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Tab. Tabelle
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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Mikroalgen sind eukaryotische Mikroorganismen, die eine Reihe von kommerziell nutz-
baren Verbindungen produzieren konnen. Wirtschaftlich interessante Produkte sind dabei
u. a. Proteine, Vitamine, Fettsduren und Carotinoide. Hauptanwendungsgebiete fur Mikro-
algenprodukte sind bis heute der Lebens- und Nahrungsmittelergdnzungssektor (ca. 75 %)
sowie der Futtermittelsektor z. B. in Aquakulturen (Rosello-Sastre und Posten 2010). Aber
auch fur andere Wirtschaftsbereiche, wie die Pharmazie- und Biokraftstoffindustrie,
gewinnen Mikroalgen als Produktionsorganismen fir schnell nachwachsende Rohstoffe an
Bedeutung (Kula et al. 2014). Gegentiber der Nutzung von héheren Pflanzen zeichnen sie
sich u. a. durch folgende Eigenschaften aus (Schenk et al. 2008, Wu et. al. 2012, Griffiths
et al. 2011a, Ibanez und Cifuentes 2013, de Morais et al. 2015):
- héhere Photonenumwandlungseffizienz (bezogen auf Biomasseproduktion pro
Hektar),
- kein Aufbau nicht-photosynthetisch aktiver Gewebe,
- nahezu ganzjahrige Produktion moglich (kontinuierliche Bereitstellung z. B. von
),
- 10 bis 100-fach héhere Olproduktionsraten im Vergleich zu anderen Bioenergie-
pflanzen wie Mais und Olpalme,
- Nutzung von Salz- und Abwassern zur Reduktion vom Frischwasserbedarf,
- COy-neutrale Kraftstoffproduktion in Verbindung mit CO,-Bindung,
- keine Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion durch Unabhéngigkeit von der
Bodenbeschaffenheit (Schonung der Ressourcen, Nutzung von Brachflachen)
- kein Bedarf an Herbiziden und Pestiziden,
- hohe Anpassungsfahigkeit an veranderbare Umweltbedingungen in Verbindung mit
der Bildung hochwertiger, bioaktiver Stoffwechselprodukte.

Mikroalgen konnen ebenfalls als Modellorganismen genutzt werden, da grundlegende
metabolische Abl&ufe denen hoherer Pflanzen dhneln. So wurden z. B. wesentliche
Erkenntnisse Uber die Photosynthese auf Basis der Untersuchungen an Mikroalgen als
Untersuchungsorganismen erlangt. Damit konnte das Verstandnis fir die Stoffwechsel-
vorgange sowohl fiir Algen als auch Pflanzen erhéht werden. (Rai und Gaur 2001)

Derzeitig erfolgt die Mikroalgenproduktion zu 98 % in offenen Systemen (FAO 2012).
Diese zeichnen sich zwar durch einen kostengiinstigen Betrieb und preiswerte Bauweise
aus, eine gezielte Steuerung der Prozessparameter und dadurch auch des Produktionsziels
ist jedoch in solchen Anlagen stark limitiert. Geschlossene Systeme, wie z. B. die Produk-
tion in Photobioreaktoren (PBR), erweisen denen gegenulber daher deutliche Vorteile auf,
da eine kontrollierte Produktion phototropher Organismen unter definierten Bedingungen
maoglich ist. Jedoch wird eine effiziente und 6konomische Produktion durch spezifische
EinflussgroRen, sogenannte ,Bottlenecks®, limitiert. Derartige Faktoren stellen nach
Bosma (2010) und Carvalho et al. (2011) abiotische (wie z. B. Licht, Temperatur, pH-Wert
und Nahrstoffe) und biotische Faktoren (wie z. B. die Infektion mit Pathogenen oder die
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Né&hrstoffkonkurrenz mit anderen Organismen) dar. Hohe Produktionskosten sowie ein
hoher Energieverbrauch fur die Herstellung und Aufbereitung der Inhaltsstoffe stehen der
geringen Produktivitdt und Ausbeute zusétzlich oft negativ gegentber (Hunt et al. 2009,
Carvalho et al. 2011). Je nach Kultivierungsbedingungen und eingesetzter Spezies, aber
auch durch tageszeitliche bestimmte Ablaufe im Rahmen des zirkadianen Rhythmus, kann
das biochemische Profil zudem stark schwanken (de Winter et al. 2014). Es wird daher
intensiv an verschiedenen Prozessparametern geforscht, um das Wachstum bzw. die
Stoffwechselprozesse zu optimieren, das Verstandnis fur die Stoffwechselvorgange zu
erweitern und damit die Ausbeute entlang der Wertschopfungskette zu erhdhen. Das Ziel
dabei ist, ein einen moglichst hohen Gehalt der gewuinschten Inhaltsstoffe in den Zellen bei
gleichzeitiger Optimierung der Produktionskosten zu erzeugen. (Hunt et al. 2009,
Fernandes et al. 2016)

Es gibt verschiedene Strategien, um den Biomasseertrag und das biochemische Profil der
Algenbiomasse zu modifizieren. Prinzipiell kann man dabei an drei Punkten entlang der
Produktionskette durch entsprechende MaRnahmen Einfluss nehmen. Der erste Schritt ist
die Selektion der geeigneten Mikroalgenspezies fir das Zielprodukt bzw. deren (auch
gentechnische) Manipulation. Der zweite Schwerpunkt ist das Kultivierungssystem- und
verfahren. Dabei kdnnen sowohl das Design in Form von Réhren, Flachplattenreaktoren
oder Foliensacken, die verarbeiteten Materialien, wie z. B. Glas oder Kunststoff, oder die
Produktionsfaktoren, wie z. B. die Lichtintensitat, die spektrale Zusammensetzung der
Lichtquelle, die Nahrstoffzusammensetzung und die Temperatur sowie verschiedene
Behandlungsparameter wie Mikrowellen und Ultraschall variiert werden. Der dritte
Schwerpunkt ist die abschlielende, méglichst schonende, Aufbereitung der Algenbiomasse
zur Gewinnung sensibler und hochwertiger Inhaltsstoffe. (Hunt et al. 2009, Carvalho et al.
2011, Vigani et al. 2015, Benavente-Valdés et al. 2016)

Ein grolRes Problem bei der Versuchsauswertung stellt die oftmals geringe Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse dar. Die Verwendung verschiedener Algenstdmme und Medien
schréankt auBerdem die Vergleichbarkeit der Studien verschiedener Autoren stark ein.
Folglich gelten die Ergebnisse dieser Arbeit zundchst speziell fur das verwendete
Kultivierungsprinzip unter den angegebenen Kaultivierungsbedingungen und genutzten
Algenstammen.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit setzt bei der Manipulation der Kultivierungsbedingungen von
Mikroalgen in einem geschlossenen System an. Im Mittelpunkt stehen zwei Vertreter aus
der Abteilung der Grinalgen (Chlorophyta), Chlorella vulgaris und Scenedesmus obliquus,
die mit verschiedenen Bereichen des elektromagnetischen Spektrums (Ultraviolett-
strahlung (UV), sichtbares Licht (VIS) und Mikrowellenstrahlung) behandelt werden.
Damit sollen EinflussgroRen bei der Kultivierung zur Steigerung der Biomasse- oder
Stoffwechselaktivitat der ausgewahlten Mikroalgen identifiziert werden.



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Der Faktor Licht ist eine Haupteinflussgrofie bei der Kultivierung phototropher Mikroalgen
und kann durch Variation der Intensitat und spektralen Zusammensetzung der Lichtquelle
verschiedene physiologische Effekte auf die Zellen und deren biochemische Zusammen-
setzung bewirken. Die Effekte der Mikrowellenbehandlung und UV-Bestrahlung zur
Produktivitatssteigerung von Mikroalgen sind auf Grund eines engen Parameterfensters
derzeitig noch nicht ausreichend identifiziert. Schwerpunkte bei der Mikrowellen-
behandlung lagen zudem tberwiegend auf dem Zellaufbruch bzw. wurden im Bereich der
zelluldren Wechselwirkung vor allem in L&ndern der ehemaligen Sowjetunion untersucht.
Daher ist der Vergleich von Untersuchungen auf diesem Gebiet bzw. der Zugriff auf
entsprechende Literatur eingeschrankt.

Aus diesen Griinden wurden folgende Schwerpunkte zur Untersuchung des Einflusses auf
Biomasse- und Stoffwechselprozesse fir die vorliegende Arbeit definiert:

1) Einfluss verschiedener spektraler Lichtzusammensetzungen bei der Belichtung mit
Leuchtstoffrohren und Leuchtdioden (Kapitel 4.1)

2) Untersuchung und Charakterisierung des Einflusses verschiedener Tag-Nacht-
Regime bei der Behandlung im Wellenldangenbereich des sichtbaren Lichtes
(Kapitel 4.2 und 4.3)

3) Einfluss von zusétzlicher UV-A- und UV-B-Strahlung (Kapitel 4.4)

4) Einfluss von zusatzlicher Mikrowellenstrahlung (Kapitel 4.5)

Einleitend wird zunachst der aktuelle Stand des Wissens zu den Modellorganismen und
den Untersuchungsbereichen vorgestellt (Kapitel 2) und der entsprechende technische und
methodische Versuchsaufbau im Kapitel 3 dargestellt. Die aus der Recherche sowie
experimentell gewonnenen Ergebnisse werden basierend auf den zugehorigen
Publikationen kapitelspezifisch in dieser Arbeit vorgestellt (Kapitel 4) und zusammen-
fassend im Kapitel 5 diskutiert.

Alle Publikationen wurden im Rahmen eines Peer-Review-Verfahren geprift. Die
Abbildungs- und Tabellenbeschriftungen wurden an die fortlaufende Nummerierung dieser
Arbeit angepasst.
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2 Stand des Wissens
2.1 Mikroalgen als nachwachsende Rohstoffe

2.1.1 Uberblick zur Nutzung von Mikroalgen als nachwachsende Rohstoffquelle

Grundlagen zur Einteilung von Mikroalgen, der Anwendung in verschiedenen Industrie-
branchen und zur Produktion in verschiedenen Systemen werden in der Verodffentlichung 1
(Kapitel 2.1.2, S. 6) ausfiihrlich beschrieben. Im folgenden Abschnitt erfolgt daher ein
zusammenfassender Uberblick.

Als Mikroalgen werden 3-80 um kleine, Photosynthese betreibende Mikroorganismen
bezeichnet, die bei entsprechender Feuchtigkeit ubiquitar vorkommen kdnnen. Die Ein-
teilung erfolgt nach Tomaselli (2007) in zehn Gruppen (siehe Veroffentlichung 1). Bei
dieser Klassifizierung werden u. a. die Verteilung und Art der Pigmente und die Zellwand-
bestandteile beriicksichtigt.

Die Kultivierung kann in offenen und geschlossenen Systemen erfolgen. Der Betrieb der
Reaktoren und Anlagen kann dabei durch drei prinzipiellen Verfahren erfolgen: diskonti-
nuierlich (batch), kontinuierlich und halbkontinuierlich (semi-batch). Im Batch-Modus
werden zu Beginn der Produktion alle Ausgangssubstanzen (Nédhrmedien und Algenkultur)
in den Reaktor gegeben und es erfolgt keine weitere Zugabe und Entnahme von Produkten
bis zum Ende der Reaktions- bzw. Versuchsdauer. Die batch-Betriebsweise fiihrt zu einer
Limitierung von Né&hrstoffen in Abhangigkeit von der Zeit und der Zellteilung. Bei semi-
batch-Verfahren wird ein Teil der Ausgangsstoffe (z. B. Nahrstoffe) wahrend der
Produktion zugegeben und/oder ein Teil der Produkte abgenommen. Kontinuierliche
Verfahren zeichnen sich durch eine stdndige Zugabe von Ausgangsstoffen und Abnahme
von Produkten aus. Der Batch-Betrieb wird am héufigsten in Versuchen und der
industriellen Produktion angewendet (Lee und Shen 2007).

Das Mikroalgenwachstum, definiert als die Zunahme der Zellzahl, kann in batch-Kulturen
in vier Phasen unterteilt werden (Abb. 1).
\

Ablauf der Wachstumsphasen
N - Nahrstoffgehalt

Zellzahlentwicklung
N

Zeit
Abb. 1: Schematische Darstellung der Wachstumsphasen und der Abnahme von Néhrstoffen,
1: Adaptionsphase (Lag-Phase), 2: exponentielle Wachstumsphase (Log-Phase), 3: stationare
Phase und 4: Absterbephase (nach Grobbelaar 2007)
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In der Adaptions-, der sogenannten Lag-Phase, erfolgt eine Anpassung der Zellen bzw. des
Stoffwechsels an die Umgebungsbedingungen. In dieser Phase wéchst die Kultur sehr
langsam. In der Log-Phase haben sich die Zellen an ihr Ndhrmedium angepasst und kon-
nen sich mit ihrer maximalen Teilungsrate vermehren. Die Vermehrung erfolgt exponen-
tiell, das heifl3t, dass in dieser Phase der Logarithmus der Zellzahl linear mit der Zeit an-
steigt und die Teilungsrate der Zellen konstant ist. Durch die Abnahme von Néhrstoffen
und weiteren limitierenden Faktoren (z. B. die Lichtverfligbarkeit) stellt sich die stationare
Phase ein. Dabei liegen Vermehrung und Absterben der Zellen im Gleichgewicht. Es
erfolgt keine bis geringe Zunahme der Zellzahl. Der Stoffwechsel stellt sich auf Kohlen-
stoff- und Energiespeicherprodukte um. In der sogenannten Sterbephase verringert sich die
Zellzahl, da weniger Zellen gebildet werden als aufbrechen/absterben. (Grobbelaar 2007)

Die Kultivierungsformen werden bezogen auf die Energie- und Kohlenstoffquelle in vier
Gruppen eingeteilt (Tab. 1). Jedoch ist zum einen nicht jede Mikroalgenspezies fiir jede
Kultivierungsform geeignet bzw. fahig und zum anderen wird die biochemische
Zusammensetzung der Algenbiomasse durch die Energie- und Kohlenstoffquelle unter-
schiedlich beeinflusst.

Tab. 1: Kultivierungsformen nach der Energie- und Kohlenstoffquelle

Bezeichnung Energiequelle Kohlenstoffquelle

photoautotroph  Licht anorganisch (z. B. CO,)

photoheterotroph Licht organisch (z. B. Glucose)

heterotroph organische Kohlenstoffquellen organisch (z. B. Glucose)
(z. B. Glucose)

mixotroph Licht und organische Kohlen-  organisch und anorganisch

stoffquellen

Die Biomasse von Mikroalgen besteht hauptsachlich aus Proteinen, Kohlenhydraten und
Lipiden. Dabei macht Kohlenstoff (C) mit ca. 50 % das Hauptelement aus. (Becker 1994,
Sanchez Miron et al. 2003) Eine ausreichende Versorgung mit einer Kohlenstoffquelle ist
daher essentiell fur die Mikroalgenproduktion. Da Stickstoff mit einem Anteil von ca. 7—
10 % an der Biomasse ebenfalls zu den wichtigsten Makroelementen in der Mikro-
algenbiomasse zéhlt, kann eine Manipulation der Stoffwechselaktivitat tber die Stickstoff-
verfuigbarkeit erfolgen (Becker 1994, Hu 2007). Phosphor (P) ist ein weiteres essentielles
Element fiir das Wachstum und die Stoffwechselaktivitat in lebenden Zellen. Es wird u. a.
fur den Aufbau der Nukleinsduren, Phospholipiden und komplexen Kohlenhydraten
benotigt (Wagner und Falkner 2001). Uber den P-Gehalt kann daher ebenfalls der
physiologische Status und die biochemische Zusammensetzung beeinflusst werden. Unter
nicht limitierenden Bedingungen betragt der zelluldre P-Gehalt ca. 1 % der Trockenmasse
(Hu 2007). Weitere Faktoren, die Veranderungen der biochemischen Zusammensetzung
der Algenbiomasse bewirken, sind das Alter der Zellen, der pH-Wert, die Temperatur und
die Belichtung im Produktionsprozess (Fu et al. 2013, Juneja et al. 2013).

Durchschnittswerte der Gehalte von Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und Nuklein-
sauren fur die untersuchten Mikroalgenarten dieser Arbeit befinden sich in Tab. 2.
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Tab. 2: Durchschnittliche Zusammensetzung der untersuchten Spezies (bezogen auf die
Hauptbestandteile an der Trockenmasse in %) (nach Becker 1994)

Spezies Proteine Kohlenhydrate  Lipide  Nukleinsduren
C. vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
S. obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6

Neben der Herstellung proteinhaltiger Produkte mit geringem wirtschaftlichem Wert
eignen sich Mikroalgen auch zur Erzeugung hochwertiger Stoffwechsel- und
Fermentierungsprodukte (Becker 1994). Jedoch ist die wirtschaftliche Nutzung von
hochwertigen Mikroalgenprodukten derzeitig durch die geringe Okonomie der
Produktionsverfahren auf Grund hoher Betriebskosten, Produktverlusten bei der
Aufbereitung und zu geringen Produktionsraten der Zielprodukte begrenzt. Daher werden
verschiedene Ansatzpunkte der Mikroalgenproduktion von zahlreichen Forschungsgruppen
untersucht, um dabei auch das Verstandnis der biochemischen Abldufe in den Zellen zu
erweitern. Um den Gewinn entlang der Wertschopfungskette zu steigern, werden z. B.
auch Bioraffineriekonzepte erarbeitet.

