. Strukturna formula klorofila b (web 5).

Slika 10. Strukturna formula klorofila a (web 6).
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5. Protresanje kulture

Kulture su potresane elektricno vibracijsko rotacijskom mjeSalicom dva puta
dnevno kako bi se kultura aerirala. Osim aeracije vaZnost potresanja je i u

sprjeCavanju prianjanja stanica algi uz stjenke fotobioreaktora.

3.5. FOTOBIOREAKTOR

Za potrebe izvodenja eksperimenta sastavljen je fotobioreaktor (Slika 11). Fotobioreaktori
fleksibilni su (podeSavanje Zeljenih uvjeta) zatvoreni sustavi koji se mogu optimizirati
prema bioloSkim i fizioloSkim karakteristikama algalne vrste koja se uzgaja. U
fotobioreaktoru izravna izmjena plinova i zagadivata (npr. mikroorganizmi, praSina)
izmedu uzgajanih stanica i atmosfere je ograni¢ena ili nije moguca zbog stijeni reaktora
(Mata i sur., 2009). Jedan od najvaznijih faktora koji osigurava normalan rast algalnih
kultura je svjetlost. Izvor svjetlosti u fotobiorekatoru osigurava fotonski unos energije iz
okolisa (Tredici, 1999). Veliki dio svjetlosti ne dospijeva izravno na povrSinu kulture stoga
stjenke fotobioreaktora moraju biti transparentne (Mata i sur., 2009).

Postavljena su Cetiri razli¢ita eksperimentalna volumena od 5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL
u Cetiri replike. Staklene posude moraju biti prikladnog volumena, odnosno omjer
eksperimentalnog volumena algi i volumen posude mora biti 1:2,5 (ER — EPA, 2010)
(Tablica 2).

Tablica 2. Omjer volumena algi, zraka i posuda u eksperimentu.

Vaigi Vzraka V(alge+zrak) posude
5 mL 7,5 mL 12,5 mL
10 mL 15 mL 25 mL
50 mL 75 mL 125 mL
100 mL 150 mL 250 mL

Otvor staklenih posuda kroz cijeli je eksperiment bio zaSti¢en aluminijskom folijom
(steriinom), kako bi se sprijecila kontaminacija. lzmjena plinova unutar fotobioreaktora
vrSena je svakodnevnom aeracijom kultura i protresanjem nha elektricno vibracijsko

rotacijskoj mijesalici.
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Fluorescentna cijev - hladna bijela svjetlost; intenzitet 3000 — 4000 luxa

-~

VaLce 5 mL Vatee 10 mL Vatece 50 mL Vatce 100 mL

Slika 11. Shematski prikaz fotobioreaktora sastavljenog za izvodenje eksperimenta.

3.6. RACUNALNI PROGRAM R

R je integrirani paket programskih objekata za manipulaciju podacima, izracune i graficke
prikaze (Venables i sur., 2012) koji predstavlja implementaciju S programskog jezika
(Ihaka i Gentleman, 1996). R programski jezik pruza Siroki izbor statistiCkih tehnika
(modeliranje linearnih i nelinearnih funkcija, klasi¢ni statisticki testovi, analize vremenskih
serija, klasifikacije i grupiranja) te velik izbor grafickih tehnika (R Development Core
Team, 2010).

Za sve izraCune te prilagodavanje podataka koristen je paket drc (eng. dose response
curve). Paket drc radi pod R programskim jezikom (Ritz i Streibig, 2005). Svi
eksperimentalni podaci su prilagodavani linearno-logistickim modelom pomoéu cetiri-

parametarske funkcije (LL.4) unutar drc paketa (Seber i Wild, 1989).

3.7. 1ZRACUN STOPE RASTA POPULACIJE

Kroz 47 dana eksperimenta svaka 24 sata mjerena je koncentracija klorofila a, klorofila b i
ukupna koncentracija pigmenata in vivo. Mjerenje se izvodilo spektrofotometrijski

(Shimadzu 1601) pri valnim duljinama: 450 nm, 689 nm, 750 nm.
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Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbanci pri valnim duljinama 450 nm (8), 689 nm (9),

750 nm (10) izraCunat je broj algalnih stanica po mililitru, odnosno biomasa. U koriStenim

izrazima se nalaze konstante koje oznaCavaju odnos izmedu mikroalgalne gustoce (N,

stanice*ml™) i opticke gustoée pri valnim duljinama (Li i sur., 2010a). Broj algalnih stanica

po mililitru izraCunat je prema izrazima:

Gdije je:

N450
N689

N750

18737
17696
30125

N, =5010°0D,,, —18737 (8)
Ngge = 610°0D,,, —17696 ©)
N.., =7[10°0D,, — 30125 (10)

gustoéa mikroalgalne populacije pri 450 nm
gustoéa mikroalgalne populacije pri 689 nm
gustoéa mikroalgalne populacije pri 750 nm
konstanta pri 450 nm
konstanta pri 689 nm

konstanta pri 750 nm

Iz prethodnih izraza dobivene su gustoée mikroalgalne populacije (Naso, Nsgo, N750) za sve

tri valne duljine pri kojima je vrSeno mjerenje. Te vrijednosti potom su upotrijebljene u

jednadzbi 11 za izraCun stope rasta populacije (r).

