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Sazetak

Sve veca paznja posvecuje se mogucnosti iskoriStavanja otpadnih voda iz akvakulturnih
uzgojnih sustava. Atraktivnu opciju predstavlja uzgoj mikroalgi, koje pored dosadasnje
tradicionalne primjene u mrijestili§tima, postaju sve trazenija sirovina u farmaceutskoj,
kozmetickoj, prehrambenoj 1 industriji biogoriva. U ovom je radu istrazena podobnost
otpadne vode saliniteta 25 psu iz recirkulacijskog akvakulturnog proizvodnog sustava za
uzgoj mikroalge Isochrysis galbana. Podaci su usporedeni s rastom uzgojnih populacija ove
vrste u steriliziranoj moskoj vodi s dodatkom komercijalnog uzgojnog medija F/2 na dva
razili¢ita saliniteta (25 psu 1 33 psu). Rezultati pokazuju da su sastav i koli¢ina nutrijenata u
otpadnoj vodi dostatni za uspjesSan uzgoj mikroalge /. galbana te da snizeni salinitet povoljno
utjece na rast ove mikroalge u otpadnoj vodi 1 u komercijalnom uzgojnom mediju.

Kljuéne rijeci: akvakulturne otpadne vode, salinitet, bigoriva, fitoplankton

Uvod

Tijekom posljednjih 50 godina uloZeni su znaCajni napori da se iz otpadnih voda
akvakulturnih proizvodnih sustava uklone hranjive soli kako bi se izbjegla eutrofikacija
vodnih recipijenata (Crab i sur., 2007.). Istrazivane su brojne bioloske 1 kemijske metode
koje bi bile prikladne za ovaj proces, kao §to su: (1) bioloski procesi za uklanjanje dusika,
nitrifikacija 1 denitrifikacija te (2) kemijski procesi koji uklju¢uju kemijsku precipitaciju
fosfora (Ebeling 1 sur. 2003.). Jedna od novijih alternativa je bioloSki tretman pomocu
kopnenih ili vodenih biljaka, ukljuc¢ujuci kulture mikroalgi. Zbog brze stope rasta, znacajnog
prinosa biljne biomase i1 doprinosa ofuvanju okoliSa, njihovo se koriStenje danas smatra
jednom od najefikasnijih metoda za biolosko procis¢avanje otpadnih voda (Lananan i sur.,
2014.). Dobivena algalna biomasa moze se koristiti kao sirovina za proizvodnju Siroke palete
proizvoda razli€itih industrija (Gong 1 Bassi, 2016.; Sathasivam 1 sur., 2019.).

Mikroalge su jednostani¢ni planktonski biljni organizmi koji slobodno plutaju u vodenoj
sredini. Zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti, posebno visokog udjela nezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA), osnovna su ziva hrana u mrijestiliStima morskih organizama te su u
posljednjih nekoliko desetlje¢a provodeni pokusi pri kojima je testiran uzogoj vise stotina
vrsta kako bi se istrazila njthova podobnost za koristenje u akvakulturi. Osnovni parametri
koji odreduju rast uzgojnih populacija mirkoalgi su sastav nutijenata i minerala te
temperatura 1 salinitet uzgojne sredine. Salinitet uveliko utjece na rast algi djelujuci izravno
na osmoregulacijske mehanizme unutar stanica pa je od iznimne je vaznosti pronaci
optimalne vrijednosti za pojedine uzgajane vrste algi (Cafiavate 1 sur., 2020.; Hotos i
Avramidou, 1995.).
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U posljednje vrijeme mikroalge pobuduju sve vecu paznju i u drugim gospodarskim
granama, posebno u farmaceustskoj, prehrambenoj industriji te proizvodnji biogoriva
(Zuorro 1 sur., 2021.). Biogoriva su sve pozeljaniji izvor energije zbog smanjenog utjecaja
na okoliS$ 1 sve izrazenije energetske krize te se i tehnologija njihove proizvodnje ubrzano
razvija. Dijele se sukladno vrsti sirovine i stupnju razvitka tehnologije proizvodnje u Cetiri
generacije (Chen 1 sur., 2015.; Moravvej 1 sur., 2019.). Bigoriva tre¢e generacije zasnivaju
se na proizvodnji od standardnih vrsta algi, dok se razvitak Cetvrte generacije zasniva na
genetski modificiranim mikroalgama 1 jo$ uvijek je u samim povojima (Moravvej 1 sur.,
2019.). Najpoznatiji predstavnici koji se masovno uzgajaju i koriste u proizvodnji biogoriva
su alge skupine Haptohyta. Alge roda Isochrysis karakteristicne su po tome $to nemaju
stani¢nu stijenku pa je ekstrakcija lipida jednostavnija (Sun i sur., 2017.; Cohen, 1986.).
Cilj ovog rada bio je istraziti efikasnost prociS€avanja otpadne vode iz zatvorenog
recirkulacijskog sustava za proizvodnju morske ribe pri salinitetu od 25 psu, s obzirom na
smanjenje koncentracije osnovnih hranjivih soli u odnosu na komercijalni medij, upotrebom
mikroalge Isochrysis galbana. Time je ujedno istrazena i podobnost otpadne vode kao
medija za masovni uzgoj ove mikroalge.