2.1.2 Veroffentlichung 1

In der Veroffentlichung 1 ,,Use of microalgae as renewable resources” (2015. Journal of
Central European Green Innovation. 3(3): 149-156) wird der aktuelle Stand zu den
Grundlagen von Mikroalgen, ihrer Anwendung in verschiedenen Industriebranchen und
zur Produktion in verschiedenen Systemen ausfuhrlich beschrieben
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USE OF MICROALGAE AS RENEWABLE RESOURCES
SCHARFF, Claudia

Summary

The commercial production of microalgae started in the early 1950’s. Especially in the last
two decades, these amounts have tremendously increased. In view of growing world
population and limited fossil fuels, microalgae are seen as one promising alternative
source for biofuels and high value products (like proteins and -3 fatty acids) in different
industry branches (e.g. food, feed, cosmetic and pharmaceutic products or waste water
treatment). Currently, they are mainly used for food and food supplements. The potential of
the small photosynthetic microorganisms for other applications were proven in lab scale
experiments. There are obstacles as high processing costs, low production yields and
production stability which continue to prevent the commercial use. Furthermore, without
artificial lighting and heating, the production in Europe is limited from March to October.
As a result, the market prices are often the bottle neck in order to sell products. There is a
need for the optimisation of the processes and reactors (e.g. important growth factors,
selection of microalgae species and design) to tap the full potential of the green cell
factories.

Keywords: microalgae, biomass, sustainable, biofuel

Introduction

Microalgae are described as unicellular or multicellular, photosynthetic organisms with a
less complex morphology that occur in sizes from 3 to 80 um (Abb. 2). Around 40,000
species have been identified but approximately 15 species are used industrially (BERG-
NIELSEN 2006). Each year, more than 10,000 tonnes dry matter of microalgae biomass is
produced worldwide (SCHULZ 2006). Of this, China accounts for approximately 50 %.
Further producing countries are Japan, Taiwan, USA, Israel and Australia.

Abb. 2: Microalgae species Scenedesmus obliquus (left) and Chlorella vulgaris (right) with
2000x magnification (own illustration)

Microalgae have been classified according to the following main criteria: kinds of
pigments, the chemical nature of the storage products and of cell wall constituents
(TOMASELLI 2007). Additional criteria are cytological and morphological features.
Eukaryotic microalgae were typically classified in Rhodophyta (red algae), Chlorophyta
(green algae), Dinophyta, Chrysophyta (golden brown algae), Prymnesiophyta,
Bacillariophyta (diatoms), Xanthophyta (yellow-green algae), Eustigmatophyta,
Rhaphidophyta, Phaephyta (brown algae) (TOMASELLI 2007).
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Microalgae have significant advantages, particularly when compared to higher forms of
terrestrial plant species as rice or soybeans. These includes no competition for land area
with present food crops, a 5 to10 fold higher growth rate (30— 550t ha* a* compared to
soybean 6— 7 t ha a™) and high oil yields (SOEDER 1971, PULZ 2009, SCHARFF et al.,
2013). Beyond that, the cultivation is not tied to typical growing seasons. Because of their
chemical composition microalgae can serve to improve the nutritional value of common
food preparations and feed (SPOLARE et al. 2006).

Currently, the commercial use is limited by inefficient yields, which are caused by the high
level of complexity of the extraction process of sensitive compounds and the high
processing costs itself. High expenses are caused by customized nutrition, energy-
intensive cultivation (e.g. temperature and light exposure) and preparation of the
microalgae like drying and cracking prior to processing.

Cultivation parameters

The growth of algae is determined by many factors, including nutrient composition, pH-
value, salt content, carbon availability, temperature and light. With some exceptions the
optimum temperature ranges from 20 to 27 °C degrees. Carbon, nitrogen (constituent in
proteins and chlorophyll) and phosphor (for transfer of energy and biosynthesis of nucleic
acids) are the most important nutrients for microalgae growth. Further composition
influencing factors are the salinity and the amount of each macro elements as S, K, Na, Fe,
Mg, Ca and of trace elements like Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V and Se (GROBBELAAR 2007).

Light is one of the key factors during the microalgae production (GRIS et al., 2014). Light
quantity and quality and the distribution in the cultivation system can alter the microalgae
physiology (e.g. metabolism, cell division and growth rate) as well as the biochemical
profile of these organisms (BOUTERFAS et al., 2006). Artificial lighting with fluorescent
lamps or LED lights enables the possibility for year-round production when conditions
regarding the target of microalgae biomass as well as special metabolites are clearly
defined. However, cultivation under suboptimal conditions or stress such as nutrient
deficiency, light stress or high salinity can increase the production of certain metabolites
like lipids and carotenoids (WOLKERS et al., 2011). Depending on their individual
demands, microalgae can be cultivated photoautotrophic, (photo-) heterotrophic and
mixotrophic.

Microalgae can be produced in open and closed systems (Tab. 3). Open systems can be
natural waters (i.e. lakes, lagoons and ponds) or artificial plants like raceway ponds. The
typically depth of raceway pounds is about 0.3 m for a good light penetration. The mixing
of the culture circulation is commonly performed by a paddlewheel. Advantages of open
systems are their inexpensive and simple establishment. Disadvantages are that they are
less controllable due changing growth parameters like light, temperature and pH, the
fluctuating conditions and dependency on environmental parameters like sun exposure,
clouds, precipitation, evaporation and the high contamination risk with other
microorganisms (PULZ 2001, MATA et al., 2010). In addition, biomass yields are much
lower, when compared to closed systems (in open systems: 1 g*L™ resp. 10-25 g*m™*d™;
closed: 3-15 g*L™ resp. 25-50 g*m™2*d*). The biomass yield of higher oily plants like
rape is with 0.8-1.6 g*m™*d™ much lower as the productivity in open systems. (ROESCH
and POSTEN 2012) Nevertheless of the party inefficient operation, 98 % of the generated
algae biomass is currently produced in open systems (FAO 2012).

Closed systems have various advantages compared to open systems (Tab. 4). Closed
systems allow a controlled process performance by lower contamination risk and higher
biomass vyields of 35-40 g*m™*d™ for Chlorella (PULZ 2009). To optimize important

8
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growth factors such as light permeability and nutrient absorption, different reactor designs
have been developed. These are either tubular, foil bags or flat panel reactors (Tab. 3).
High-value products like carotenoids and fatty acids can be prepared with certain purity for
industrial applications. Closed systems can be operated with natural sunlight or with arti-
ficial light which then directly implies a high energy input (BRENNAN and OWENDE
2010). A higher energy input is also required for the processing of the algae in order to
create the desired products.

Tab. 3: Open and closed systems for microalgae production

Open system Closed systems
raceway tubula flat-panel foil-bags

- -, = i iz

KYNDT 2010 FRAUNHOFER INSTUTUT NOVAGREEN 2010
2012

simple construction | optional assembly  thin plastic modules for simple, mobile,
low light ways no cleaning costs

Tab. 4: Comparison of open and closed systems

Parameter Open system  Closed system
Area requirement high low

Water requirement high low

Energy demand low high
Temperature control  no required
Cleaning no required
Contamination risk  high low

reproducible
high
high

Product quality fluctuating
Biomass productivity low

Operating costs low
(after ROESCH and POSTEN 2012)

Application of microalgae

Microalgae biomass and its high-value compounds can be used for energetic and material
use. It is necessary to ensure the selection of the algae species with regard to the targeted
end product, because the different species have distinct characteristic product ranges of
metabolites. With a view to limited fossil fuels, microalgae have become a promising
feedstock as an alternative source of bioenergy. The total lipid content of microalgae
ranges between 1 and 75 %, with average lipid levels between 20-50 % of the cell weight
with greater accumulations during stationary phase and under certain conditions (up to
85 % of cell dry weight) (METTING 1996, BECKER 2007, CHISTI 2007, MATA 2010).

9
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The green microalgae species Botryococcus braunii is intensive studied as rich natural
source for lipids. Stored lipids can be used for the production of biodiesel. The biomass
can also be used for the production of biogas. In addition, intensive efforts have been made
to produce hydrogen with microalgae (e.g. with Chlamydomonas reinhardtii). Particularly
in form of using the microalga hydrogenase for the efficient hydrogen production in other
cell systems. (MELIS et al., 2007, SCHARFF et al., 2013) However, high market prices
limit the commercial use of microalgae biofuels. Concerning this aspect, research is just as
necessary as for the above mentioned fields.

At present, microalgae are mainly used as food supplements (about 70 %) and are added in
drinks, in candies, bread, pasta etc. (BECKER 2007). Currently, the second focus is the use
as animal feed for fish, pets and farm animals (ROSELLO-SASTRE et al. 2010, BECKER
2007). They are also considered to be as highly promising organisms as production
organisms for high value bioactive products as proteins, carotenoids, fatty acids and
carbohydrates. This can be used in various industrial applications ranging from food,
pharmaceutical, and cosmetic to the chemical industry (Tab. 5) (SFORZA et al., 2012,
SIMIONATO et al., 2013, GRIS et al., 2014). In this view, that there is a competition
between the cheaper synthetic produced pigments and the natural microalgal based ones.
The advantage of microalgal pigments is the provision of natural isomers with better
physiological properties compared to synthetic products.

Tab. 5: Examples for the application of high value compounds

Cell contents Samples Application
Fatty acids polyunsaturated fatty acids - food supplements (e.g. in
like w-3-fatty acids breast-milk substitutes)
(docosahexaen acid, - pharmaceuticals and cosmetics
eicosapentaen acid) - feed (e.g. layer, aquaculture)
Carotenoids astaxanthin, lutein, - food supplements
[-carotene, lycopene - food (e.g. margarine , cheese,
sausage)
- pharmaceuticals and cosmetics
- feed
Pigments chlorophyll, carotenoids - food

- pharmaceuticals
- feed (e.g. colouring of salmon)

Polysaccharides [-1,3-glucan, starch - food
- cosmetics and pharmaceuticals
(e.g. substrate of drugs)
- production of bioplastics

And other iodine, polyphenols, amino - food and food supplements
acids, proteins, enzymes, - pharmaceuticals and cosmetics
antioxidants, toxins, (e.g. skin tightening)
vitamins (A, E, B1, B2, - feed
B6, B12, C, K)

(adjusted from PULZ et al., 2004, BEACHAM 2010, FRAUNHOFER INSTUTUT FUER
GRENZFLAECHEN- UND BIOVERFAHRENSTECHNIK 2010, ROSELLO SASTRE et
al., 2010)

10
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Microalgae can also be used as CO, storage or to remove pollutants like heavy metals or
for the reduction of nitrogen and phosphate from industrial, agricultural and municipal
waste waters (HUNT et al., 2009). In addition, microalgae can be used as fertilizers and
plant protection compounds, as well as for the production of recombinant proteins. Further
concepts for non-terrestrial applications in aerospace are under investigation (PULZ et al.,
2004, ROSELLO SASTRE et al., 2010, KIT 2012). As a result of this, microalgae have
attracted the attention of various branches of the economy.

Economic state

High processing costs, low production yields and production stability, low space-time
yields and high efforts for the preparation of the products are currently major problems for
an economic production and the commercialization of the algal technology (SCHARFF et
al., 2013). The average market price of microalgae is 36 € per kg dry matter (Chlorella)
(BRENNAN and OWENDE 2010) and high-value compounds such as astaxanthin
(carotenoids) can reach prices of 2000 € per kg and higher (SPOLARE et al. 2006). These
high-value compounds make up only a small portion of less than 10 % of the total biomass.
(HEJAZI and WIJFFELS, 2004, ROSELLO SASTRE and POSTEN 2010).

Different strategies have been worked out to improve the economic use of microalgal
products. This means three main segments: product oriented selection or (genetic) modi-
fication of microalgae species (g. higher product yield, increasing photosynthetic effi-
ciency), optimized design (e.g. flat panels, tubes or foil bags) and operating conditions of
photobioreactors (e.g. light (wavelength composition, light-dark cycles), nutrition compo-
sition, pH, temperature, mixing and pumping strategies of the microalgae broth, air feed
etc.) and the development of efficient methods for the preparation of the partly sensitive
products.

The development of biorefinery processes will further expand the microalgae usage
possibilities along the value chain. This offers the option for an efficient use of every
component of the microalgae biomass (Abb. 3). It can be produced simultaneously high-
value products, biofuels, animal feed and electrical power. The concepts include the
recycling of residues as substrates for the algae culture and the efficient use of exhaust
gases and different sources waste waters.

light

photobioreactor

exhaust gases, waste heat, electricity
)
__exhaust gases nutrients (N, P) of fermentation residues, !
ﬁ CO, of exhaust
waste water gases waste heat,
electricity j

' energy grid,

n' district heating

heat and power
station

algae biomass

Jajem Jo asnal

extraction of valuable compounds

residual biomass

_ anaerobic
e.g. lipids, carotenoids, pigments, L/J fermentation
polysaccharides, proteins biogas plant
drying
separation,
refinement fertilizer

biofuels (e.g. food-, chemical, animal feed
bioethanol, cosmetic-&
biodiesel) pharmaceutical industry

Abb. 3: Microalgae use in biorefinery concept (own illustration) 1



STAND DES WISSENS

Outlook

It could be demonstrated that microalgae can be used for versatile applications like the
production of bioenergy, high-value compounds, food and food supplements, feeds, in
agriculture or pharmaceutical and chemical industry. In view to growing world population,
shortage of fertile land, rising demand of food crops and additional limited resources for
fuels it will become clear, that alternative and sustainable sources are needed to provide
these goods in future for next generations. To exploit the potential of microalgae, further
intensive research effort is needed in the direction of optimized growth parameters and
operating conditions in order to make microalgae production and processing a competitive
renewable resource in the long-term.
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2.2 Elektromagnetische Strahlung

2.2.1 Einteilung und grundlegende Effekte

Entsprechend der Zielstellung der Arbeit (Kapitel 1.2, S.2) steht die Behandlung der
Mikroalgen mit elektromagnetischer Strahlung im Mittelpunkt. Deshalb soll diese hier
naher beschrieben und klassifiziert werden.

Das elektromagnetische Spektrum wird in verschiedene Wellenlangen- bzw. Frequenz-
bereiche unterteilt (Abb. 4).

GammastrahlenRéntgenstrahler Ultraviolett Infrarot Mikrowellen Radiowellen

101 1012 10 1073 10! 10°  Am]
| | J- | | |
T 1 1 I I T T [ I
102 102 101 1017 10[6 1015 1087, 10! 108 Frequenz [Hz]

sichtbares Licht

[4x107 7x107

kiirzere Wellenlangen langere Wellenléangen
hohere Frequenzen geringere Frequenzen

BN AvA.

Abb. 4: Einteilung und Erzeugung elektromagnetischer Strahlung

Der Zusammenhang zwischen Energie (E), Frequenz (f) bzw. Wellenlange (L) der
elektromagnetischen Strahlung wird durch die Formel

E=h-f
h: Plancksche Wirkungsquantum = 6.626-1034 Js
C
f: Frequenz; f ergibt sich aus: f= 7”

¢,- Ausbreitungsgeschwindigkeit im Medium
A: Wellenldnge
beschrieben.

In welcher Form eine Wechselwirkung der Strahlung mit Mikroorganismen stattfindet,
hangt von verschiedenen Faktoren ab. Diese konnen z. B. durch die Zelldichte, den
physiologischen Zustand der Zellen, die Medienzusammensetzung sowie durch die
Frequenz und Intensitat der Bestrahlung beeinflusst werden (Hunt et al. 2009). Zur Induk-
tion verschiedener Effekte, wie z. B. dem Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindung, ist
eine sogenannte Aktivierungsenergie notwendig. So kann mit Mikrowellenstrahlung zu
wenig Energie in die Atom- oder Molekilstruktur eingebracht werden, um z. B. Atom-
bindungen aufzubrechen (Tab. 6). Daher bezeichnet man diese Strahlung auch als nicht-
ionisierend. Durch UV-Strahlung und Rontgenstrahlung (ionisierende Strahlung) ist ein
hoherer Energiebetrag auf die Zellbestandteile Ubertragbar. Dadurch kdnnen mitunter
Schéden u. a. an der DNA auftreten (siehe Kapitel 2.2.4, S. 32).
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Tab. 6: Anregungsenergien verschiedener Effekte (nach Ramundo-Orlando 2010)

Physikal.-chemischer Effekt  Frequenz [Hz]  Energie (V)

Atomisierung >10" = 10
Elektronenanregung =10" 1,5-10
Konformationsveranderung =10 0,4
Wasserstoffbriickenspaltung  =10"*-10" 0,08-2
Warmebewegung =5.10" 0,026

Die Auswirkungen verschiedener Wellenldngenbereiche des elektromagnetischen
Spektrums auf biologische Systeme wie z. B. Bakterien, Hefen, Algen, Saatgut und
Pflanzen wurden in zahlreichen Studien untersucht (u. a. Grundler et al. 1977, Betskii et al.
2007, Gromozova et al. 2011, Ragha et al. 2011). Verschiedene Effekte bzw. Angriffs-
punkte elektromagnetischer Strahlung sind in Tab. 7 zusammengefasst.