Prilikom izraCuna stope rasta mikroalgalne populacije koristen je sljedeéi izraz (11):

Gdije je:

ty
t
N1

_InN, -InN, (11)
t, -t

relativna stopa rasta populacije[ d*]

vrijeme pocetka mjerenja rasta populacije
vrijeme zavrSetka mjerenja rasta populacije
gustoca mikroalgalne populacije u vremenu t;

gustoca mikroalgalne populacije u vremenu t;
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3.8. PRILAGODPAVANJE PODATAKA CETIRI - PARAMETARSKOJ

LOGISTICKOJ FUNKCIJI

LogistiCka funkcija sigmoidalna je krivulja koja se €esto koristi u populacijskoj ekologiji,

biomatematici, toksikologiji, statistici i ekonomiji. Funkcija moZe biti opisana razli¢itim

brojem parametara, pa tako govorimo o pet-, Cetiri-, tri- i dvo- parametarskoj logistickoj

funkciji. Prilikom prilagodavanja krivulja, funkciju odabiremo ovisno o raspodjeli nasih

podataka, odnosno minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

U ovom sluc€aju koriStena je Cetiri-parametarska logisticka funkcija, koja je prilagodavana

pomoc¢u R paketa drc (Slika 13). Cetiri parametarska logisti¢ka funkcija opisana je s &etiri

parametra (b, c, d i €) i ima op¢i oblik (12):

Gdije je:

®©® T Q9 O

d-c

f(x)=c+
1+exp(b(In(x) —In(e)))

donja asimptota funkcije
gornja asimptota funkcije
nagib funkcije

toCka infleksije

S b=6, c=1, d=7, e=10
b=6, c=4, d=7, e=10
b=6, c=1, d=7, e=20
b=2, c=1, d=7, e=10
© -
\\
O — \
| \
~ \\ \\
\\\\\_\-~_-___—__>‘__7 L
o —

I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30

Slika 13. Model Cetiri-parametarske logisti¢ke funkcije pri razli¢itim parametrima.

(12)
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3.9. PROCJENA KAPACITETA OKOLISA

Kapacitet okoliSa za mikroalgalnu populaciju procijenjen je na temelju dobivenih
eksperimentalnih podataka iz izrade logistickog modela. Kapacitet okoliSa procijenjen je
kao srednja vrijednost svih gornjih asimptota funkcije (ranije navedena kao d parametar

Cetiri-parametarske logistiCke funkcije) pri valnim duljinama 450 nm, 689 nm i 750 nm.

3.10. DIZAJN EKSPERIMENTA

Cjelokupno istrazivanje dinamike rasta populacija algi Scenedesmus sp. moZe se podijeliti

u nekoliko koraka:

1. Postavljanje fotobiorektora (volumena 5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL)

2. Dnevna mijerenja koli¢ine pigmenata (klorofil a, b i ukupni sadrzaj pigmenata u
stanicama algi Scenedesmus sp.), spektrofotometrijski na tri valne duljine (450 nm,
689 nm i 750 nm) tijekom 47 dana.

3. Odabir modela rasta populacija algi Scenedesmus sp.

4. lzraCun broja stanica algi Scenedesmus sp. po mililitru, na temelju izmjerenih

apsorbanci pomocu izraza 8, 9, i 10.

5. Procjena stope rasta (r) populacije algi Scenedesmus sp. prema izrazu 11,
posebno za male (5 mL, 10 mL) i posebno za velike (50 mL, 100 mL)
eksperimentalne volumene na temelju rezultata dobivenih izraGunom broja stanica

Scenedesmus sp. po mL za sve tri valne duljine (450 nm, 689 nm i 750 nm).

6. Prilagodavanje eksperimentalnih podataka (prethodno izraCunatom broju algi
Scenedesmus sp. po mL) Cetiri-parametarskoj logistickoj krivulji, posebno za svaku
valnu duljinu (450 nm, 689 nm i 750 nm)

7. Procjena kapaciteta okolisa (K) za wvrstu Scenedesmus sp. na temelju
prilagodavanja Cetiri-parametarskoj logistickoj funkciji. Gornja asimptota
prilagodenih funkcija (d parametar funkcije) ekvivalentna je kapacitetu okolisa (K).

8. lIzrada modela rasta populacije algi Scenedesmus sp. na temelju procijenjenih
parametara, posebno za male (5 mL, 10 mL) i posebno za velike (50 mL, 100 mL)

eksperimentalne volumene.

Shema cjelokupnog eksperimenta prikazana je na Slici 14.
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4. REZULTATI

4.1. IZRADA MODELA RASTA POPULACIJE

U prvom koraku izrade modela napravljeni su jednostavni grafi¢ki prikazi dinamike rasta
populacije za pojedinacne valne duljine, kako bi se procijenio odabir modela za opis
dinamike rasta populacije algi. Zatim je na temelju apsorbanci izraCunata gustoéa
populacije algi za svaki dan na temelju funkcija pronadenih u literaturi. Podatci dnevnog
broja organizama (broj algi po mL) prilagodavani su Cetiri-parametarskom logistickom
funkcijom kako bi se procijenio kapacitet okoliSa za Scenedesmus sp. za svaku od tri
valne duljine (450 nm, 689 nm, 750 nm) pri kojima je vr§eno mjerenje. Stopa rasta
populacije (r) procijenjena je prema izrazu 11. Nakon $to su procijenjeni parametri r (stopa
rasta populacije) i K (kapacitet okoliSa) pristupilo se izradi modela dinamike rasta alge

Scenedesmus sp.