Materijal i metode

Laboratorijsko istrazivanje podijeljeno je u dva pokusa. U prvom su pokusu alge uzgajane u
0.5 1 morske vode na dva saliniteta (33 1 25 psu) kako bi se s obzirom na razlicite literaturne
podatke istrazila pogodnost uzgoja na salinitetu otpadne vode upotrebljene u prvom pokusu.
Pokus je proveden u duplikatu. Morska voda je razrijedena destiliranom vodm do 33,
odnosno 25 psu te sterilizirana natrijevim hipokloritom koji je potom neutraliziran natrijevim
tiosulfatom (Gavrilovi€ 1 sur., 2021.). U steriliziranu vodu dodan je komercijalni Guillard
(F/2) medij prema uputama proizvodaca te je nasadena mikroalga /. galbana. Nasadna
gustoca bila je jednaka na oba saliniteta i iznosila je 200.000 stanica/ml, kao i uprvom
pokusu.

U drugom pokusu je kao medij za uzgoj mikroalge I. galbana koristena otpadna voda
saliniteta 25 psu iz recirkulacijskog uzgojnog sustava za proizvodnju ribe, koja je najprije
profiltrirana kroz mehanicki zrnati filtar, a zatim sterilizirana. Takoder su fotometrom Y SI
9300 izmjerene koncentracije nutrijeneta, duSikovih i fosfornih spojeva, kako bi se
usporedile s vrijednostima na kraju uzgojnog ciklusa algi. U po 0,5 1 otpadne vode, u dvije
tikvice, nasadeno je 200.000 stanica/ml.

Kako bi se izbjegao utjecaj drugih ¢imbenika osim saliniteta na rast populacije algi, tikvice
su drzane u jednakim uvjetima, pod umjetnim svjetlom jacine 2000 luxa na temperaturi od
22°C (Gavrilovi¢ i sur., 2021.) te spojene na isti aerator. Rast uzgojne populacije algi u oba
pokusa pracen je brojanjem stanica 3., 5., 7., 10. 1 15. dana od pocetka inkubacije. Brojanje
je obavljano mikroskopski pomoc¢u hemocitometra, pri ¢emu su prije svakog brojanja alge
imobilizirane 4%-tnim formaldehidom. Neposredno prije brojanja na hemocitometar je
polozeno pokrovno stakalce te je u zljeb hemocitometra pomocu Pasretove sterilne pipete
dodana kap kulture. Stanice su brojane u osam rubnih i dva nasumic¢na polja. Ovaj je
postupak radi vece preciznosti ponavljan za svaku kulturu tri puta te je izracunat prosjek.
Koncentracija algi u uzgojnom volumenu izraCunata je prema formuli: n/10x250000=br
stanica/ml kulture (Gavrilovi¢ i sur., 2021.).