Tab. 7: Potentielle Angriffspunkte und Effekte an einer Zelle durch elektromagnetische
Strahlung (nach Hunt et al. 2009 und Ramundo-Orlando 2010)

Angriffspunkt Effekte

Zellmembran Erh6hung der Membranpermeabilitét
- erhohte Zirkulation und selektive Verstarkung des lonentransportes
(z. B. Akkumulation von Spurenmetallen)
- Veranderung der Verteilung von Protein-Lipiddomanen und
Konformationsénderungen in Lipid-Proteinverbindungen
- Veranderung der internen Verteilung elektrischer Ladungen in
Lipiden in der Membrandoppelschicht

Chloroplast - Einfluss auf Pigmentmenge (u. a. Chlorophyll, Phycocyanin und f-
Carotin)
- Veranderung der Photosyntheseaktivitat und - effektivitat
Zellkern - Aktivierung der spezifischen Genexpression

- Veranderungen in der DNA-Konformation
Gesamte Zelle - Interaktion mit benachbarten Zellen (Zell-zu-Zelle Kommunikation)
- Sekretion von Signalmolekdilen
- Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
- veranderte Enzymaktivitat

Ein Problem bei der Interpretation und Diskussion der Ergebnisse stellen dabei die bio-
logische Komplexitat und die geringe Reproduzierbarkeit durch z. T. fehlende Angaben in
den Vero6ffentlichungen, aber auch durch hohe Abweichungen zwischen den Versuchs-
ergebnisse dar (Hunt et al. 2009, Ramundo-Orlando 2010). Eine Klar definierte
Abgrenzung zwischen dem verursachenden Strahlungsbereich und dem beobachteten
Effekt ist daher nicht einfach moglich. Teilweise werden auch erst durch sekundére
Effekte, wie z. B. durch Auslésung von oxidativem Stress oder induzierter verkurzter
Generationszeit, metabolische Verdnderungen verursacht. In den folgenden Abschnitten
erfolgt daher eine ausfihrliche Betrachtung der Wechselwirkung zwischen bestimmten
Bereichen des elektromagnetischen Spektrums und der biologischen Zelle.
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2.2.2 Sichtbares Licht

Als sichtbares Licht bezeichnet man den Wellenléangenbereich des elektromagnetischen
Spektrums von 380 bis 780 nm. Innerhalb dieses Rahmens befindet sich der Bereich der
photosynthetisch aktiven Strahlung (PAR) von 400 bis 700 nm. Licht als Energiequelle
stellt den wichtigsten Umweltfaktor fur alle Photosynthese betreibenden Organismen dar,
um organische Verbindungen zu produzieren (Jahns und Holzwarth 2012, Carvalho et al.
2011). Daher ist dieser Faktor nach Behrens (2005) auch der wichtigste Parameter, der
beim Design und der Konstruktion eines Photobioreaktors berticksichtigt werden muss.

Licht kann sowohl durch Wellen- (z. B. Interferenz) als auch Teilcheneigenschaften
(Masse eines Lichtquants) beschrieben werden. Die kleinsten absorbierbaren Einheiten der
Strahlung werden als Photonen oder Quanten bezeichnet. Jedes Photon besitzt einen
diskreten Anteil Energie. Die Energie eines Photons ergibt sich entsprechend der im
Kapitel 2.2.1 (S. 15) beschrieben Formel:

E=h-fudf=
= und f =~

c,: Ausbreitungsgeschwindigkeit von Licht im Vakuum = 3-10® m-s*
A: Wellenlange des Photons.

Daraus ergibt sich, dass die Energie des eingestrahlten Lichtes umgekehrt proportional zur
Wellenlange ist und kirzere Wellenldngen einen hoheren Energiegehalt und langere
Wellenl&dngen weniger Energie pro Photon besitzen.

Lichtquellen

Bei der phototrophen Kultivierung von Mikroalgen stellt Licht einen limitierenden Faktor
dar. Dabei kann Licht durch die Sonne oder mittels Kunstlicht durch z. B. Leuchtstoff-
rohren (FL), Hochdruck-Gasentladungslampen (HID) oder Leuchtdioden (LED) bereit-
gestellt werden. Sonnenlicht stellt dabei die kostengiinstigste Lichtquelle dar, jedoch
verursachen Faktoren wie Fluktuationen, Wolken oder saisonale Unterschiede
schwankende Bedingungen. Zudem ist das Lichtspektrum unspezifisch und nicht abstimm-
bar. Der Wirkungsgrad fur die Umwandlung der Sonnenenergie in Biomasse entspricht
maximal 3 % (Benemann 2007).

Kunstlicht kann durch interne und externe Lichtquellen in den Photobioreaktor eingebracht
werden. Interne Strahlungsquellen wie z. B. Tauchstrahler kommen direkt mit der zu
belichtenden Kultur in Kontakt. Bei einer externen Belichtung werden energiereiche
Strahler ben6tigt, um je nach Charakteristik des Kultivierungskolbens, durch die Bauform
und Materialeigenschaften, und der Suspension (z. B. Zelldichte) eine hohe Eindringtiefe
zu gewahrleisten. Das eintreffende Licht externer Strahler nimmt im Inneren wegen der
Absorption und der Streuung durch die Zellen exponentiell ab. Die Schwéchung der
Strahlung mit zunehmender Eindringtiefe wird mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz
angenahert beschrieben.
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Lambert-Beer’sche Gesetz: E, =-In (i—l) =c-g 1

E.:  Wellenlangenabhéngige Extinktion
l1:  Intensitat des transmittierten Lichts
lo:  Intensitat des einfallenden Lichts
: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fliissigkeit (mol-1™)
Extinktionskoeffizient (oft auch als spektraler Absorptionskoeffizient bezeichnet) bei
der Wellenldnge A
I:  Dicke des durchstrahlten Korpers

Ein Problem kinstlicher Belichtung ist, dass das Licht mit steigender Zellzahl verstarkt
durch die Pigmente (z. B. Chlorophyll), Zellfragmente und Medienbestandteile absorbiert
wird und die Lichtintensitdt mit der Eindringtiefe abnimmt. Die dadurch entstehenden
Hell-Dunkelzonen im Kultivierungssystem konnen den Kultivierungsablauf beeinflussen.
Daher sind eine geeignete Zirkulation und/oder kurze Lichtwege fiir eine optimale
Belichtung neben dem Gasaustausch, der Temperatur- und pH-Kontrolle notwendig
(Behrens 2005).

Die Verwendung von Kunstlicht ermdglicht die Produktion unter definierbaren und zeitlich
stabilen Lichtbedingungen (Blanken et al. 2013). Dadurch kénnen entsprechende Prozesse
und damit der Anteil von z.B. Pigmenten, Fettsduren und Kohlenhydraten gesteuert
werden (Renaud et al. 1991, Kula et al. 2014, Scharff et al. 2017a).

LichteinflussqrofRen

Der Faktor Licht umfasst vier determinierende Faktoren, die das Algenwachstum und die
Stoffwechselaktivitat beeinflussen: die Lichtintensitat und spektrale Zusammensetzung, die
Tag-Nachtdauer und die Pulsdauer (Abb. 5) (Kula et al. 2014). Diese werden im Folgenden
Abschnitt weiter erklart.

Chloroplast

Prozesse:

u. a. Photoakklimation (z. B.
Pigmentbildung, Verdnderung der
Thylakoidmembran- und LHC-

Struktur), Energieverlust,
Reparaturprozesse.
Genexpressi0n

Stoffwechselprodukte Wachstum/Zellteilung
Carotinoide, Lipide, Biomasse
Proteine

Abb. 5: Vereinfachte Darstellung der LichteinflussgroRen an einer Mikroalgenzelle (nach
Barra et al. 2014)
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Lichtintensitéat

Die Lichtintensitdt wird unter anderem als Photonenflussdichte (PFD) in pmol-m'z-s'1
angegeben und stellt dabei die gemittelte Lichtintensitat Gber den PAR-Bereich von 400—
700 nm dar. Die PFD entspricht dabei der Anzahl der Photonen pro Flache und Zeit. Da
jedoch damit keine Angaben Uber den Energiegehalt der Strahlung mdoglich sind, ist die
zusatzliche Angabe bzw. die Messung des Spektrums der verwendeten Lichtquelle zur
Vergleichbarkeit von Studien notwendig.

Die Lichtintensitat beeinflusst u.a. die Photosyntheserate. In sogenannten Séattigungs-
kurven wird diese Abhéangigkeit dargestellt (Anhang A 1, S. 149) und kann je nach Spezies
und Umweltbedingungen variieren. Dabei wird die Abh&ngigkeit Photosyntheseleistung
von der Lichtintensitat dargestellt. Die Sattigungskurve beginnt im negativen Bereich, da
bei geringer Lichtintensitat die Zellen atmen und damit Sauerstoff verbraucht wird.
Solange keine anderen Umweltfaktoren (z. B. CO, oder andere Nahrstoffe) limitierend
wirken, steigt die Photosyntheserate mit Erhohung der Lichtintensitat proportional. Am
Lichtkompensationspunkt ist die O,-Abgabe (bzw. CO,Aufnahme) durch die
Photosynthese genauso so grol? wie der O,-Verbrauch (bzw. CO,.Produktion). Die Kurve
der Photosyntheseleistung steigt mit zunehmender Lichtintensitdt immer weniger bis zu
dem Punkt, an dem sich trotz steigender Lichtintensitat die Photosyntheseleistung nicht
mehr erhoht. An diesem Punkt ist die Lichtsattigung erreicht. Die Energie Uberschiissiger
Photonen wird vor allem als Warmedissipation abgegeben. Hohe Lichtintensitaten tber
dem Lichtsattigungspunkt kénnen aber auch eine Reduzierung der photosynthetischen
Effizienz bewirken und wird als Photoinhibierung bezeichnet. Dies beschreibt eine
Reaktion in den Zellen, die innerhalb von Minuten stattfindet. Dabei wird u. a. das D1-
Protein des Photosystem Il (PS Il) verandert und damit die Quantenausbeute herabgesetzt,
die Chloroplastenmembran beschadigt oder Enzymaktivitaten zur CO,-Fixierung reduziert
(Juneja et al. 2013). Wenn die iberschiissige Energie nicht mehr abgefiihrt werden kann,
kann es auch zur Bildung von O,-Radikalen kommen, die das Photosystem schédigen
kdnnen.

Neben dem Wachstum kann die Lichtintensitat auch die biochemische Zusammensetzung,
wie z. B. die Pigmentanteile verandern, um sich an die verdnderten Umweltbedingungen
anzupassen (Chrismadha und Borowitzka 1994). Dies wird auch Photoakklimation
bezeichnet. Dieser Prozess ist eine Reaktion, die mehrere Tage dauern kann (Nikolaou et
al. 2016).

Spektrale Zusammensetzung des Lichtes

Die Absorption verschiedener Spektralbereiche des Lichtes wird durch Pigmente wie
Chlorophyll a und b (Chla und Chlb), B-Carotin und Lutein in den Lichtsammel-
komplexen (LHC) und Reaktionszentren der Photosysteme | (PS1) und Il in der
Thylakoidmembran, aber auch durch z. B. eingelagerte Carotinoide in Lipidkorperchen
ermoglicht. Fir die Photosynthese wird hauptséchlich Licht in den Wellenldngenbereichen
zwischen 400-500 nm, sowie 600—-700 nm bendtigt, da in diesem Bereich die maximale
Absorption der beteiligten Pigmente stattfindet (Chl a: 430/660 nm, Chl b: 450/640 nm;
Carotinoide: 440-550 nm) (Pilon et al. 2011).
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Auf Grund der spezifischen Chlorophyll-Proteinkomplexe im PS 1 und PS 11 ergibt sich fir
die Photosysteme ein Absorptionsmaximum von 700 nm (PS 1) und 680 nm (PS II). Wie
viele Photonen absorbiert werden koénnen, hangt u. a. von der Thylakoiddichte und der
Pigmentzusammensetzung im LHC ab, die wiederum zur Anpassung an die Licht-
bedingungen verandert werden kdénnen (Seyfabadi et al 2011, Croce und Amerongen 2013,
Garcia-Camacho et al. 2012, Nikolaou et al. 2016).

Lichtquellen in Form von LED mit einem schmalbandigen Spektralbereich stellen eine
Madglichkeit dar, um wellenldangenabhéngige Effekte zu untersuchen und die spektrale
Zusammensetzung entsprechend anzupassen. So kann Rotlicht zu einer erhéhten Zellzahl
und Kleineren ZellgréRen fuhren, wahrend Blaulicht zu groReren Zellvolumina und eine
inhibierten Zellteilung bewirken kann. Das Verhaltnis von rotem zu blauem Licht kann
zudem Stoffwechselprozesse, wie z. B. Enzymaktivitdten und die Genexpression beein-
flussen. (Lee und Palsson 1996, Das et al. 2011, Kim et al. 2014) Obwohl griines Licht
nicht im Absorptionsbereich der Pigmente liegt, konnten ebenfalls Effekte auf die
Pigmentierung in C. vulgaris nachgewiesen werden (Mohsenpour und Willoughby 2013).
Nach Schulze et al. (2014) wird das Absorptionsspektrum der Zellen jedoch durch die
Beteiligung aller zellulérer Bestandteile, die in der Lage sind Licht zu absorbieren oder zu
streuen, definiert. Die tatsdchlichen Anforderungen an die spektrale Zusammensetzung fur
Zellteilungs- und Stoffwechselprozesse werden somit von mehreren Faktoren komplex
beeinflusst und sind spezies-spezifisch. Eine umfassende Ubersicht zu nachgewiesenen
Effekten verschiedener Wellenléangen auf die Stoffwechselprozesse in Mikroalgen befindet
sich in Schulze et al. (2014).

Tag-Nacht-Dauer

In nattirlicher Umgebung sind die Lichtintensitét, die spektrale Zusammensetzung und die
Tagesldnge charakteristisch fiir die Herkunft einer Spezies. Mikroalgen besitzen
evolutionsbedingt daher einen zirkadianen Rhythmus, der den Zellen eine Abschéatzung der
Umgebungszeit ermdglicht (de Winter et al. 2014, 2017). Der zirkadiane Rhythmus beein-
flusst u.a. die Photosynthese, die Respiration, die Zellteilung und Wachstumsraten
(Bouterfas et al. 2006). Die unterschiedlichen Stoffwechselaktivitaten ber den Tag, wie
den Aufbau energiereicher Verbindungen Uber den Tag und die Nutzung dieser fur die
Proteinbiosynthese in der Nacht, fihren dazu, dass die biochemische Zusammensetzung
der Zellen (ber den Tag schwankt. Diese Prozesse konnen aber speziesabhéngig sehr
unterschiedlich ausgeprégt sein. (Cuhel et al. 1984, Edmundson und Huesemann 2015)
Durch diese innere Uhr konnen Zellprozesse in verschiedene Tagesabschnitte gelagert
werden. UV-sensitive Prozesse, wie die DNA-Replikation, erfolgen daher in der Nacht
(Nikaido und Johnson 2000). Auch die Zellteilung erfolgt h&ufig in der Nacht, wéhrend
das Zellvolumen in der Tagphase steigt (Matsuo und Ishiura 2010, de Winter et al. 2017).
Die Biomasse kann im Tagesverlauf ebenfalls schwanken, sodass maximale Werte
wéhrend der Tagphase und eine geringere Biomasse wahrend der Nacht bestimmt werden
(Edmundson und Huesemann 2015). Eine Veranderung des natlrlichen Tag-Nachtzyklus
kann das Gleichgewicht dieser rhythmischen Prozesse stéren. Dies kann zur Auslésung
von Stress in den Zellen und unerwiinschten Effekten, wie z. B. der Zystenbildung, fiihren
(Fogg 2001, Lorenz et al. 2005).
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Nach Untersuchungen von de Winter et al. (2014, 2017) ist der innere Rhythmus der
Zellen auch zur Bestimmung eines gezielten Erntezeitpunktes fir spezifische Produkte aus
Algen nutzbar.