4.2. MODEL RASTA ALGALNIH KULTURA PRI VALNOJ DULJINI 450 nm

Spektrofotometrijskim mjerenjem pri valnoj duljini 450 nm, dobivene su vrijednosti
apsorbanci, na temelju kojih je izraden grafi¢ki prikaz rasta algalne populacije za sva Cetiri
eksperimentalna volumena 5 mL, 10 mL, 50 mL i 100 mL. Pri valnoj duljini 450 nm
mjerena je koliCina klorofila b, koji je pokazatelj rasta algalne populacije u kulturi, jer je

prisutan u svim stanicama zelene mikroalge Scenedesmus sp .

Prema grafiCkom prikazu (Slika 14) mozemo vidjeti da rast kulture algi Scenedesmus sp.
(450 nm) pri kojoj je mjerena koncentracija klorofila b, za eksperimentalni algalni volumen
od 5 mL zapo€inje zaostajnom (eng. lag) ili indukcijskom fazom, u kojoj dolazi do
minimalnog porasta algalne populacije. Trajanje indukcijske faze za eksperimentalni
volumen 5 mL algalne kulture dva je dana od pocetka mjerenja, Sto je relativno kratko
vrijeme trajanja indukcijske faze u odnosu na trajanje indukcijske faze vecih
eksperimentalnih volumena od 10 mL, 50 mL i 100 mL. Nakon indukcijske faze, rast
algalne kulture volumena 5 mL kre¢e se prema eksponencijalnoj fazi rasta populacije.
Potom rast populacije algalne kulture 30 — tog dana od poletka eksperimenta prati
linearni dio logisticke krivulje, $to znaci da se rast algalne populacije usporava, ali veli€ina
algalne populacije volumena 5 mL prema kraju eksperimenta, odnosno 47. dan od
poCetka mijerenja, nije dosegnula stacionarnu fazu u kojoj gusto¢a populacije postaje
relativno konstantna. Za eksperimentalni algalni volumen od 10 mL trajanje indukcijske

faze je tri dana od pocetka mjerenja, $to je duze vrijeme trajanja te faze u odnosu na mali

29



4. REZULTATI

eksperimentalni volumen od 5 mL, ali i zamjetno kra¢a indukcijska faza u odnosu na
velike eksperimentalne volumene od 50 mL i 100 mL. Kultura alge Scenedesmus sp. pri
eksperimentalnom volumenu od 50 mL prati indukcijsku fazu logisticke krivulje, u kojoj je
porast algalne populacije relativno mali, osam dana od pocCetka mjerenja, Sto ukazuje na
duZe trajanje zaostajne faze velikog algalnog volumena u odnosu na male algalne
volumene od 5 mL i 10 mL. Nakon osmog dana od pocetka eksperimenta, rast algalne
kulture od 50 mL nalazi se u ranoj eksponencijalnoj fazi rasta do 15-tog dana od pocetka
eksperimenta. Nadalje, rast algalne kulture volumena 50 mL prati eksponencijalnu fazu
rasta logistiCke funkcije do kraja eksperimenta, odnosno do 47-og dana. Algalna kultura
Scenedesmus sp. volumena 100 mL ima najduze vrijeme trajanja rasta u indukcijskoj fazi
kako je vidljivo prema grafickom prikazu, ¢ak osam dana od pocetka eksperimenta. Nakon
toga rast algi eksperimetalnog volumena 100 mL prati eksponencijalni rast logisticke
krivulje u ranoj fazi do 20-og dana, nakon ¢ega prati linearni rast logisticke krivulje do

kraja eksperimenta, odnosno 47-og dana.

2= 5mL
<+ 10mL -
-&- 50mL P

apsorbancija na 450 nm

1 10 100
vrijeme [dani]

Slika 14. Model rasta algalnih kultura Scenedesmus sp. pra¢en na valnoj duljini 450 nm.
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4.3. MODEL RASTA ALGALNIH KULTURA PRI VALNOJ DULJINI 689 nm

Na temelju spektrofotometrijskog mijerenja koncentracije klorofila a pri valnoj duljini 689
nm, dobivene su vrijednosti apsorbanci. Klorofil a takoder je pokazatelj rasta algalne
populacije u kulturi jer se nalazi u svim stanicama zelene mikroalge Scenedesmus sp.. Za
sva Cetiri eksperimentalna volumena 5 mL, 10 mL, 50 mL i 100 mL izraden je graficki

prikaz rasta algalnih kultura na temelju dobivenih vrijednosti apsorbanci.

2 1% 5mL -,
0_

S

c

(<2}

(o0}

©

£ 27

S

‘c

c

@

=

o

g

c -4 7
-6

I I I
1 10 100

vrijeme [dani]

Slika 15. Model rasta algalnih kultura Scenedesmus sp. pracen na valnoj duljini 689 nm.