Rezultati i rasprava

Uzgojna populacija I. galbana rasla je u Guillard-ovom (F/2) mediju, na dva razlicita
saliniteta (25 psu i 33 psu) s najveom postignutom gusto¢om stanica u manjem salinitetu
(25 psu) (slika 1). Brown i sur. (1993.) 1 Renaud i sur. (1994.) utvrdili su takoder najbrzi rast
ove vrste mikroalge na 25 psu, dok su Alkhamis i Qin (2013.) utvrdili da 1. galbana raste na
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Sirokom rasponu saliniteta od 10 do 65 psu, ali je optimalni bio 35 psu. Odgovarajuca
kontrola saliniteta u masovnoj proizvodnji algi kljuc je u pronalasku rijeSenja koja se odnose
na optimizaciju rasta algi u procese kvalitetne ekstrakcije lipida (Fong Sing i sur., 2016.).
Rast uzgojne populacije . galbana u otpadnoj vodi RAS-a pokazuje slian trend kao 1 rast
u komercijalnom mediju koji se koristi u uzgoju mikroalgi u akvakulturi (slika 1). Stopa
rasta /. galbana u otpadnoj vodi je manja od rasta u komercijalnom mediju na 25 psu, 1 veca
od onog na 33 psu. Ti podaci govore o optimalnoj razini relevantnih ¢imbenika rasta u
otpadnoj vodi iz RAS-a 1 njenoj podobnosti za proizvodnju mikroalgi.

30000000
25000000
‘'€ 20000000
P ==Cm=m Ot padna voda iz uzgojnog
-§ 15000000 sustava-a (25 psu)
E pe e=@== \lorska voda s dodatkom
g 10000000 F/2 medija(25 psu)
#=— Morska voda s dodatkom
5000000 s F/2 medija (33 psu)
. .
0 .

1 3 5 7 10 15
Dani od nasadivanja kulture

Slika 1. Rast populacije 1. galbana u razli¢itim uzgojnim uvjetima
U tablici 1. prikazane su koncentracije releventnih nutijenata prije i nakon zavrSenog pokusa.

Koncentracije sva Cetiri ispitivana nutrijenata smanjene su za vise od 50%: N-NO3 za 62 %,
N-NO2 za 56 %, N-NHa4 za 67 % 1 P-PO4 za 57 %.

Tablica 1. Koncentracije nutrijenata u otpadnoj vodi RAS-a prije i nakon pokusa

Nutrijenti Koncentracija na po¢etku pokusa, Koncentracija na kraju pokusa,
mg I mg !

N —-NOs 185 70,8

N-NO2 1,05 0,46

N — NH4 2,84 0,94

P —PO4 8,63 3,72

Do sli¢nog zakljucka dolaze i Hawrot-Paw i sur. (2020.) koriste¢i otpadne vode iz
ribogojiliSta za proizvodnju mikroalgi. U njihovom pokusu sadrzaj ukupnog dusika i
ukupnog fosfora u otpadnim vodama otvorenog uzgojnog sustava smanjen je za 88%,
odnosno preko 99%. Uz to, sadrzaj N-NOs smanjen je za 88,6%, N-NO2 za 74,3%, a
otopljenih ortofosfata za 99%. Manje postotke dobivene u ovom pokusu moguce je objasniti
ve¢om koncentracijom hranjivih soli u otpadnoj vodi RAS-a u isporedbi s onom u otvorenim
sustavima.
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Zakljucéak

Salinitet uzgojnog medija od 25 psu pokazao se pogodnijim za uzgoj mikroalge 1. galabana
od saliniteta 33 psu. Populacija /. galbana moze uspjesno rasti na otpadnoj vodi iz
recirkulacijskog akvakulturnog sustava saliniteta 25 psu, proizvodeéi dovoljno biomase za
eventualnu komercijalizaciju, S§to ujedno potvrduje njenu podobnost za bilosko
procis¢avanje otpadne vode.
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Possibilities of cultivation of microalga |I. galbana in wastewater from aquaculture
cultivation systems

Abstract

More and more attention is being paid to the possibility of using wastewater from
aquaculture farming systems. An attractive option is the cultivation of microalgae, which,
with traditional use in hatcheries, are becoming increasingly popular raw materials in the
pharmaceutical, cosmetic, food and biofuel industries. In this paper, the suitability of 25 psu
salinity wastewater from the aquaculture production system for the cultivation of the
microalga /. galbana was investigated. The data were then compared with the growth of
breeding populations of this species in sterilized seawater with the addition of commercial
breeding medium F / 2 at two different salinities (25psu and 33psu). The results show that
the composition and amount of nutrients in wastewater are sufficient for successful
cultivation of the microalga /. galbana. and that reduced salinity has a beneficial effect on
the growth of its population in wastewater and commercial culture medium.

Key words: aquaculture waste water, salinity, biofuel, phytoplankton
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