Pulsdauer

Der Abstand der Hell-Dunkelzyklen (Pulsdauer), insbesondere bei hohen Lichtintensitaten,
kann einen positiven Effekt auf die Lichtausnutzung und damit auch auf
Wachstumsprozesse bewirken. Dadurch kann die Photosyntheserate erhéht werden. Dieser
Effekt wird ,,flashing light effect genannt und bezeichnet eine weitere Mdglichkeit der
Manipulation der Lichtverfligbarkeit. Nach Chmiel (2006) und Béchet et al. (2013) gilt
eine maximale Frequenz des intermittierenden Lichts von 10 Hz, damit dieser Effekt
wirksam werden kann. Dies beruht auf der Feststellung, dass der Photosyntheseapparat ca.
100 ms benétigt, um die Lichtquanten in chemische Energie umzuwandeln (Grobbelaar et
al. 1992, Luo und Al-Dahhan 2004).

2.2.3 Mikrowellenstrahlung

2.2.3.1 Grundlagen zu Mikrowelleneffekten

Als Mikrowellen bezeichnet man elektromagnetische Wellen in einem Frequenzbereich
von 300 MHz-300 GHz (A: 1 m—1 mm). Verschiedene Anwendungsbereiche der Mikro-
wellentechnik erfolgen bei zugeteilten Frequenzbereichen. So werden fiir Mobiltelefone
Frequenzen bei 824-850, 900, 1800 oder 1900 MHz, fir Mikrowellenherde 915 und
2450 MHz oder fir Strallenradarsysteme Frequenzen zwischen 10,5 und 24 GHz eingesetzt
(Jankovi¢ et al. 2014). Frequenzen Uber 30 GHz finden z.B. in der Radarnutzung
Anwendung. Wie bei jeder elektromagnetischen Strahlung finden bei der Wechselwirkung
mit der auftreffenden Materie physikalische Erscheinungen wie Reflexion, Absorption und
Brechung statt. Die Nutzung elektromagnetischer Strahlung in Form von Mikrowellen zur
Behandlung biologischer Systeme, wie z. B. von Pflanzen, Bakterien und Pilzen, wird
bereits seit den 1960ern untersucht (Webb und Booth 1969, Morozov et al. 2013). Wesent-
liche Untersuchungen ab den 1980er Jahren erfolgten in den USA und Staaten der friiheren
Sowijetunion unter militarischen und medizinischen Aspekten. Diese Literatur ist zum Teil
nicht zugdnglich (Pakhomov et al. 1998).

Bei der Bestrahlung biologischer Materie mit Mikrowellen kénnen thermische und nicht-
thermische Effekte auftreten. Thermische Effekte entstehen durch die Absorption der
Mikrowellenstrahlung von Zellen bzw. Zellbestandteilen. Dabei werden Molekile wie
Proteine, DNA oder Wasser in Schwingungen versetzt, wodurch Wé&rme entsteht. Die
Absorption der Strahlung hangt u. a. von den dielektrischen und geometrischen Eigen-
schaften der Molekile ab. Dieser Effekt wird z. B. zur Desinfizierung oder Sterilisierung
von Oberflachen und Flissigkeiten oder zum Erhitzen von Lebensmitteln genutzt.
(Jankovi¢ et al. 2014) Die thermische Wechselwirkung wird auch zum Zellaufbruch zur
Gewinnung von Fetten und Olen und zur Produktion von Biodiesel aus Mikroalgen unter-
sucht (Lee et al. 2010, Mercer und Armenta 2011, Balasubramanian et al. 2011, Koberg et
al. 2011). Dabei werden die Zellen durch die Mikrowellenbestrahlung u. a. kurzzeitig
hohen Temperaturen (> 100°C) ausgesetzt. Die Reaktion auf die Bestrahlung zeigte sich in
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den Untersuchungen sehr spezies-spezifisch und unterschiedlich effektiv. Untersuchungen
von Lee et al. (2010) konnten zeigen, dass durch die Extraktion unter Nutzung von Mikro-
wellenstrahlung im Vergleich zu weiteren Aufschlussmethoden der hochste Gehalt von
Lipiden aus C.vulgaris und Botryococcus braunii extrahiert werden konnte.
Untersuchungen von Balasubramanian et al. (2011) konnten mittels der mikrowellenunter-
stutzten Extraktion eine 20-fache Reduktion der Prozessdauer und eine bessere Qualitat
des extrahierten Ols nachweisen. Auf Grund der schwankenden Stabilit4t der erhaltenen
Produkte, missen diese Prozesse nach Koberg et al. (2011) weiter optimiert werden.
Koberg et al. (2011) zeigten in ihren Untersuchungen, dass durch die Anwendung der
Mikrowellentechnik ein einstufiges Verfahren zur Produktion von Biodiesel durch die
direkte Umwandlung des extrahierten Ols aus den Algenzellen zu héheren Biodiesel-
ertragen fuhrt. Flr die meisten Untersuchungen wird eine Arbeitsfrequenz von 2,45 GHz
verwendet, da hierfir kommerziell verfiigbare, sichere Quellen erhdltlich sind. Die
Nutzung der Mikrowellentechnik zur Behandlung von Mikroalgen befindet sich jedoch
noch im Labormalistab. Zur Gewinnung von sensitiven Inhaltsstoffen ist diese Methode
auf Grund der Temperaturentwicklung derzeitig nicht geeignet.

Nicht-thermische Effekte wurden bei sehr hohen Frequenzen (extremly high frequency =
EHF, 30-300 GHz) im Millimeterbereich beobachtet. Die Ursache dieser Effekte konnte
bisher nicht vollstandig geklart werden (Jankovic¢ et al. 2014). Nach Ergebnissen von Sato
(2001 in Banik et al. 2003) konnen durch die Mikrowellenanregung lonen beschleunigt
werden, welche mit anderen Molekiilen zusammensto3en. Andererseits kénnen Dipole mit
einer hohen Rotationszahl verursacht werden, welche zu Veranderungen der Sekundar-
und Tertiarstruktur von Proteinen fuhren kénnen. Nach Pakhomov et al. (1998) ist die Zell-
membran der wichtigste Angriffspunkt von Mikrowellenstrahlung im Millimeterbereich.
Durch die Bestrahlung von Wasser mit Mikrowellen in diesem Wellenldngenbereich
kdnnen freie Radikale wie Hydroxylradikale (OH") und Wasserstoffperoxid (H,O,) ent-
stehen. Diese konnen u.a. eine Lipidperoxidation verursachen, die zu einer erhohten
Durchlassigkeit der Zellmembranen fiihrt und damit ein veranderter lonentransport
mdoglich ist (Pakhomov et al 1998, Betskii et al. 2007). Verschiedene Experimente haben
nach Betskii et al. (2007) gezeigt, dass bereits eine einmalige Behandlung mit geringen
Energieeintragen Effekte wie eine erhbhte Wachstumsrate, ein um das 2—-2,5-fach erhéhter
Biotrockenmasseertrag und auch eine erhohte Sekretion von organischen Verbindungen in
das umgebende Medium verursachen kann. Der Sauerstoffgehalt soll dabei eine entschei-
dende Rolle fir die weitere Umwandlung und Speicherung von Radikalen und fur die
Entwicklung von autokatalytischen Reaktionen spielen. Die Wirkung von H,0, als ein
starker Elektronenakzeptor, beurteilen die Autoren als wichtige Ursache fir nicht-
thermische Effekte von Mikrowellenstrahlung im Millimeterbereich. Die Anwesenheit von
Peroxiden kann Photosyntheseprozesse in Verbindung mit einer Pigmenteinlagerung inten-
sivieren. Untersuchungen aus Israel, Russland und der Ukraine haben ebenfalls gezeigt,
dass die Bildung von zusétzlichem Radikalen und Peroxidgruppen eine Stimulation des
Zellmetabolismus wie z. B. eine beschleunigte Adenosintriphosphat-Synthese (ATP) zur
Folge haben kann. Dies fuhrte zu einer verstarkten Biotrockenmassebildung wie z. B. bei
Halobacterium salinarium (Slavin 2009). Auch verénderte Enzymaktivitaten kdnnen durch
Mikrowellenbestrahlung induziert werden (Ramundo-Orlando 2010).
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Tambiev und Skalny (2012) beschreiben die biologischen Effekte durch Mikrowellen-
strahlung im Millimeterbereich als kumulativ. Aus eigenen Versuchen mit Mikroalgen und
Cyanobakterien konnte durch die Autoren nachgewiesen werden, dass die biochemische
Zusammensetzung von photosynthetischen Zellen beeinflusst wird. Bei Versuchen mit den
Cyanobakterienarten Spirulina platensis und Spirulina maxima konnte durch die Mikro-
wellenbestrahlung bei einer Frequenz von 35,94 GHz eine verstarkte Akkumulation
verschiedener Spurenelemente aus der Umgebung wie Selen, Chrom, Zink, Kupfer nach-
gewiesen werden. Dadurch entstand eine erhebliche Verdnderung der Elementar-
zusammensetzung der Zellen. Weiterhin beschreiben die Autoren, dass durch die konvek-
tive Durchmischung der bestrahlten Flussigkeit der Transport von lonen, Wasser und ver-
schiedenen Substanzen durch die Biomembran erhoht werden kann. Diese Effekte waren
jedoch stark frequenzabhangig. Nach den Autoren konnen die biologischen Effekte nur
detektiert werden, wenn die Resonanzfrequenz der bestrahlten Objekte erreicht wurde.
Jedoch konnen diese Effekte bereits bei kleinsten Abweichungen von 100-200 MHz von
der Resonanzfrequenz verschwinden. Weiterhin konnten die Autoren zeigen, dass mit zu-
nehmendem Alter der Kulturen oxidative Verbindungen in das umgebende Medium
sekretiert werden und dieser Effekt durch die Mikrowellenbestrahlung verstarkt wurde.

Morozov et al. (2013) beschreiben in ihrem Review, dass bei nicht-thermischen Effekten
einer Mikrowellenbehandlung die Frequenz als Tréger einer Information dient. Die Effek-
tivitat dieser Strahlung hangt nach den Autoren dabei nicht von der Intensitat ab. Die bio-
logische aktive Frequenz der bestrahlten Objekte entspricht der Resonanzfrequenz und
kann sich wahrend der Behandlung z. B. durch einen veranderten Wassergehalt verandern.
Ausgehend von ihren Ergebnissen schlussfolgern die Autoren, dass verschiedene
Frequenzen in Form einer 2-Frequenzstrahlung genutzt werden missen, um die positiven
Effekte durch Mikrowellenstrahlung zu bewirken.

Nach Betskii et al. (2007) kann die Behandlung von biologischen Objekten mit elektro-
magnetischer Strahlung im Mikrowellenbereich eine sichere, umweltfreundliche Methode
in der Photobiotechnologie darstellen. Daher sind weitere Forschungsarbeiten auf diesem
Sektor notwendig, um das Potential dieser Behandlungsmoglichkeit besser ausschépfen zu
konnen.

Weitere Grundlagen zur Behandlung von Mikroalgen mit Mikrowellen befinden sich in der
Veroffentlichung 2 im folgenden Kapitel 2.2.3.2. Im Kapitel 4.4 (S. 79) werden darauf
aufbauende Versuche und die Ergebnisse vorgestellt.

2.2.3.2 Veroffentlichung 2

In der Veroffentlichung 2 ,,The Use of High-Frequency Electromagnetic Radiation for an
Increased Productivity of Microalgae in Closed Systems- a concept” (2013, Acta
Horticulturae. 1004: 93-99.) erfolgt eine theoretische Betrachtung zur Nutzung
hochfrequenter Bereiche elektromagnetischer Strahlung auf biologische Systeme. Darauf
aufbauend wurde ein Konzept zur Behandlung von Mikroalgen in Zellkulturflaschen
erarbeitet und vorgestellt.
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The Use of High-Frequency Electromagnetic Radiation for an Increased
Productivity of Microalgae in Closed Systems - a Concept

C. Scharff'? F.-G. Schroeder! and W. Arnold?

YUniversity of Applied Sciences Dresden, Faculty for Agriculture/Landscape Management,
01326 Dresden, Germany; AFT microwave GmbH, 71522 Backnang-Waldrems,
Germany

4scharff@htw-dresden.de

Abstract

The versatile use of biomass and specific products from microalgae make them
attractive for several applications in industry and economy. However, a commercial
use of advanced systems is limited by the efficiency of product yields, extraction of
sensitive products and high costs during processing. High expenses are caused by
nutrients, energy-intensive cultivation (defined temperature and light regime) and
preparation of the microalgae like drying and cracking of the cell wall. With these
problems in mind, different researchers are working on methods to optimize the
systems to make microalgae based applications economically usable. The focus of the
presented concept is to enhance the biosynthesis of several metabolites as well as the
growth rate by a high-frequency electromagnetic radiation treatment. At the same
time the risk of contamination in the photobioreactors is reduced. We show, that high
frequency electromagnetic fields can be used for small biological systems to stimulate
various processes in the cells.

Keywords: green algae, microwave treatment, growth rate, stress, photobioreactor
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electromagnetic radiation for an increased productivity of microalgae in closed systems-a
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2.2.4 UV-Strahlung

Unter UV-Licht versteht man Strahlung im Spektralbereich von 200 bis 380 nm und wird
untereilt in UV-A- (320-380 nm), UV-B- (280-320 nm) und UV-C-Licht (200-280 nm).

In phototrophen Organismen, wie Mikroalgen, stellt die Photosynthese eines der haupt-
sensitiven physiologischen Ziele von UV-Strahlung dar (Vass et al. 2005, Hideg et al.
2013). Prinzipiell kann UV-Strahlung zu vermehrter Bildung von ROS durch einen Verlust
von Elektronen von molekularem Sauerstoff bei der Elektronentransportaktivitdt an den
Chloroplasten, Mitochondrien und der Plasmamembran fuhren (Pessoa 2012, Mallick und
Mohn 2000). ROS, wie z. B. Singulett-Sauerstoff (*O.), Hyperoxid-Anion (O"), H,O, und
OH’, koénnen in der Folge mit Biomolekiilen reagieren und deren biochemische Aktivitat
verandern (He und Hader 2002, Vincent und Neale 2000). Dabei koénnen die kurz-
welligeren UV-B-Strahlen im Vergleich zu UV-A-Strahlen die DNA in hoherem Malie
und direkt schadigen, mehr oxidativen Stress verursachen und die verstarkte Exprimierung
der fir die Apoptose verantwortlichen Gene induzieren (Pessoa 2012). Aber auch UV-A
Strahlung kann die DNA indirekt durch die Bildung von Zwischenprodukten wie Sauer-
stoff- und Hydroxylradikalen schadigen.

UV-Strahlung kann eine Reduktion der Reaktionszentren von PS Il induzieren, die
Aktivitdt des Enzymes Ribulose-1,5-Bisphosphatase-Carboxylase-Oxygenase (RuBisCO)
inaktivieren, die Abnahme oder Zunahme des Gehaltes an Chlorophyll und Carotinoiden
regulieren und die Transkription von Photosynthesegenen und die Struktur von Chloro-
plasten beeinflussen. Der PS I-Komplex ist dabei unempfindlicher gegenlber Stressoren
als das PS Il (Strid et al. 1990). Eine spezifische Reaktion auf UV-B-Strahlung ist der
schnelle lichtbetriebene Abbau der strukturell und funktionell &hnlichen Proteine D1 und
D2, die den Kern des PS Il formen. Dieser Prozess kann nicht durch UV-A Strahlung
induziert werden. Der Abbauprozess erfolgt bei einer Bestrahlung mit einer maximalen
Wellenlange von 300 nm. Die PS Il-Inaktivierung wird bei kirzeren UV-C Wellenlangen
beschleunigt. Die Akkumulation von inaktiven PS Il lasst sich anhand der Abnahme der
Sauerstoffproduktion und variabler Chlorophyllfluoreszenz messen. (Jansen et al. 1998)

Mikroalgen haben verschiedene Strategien entwickelt, um sich an UV-Strahlung anzu-
passen und eine Schadigung durch UV-Licht zu reduzieren bzw. Schéden zu reparieren
(Héader et al. 2011). Eine Mdoglichkeit dafur ist die Produktion und Akkumulation von UV-
absorbierenden Verbindungen wie z. B. Mycosporin-dhnlichen Aminosauren (MAA),
Flavonoiden und Carotinoiden (Sinha et al. 1998, Navarro et al. 2007, Rastogi und
Incharoensakdi 2014). MAAs koénnen UV-A und UV-B Strahlung zwischen 309 und
362 nm absorbieren und durch UV-Strahlung eingetragene Warme ableiten. Sie weisen
eine hohe Photostabilitdt und Resistenz gegenliber verschiedenen abiotischen Umwelt-
faktoren aus. (H&der et al. 2011, Rastogi und Incharoensakdi 2014) Carotinoide kdnnen
zum einen wie MAAs ein Teil der UV-Strahlung absorbieren und sie kdnnen zusammen
mit nicht-enzymatischen Verbindungen und Enzymen als Antioxidantien fungieren
(Mallick und Mohn 2000).
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Antioxidative Verbindungen sind in der Lage, die z. B. durch UV-Strahlung vermehrt
gebildeten Oxidantien (freie Radikale oder ROS) zu neutralisieren und so oxidativen Stress
(Ungleichgewicht von freien Radikalen und antioxidativen Substanzen) zu verhindern
(Kondo und Kawashima 2000). Dadurch werden sensitive Zellbestandteile, wie Membran-
lipide, ungeséttigte Fettsauren, Proteine und Nukleinsdauren, geschiutzt. Wenn die Akkumu-
lation von ROS die antioxidative Kapazitat der Verbindungen Ubertrifft, kénnen der Photo-
syntheseapparat und anderen Zellbestandteile geschadigt werden. Dies kann zu vermin-
derten Wachstumsraten und schlief3lich bis zum Zelltod fiihren. Moderate UV-A Dosen im
Bereich von 10 W-m™ kénnen aber auch die Photosynthese stimulieren und dem negativen
Effekt der UV-B Strahlung entgegenwirken (Xu und Gao 2010).