Iz grafitkog prikaza (Slika 15) rasta kultura algi Scenedesmus sp. pri 689 nm pri kojoj je
mjerena koncentracija klorofila a vidljivo je da eksperimentalni algalni volumen 5 mL
zapoCinje zaostajpom (eng. lag) ili indukcijskom fazom. Indukcijska faza za
eksperimentalni volumen 5 mL algalne kulture pri 689 nm je zavr$ila 24 sata od pocetka
eksperimenta, nakon &ega je zapoCela faza ranog eksponencijalnog rasta. Rast
eksperimentalnog algalnog volumena 10 mL zapocinje linearnim rastom. Rast kultura alge
Scenedesmus sp. pri eksperimetalnom volumenu 50 mL prati indukcijsku fazu logisticke

krivulje, u kojoj je porast algalne populacije relativno nizak. Sedmi dan od pocetka
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eksperimenta rast algalne kulture volumena 50 mL prelazi u eksponencijalnu fazu rasta
po logisti¢koj krivulji. Nakon rapidnog porasta algalne populacije, praéenjem koli¢ine
klorofila b uo€ava se usporavanje rasta, koja je na grafiCkom prikazu vidljiva kao linearni
dio logisticke krivulje. Linearna faza rasta algalne populacije volumena 50 mL nastavljena
je do kraja eksperimenta, odnosno 47-og dana. Algalna kultura Scenedesmus sp.
volumena 100 mL ima najduZe vrijeme trajanja rasta u indukcijskoj fazi. Kako je vidljivo
prema grafickom prikazu (Slika 15), trajanje indukcijske faze eksperimentalnog volumena
100 mL je vrlo sli¢no trajanju indukcijske faze eksperimentalnog algalnog volumena 50 mL
i iznosi sedam dana od poCetka eksperimenta. Indukcijska faza rasta algi eksperimetalnog
volumena 100 mL zavrSava pocetkom eksponencijalne faze rasta kulture koja je zapocela
osmog dana od pocetka eksperimenta. Eksponencijalna faza rasta populacije
Scenedesmus sp. volumena 100 mL zavrSava 20-og dana, kada mozemo uoCiti da
populacija zapocinje svoju linearnu fazu rasta. Drugim rije¢ima doSlo je do usporavanja
rasta algalne populacije. Linearan rast eksperimentalnog volumena 100 mL vidljiv je do
kraja eksperimenta, odnosno 47-og dana, odnosnho algalne populacije eksperimentalnih

volumena 50 mL i 100 mL nisu dosegnule stacionarnu fazu.

4.4. MODEL RASTA ALGALNIH KULTURA PRI VALNOJ DULJINI 750 nm

Spektrofotometrijskim mjerenjem pri valnoj duljini 750 nm dobivene su vrijednosti
apsorbanci. Pri valnoj duljini 750 nm mjerena je ukupna koli¢ina pigmenata u stanicama
zelene alge Scenedesmus sp.. Na temelju dobivenih podataka izraden je grafiki prikaz
rasta algalnih kultura Scenedesmus sp. za sva Cetiri eksperimentalna volumena 5 mL, 10
mL, 50 mL i 100 mL (Slika 16).

Prema grafickom prikazu (Slika 16) vidljivo je da rast kulture algi Scenedesmus sp. pri 750
nm pri kojoj je mjerena ukupna koncentracija pigmenata, za eksperimentalni algalni
volumen 5 mL zapocinje indukcijskom fazom i zavrSava drugi dan od pocCetka mjerenja
ukupne koncentracije pigmenata. U indukcijskoj fazi doSlo je do najmanjeg rasta algalne
populacije volumena 5 mL. U odnosu na ostale eksperimentalne algalne volumene
volumen od 5 mL ima najkrace vrijeme trajanja indukcijske faze, iz koje rast algalne
populacije dalje prati eksponencijalni dio logistiCke funkcije do 25-og dana od pocetka
eksperimenta. Do kraja pra¢enja ukupne koli€¢ine pigmenata, rast algalne populacije je
linearan, odnosno usporen gusto¢om algalne populacije. Kultura algi u eksperimentalnom
volumenu 10 mL prema dobivenim apsorbancama pokazuje dulje trajanje indukcijske faze

u odnosu na kulturu volumena 5 mL, koja u ovom sluaju traje pet dana. Nakon
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indukcijske faze slijedi eksponencijalna faza rasta algalne populacije volumena 10 mL. Do
usporavanja rasta algalne populacije volumena 10 mL, odnosnho linearne faze rasta,
dolazi 25-0g dan od pocetka eksperimenta. Takav trend rasta populacije nastavljen je do
kraja eksperimenta. Za algalni volumen 50 mL moZemo uoditi kako je trajanje indukcijske
faze, faze minimalnog rasta populacije, znatno duze u odnosu na trajanje indukcijske faze
malih volumena 5 mL i 10 mL i traje do osmog dana od poéetka eksperimenta. Nakon
toga rast algalne populacije volumena 50 mL ulazi u ranu fazu eksponencijalnog rasta
populacije. Usporavanje rasta algalne populacije volumena 50 mL zapocinje 20-og dana
od pocetka eksperimenta i nastavlja se do zavrSetka eksperimenta. Vrlo sli€nu dinamiku
rasta populacije ima i algalni volumen 100 mL, d&ija indukcijska faza traje najduze u
odnosu na ostale eksperimentalne volumene. Tek 25-og dana od pocetka eksperimenta
vidljiva je (Slika 16) eksponencijalna faza rasta. Linearna faza rasta za volumen 100 mL

zapocinje 30-og dana od pocetka eksperimenta i nastavlja se do kraja mjerenja.

—©— 5mL

<+ 10mL

A /
15 ] 50 mL ’

apsorbancija na 750 nm

1 10 100

vrijeme [dani]

Slika 16. Rast algalnih kultura Scenedesmus sp. pracen na valnoj duljini 750 nm.
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4.5. IZRACUN BIOMASE | PROCJENA KAPACITETA OKOLISA PRI 450 nm

Na temelju dobivenih apsorbanci pri valnoj duljini 450 nm izraCunata je biomasa, odnosno
broj stanica algi po mililitru za sve eksperimentalne algalne volumene. Potom je iz
podataka dobivenih prilagodavanjem Cetiri-parametarskoj logisti¢koj funkciji iz srednjih
vrijednosti parametra d (gornje asimptote funkcije) procijenjen kapacitet okolisa, odnosno
maksimalna brojnost algalnih stanica po mililitru.

2.0e+07 |—°— 5mL .
~*- 10mL //’
-4 50mL P //
—&- 100 mL K
//
!
PROCJENJENI KAPACITET OKOLISA o
%
1.5e+07 b4
=
IS
©
o
=
[
o, 1.0e+07
=)
G
o
o]
5.0e+06 —
0.0e+00
T T T
1 10 100
wvrileme [dani]

Slika 17. Logisti¢ki rast algalnih kultura s procijenjenim kapacitetom okoliSa (K=1,6 x 107) pri valnoj duljini 450
nm.

Za biomasu, odnosno broj algalnih stanica po mililitru pri valnoj duljini 450 nm, procijenjeni
kapacitet okoli$a iznosi 1,6 x 10" algalnih stanica po mililitru. Prema grafickom prikazu
(Slika 17) logisti¢kog rasta za eksperimentalni volumen od 5 mL nije dosegnut kapacitet
okoliSa. Prema prilagodenoj Cetiri-parametarskoj logisti¢koj funkciji moze se vidjeti da bi

kroz kratak vremenski interval ovaj volumen trebao dosegnuti procijenjeni kapacitet
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okoliSa. Prema eksperimentalnim podatcima iz kojih je dobivena vrijednost biomase
algalni volumen od 10 mL je dosegnuo kapacitet okoliSa. Eksperimentalni algalni volumeni
50 mL i 100 mL nalaze se u indukcijskoj fazi, te nakon 10 dana od pocetka eksperimenta

prate eksponencijalni rast, pa je jasno kako nisu dosegnuli kapacitet okolisa.

4.6. IZRACUN BIOMASE | PROCJENA KAPACITETA OKOLISA PRI 689 nm

Na temelju dobivenih apsorbanca pri valnoj duljini 689 nm izraCunata je biomasa,
odnosno broj stanica algi po mililitru za sva Cetiri eksperimentalna volumena. Potom je iz
podataka dobivenih prilagodavanjem Cetiri-parametarskoj logisti¢koj krivulji za valnu
duljinu 689 nm iz srednjih vrijednosti parametra d (gornje asimptote funkcije) procijenjen
kapacitet okolisa.

2.0e+07 -|—°— 5mL
~*- 10mL
-& 50mL
-&- 100 mL
PROCJENJENI KAPACITET OKOLISA
1.5e+07 —
=
IS
©
o
g
», 1.0e+07 —
=)
©
o
o]
5.0e+06 —
0.0e+00 —
T T T
1 10 100
vriieme [dani]

Slika 18. Logisti¢ki model rasta algalnih kultura s procijenjenim kapacitetom okolisa ( K = 1,6 x 107) pri valnoj
duljini 689 nm.
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Za biomasu, odnosno broj algalnih stanica pri valnoj duljini 689 nm, procijenjeni kapacitet
okoli§a iznosi 1,6 x 10" alganih stanica po mililitru. Prema grafickom prikazu (Slika 18)
algalni volumeni 5 mL i 10 mL nisu dosegnuli kapacitet okolia, iako je na temelju
grafiCkog prikaza mogucée predvidjeti vrijeme dostizanja procijenjenog kapaciteta okolisa.
Algalni volumeni 50 mL i 100 mL pokazuju rani eksponencijalni rast populacije te je iz
dobivenih podataka biomase pri valnoj duljini 689 nm, vidljivo da ove algalne populacije
nisu dosegnule procijenjeni kapacitet okolisa.

4.7. 1ZRACUN BIOMASE | PROCJENA KAPACITETA OKOLISA PRI 750 nm

Na temelju dobivenih apsorbancija pri valnoj duljini 750 nm izracunata je biomasa,
odnosno broj stanica algi po mililitru. Potom je iz podataka dobivenih prilagodavanjem
Cetiri-parametarskoj funkciji za valnu duljinu 750 nm iz srednjih vrijednosti parametra d

(gornje asimptote funkcije) procijenjen kapacitet okoliSa za sva Cetiri eksperimentalna
volumena.

2.0e+07 |7°— 5mL
~*- 10mL
-& 50 mL
—=- 100 mL
PROCJENJENI KAPACITET OKOLISA
1.5e+07
)
E
@
(8]
c
8
@,
=)
E —
T 1.0e+07
Ko}
o
5.0e+06 Il
Rt
-------- S -""""’-A,‘--‘A‘f;" :
----------- oS g A-ASBETOT
| | |
1 10 100

vrileme [dani]

Slika 19. Logisti¢ki model rasta algalnih kultura s procijenjenim kapacitetom okolisa (K= 1,6 x 107) pri valnoj
duljini 750 nm.
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Za biomasu, odnosno broj algalnih stanica pri valnoj duljini 750 nm, procijenjeni kapacitet
okoli§a iznosi 1,6 x 10’ algalnih stanica po mililitru. Prema grafickom prikazu (Slika 18)
algalni volumeni 5 mL i 10 mL dosegnuli su procijenjeni kapacitet okoliSa. Algalni
volumeni 50 mL i 100 mL prate eksponencijalni rast populacije i ulaze u stacionarnu fazu

rasta, ali nisu dosegnuli procijenjeni kapacitet okoliSa

4.8. MODEL RASTA POPULACIJE ALGI Scenedesmus sp. PRI MALIM
EKSPERIMENTALNIM VOLUMENIMA 5 mL | 10 mL

Kako eksperimentalni volumeni od 5 mL i 10 mL imaju sli€nu dinamiku rasta, stopa rasta
populacije algi procijenjena je odvojeno za male i velike eksperimentalne volumene. Stopa
rasta populacije (r) za male volumene, procijenjena prema izrazu 11, iznosi 0.076+0.033.
Nakon §to su procijenjeni stopa rasta populacije (r) i kapacitet okolisa (K), bilo je moguce
izraditi model rasta populacije algi Scenedesmus sp. kada su u pitanju mali

eksperimentalni volumeni (13):