Weiterhin besitzen Organismen verschiedene Reparaturmechanismen, um z. B. Schiden an
der DNA oder dem Photosyntheseapparat zu reparieren. So kann die DNA-Reparatur durch
Exzisionsreparatur und Photoreaktivierung erfolgen. Bei der Photoreaktivierung kdnnen
bei der Bestrahlung mit Licht im Wellenldngenbereich von 300-500 nm Thymidin-Dimere
wieder zu Thymidin-Monomere durch das Enzym Photolyase gespalten werden. Dadurch
kdénnen Schaden durch UV-B-Strahlung durch die Bestrahlung mit UV-A bzw. VIS-
Strahlung repariert werden. Durch UV-Strahlung defekte bzw. zerstorte Proteine kénnen
abgebaut und neu gebildet werden (Hader 2000).
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3 Material und Methoden

3.1 Mikroalgenstamme

Im Rahmen der Untersuchung wurden zwei Mikroalgenarten aus der Abteilung Chloro-
phyta ausgewéhlt und von einer internen Stammalgenbank der GMBU e.V. Halle fiir die
Untersuchungen bereitgestellt. Die Auswahl erfolgte auf Grund ihrer leichten Kultivierbar-
keit sowie ihrer intensiven Nutzung als Modellorganismen von weiteren Forschungs-
gruppen (Piorreck et al. 1994, Kula et al. 2014). Dadurch kann auf eine entsprechende
Literaturgrundlage zurtickgegriffen werden.

3.1.1 Chlorella vulgaris

C. vulgaris ist eine eukaryotische, suBwasserliebende Mikroalge, die kugelige, 3—11 um
grolRe Einzelzellen aufweist (Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Zellaufbaus von C.vulgaris (links, Vogel 2011);
lichtmikroskopische Aufnahme (rechts, 2000-fache VergroRerung, Keyence VHX100, eigene
Aufnahme)

Die weitere Systematik zur Klassifizierung ist wie folgt (nach Ecke 2004a, Guiry 2015):

e  Wissenschaftlicher Name: Chlorella vulgaris Beijerink
e Abteilung: Chlorophyta

o Kilasse: Trebouxiophyceae

e Ordnung: Chlorellales

e Familie: Chlorellaceae

o Gattung: Chlorella

Durch molekularbiologische Untersuchungen erfolgte entsprechend der 18S-rDNA
Sequenzen eine taxonomische Einteilung, sodass C. vulgaris aus der Klasse der Chloro-
phyceae in die Klasse der Trebouxiophyceae eingeordnet wurde. Dennoch findet sich in
zahlreichen Verdffentlichungen die alte Einteilung bzw. erfolgt keine Trennung dieser
beiden Klassen. (Friedl 1995)

Unter glnstigen Bedingungen teilt sich eine Mutterzelle innerhalb von 16-20 h in vier
Tochterzellen (Ecke 2005). Eine geschlechtliche Vermehrung ist bei dieser Art nicht
bekannt (Linne von Berg et al. 2004).
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Staehelin (1966) beschreibt den Aufbau der Zellwand mit einer AuRenzone (verfestigtes
Matrixmaterial ohne Fibrillen), einer Mittelzone (Zellulosefibrillen und abgeltste Plasma-
lemmapartikel) und einer Innenzone (verfestigtes Matrixmaterial ohne Fibrillen). Durch
die in der Zellwand eingelagerten Cellulosen und Hemicellulosen wird die Zellwand von
C. vulgaris sehr stabil (Miller et al. 1972,1974, Mussgnug et al. 2010). Hemicellulosen
sind eine Matrix aus verschiedenen Monosacchariden wie z. B. Glucose, Galaktose,
Mannose, Rhamnose, sowie in artspezifischer Verteilung Uronsdure, Proteine, Lipide und
Glucosamine (Blumreisinger et al. 1983). Die stabile Zellwand stellt jedoch ein
wesentliches Problem zur Gewinnung und Aufbereitung der sensiblen Zellinhaltsstoffe dar.

Aufgrund ihres einfachen Lebenszyklus, hohen Wachstumsraten und der Ahnlichkeit zu
hoheren Pflanzen, in Bezug auf den Photosyntheseapparat und Stoffwechselprozessen,
wurde C. vulgaris auch als Modellorganismus flr verschiedene Studienzwecke verwendet
(Ecke 2005). Die Nutzung von C. vulgaris besitzt eine grofle kommerzielle Bedeutung vor
allem fur die Herstellung von Lebens- und Futtermitteln, aber auch zunehmend zur
Verwendung in Aquakulturen als alternative Quelle von Proteinen fiir Futtermittelzwecke
(lwamoto 2007). Auch fur die Produktion von Biokraftstoffen oder zur Bioremediation
wird Chlorella intensiv untersucht (Liu und Hu 2013). Weiterhin kénnen Vitamine, Lipide,
Chlorophyll und Carotinoide gewonnen werden (Seyfabadi et al. 2011).

3.1.2 Scenedesmus obliquus

S. obliquus, auch schiefe Gurtelalge genannt, ist eine 9-15 pm grof3e, hdufig vorkommende
eukaryotische Mikroalgenart. Die Zellform von S. obliquus ist kugelig bis oval und unbe-
geilelt (Abb. 7).
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Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahme von S. obliquus, (2000-fache VergriRerung, Keyence
VHX100, eigene Aufnahme)

Taxonomisch betrachtet ist Scenedesmus obliquus wie folgt einzuordnen (Guiry 2016):

e Wissenschaftlicher Name: Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing
e Abteilung: Chlorophyta

o Kilasse: Chlorophyceae

e Ordnung: Chlorococcales

e Familie: Scenedesmaceae

e Gattung: Scenedesmus
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Die Fortpflanzung erfolgt ungeschlechtlich. Dabei werden Tochterzellen gebildet, welche
sich anschlieend zu Zdnobien formen und daraus neue Zellen freigesetzt werden kdnnen
(Ettl et al. 1983). S. obliquus kdnnen daher einzellig aber auch in diesen Zénobien (vor
allem in 2er und 4er Zonobien) auftreten. Die Ausbildung von Zdnobien hédngt von
verschiedenen Faktoren ab. Unter Anwesenheit von Fressfeinden wird die
Zoénobiumbildung als Schutzfunktion geférdert. Hohe Lichtintensitdten oder hohe
Temperaturen fordern dagegen die Einzellbildung. (Lirling 1998, Celekli et al. 2008)

Durch den Einbau von Cellulose, Pektin und Sporopollenin ist die Zellwand wie von
C. vulgaris-Zellen sehr stabil (Winschiers 2002).

Die Verwendung von S. obliquus wurde im Labormalistab z. B. zur Abwassernutzung und
Wasseraufbereitung, Fixierung von Rauchgas-CO,, Biokraftstoffherstellung, dem Einsatz
in Biogasanlagen und bei der ,,Hydrothermalen Karbonisierung* (Inkohlung), sowie als
Futtermittelergdnzung in Aquakulturen oder Nahrungserganzungsmitteln untersucht
(Carvalho et al. 2006, Hodaifa et al. 2008, 2009a,b, Mandal und Mallick 2009, Mata et al.
2012, 2013, Xin et al. 20104, b).

3.2 Kultivierungsbedingungen

3.2.1 Algenanzucht und Vorkultivierung

Die Nahrmedien fur C. vulgaris und S. obliquus sowie die Kultivierungsbedingungen fur
die Vorkulturen und Hauptkulturen werden in der Veroffentlichung 4 im Abschnitt 4.2.2
(S. 61) beschrieben.

3.2.2 Versuchsanlage

Die Anlage zur Durchfiihrung der Versuche wird in der Verdffentlichung 4 (Kapitel 4.2.2,
S. 61) beschrieben. In Abb. 8 ist der Grundaufbau dargestelit.

Abb. 8: Versuchsanlage mit 1) Gaswaschflaschen, 2) Stopfen mit Schlauchsystem zur
Probenahme, Beluftung und Ableitung der Abluft, 3) Kolben mit Algensuspension,
4) Lichtanlage mit Zeitschaltuhr, 5) Heizstab, 6) Filterschlauch der Filteranlage zur
Umwalzung des Wassers, 7) Magnetrihrer, 8) Glasbecken, 9) Glaszylinder mit Wasser zur
Kontrolle der Abluft
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Nicht dargestellt sind die Membranpumpen (KNF LAB Labport, Modell: N 86 KN 18,
Deutschland) mit den Sterilfiltern (Sartorius, Modell: Midisart 2000, Deutschland), die zur
Einleitung steriler Umgebungsluft Gber die Flow-Meter und Gaswaschflaschen dienten.
Die gleichmé&Rige Temperaturverteilung des Wassers im Becken erfolgte durch die
Umwalzung mit einem Aulenfilter (EHEIM, Modell: EHEIM experience, Deutschland).
Fur jede Algenspezies wurde eine getrennte Versuchsanlage verwendet.

3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) ist ein MaR fur die Lichtdurchlassigkeit durch eine Ldsung.
Diese wird in einem Photometer bestimmt und entspricht der Extinktion (E,). Sie wurde
bei einer Wellenldnge von 750 nm gemessen. Bei dieser Wellenldnge wird der Einfluss
absorbierender Pigmente auf die Messung ausgeschlossen (Griffiths et al. 2011b). Die
Messung erfolgte in Einwegkuvetten (ratiolab®, Modell: Q-Vettes Makro, Deutschland).
Es wurde eine Verdinnung der zu analysierenden Probe im linearen Bereich des
Photometers (Milton Roy, Modell: Spectronic 401, USA) eingestellt. Die Extinktion lag in
einem Bereich zwischen 0,10 und 0,17. Als Blindwert diente einfaches Tamiya-Medium.
Die Analyse erfolgte in Doppelbestimmung.

3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Thoma-Zahlkammern (Laboroptik Ltd., Grof3-
britannien) genutzt. Diese verfligt Uber zwei Kammern mit jeweils 16 GrofRquadraten,
welche in je 16 Kleinquadrate gegliedert sind. Ein GroRquadrat umfasst eine Flache von
0,04 mm2. Die Kammern haben eine Tiefe von 0,1 mm. Fir eine Zahlung wurden aus
beiden Kammern je sechs GrolRquadrate nach einem in Abb. 9 dargestelltem Prinzip
ausgezahlt. Dies wurde pro Probe eines Kolben drei Mal wiederholt, sodass insgesamt 36
Z&hlungen vorlagen.
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Abb. 9: Bestimmung der Zellzahl innerhalb eines Grol3quadrates; griin = gezéhlt, rot = nicht
gezahlt (Huber 2014)

AnschlieBend wurde mittels folgender Formel, die Zellzahl pro ml Algensuspension
errechnet:
Verdinnungsfaktor - (Zellzahl pro Grof3quadrat) grithm.

Zellzahl -ml™! = > X 1000
0,04 mm~* x 0,10 mm

arithm. = arithmetische Mittel, Mittelwert pro GroRquadrat
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3.3.3 Berechnung der Wachstumsrate

Die Ermittlung der Wachstumsrate p erfolgte auf Basis der ermittelten Zellzahlen im
Abstand von 24 bzw. 72 h. In der Veroffentlichung 3 im Kapitel 4.1.2 (S. 51) wird die
Berechnung beschrieben.

3.3.4 Bestimmung der ZellgroRRe

Die ZellgroRenbestimmung und mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem Digital-
mikroskop (Keyence, Modell: VHX 100, Deutschland) durchgefihrt. Daflir wurden von
mindestens 80 C. vulgaris-Zellen pro Probenahme die GroRe ermittelt und der
arithmetische Mittelwert errechnet. Es erfolgte keine Bestimmung der Zellgrofie von
S. obliquus auf Grund der sehr unterschiedlichen Morphologie der Zellen, die eine hohe
Ungenauigkeit bei der Messung verursachte.

3.3.5 Bestimmung des Chlorophyllgehaltes

Zur Bestimmung des Chlorophyllgehaltes wurde eine Methode zur mehrstufigen methano-
lischen (MeOH) Extraktion aus C.vulgaris und S. obliqguus nach Lichtenthaler und
Buschmann (2001) erarbeitet. Die Extraktion erfolgte mit 100%igem MeOH (Merck,
Deutschland) und der Messung der Extinktion E bei entsprechenden Wellenlangen. Als
Blindwert wurde 100 % MeOH verwendet. Die Extraktion wurde so oft durchgefihrt, bis
keine Entfarbung des Pellets nachweisbar war.

Chl a:

Ca [Hg-mI™] = 16,72 Eggs - 9,16 Egsy
Chl b:

Co[Hg-mI™] = 34,09 Egs, - 15,28 Aggs

Aus diesen methanolischen Extrakten konnte auch der Carotinoidgehalt ermittelt werden.
*Cear [Hg-mI™] = (1000-Ag70 - 1,63 C4 - 104,96 ¢y ) / 221
*als Summe von Xanthophyll und Carotinoiden

Die detaillierte Methodenbeschreibung der methanolischen Extraktion befindet sich in der
Veroffentlichung 4 im Kapitel 4.2.2 (S. 62). Parallel dazu wurde am Ende eines Versuches
der Chlorophyllgehalt mittels Hochdruckflissigkeitschromatografie (HPLC) durch die
GMBU e.V., Fachsektion Dresden bestimmt. Die Methodenbeschreibung befindet sich in
der Veroffentlichung 3 (Kapitel 4.1.2, S. 51). Die Analyse erfolgte in Doppelbestimmung.

3.3.6 Nitratbestimmung

Die Nitratbestimmung erfolgte reflektometrisch mit dem Reflectoquant® RQFlex10®-
System (Merck, Deutschland) und den entsprechenden Teststreifen (Merck, Artikel-
nummer: 116971, Deutschland). Dafir wurden die Proben in Eppendorf Tubes (2 ml,
Eppendorf, Deutschland) tberfihrt, bei zu hoher Konzentration mit destilliertem Wasser
verdinnt und bis zur Bestimmung verschlossen. Die Analyse erfolgte in Doppel-
bestimmung.
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3.3.7 Biotrockenmassebestimmung

Die Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) erfolgte in dreifacher Wiederholung jeweils
zum Versuchsbeginn und am Versuchsende. In der Verdffentlichung 4 im Kapitel 4.2.2
(S. 62) ist die Methode zur Biotrockenmassebestimmung detailliert beschrieben.

3.3.8 Ermittlung des taglichen bzw. Gesamtlichtintegrals

Zur Ermittlung des Verhaltnisses der genutzten Lichtenergie zur produzierten Biomasse
wurde die eingesetzte Lichtenergie Uber den Versuchszeitraum ermittelt und mit der
produzierten Menge von Biomasse bzw. bestimmten Inhaltsstoffen ins Verhaltnis gesetzt.
Das tagliche Lichtintegral (DLI) ergibt sich aus der Photonenflussdichte und der taglichen
Lichtdauer t; [s]:

DLI [mol-m?.d™] = (PFD - t;) / 1000000

Das Gesamtlichtintegral TLI ergibt sich aus dem DLI und der Versuchsdauer ty [d]:
TLI [mol-m?] =DLI - ty

Das Gesamtlichtintegral bezogen auf den zelluldren und volumetrischen Ertrag ergibt sich
aus dem jeweiligen Gehalt des Produktes X und dem TLI:

TLI [[g-Zelle] bzw. [g-17*]-mol-m?] =X - TLI*
X: Produkt bzw. Produktgehalt [g-Zelle™] bzw. [g-1"]

3.3.9 Ermittlung der Inhaltsstoffe aus der Algentrockenmasse

Fur die weitere Auswertung zum biochemischen Profil der Algenbiomasse wurden ent-
sprechende Proben gefriergetrocknet und in einem externen Labor weiter aufgeschlossen,
die Inhaltsstoffe extrahiert und quantifiziert. Die genaue Methodenbeschreibung befindet
sich in der Veroffentlichung 3 im Kapitel 4.1.2 (S. 51).