.
N - 1.67 10 13)
lJ{l.a-lo ~N, Je_o,om
NO

Gdije je:

K (1,6 - 10" procijenjeni kapacitet okoliSa za vrstu Scenedesmus sp. [br. algi/mL]
r (0.076+0.033) procijenjena stopa rasta populacije za male eksperimentalne volumene
No pocetni broj organizama po mL

t vrijeme [dan]

Na slici 20 prikazana je usporedba eksperimentalnih podataka algane biomase s
Verhulstovim modelom rasta populacije za volumene 5 mL i 10 mL. Prema grafic(kom
prikazu jasno je vidljivo kako eksperimentalni podatci dobiveni za algalne volumene
Scenedesmus sp. pri valnim duljinama 450 nm, 689 nm, 750 nm prate model rasta
populacije prema Verhulstu. Prema grafickom prikazu vidljive su dvije faze rasta algalne
populacije. Rast kultura volumena 5 i 10 mL zapoc€eo je u eksponencijalnoj fazi rasta te

20-o0g dana ulazi u stacionarnu fazu rasta.
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© WL 750 5 mL
¥ WL 750 10 mL oo
A WL 6895mL = 0
5 ¢ WL 689 10 mL X ® X
T |V wLaso5mL X
0 ® WL 450 10 mL
—
2 5
E 5 _
s S
KSR
[
o]
£,
5
©
9
o
[{e}
o
+
& -
Q
Lo
o
o
+
& -
o
S T T T T T T
0 20 40 60 80 100
vriieme [dani]

Slika 20. Usporedba logistickog modela rasta populacije za volumene 5 mL i 10 mL, s eksperimentalnim
podatcima.

49. MODEL RASTA POPULACIJE ALGI Scenedesmus sp. PRI VELIKIM
EKSPERIMENTALNIM VOLUMENIMA 50 mL | 100 mL

Stopa rasta populacije (r) za velike eksperimentalne volumene, procijenjena prema izrazu
11, iznosi 0.050£0.015. Nakon &to su procijenjeni stopa rasta populacije (r) i kapacitet
okolida (K), bilo je moguce izraditi model rasta populacije algi Scenedesmus sp. kada su u
pitanju veliki eksperimentalni volumeni (14).

N, = 1.6-10’ (14)
t
1+(1-6'107 — No ]eo.osm
No

Gdje je:

K (1,6 - 10") procijenjeni kapacitet okoli$a za vrstu Scenedesmus sp. [br. algi/mL]

r (0.050+£0.015) procijenjena stopa rasta populacije za velike eksperimentalne volumene
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No pocetni broj organizama po mL
t vrijeme [dan]
© WL 750 5 mL
% WL 750 10 mL
4 WL 689 5mL
'5 ¢ WL 689 10 mL
+ _|V WL4505mL
L% S WL 450 10 mL
i
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E 5.
g 3
c
8
2,
=}
®
o
o
(o]
o
+
& -
=
Te]
o
o
+
&
P T T T 1
0 50 100 150
vrileme [dani]

Slika 21. Logisti¢ki model rasta populacije za volumene 50 mL i 100 mL.

Na grafickom prikazu (Slika 21) mozemo vidjeti usporedbu eksperimentalnih podataka
algane biomase s modelom rasta populacije. Eksperimentalni podatci dobiveni za algalne
volumene 50 mL i 100 mL Scenedesmus sp. pri valnim duljinama 450 nm, 689 nm, 750
nm prate model rasta populacije. Na slici je vidljivo kako eksperimentalni volumeni 50 mL i
100 mL prate logistiCku krivulju u eksponencijalnom dijelu te za vrijeme trajanja cijelog

eksperimenta nisu dosle do stacionarne faze rasta.
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Mikroalgalna biotehnologija grana je za koju postoji rastuci interes. Nekoliko mikroalgalninh
rodova kao Sto su Chlorella, Spirulina i Scenedesmus se uzgajaju i u komercijalne svrhe
za razliCite primjene (Borowitzka, 1992). Proizvodnja biomase za hranu, sto¢nu hranu,
proizvodnju visoko vrijednih kemikalija, bioaktivnih spojeva, gnojiva, akvakultura,
antioksidanata i prirodnih bojila samo su neke od mogucih primjena (Pulz i Gross, 2004).
Praé¢enje mikroalgalne biomase vodenih ekosustava je takoder od velike vaznosti (YSI
Environmental, 2005), daju¢i nam uvid u primjerice primarnu produkciju oceana ili
toksi¢nih cvjetanja algi ili opcenito ekoloski status nekog vodenog tijela. Toéno mjerenje
koncentracije biomase mikroalgalnih populacija vazno je u veéini studija fiziologije i

biotehnologije algi (Griffits i sur., 2011).