3.3.10 Rasterelektronenmikroskopische Strukturuntersuchungen

Um die Oberflachenmorphologie beider Algenarten dazustellen, wurden Untersuchungen
mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) am Dresden Center for Nanoanalysis an der
Technischen Universitdt Dresden durchgeftihrt. Damit sollten folgende Eigenschaften
untersucht werden:

- Oberflachenmorphologie der Zellen in Abhangigkeit von der Spezies und der
Behandlung,

- Verteilung bestimmter Elemente (u. a. P, N, Mg) in den Zellen und

- Unterschiede in der Elementverteilung durch z. B. verschiedene Behandlungen.
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Rasterelektronenmikroskop

Das Rasterelektronenmikroskop basiert auf einem feingeblndeltem Primarelektronen-
strahl, der zeilenweise Uber die Probenflache gefuhrt wird. Der Abbildungsvorgang findet
im Hochvakuum statt, damit der Elektronenstrahl von der Quelle bis zur Probe gelangen
kann. Trifft der Elektronenstrahl auf die Probe, sind elastische und inelastische Wechsel-
wirkungen maglich. Die Signale werden von verschiedenen Detektoren fir Sekundéar- und
Riickstreuelektronen aufgefangen und in Grauwertinformationen umgewandelt (Abb. 10).
Diese Daten werden anschlieend auf einem Bildschirm dargestellt und Informationen
uber die Oberflachenstruktur der Probe erhalten.

Kathode
(Elektronenquelle)

Spulen
EDX-

Detektor BSE-Detektor

Monitor

SE-Detektor

SE = Sekundirelektronen (Topografie)

BSE = Riickstreuelektronen
(Materialkontrast)

Probe EDX = Réntgen (Zusammensetzung)

Abb. 10: Ablauf zur Bilderstellung mit einem REM mit EDX-Detektor (Ziel 2003)

Die Rontgenstrahlung entsteht, wenn ein Elektron des Elektronenstrahls im Atom der
Probe ein kernnahes Elektron aus seiner Position schldgt. Diese Liicke wird sofort von
einem energiereicheren Elektron aus einem hoheren Orbital aufgeflllt. Die Energie-
differenz wird in Form eines RoOntgenquants frei. Die dadurch entstandene Rontgen-
strahlung ist charakteristisch fir den Ubergang und das Atom des Elementes. Durch die
Auswertung der Energie (Intensitit) des Rontgenquants, kann auf das Element geschlossen
werden. Dies wird mit dem EDX-Detektor analysiert. Der EDX-Detektor befindet sich im
Rasterelektronenmikroskop, sodass die Elementanalyse im Zusammenhang mit der REM-
Abbildung erfolgt und lokal zugeordnet werden kann.

Fur die Untersuchungen wurde ein Rasterelektronenmikroskop Gemini 500 (Zeiss,
Deutschland) mit dem EDX-System X-MAX" 150 (Oxford Instruments, GroRbritannien)
eingesetzt.

3.4 Statistik

Die Beschreibung der statistischen Methoden befindet sich in der jeweiligen
Veroffentlichung im Kapitel 4.1.2 (S. 52), 4.2.2 (S. 62) und 4.3.2 (S. 72). Es wurde das
Statistische Analyse System (SAS 9.4, SAS Ins., Cary, NC, 2014) verwendet.
Signifikanzen wurden bei einem Signifikanzlevel von p < 0,05 fur alle bestimmten
Variablen definiert.
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3.5 Mikroalgenbehandlungen

3.5.1 Versuchsgrundaufbau

Fur alle Versuche wurden fur die Temperatur des Wasserbeckens, den Luftdurchfluss und
die optische Dichte Start- bzw. Randparameter festgelegt und damit definierte Ausgangs-
bedingungen geschaffen. Der Zeitpunkt und Ablauf der Probenahmen erfolgte nach einem
festgelegtem Schema. Die Beschreibung des grundlegenden Versuchsaufbaus wird in der
Veroffentlichung 4 (Kapitel 4.2.2, S. 61) beschrieben.

3.5.2 Belichtung

Die Belichtung der Vorkulturen wird in der Veroffentlichung 4 (Kapitel 4.2.2, S. 61)
beschrieben. Die Belichtung der Algensuspensionen flr die Versuche erfolgte mit Leucht-
stofflampen (Osram: L36 W/840 Lumilux, Deutschland) entsprechend der Beschreibung
im Kapitel 4.2.2 (S. 61).

Die zu behandelnden Kulturen wurden in zwei Gruppen unterteilt mit jeweils zwei Kolben.
Es wurden alle acht Leuchtstoffréhren eingeschaltet, jedoch so abgedeckt (siehe Abb. 11,
vgl. Abb. 8), dass jeweils zwei Kolben Licht von jeder zweiten Lampe erhielten. Zusétz-
lich erfolgte bei Bedarf und Versuchsaufgabe eine Lichttrennung der Kolben in der Mitte
des Wasserbeckens durch lichtundurchléssige Folie, sodass keine Verfélschung zwischen
den Kolben 1|2 und den Kolben 3|4 stattfinden konnte. Die Schaltung der Lampen wurde
so installiert, dass mittels Zeitschaltuhr verschiedene Tag-Nacht-Regime fiir jeweils zwei
Kolben einstellbar waren.

Wasseroberflache

Licht fir Kolben 1 und 2 Licht fiir Kolben 3 und 4

Abb. 11: Anordnung der Belichtung, jede Leuchtstoffrohre (gelb) wurde halbseitig durch
lichtundurchlassige Folie abgedeckt (grau)

Fir die LED-Belichtung wurden die entsprechenden Leuchtstoffrohren komplett fir zwei
Kolben mit lichtundurchléssiger Folie abgedeckt und auf der gegeniiberliegenden Seite des
Wasserbeckens das LED-Modul montiert. In der Mitte des Wasserbeckens erfolgte in der
Mitte ebenfalls eine lichtundurchldssige Trennung zwischen den Kolben 1|2 und 3[4,
sodass von allen Seiten sichergestellt wurde, dass die Kulturen der zwei betreffenden
Kolben nur durch die LED belichtet wurden (Abb. 12).
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Abb. 12: Anordnung bei LED-Belichtung fur 2 Kolben

Das LED-Modul bestand aus roten (Osram LH W5AM hyper red), blauen (Osram LD
W5AM deep blue) und griinen (Osram LT W5AM true green) Dioden, die im Verhaltnis
von 49:26:25 angesteuert wurden. Es ergab sich eine PFD von 305,0 pmol-m™-s™.

In Anhang A2 (S.149) befinden sich die Emissionsspektren der verwendeten
Lichtquellen.

3.5.3 UV-Behandlung

3.5.3.1 Messaufbau

Zur Behandlung der Mikroalgen mit UV-Strahlung wurde in Zusammenarbeit mit dem
Projektpartner Fa. Neon Béhm GmbH & Co0.KG (ZIM-Kooperationsprojekt, Forder-
kennzeichen: 2223307AK?2) eine spezielle Anordnung in Form eines Bypassreaktors zur
Behandlung der Algenkultur mit UV-A und UV-B-Strahlung entwickelt, um eine nicht
thermische Bestrahlung der Algenkulturen mit UV-A- und UV-B-Strahlung zu
ermdglichen. Die Entwicklung des Bypassreaktors zur UV-B-Bestrahlung wurde als
Gebrauchsmuster (Nr. 202013002586.7) angemeldet. Das Gebrauchsmuster besteht aus
einer Niederdruckentladungslampe, welche von Algenkultur in einem umgebenden Glas-
mantel umspilt werden kann. Die emittierende Flache der Entladungslampe wurde
materialseitig so gestaltet, dass die Strahlungsdurchléssigkeit bis in den UV-B-Bereich
gewabhrleistet war. Fir den AuBenmantel wurde Natron-Kalk-Glas ausgewdhlt, welches fiir
UV-Strahlen undurchlassig ist und somit die Bestimmungen bei Einsatz von UV-Strahlern
auch ohne Anwendung von zusétzlichen Schutzmitteln eingehalten werden konnte. Durch
den die Leuchtstofflampe umgebenen Mantel, konnte das zu bestrahlende Medium mit
variablen FlieBgeschwindigkeiten transportiert werden (Abb. 13).

Niederdruckentladungslampe T5 FQ 54/80W Algenflussigkeit
Philipsglas PH 319 Leuchistoff 01 /312 nm Maximum Ausgang
50 / / oder 12/ 320 nm Maximum Natron-Kalk-Glas
L] ©0
- N
Z Vi
= 1] [ rd { \ 5 1 —l =
=4 = ! 193 \ l pd 1 | F
vl
2 7
e
1150

\ Algenflissigkeit
Eingang

Abb. 13: Bypassreaktor zur Behandlung mit UV B Strahlung (Sommer 2012)
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Als Leuchtstofflampenglas diente ein Spezialglas von Philips mit der Bezeichnung
PH 319. Fir die Beschichtung im Inneren der Leuchtstofflampe wurde ein bei 312 nm
emittierender Leuchtstoff mit einer Bandbreite von 5nm fir die UV-B Bestrahlung
eingesetzt.

Fur den Strahler im UV-A-Bereich wurde ein doppelwandiges Gefal} zur Durchleitung des
Algenmediums gestaltet, welches Uber eine mit UV-A-Strahlung emittierende Nieder-
druckentladungslampe gesteckt werden konnte (Abb. 14). Das doppelwandige Geféal3 aus
Borosilikatglas besteht aus einem fir die UV-A-Strahlung zu 90 % durchlassigen Glas-
mantel. Durch diese Anordnung wurde gewéhrleistet, dass der Strahlungseintrag tber die
gesamte Innenflache des doppelwandigen mit Algenflissigkeit durchstromten Materials
erfolgen kann.

Auslass fir
Algenlésung Durchflussbehalter aus Borosilikatglas

1l . \

26 mm

C { Lr

Einlass fur
Algenlésung

Abb. 14: Bypass-System zur Bestrahlung mit UV-A-Strahlung (Sommer 2012)

Fur die Versuche wurde eine Lampe mit einem Leuchtstoff (BLB T8/18 LS010) mit einem
mit einem Peak bei 370 nm im ungedimmten Betriebszustand eingesetzt. Uber eine
Bypassfuhrung (Abb. 15) wurde die Algensuspension durch Kreiselpumpen (5 I/min, Fa.
Rotek, Osterreich) zwischen dem Kultivierungskolben und dem UV-Strahler gepumpt. Die
Probenahme und Bestimmung der zu analysierenden Wachstumsparameter und Stoff-
wechselprodukte erfolgte entsprechend der Beschreibung in der Veréffentlichung 3 und 4
(Kapitel 4.1.2, S. 51 und 4.2.2, S. 61).

Das Spektrum der UV-Strahler befindet sich im Anhang A 2 (S. 149).

< .

Abb. 15: Schema zur Bypassfuhrung nach Weil3 (2015) (I: UV-Lampe (rechts
Nahaufnahme), Il: doppelwandiger Glasmantel zum Durchstrémen der Algensuspension,
I11: Pumpe, 1V: Probenahme, 1: Kultivierungskolben, 2 c: Ausgang, 2 d: Eingang)
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3.5.3.2 Vorversuche

Es wurden mit den entwickelten UV-A- und UV-B-Bypassreaktoren \orversuche
durchgefuhrt. Daflr wurden bei einem standardisiertem 14:10-h Tag-Nachtzyklus
(Tagphase: 8:00-22:00 Uhr) C. vulgaris-Kulturen einmalig am Tag bzw. mehrmalig/
mehrtagig mit zusatzlicher UV-A bzw. UV-B-Strahlung behandelt (Tab. 8). Durch die in
Kapitel 3.5.3.1 (S. 41) beschriebenen Bypasssysteme wurde die Algensuspension entlang
der Strahler geleitet. Mit Ausnahme der Bestrahlung wahrend der Nacht, erfolgte die UV-
Bestrahlung wahrend der Tagphase zusatzlich zur Belichtung mit Leuchtstoffréhren.

Tab. 8: Versuchsaufbau der Vorversuche zur UV-Behandlung (Tag 1 = Starttag)

\}é(e)ﬁlém/r. Behandlung Zeitpunkt, Dauer Bemerkung

1/4 Einmalig, UV-A - Tag 3, 12-19 Uhr - Tagbestrahlung
Mehrtagig, - Tagbestrahlung

2/1 uUvVv-B - Tag 2/5/8/11, 15-16 Uhr

2/2 UV-A -ab Tag 2, 11-18 Uhr
Mehrtégig, - Zusétzlich 0,5 % CO,

3/1 uv-B - ab Tag 2, 16-17 Uhr - Tagbestrahlung

3/2 UV-A - ab Tag 2, 1:30-6:30 Uhr - Nachtbestrahlung

4/3 Einmalig, UV-A - Tag vor der Ernte (14:30 Uhr) - Tag- und Nacht-
bis 10 Uhr am Folgetag bestrahlung

3.5.3.3 Weiterfuhrende Versuche

Durch die Auswertung der Untersuchungen des Einflusses verschiedener Tag-Nacht-
Regime auf die Wachstums- und Stoffwechselprozesse von C. vulgaris (Verdffentlichung
3 im Kapitel 4.2 (S.49) und 4 im Kapitel 4.3 (S.59)) wurde im Hinblick auf die
Biomassebildung und Lichtnutzung ein Tag-Nacht-Regime von 20:4-h festgelegt. Weitere
Versuche erfolgten darauf aufbauend im Rahmen einer Bachelorarbeit von Weil (2015).

Dabei wurde eine Behandlung mit dem UV-A Bestrahlung nach folgendem Schema
durchgefunhrt:

- Start: 24 h nach Versuchsbeginn

- Dauer: 6 h taglich

- Beginn der Bestrahlung: 9 h nach Beginn der Tagphase
- Tag-Nacht-Regime: 20:4-h

- Versuchsdauer: 192 h

- UV-A Bestrahlung zusatzlich zur Belichtung mit Leuchtstoffrohren.

Die Behandlung erfolgte bis zum Versuchsende nach 192 h. Ausgewertet wurden die
Parameter Zellzahl, Biomasse, optische Dichte sowie der Gesamtchlorophyll-, Chlorophyll
a und b- und der Carotinoidgehalt durch methanolische Extraktion entsprechend der im
Kapitel 3.3 (ab S. 36) beschriebenen bzw. verwiesenen Methoden.
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3.5.4 Mikrowellenbehandlung

3.5.4.1 Vorversuche

Ziel der Untersuchungen war die Bestrahlung von C.vulgaris und S. obliquus mit
Mikrowellen im nicht-thermischen Bereich. Im Rahmen des Kooperationsprojektes
»Nutzung einer Mikrowellenmodifikation an Algen fir neue Applikationsfelder
(Forderkennzeichen: KF2223306MD1) erfolgte in Zusammenarbeit mit der Fa. AFT
microwave GmbH. Um mdgliche Frequenzabhéngigkeiten des Tamiya-N&hrmediums bzw.
der Algenzellen von Mikrowellen zu identifizieren, wurden zundchst Vorversuche mit
einer C. vulgaris-Kultur und dem Nahrmedium durchgefiihrt. Die Messungen im Nieder-
frequenzbereich (10 MHz bis 2,7 GHz) sowie Breitbandmessungen (10 MHz bis 18 GHz
bzw. 10 MHz bis 125 GHz) erfolgte durch die Mitarbeiter der AFT microwave GmbH.

3.5.4.2 Messaufbau

Ausgehend von den Vorversuchen, den Ergebnissen von Schroder (2012) und Beratungen
mit dem Projektpartner AFT microwave GmbH wurde das bautechnische Konzept zur
Mikrowellenbehandlung aus der Veroffentlichung 2 (Kapitel 2.2.3.2, S. 23) Uberarbeitet.

Es wurde zur Bestrahlung der Algen eine entsprechende Anlage mit einem Mikro-
wellensender aufgebaut (Abb. 16). Als Sendequelle diente ein 2 kW Magnetron. Das
Magnetron sall an einem Hohlleiter, der die Energie an zwei Richtkoppler vorbei zur
Messung der Leistungen in den Applikator lenkte.