Brzi razvoj ljudskog drustva posljednjih desetljeCa postupno prelazi kapacitet resursnih
rezervi na zemlji, na 8to nas upucuju i sve CeS¢e energetske krize. 1z tih razloga interes za
uzgoj mikroalganih kultura ne jenjava, jer se smatraju najpogodnijim izvorom druge
generacije biogoriva (Yin-Hu i sur., 2012). Mikroalgalne kulture se uzgajaju ili u otvorenim
sustavima (umjetna jezera posebne namjene za uzgoj algi) ili u zatvorenim sustavima
(fotobioreaktorima). S obzirom na prednosti zatvorenih sustava (fotobioreaktora) u odnosu
na otvorene sustave, a to je mogucnost bolje kontrole nad uvjetima uzgoja algalnih
kultura, razraden je velik broj modela fotobioreaktora, u rasponu od laboratorijskin do

industrijskih mjerila (Ugwu i sur., 2008).

Takoder, neki autori navode kako bi mikroalgalna biotehnologija mogla utrti put za razvoj
zatvorenog ekoloskog sustava za odrzavanje zZivota (eng. Closed Ecological Life Support
System (CELSS)) za meduplanetarna putovanja, zbog svojih nutritivnih vrijednosti i
mogucnosti lake manipulacije. Takve populacije lako se obnavljaju, ukoliko se prinos
biomase oduzima u to¢no odredenoj fazi rasta (Lee i Palsson, 1995; Cogne i sur., 2005;
Klanjs¢ek i Legovi¢, 2001). Relativho niski uzgojni zahtjevi mikroalgalnih kultura &ine ih

najadekvatnijim izborom za sustave tog tipa.

Uzimaju¢i u obzir Sirok izbor aplikacija mikroalgi, jasan je veliki interes u kontroli i

opisivanju njihove dinamike rasta (Thornton i sur., 2010).

U ovom radu izraden je determinacijsko predikcijski model dinamike rasta algalne
populacije Scenedesmus sp.. Na temelju tog modela moguée je predvidjeti trajanje
pojedinih faza rasta monokultura, na temelju ¢ega se mogu izvoditi preliminarna

istrazivanja.
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Opéenito, dinamiku rasta algalnih kultura nekoliko autora opisuje kroz Cetiri faze: prva
faza rasta je zaostajna ili indukcijska faza (eng. lag) u kojoj je povecanje stani¢ne gustoce
minimalno. Trajanje indukcijske faze u optimalnim uzgojnim uvjetima kulture razlikuje se
medu mikroalgalnim vrstama. Indukcija rasta algalne populacije objasnjava se kao
fizioloSka adaptacija stanicnog metabolizma rasta, kao Sto su povecanje razine enzima i
metabolita ukljuéenih u stani¢ne diobe i fiksaciju ugljika (Spencer, 1954). U ovom radu
volumen u kojima su kulture uzgajane, imao je utjecaj na trajanje indukcijskih faza, pa su
tako maniji algalni volumeni 5 ml i 10 ml imali kraée vrijeme trajanja indukcijske faze, dok

su veci algalni volumeni 50 ml i 100 ml imali duze vrijeme trajanja indukcijske faze.

Druga faza rasta algalnih populacija opisuje se eksponencijalna faza. U eksponencijalnoj
fazi dolazi do geometrijskog povec¢anja algalne populacije prema Malthusovom zakonu.
Stopa rasta mikroalgalne populacije mjera je povecanja biomase tijekom vremena, a to se
odreduje upravo iz eksponencijalne faze. Stopa rasta jedan je vazan nacdin izrazavanja
relativnog ekoloskog uspjeha vrste ili soja u prilagodbi na svom prirodnom okruzeniju ili u
eksperimentalnom okoliSu koji mu je nametnut. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da
je trajanje eksponencijalne faze malih eksperimentalnih volumena 5 mL i 10 mL krace u
odnosu na trajanje eksponencijalne faze velikih eksperimentalnih volumena 50 mL i 100
mL. Usporedbom dinamike rasta malih i velikih eksperimentalnih volumena jasno je
vidljivo kako se veliki volumeni dulje vrijeme nalaze u ranoj fazi eksponencijalnog rasta,
dakle i stopa rasta (r) velikih eksperimentalnih volumena 50 mL i 100 mL niZa je od stope
rasta (r) malih eksperimentalnih volumena. Utjecaj na takvu razliku u dinamici rasta imala
je promjena temperature u fotobioreaktoru koja je varirala za 1-2 °C. Zbog specifi€nog
toplinskog kapaciteta vode, utjecaj temperaturne promjene na dinamiku rasta
eksperimentalnih algalnih kultura imao je veéi u€inak na male eksperimentalne volumene
5 mL i 10 mL, nego na vece eksperimentalne volumene 50 mL i 100 mL. Odnosno, mali
eksperimentalni volumeni podlozniji su temperaturnom stresu, Sto je rezultiralo vecom
stopom rasta. Do sada su autori (Moore i sur., 1995; Naoki i sur., 1979) opisivali utjecaj
temperature na dinamiku rasta mikroalganih kultura fotobioreaktora, ne uzimajuéi u obzir
utjecaj veli€ine eksperimentalnog volumena. U ovom radu pokazano je kako veli¢ina
eksperimentalnih volumena ima utjecaj na dinamiku rasta mikroalgalnih populacija. 1z tih
razloga smatra se da su veci volumeni algalnih kultura primjenjivi u uzgoju i produkciji
mikroalgi jer su manje podlozni temperaturnom stresu, koji kako je vidljivo iz rezultata

jedan od najvaznijih Cimbenika koji odreduju dinamiku rasta algalnih kultura.