Abb. 16: Experimenteller Messaufbau zur Mikrowellenbehandlung (1: Applikator, 2: Hohl-
leiter, 3: Magnetron)

Im Applikator befanden sich zwei miteinander verbundene Glasrohrchen, durch die die
Algensuspension geleitet wird (Abb.17). Da ein Teil der Mikrowellen an den
Glasrohrchen reflektiert wird und somit die Ausbreitung der Mikrowellen gestort werden
wirde, wurden weitere Storstellen, sogenannte Anpasselemente, eingebaut. Diese erzeugen
ebenfalls Reflexionen der Mikrowellen, die 180° Phasen versetzt sind und die gleiche
Amplitude wie die Reflexion an den Glasréhrchen besitzen. Dadurch werden die
Reflexionen gegenseitig ausgeléscht. Die maximale E-Feldstarke im Hohlleiter ergibt sich
aus einer stehenden Welle. Am Hohlleiterende werden alle E-Felder kurzgeschlossen,
sodass sie an dieser Stelle null ist. Ein Viertel der Wellenlange entfernt befand sich das
Maximum der Feldstarke, wo die Glasréhrchen fir die Algenkultur platziert wurden.
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Zur Ansteuerung der Anlage wurde ein Schaltnetzteil (Abb. 17) verwendet, das kurze Ein-
und Ausschaltezeiten besaf3, um einen Pulsbetrieb zu ermdglichen.

Abb. 17: Innenansicht der Glasrohrlast (links), Schaltnetzteil (rechts)

Der Durchfluss der Algensuspension wurde durch den Applikator mittels einer
angeschlossenen Kreiselpumpe (Rotek, Modell: WPDC-05.0L-7.5M-24-VP, Osterreich) so
eingestellt, dass die Algen nur einem kurzen Mikrowellendoppelpuls ausgesetzt wurden.
Die Leistung konnte an der Anlage zwischen 200 W und 1200 W eingestellt werden,
wobei diese einen zeitlichen Drift, insbesondere bei geringeren Leistungseinstellungen, zu
hoheren Leistungen aufwies. Dieser Drift wurde durch Schwingungen der Rdéhre im
Magnetron auf Grund der betriebsweise im untersten Leistungsbereich verursacht (Arnold
2013). Ein stabiler Arbeitsbereich konnte nach Angaben von Arnold (2013) nur bei 30—
100 % der Nominalleistung gewéhrleistet werden.

Uber ein Bypass-System wurde die durch den Projektpartner AFT microwave GmbH
erbaute Anlage an das Kultivierungssystem angeschlossen (Abb. 18).

B

Ausgang l
e

Mikrowellenbehandlungsanlage

e
'

Eingang

=
/T
Pumpe

Abb. 18: Schematische Abbildung zur Bypassfihrung zur Mikrowellenbehandlung zwischen
dem Applikator und dem Behandlungskolben

Darliber konnte entsprechend der Behandlungszeit ein definiertes Volumen im
geschlossenen Kreislauf aus dem Kultivierungskolben in die Anlage gepumpt und wieder
zuriick in diesen Kolben geleitet werden (maximale Pumpleistung 4 I/min). Sowohl vom
Kultivierungskolben zur Anlage hin als auch wieder zuriick zum Kolben wurde jeweils
eine Schlauchldnge von ca. 2 m eingerichtet. Dies diente einer schnellen Temperatur-
abkihlung nach der Behandlung, um thermische Effekte zu verhindern. Zur Kontrolle der
Temperaturentwicklung erfolgte die Temperaturmessung im Kultivierungskolben mit dem
Temperatur-Datenlogger 177-T4 (Testo, Deutschland) jeweils zu Beginn und am Ende
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einer Behandlung. Da sich die Kultivierungskolben in einem temperaturkontrolliertem
Wasserbecken befanden, hatten die Algensuspensionen in den Kolben eine homogene
Temperaturverteilung. Die Behandlungen erfolgten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend
der 240 h Versuchszeit mit Variation der Haufigkeit, Intensitat und Dauer.

3.5.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Behandlung erfolgte in gepulster Form durch intervallartige Bestrahlung mit einer
5 mindltigen Unterbrechung zwischen den jeweiligen Behandlungsschritten. Diese Pause
ergab sich zum einen durch den bereits erwédhnten Leistungsdrift der Anlage bei geringen
Leistungseinstellungen und zum anderen durch die schnelle Temperaturzunahme bei einer
Bestrahlung ab 30 Sekunden. Auf Basis der Literaturrecherche und Ergebnissen aus
Vorversuchen sollten bei den Behandlungen nur geringe Leistungen eingestellt werden,
jedoch die Behandlungen wiederholt stattfinden, um auch die Temperaturerhéhung bei
hohen Energieeintragen zu vermeiden. Die Behandlungsschemen befinden sich in Tab. 9.
Die Versuche fanden wahrend der Tagphase in jeweils unterschiedlichen Kolben statt.

Tab. 9: Behandlungsschema fiir C. vulgaris (Tag 10) und S. obliquus (Tag 4/7/10)

C. vulgaris S. obliquus
Behandlung 1  gepulst, 10x30s+10x15s kontinuierlich bis 38°C
Behandlung 2  gepulst, 15x 15s gepulst, 10 x 15 s

S. obliquus wurde zusatzlich mit einer einmaligen, Dauerbestrahlung bis zu einem
Temperaturschwellwert von 38°C behandelt. Bei dieser Temperatur konnte zwar ein
Temperatureffekt auf den Stoffwechsel der Algenzellen nicht ausgeschlossen werden, aber
eine Schadigung der Algen bzw. deren Produkte durch z. B. Denaturierungserscheinungen
waren bei dieser Temperatur nicht zu erwarten.

3.5.5 CO;-Begasung

3.5.5.1 Ausgangspunkt

Der verfiighare Kohlenstoff in aquatischen Systemen spielt einen limitierenden Faktor bei
der Kultivierung der Mikroalgen, da dieses auch das Hauptelement der Mikroalgen-
biomasse darstellt. Daher muss eine Kohlenstoffversorgung erfolgen, da sonst auch keine
physiologischen Prozesse (Photosynthese, Stoffaufbau) ablaufen kénnen. Auf Grund der
mit zunehmender Zellzahl festgestellten pH-Wert-Erh6hung Uber den als Optimum
definierten Bereich von pH 7 bis 9, sollte zur pH-Wert-Stabilisierung die Anreicherung der
Begasungsluft mit technischem CO, untersucht werden (Coutteau 1996).
Verantwortlich fir diese pH-Wert-Charakteristik sind verschiedene miteinander wechsel-
wirkende Prozesse, wie die Kohlenstoffverwertung der Algen und das Kohlenstoffdioxid-
Bicarbonatgleichgewicht (CO,-H,CO3-HCO5-CO5*) im Medium, welches auch das
wichtigste Puffersystem im Frischwasser darstellt (Grobbelaar 2007). Welche kohlenstoff-
haltigen lonen vorliegen, hangt dabei vom pH-Wert des Mediums ab. Je héher der pH-
Wert ist, desto mehr Hydrogencarbonat (HCO3)- und Carbonationen (CO3s%) liegen vor.
Der pH-Wert andert sich zudem durch die C—Fixierung wahrend der Photosynthese. Bei
der Aufnahme von HCO3 aus dem Medium miissen auch H*-lonen aufgenommen werden,
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sodass OH" lonen im Medium verbleiben (Ellenberg und Teuscher 2010). Durch diese
Verminderung der H*-lonenkonzentration steigt der pH-Wert im umgebenden Medium.
Der pH-Wert des Mediums kann ebenfalls durch den Verbrauch von Nitrat und Phosphat
steigen, da hierbei H'-lonen verbraucht werden (Lower 1996).

Durch Ziegler (2013) wurde auch die Wirkung von Phosphatpuffern, Carbonatlésungen
und der Zugabe von HCI zur Stabilisierung des pH-Wertes untersucht. Es zeigte sich
hierbei, dass die Pufferlésungen keinen langanhaltenden Effekt bewirkten. Auch die Gabe
von NaCO; und HCL zeigten keinen flr die Versuche dienlichen Effekt. Hierbei entstand
zusatzlich das Risiko der Versalzung des Mediums.

3.5.5.2 Versuchsaufbau

In Form eines Steigerungsversuches mit einer C. vulgaris-Kultur, wurde die Luft mit
verschiedenen Konzentration CO, angereichert, um den Einfluss auf das Wachstum und
den pH-Wert zu untersuchen. Die Versuchsanordnung war wie folgt:

Kolben 1: konstante Konzentration von 1 % CO,
Kolben 2: konstante Konzentration von 0,04 % CO, (Kontrolle, nur sterile Umgebungsluft)

Kolben 3: gestaffelte Konzentration von 1-3 % CO; (1 %: 0-24 h, 2 %: 25-96 h,
3 %: 97 h—Ende)

Kolben 4: gestaffelte Konzentration von 1-2 % CO; (1 % 0-24 h, 2 % 25 h—-Ende)

Die Zugabe von technischem CO; (100 % reines CO,, Air liquide) wurde manuell einge-
stellt und mit einem Polytector 1l G750 (GfG, Deutschland) Gberwacht. Fir die Versuche
mit zusatzlichem CO, wurden alle acht Leuchtstoffréhren eingeschaltet, um den hoheren
Lichtbedarf bei hoherer Zellzahl langer gerecht zu werden. Die Lichtintensitat betrug
durchschnittlich 610 pmol-m™?.s™.

3.5.6 Nitratversuch

Zur Uberpriifung des Nitrateinflusses wurde die KNOs Konzentration auf 1g:I™* im
Né&hrmedium verdoppelt. Dieser Medium wurde fur zwei Kulturen verwendet und mit zwei
Kulturen, die das Standardmedium erhielten, verglichen. Der Versuch erfolgte bei
kontinuierlicher Belichtung. Entsprechende Proben wurden zu den gewdhnlichen
Probenahmezeitpunkten (siehe Veroffentlichung 4, S. 60) genommen und entsprechende
Analysen der Inhaltsstoffe durchgefiihrt. Dieser Versuch wurde mit C. vulgaris
durchgefihrt und erfolgte in Doppelbestimmung.
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4  Ergebnisse
4.1 Kultivierung von Mikroalgen unter Kunstlicht

4.1.1 Kurzfassung der Veroffentlichung

Sowohl die Lichtintensitat als auch die spektrale Zusammensetzung der Lichtquelle
bestimmen wie viel Energie den Mikroalgen fur die Photosynthese und Stoffwechsel-
aktivitat zur Verfligung steht (Sforza et al. 2012, Khoeyi et al. 2012). LED besitzen
gegenuber anderen Lichtquellen, wie Leuchtstoffrohren, die Vorteile einer geringen Grolie,
einer langen Lebenszeit, einer geringen Wéarmeentwicklung und sie emittieren einen
schmalbandigen Spektralbereich. Die technischen Eigenschaften der LED ermdglichen
zudem den Einsatz auBerhalb und innerhalb der Reaktoren. Zur Untersuchung des
Einflusses einer ausgewahlten spektralen Zusammensetzung des Lichtes, wurde ein LED-
Modul verwendet und die Dioden im Verhdltnis von 49:26:25 rot:blau:grin (RBG)
angesteuert. C. vulgaris diente als Modellorganismus. Als Kontrolle erfolgte eine
Belichtung mit Leuchtstoffréhren. Fur die Untersuchungen wurde ein Tag-Nacht-Regime
von 20:4-h ausgewahlt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SAS.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit der ausgewahlten LED-Belichtung ein um 20 % hdherer
Biomasseertrag und eine um 12 % hohere Zellzahl erreicht wurden. Zudem war die
Produktion der Biomasse bezogen auf die eingesetzte Lichtenergie deutlich effizienter und
der Stromverbrauch um 30 % geringer. Der zelluldre Anteil von a-Linolensdure wurde in
den LED-belichteten Zellen erhoht, sodass sich das Fettsdurenverhaltnis von 1,55 (FL) auf
0,87 (LED) verringerte. Dies kann durch die Anregung spezifischer Enzymaktivitaten auf
Grund der spektralen Zusammensetzung entlang des ®-3 und/oder des w-6-Synthesepfad
verursacht worden sein. Zudem konnte auch der Gehalt an Lutein und Astaxanthin in den
Zellen der LED-Kulturen erhéht werden. Die Verringerte Konzentration von Chl a und
Chl b deuten auch auf eine Anpassung der Pigmentzusammensetzung an die spektrale
Eigenschaften der LED hin.

Die Ergebnisse zeigten, dass Kunstlicht, speziell mit LED, genutzt werden kann, um den
Biomasseertrag bzw. das biochemische Profil der Algenzellen am Beispiel von C. vulgaris
gezielt zu beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung bestdtigen die Ergebnisse
weiterer Studien, welche nachgewiesen haben, dass eine entsprechende spektrale
Zusammensetzung eine hohe Effektivitat fur die gesteuerte Kultivierung von Mikroalgen
erzielt werden kann (Okumura et al. 2014). Auf der anderen Seite wiesen die Ergebnisse
starke Schwankungen im biochemischen Profil, insbesondere bei den mit
Leuchtstoffrohren belichteten Zellen, auf. Dies kann u.a. durch Schwankungen im
Stoffwechsel und einem unterschiedlichen physiologischem Zustand der Zellen verursacht
werden.
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4.1.2 Veroffentlichung 3
Cultivation of microalgae in closed systems under artificial lighting
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Abstract

Microalgae potential applications ranges among other things from food sup-
plements, animal feed, fertilizer, waste water treatment or as renewable resource for
biodiesel. Currently the commercial use is limiting the biotechnological potential of
algae because of less efficiency of yields, extraction of sensitive products and high
costs during process. Microalgae can be produced in open and closed systems. Light,
provided by sunlight or artificial light sources, is a key parameter for microalgae
growth and biosynthesis of several high value compounds. Artificial lighting offers
the option of defined conditions regarding to the target of microalgal biomass as
well as special metabolites. On the other side artificial light is a main cost factor
(energy intensive) during processing. Sunlight can be used as a cheap light source
but has low photosynthetic efficiency and shows fluctuating unstable conditions.
Compared to other light sources light emitting diodes (LED) provides advantages
like small size, long life-expectancy and minimized heat generation by electrical
efficiency and emitting nearly monochromatic light. The microalgae species,
C.vulgaris was cultivated photoautotroph and exposed with LED lights
(combination of 49:26:25 red:blue:green LED) as well as with fluorescent lights (FL)
in a 20:4-h light:dark regime for about 240 h. Determination of growth pattern and
biochemical profile show a higher biomass yield (+20 %) according to higher cell
concentration (+12 %). Furthermore chlorophyll and protein contents were much
less compared to FL exposed cultures, but with higher biomass yield more of these
compounds can be produced.

Keywords: green algae, light, LED, wavelength, growth

Scharff C., Domurath N., Wensch-Dorendorf M. und Schroeder F.-G. 2017a. Cultivation
of microalgae in closed systems under artificial lighting. Acta horticulturae. 1170: 1157—
1164.
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4.2 Einfluss verschiedener Lichtregime auf das Wachstum von Chlorella vulgaris
und Scenedesmus obliquus

4.2.1 Kurzfassung der Veroffentlichung

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Photoperioden auf das Wachstum und die
Biomasseproduktion wurden zwei Mikroalgenarten, C. vulgaris und S. obliquus, mit
verschiedenen Tag-Nacht-Regimen behandelt. C. vulgaris-Kulturen wurden mit Regimen
von 14:10-h, 20:4-h, 22:2-h und 24:0-h und S. obliquus zusatzlich mit 16:8-h und 18:6-h
untersucht. Die Belichtung erfolgte mit Leuchtstoffrohren. Die Kultivierung erfolgte
photoautotroph in einem batch-betriebenen und temperaturkompensiertem Photobio-
reaktorsystem (4 x 21, T=27°C, Begasung mit steriler Umgebungsluft). Es wurden
Wachstumsparameter wie die Wachstums- und Verdopplungsrate, die Biotrockenmasse
sowie die optische Dichte, Zellzahl der Chlorophyllgehalt und der pH-Wert bestimmt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit SAS.

Die Auswertung der Wachstumsraten ergaben unterschiedliche Wachstumsprofile sowohl
in Abhédngigkeit von der Spezies als auch von dem eingesetzten Lichtregime. Beide
Spezies zeigten dabei keine bzw. eine sehr kurze Adaptionsphase zu Beginn der Versuche.
S. obliquus-Kulturen zeigten in Abhéngigkeit des Lichtregimes ein zweites Ansteigen der
Wachstumsrate zwischen 96 und 144 h nach Versuchsbeginn. Mit zunehmender Dauer der
Tagphase, begann der zweite Anstieg friiher und desto héher war der Biomasseertrag am
Ende des Versuches. Bei C. vulgaris deutete sich ein kurzer Anstieg der Wachstumsrate
zwischen 144 und 192 h der Versuchszeit an, konnte jedoch nicht in der 14:10-h Variante
nachgewiesen werden. Es konnte weiterhin festgestellt werden, das mit zunehmender
Lange der Tagphase Stickstoff friher limitiert war, wobei der Zeitpunkt, bei dem kein
Stickstoff in Form von Nitrat nachweisbar war, um 24 bis 48 h bei dem jeweiligen Licht-
regime schwankte. Dieser Zeitpunkt der Stickstoffverarmung entsprach etwa dem zweiten
Anstieg der Wachstumsrate bei S. obliquus. Der Biomasseertrag war in den Proben der
Dauerbelichtung um den Faktor 1,9 bei C. vulgaris und das 1,6-fache bei S. obliquus im
Vergleich zum 14:10-h Regime erhdht.