TreCa faza rasta algalnih kulutura opisuje se kao usporavanje rasta populacije. Faza

usporavanja rasta populacije prati linearni dio logisticke krivulije koji slijedi nakon
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eksponencijalne faze. U toj fazi gustoéa je algalne populacije vrlo velika. Do usporavanja
rasta dolazi iz viSe razloga, a to su iscrpljivanje nutrijenata iz podloge, velika gusto¢a
stanica s$to dovodi do zasjenjenja, Ciji je rezultat smanjena fotosinteza i produkcija algalnih
stanica. Ulazak u stacionarnu fazu, odnosno linearni dio logisticke funkcije
eksperimentalni volumen 5 mL prati vremenski najranije u odnosu na ostale
eksperimentalne volumene, $to je i o¢ekivano obzirom na prethodno opisanu dinamiku,
gdje je isti volumen prvi ulazio u eksponencijalnu fazu. Isto tako i eksperimentalni volumen
od 10 mL s odmakom prati linearni dio logisticke funkcije u odnosu na eksperimentalni
volumen 5 mL. Veliki eksperimentalni volumeni 50 mL i 100 mL pokazivali su linearni rast

u kasnoj fazi eksperimenta.

Cetvrta faza je stacionarna faza rasta, u kojoj su limitirajuéi faktori i stopa rasta
izbalansirani, Sto rezultira relativno konstantnom gustocom algalne populacije.
Stacionarna faza rasta u matematickom smislu odgovara kapacitetu okolisa. Prema
dobivenim eksperimentalnim podatcima niti jedan od eksperimentalnih volumena nije

dosegnuo stacionarnu fazu.

Za potrebe izrade modela dinamike rasta alge Scenedesmus sp. bilo je potrebno
procijeniti parametre logistickog modela — stopu rasta (r) i kapacitet okolia (K). Kapacitet
okoliSa odredivan je u prijasnjim istrazivanjima (Li i sur., 2011), gdje je procijenjen na
1-10° stanica po mL. Vrlo slian rezultat dobiven je i u ovom radu gdje procijenjeni
kapacitet okoli$a iznosi 1,6-10" stanica po mL. Stopa rasta populacije algi Scenedesmus
sp. takoder je odredivana u prijasSnjim istraZivanjima. U istraZivanju Li i sur. (2011)
odredivana je stopa rasta populacije algi Scenedesmus sp. (komercijalni soj LX1) u
ovisnosti o temperaturi. Za temperaturu od 25 °C, koja je najsliCnija naSim
eksperimentalnim uvjetima, odredena je stopa rasta od 0.38£0.02 [d']. U naSem
istraZivanju dinamika rasta razli€ita je u malim i velikim eksperimentalnim volumenima. Za
male eksperimentalne volumene odredena je stopa rasta od 0.076+0.033 [d™'], a za velike
volumene 0.05+0.015 [d™], $to je znadajno niZa stopa rasta u odnosu na onu procijenjenu
u radu Li i sur. Ta razlika moze se objasniti razlikom u soju algi koji je istrazivan. Naime,
komercijalni sojevi algi namijenjeni su kultivaciji te mogu imati znacajno razliCite
karakteristike u odnosu na druge sojeve iz istog roda algi.

Usporedbom eksperimentalnih podataka s modelom rasta populacije vidljivo je da model
dobro opisuje rast populacije algi. Tijekom eksperimenta nijedan eksperimentalni volumen

nije dosegnuo procijenjeni kapacitet okoliSa. Medutim, na temelju modela, vidljivo je da bi

kultura algi trebala doseci kapacitet okoliSa za otprilike 100 dana (Slika 17., 18.i 19.).
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Prema literaturnim podatcima ocekivano trajanje eksperimenta bilo je 30 do 40 dana.
Medutim, kako u tom periodu kultura algi niti u jednom od eksperimentalnih volumena nije
dosegla kapacitet okoliSa, eksperiment je prekinut 47-og dana. Eksperiment je prekinut jer
se prilikom svakog mjerenja iz fotobioreaktora oduzima volumen od 25 pL. Oduzimanjem
mjernih volumena ukupni volumen smanjuje se s trajanjem eksperimenta te se zbog
dostizanja razine kriticnog volumena znacajno povecava Sum u podatcima. Medutim, na
temelju procjene kriti€nih parametara dinamike rasta i izradenog logistickog modela bilo je
moguce kalibrirati model te donijeti temeljne zaklju¢ke o dinamici rasta populacije algi
Scenedesmus sp. Medutim, kako bi se ti parametri preciznije procijenili potrebno je pratiti
dinamiku rasta u ve¢em broju eksperimentalnih volumena, a trajanje eksperimenta treba

predvidjeti na period od 100 do 150 dana.
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e Stopa rasta populacije alge Scenedesmus sp. razliita je u malim i velikim
eksperimentalnim volumenima. Stopa rasta u malim volumenima procijenjena je
na 0,076+0,033, a u velikim 0,050+0,015.

o Kapacitet okoli$a za vrstu Scenedesmus sp. procjenjen je 1,6:10".

o Dinamika rasta mikroalgalne populacije Scenedesmus sp. moZe se opisati

logisti¢kom modelom.

o VeliCina eksperimentalnih volumena utje€e na dinamiku rasta mikroalgalne

populacije Scenedesmus sp.
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