Es konnte ebenfalls eine behandlungsspezifische Reaktion an Hand des Verhaltnisses von
Chlorophyll a zu Carotinoiden aus den methanolischen Extrakten nachgewiesen werden.
Dies konnte auf eine unterschiedliche Stressreaktion auf Grund der Nahrstoffverarmung
und Lichtlimitierung durch z. B. Selbstbeschattung zurtickzufiihren sein.

Unter Beriicksichtigung des Gesamtlichtintegrals (TLI), bezogen auf den Biomasseertrag,
zeigte es sich, dass die Umwandlung der Lichtenergie in Biomasse mit zunehmender
Tageslange abnimmt. Zusétzliche Energie konnte in Wéarme umgewandelt oder flr andere
biochemische Prozesse genutzt werden. Durch die Dauerbelichtung kénnten auch not-
wendige Enzymaktivitaten inhibiert werden, wodurch z. B. die Photosynthese weniger
effektiv ist (Abu-Gosh et al. 2015). Im Hinblick auf die Produktion von Biomasse ist es
daher bezogen auf die -eingesetzte Lichtenergie wirtschaftlicher mit kirzeren
Photoperioden zu arbeiten. Einflisse auf das biochemische Profil missen dazu weiter
diskutiert werden.
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4.2.2 Veroffentlichung 4

Influence of different light irradiation regimes on growth of the green
algae Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus
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YUniversity of Applied Sciences Dresden Faculty for Agriculture/Landscape Management
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Abstract

Microalgae are considered to be promising production organisms for biomass and
specific high value compounds. Currently the commercial use is limited by the yield
efficiencies, extraction of sensitive products and high process costs. Intensive research
efforts are needed to tap the full potential in the direction of optimized growth
parameters and operating conditions. It is well known that the growth of algae is a
function created by many factors and light is one of the main influencing parameters.
The investigation of different photoperiods is necessary to determine the most
efficient regime for an industrial use of microalgae products. The objective of the
presented study is the influence of different light/dark regimes (14:10, 16:8, 18:6,
20:8, 22:2, 24:0-h) to enhance biomass production, as well as gaining know-ledge
about different growth pattern of investigated species. Both species were grown
photoautotroph and in batch mode operated lab scale bubble column photo-
bioreactors at 27°C. Results obtained from the study indicated species specific
response to different light regimes on growth profile and biomass production.
Biomass production was increased with day length to a maximum of 2.70 g/L (24:0)
for C. vulgaris and 2.56 g/L for S. obliquus (24:0).

Keywords: microalgae, photoperiod, light regime, biomass, growth rate
Scharff C., Schroeder F.-G., Domurath N. und Wensch-Dorendorf, M. 2016. Influence of
different light irradiation regimes on growth of the green algae Chlorella vulgaris and

Scenedesmus obliquus. Acta Horticulturae. 1110: 91-98.

doi.org/10.17660/ActaHortic.2016.1110.14
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4.3 Einfluss verschiedener Photoperioden auf das biochemische Profil von
Chlorella vulgaris und Scenedesmus obliquus

4.3.1 Kurzfassung der Verdffentlichung

Aufbauend auf die Versuche aus der Veroffentlichung 4 (4.2.2, S.60) erfolgte die
Auswertung des Einflusses verschiedener Tag-Nacht-Regime auf die biochemische
Zusammensetzung von C. vulgaris und S. obliquus.

Untersucht und ausgewertet wurden die Ergebnisse folgender Verbindungen:

- Proteingehalt (photometrisch),

- Carotinoidgehalt (am Beispiel von Lutein, p-Carotin und Astaxanthin mit HPLC),

- Fettsduren (am Beispiel von Linol- und a-Linolensaure mittels Gaschromato-
graphie und Massenspektrometer) und

- der Chlorophyllgehalt (Chl a und b mittels HPLC).

Die Methodenbeschreibung befindet sich in der Verdffentlichung 3 Kapitel 4.1.2 (S. 51).
Die statistische Auswertung erfolgte Uber linearer Regression unter Nutzung des
statistischen Analysenprogrammes SAS.

Die Zellkonzentration von Chla und b zeigten in beiden Spezies eine z. T. signifikant
negative Korrelation mit zunehmender Lichtdauer. Das deutet an, dass die Synthese der
Pigmente bei beiden Spezies in gleicher Form durch die Lichtdauer bzw. die
Versuchsbedingungen beeinflusst wurde. In beiden Spezies wurden sowohl die hdchsten
Chlorophyllkonzentrationen als auch das héchste Chl a zu Chl b Verhéltnis in den Zellen
des 14:10-h Tag-Nacht-Regime erreicht. Ebenfalls konnten die hochsten Zellproteingehalte
in Kulturen dieses Tag-Nacht-Regimes nachgewiesen. Unter Bericksichtigung der
produzierten Zellzahl (volumetrischer Gehalt) konnte in C. vulgaris-Zellen jedoch der
hdchste Gehalt an Protein mit Dauerbelichtung erreicht werden. Bei S. obliquus dagegen
ergab die Umrechnung, dass etwa der gleiche Gehalt an Protein in allen
Belichtungsvarianten  erzielt ~ wurde.  Entsprechend  der  Auswertung  der
Lichtenergienutzungseffizienz zeigte sich jedoch, dass die effektivste Herstellung im
14:10-h Regime erfolgte.

Die Auswertung der zwei analysierten Fettsduren ergab, dass S. obliquus-Zellen héhere
Gehalte an o-Linolensaure als C. vulgaris-Zellen aufwies. Der Linolsauregehalt
unterschied sich weniger und war tendenziell mit Zunahme der Lichtdauer in C. vulgaris
hoher als in S. obliquus. Eine signifikante Abh&ngigkeit dieser Fettsduren zur Lichtdauer
konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch deuten die Korrelationsfaktoren auf eine
negative Korrelation der a-Linolensdurekonzentration mit zunehmender Lichtdauer in
C. vulgaris-Zellen, sowie auf einen Anstieg des Linolséduregehaltes mit der Zunahme der
Lichtdauer in beiden Spezies. Das Verhéltnis von Linol- zu a-Linolenséure erhohte sich in
C. vulgaris-Zellen mit zunehmender Tagphase von 0,93 auf 1,85. S. obliquus-Zellen
zeigten ein nahezu unverandertes Fettsaurenverhéltnis unabhangig von der Tag-Nacht-
Dauer. Die Fettsaurensynthese wurde vermutlich durch Veranderung der Tag-Nacht-Dauer
bzw. den Kulturbedingungen mehr in C. vulgaris beeinflusst als in S. obliquus.
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Astaxanthin war das Carotinoid mit dem geringsten Anteil bei beiden Arten. Fir die -
Carotinkonzentration konnte eine negative, nicht signifikante, Korrelation mit der
Lichtdauer und eine positive, nicht signifikante, Korrelation zum Chl a-Gehalt fir beide
Spezies gezeigt werden. Dies konnte die Bedeutung von B-Carotin im
Lichtsammelkomplex vom Photosystem | und Il bekraftigen. Fur Lutein, welches in beiden
Arten das dominierende Carotinoid war, konnte keine lineare Abhangigkeit zur Lichtdauer
nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass S. obliquus-Zellen unabhdngig von der Tag-Nacht-Dauer
grolere Zellgehalte von Proteinen, Chl a und Chl b, Lutein, B-Carotin, Astaxanthin und a-
Linolsdure im Vergleich zu C. vulgaris Zellen aufwiesen. Ein zusatzlicher Einfluss zum
Tag-Nacht-Regime kann der Stickstoffmangel verursacht haben, der den Stoffwechsel und
damit das biochemische Profil der Zellen beeinflussen kann. Weitere Ursachen fir
unterschiedliche Reaktionen auf die verschiedenen Tag-Nacht-Verhaltnisse kdnnen nach
Grobbelaar et al. (1996) auch der Lichtanpassungsstatus und die unmittelbare Licht-
vergangenheit sein. Bezuglich der Lichtnutzungseffizienz und dem volumetrischen Ertrag
scheint die Produktion mit dem 14:10-h-Regime am effektivsten mit Ausnahme von
Linolsdure bei C. vulgaris. Bei S. obliquus war die Produktion von Proteinen, Chlorophyll
a, Chlorophyll b und Lutein ebenfalls am effektivsten mit dem 14:10-h Regime. Fir die
Produktion von Fettséuren ergab sich das 20:4-h und fur Astaxanthin und p-Carotin das
16:8-h Regime die hdchste Lichtnutzungseffizienz

Die Ergebnisse zeigen, dass mit einer geeigneten Wahl der Lichtdauer Lichtenergie gespart
werden kann. Andererseits bestdtigen die Ergebnisse auch, dass verschiedene
Mikroalgenarten unterschiedlich auf diese Bedingungen bzw. unterschiedliche Tag-Nacht-
Regime reagieren (Wijanarko et al. 2004). Weiterhin mussen die Lichtzufuhr- und -dauer,
aber auch die Lichtzusammensetzung an die Zellkonzentration angepasst werden (Das et
al. 2011). AuRerdem entsprechen die fir die Produktbildung vorteilhaften
Kultivierungsbedingungen nicht immer zu denen fiir maximales Wachstum und maximalen
Biomasseertrag (Hu 2007).
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4.3.2 Veroffentlichung 5

Effect of different photoperiods on the biochemical profile of the green
algae C. vulgaris and S. obliquus
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Abstract

Microalgae are photosynthetic plant-like organisms, which are considered to be a
fast growing source for a sustainable production of various products (e.g. food and
food supplements, biofuels or animal feed and aquaculture). Currently, some of the
bottlenecks for the commercial use are the low efficiency of production yields,
efficient harvesting technologies for sensitive products and high establishment costs.
Light, its quality as well as quantity, is a main critical parameter for microalgal
growth and metabolism. Thus, artificial lighting offers the option of improved
production of microalgal biomass as well as increases in special metabolites under
defined conditions. On the other hand, artificial lighting is a highly expensive factor.

The aim of the present study is to investigate the influence of several photoperiods
(14:10-h, 20:4-h, 22:2-h, 24:0-h for Chlorella vulgaris and additional 16:8-h, 18:6-h
for Scenedesmus obliquus) on the biochemical profile of single-celled green algae C.
vulgaris and S. obliquus. Preliminary results indicated that S. obliquus showed higher
cell contents of proteins, chl a and chl b, lutein, B-carotene, astaxanthin and a-
linolenic amounts independently from the photoperiod. However, based on the
achieved biomass respectively cell concentration in the related photoperiods, the
possible harvest yield of these compounds is similar in both species or just little more
effective by S. obliquus.

Keywords: microalgae, light, protein, fatty acids, carotenoids

Scharff C., Domurath N., Wensch-Dorendorf M. und Schroeder F.-G. 2017b. Effect of
different photoperiods on the biochemical profile of the green algae C. vulgaris and S.
obliquus. Acta Horticulturae. 1170: 1149-1156.
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4.4 Untersuchungen zum Einfluss von UV-Strahlung auf Algenzellen

4.4.1 Ergebnisse Vorversuche

Wachstum

In der Abb. 28 sind die Ergebnisse der Biomasseertrdge und Zellzahlen (ZZ) am jeweiligen
Versuchsende dargestellt. Mit Ausnahme von Versuch 4 ist eine Reduzierung dieser
Parameter in den UV-behandelten Kulturen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen
erkennbar. Mit UV-B-Strahlung behandelte Zellen wiesen die hdchste Reduktion auf
(Versuch 2: -41% BTM, -45 % ZZ; Versuch 3:-46 % BTM, -22 % ZZ), wéhrend fur die
UV-A-Strahlung behandelte Zellen eine Reduktion der BTM von 24 % (-14 % ZZ) im
Versuch 3, -27 % (-18 % ZZ) im Versuch 2 und -32 % (-25 % ZZ) im Versuch 1 ermittelt
wurde.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4
Dauer: 264 h, Dauer: 264 h, Dauer: 264 h, Dauer: 240 h,
alle Proben: n=1 Behandlung: n=1 alle Proben: n=1 Behandlung: n=1
Kontrolle: n=2 zusatzlich CO, in Kontrollen=2
Beluftung

=

Biotrockenma:

S B s o ®»

=
UV-A Kontrolle UV-B UV-A Kontrolle UV-A Kontrolle UV-A Kontrolle
Tag3 Tag 2/5/8/11 ab Tag 2 2-tigig ab Tag 2 téglich ab Tag 2 tiglich Tag 10 14:30 -
12-19 Uhr 15-16 Uhr 11-18Uhr 16-17 Uhr 1:30-6:30 Uhr Tag 11 10:00
Uhr

# Biotrockenmasse ~ m Zellzahl

Abb. 28: Biotrockenmasse und Zellzahl fir C. vulgaris fur verschiedene UV-A und UV-B-
Behandlungen gegenuiber ihrer versuchsinternen Kontrollen am Versuchsende, Tag
1 = Starttag; Balken stellen Standardabweichung dar

Inhaltsstoffe

Die Auswertung und Vergleich der Daten war nur innerhalb des jeweiligen Versuches
mdoglich, da sich die Versuchsbedingungen durch die Versuchsdauer und durch die CO,-
Konzentration in der Begasung unterschieden. Daher ist davon auszugehen, dass diese
Abweichungen weitere Effekte verursachten und damit keine Vergleichbarkeit zwischen
den Versuchen gegeben ist. Daher wird auf eine detaillierte Auswertung jedes Versuches
verzichtet. Im Anhang A 3 (S. 151) befinden sich die Abbildungen zu den Ergebnissen.

Das wesentliche Merkmal in allen Zellen, die eine UV-A oder UV-B-Bestrahlung
erhielten, war ein verdndertes Fettsdurenmuster. Das heif3t, dass in diesen Zellen der
jeweilige a-Linolensduregehalt (ALA) im Vergleich zum Linolsduregehalt (LA) groRer
und dadurch das Verhaltnis im Vergleich zur jeweiligen Versuchskontrolle gesunken war
(Tab. 15).
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Tab. 15: Fettsaurenverhaltnis nach einer UV-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle
Versuch Kontrolle UV-A uUv-B

1 1,61 1,01 -
2 1,35 1,08 1,16
3 1,36 1,28 1,00
4 0,92 0,82 -

Dabei konnten sowohl Zunahmen, als auch abnehmende Konzentrationen der jeweiligen
Fettsduren nachgewiesen werden, die nicht einer spezifischen UV-Bestrahlung zugeordnet
werden konnte.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse eine tendenzielle Reduktion des Chlorophyllgehaltes in
den Zellen, die UV-A erhielten. In den Zellen von Versuch 1 konnte ein um 40 %
reduzierter Chl a und ein um 30 % reduzierter Chl b-Zellgehalt im Vergleich zur Kontrolle
nachgewiesen werden. In den Zellen der UV-A-Variante aus Versuch 2 war der Chl a-
und b Gehalt um jeweils 24 % im Vergleich zur Kontrolle geringer. Dagegen konnte in
Versuch 4 nach der mehrstiindigen Bestrahlung tiber Nacht vor dem Versuchsende kein
Unterschied zur Kontrolle gezeigt werden.

Zellen, die mit einer UV-B-Bestrahlung behandelt wurden, wiesen dagegen einen 20 %
hoheren Chl a und einen 17 % hodheren Chl b-Gehalt im Versuch 2 bzw. einen 25 %
hoheren Chl a und 29 % hoheren Chl b-Gehalt im Versuch 3 auf.

Sowohl fiir die Carotinoide, als auch den Proteingehalt konnte keine Zusammenhange zur
Bestrahlungsart nachgewiesen werden.

Eine statistische Auswertung der Daten war auf Grund der einmaligen Durchfiihrung der
Versuche nicht moglich.

4.4.2 Ergebnisse weiterfihrende Versuche

Die Ergebnisse weiterfihrender Versuche, die von Weill (2015) durchgefuhrt wurden,
zeigten bezuglich der Biomasseproduktion keinen (signifikanten) Unterschied zwischen
den mit UV-A-Strahlung behandelten Zellen und den Kontrollen. Die Auswertung der
Zellzahl und des Chl a-Gehaltes deutete jedoch eine Reduktion durch die UV-A
Behandlung an. Dies Bestétigt mit Ausnahme der Ergebnisse der Biotrockenmasse, die
Resultate der Vorversuche. Aussagen zum Gehalt weiterer Inhaltsstoffe kénnen nicht
gemacht werden, da diesbeziiglich keine Analysen erfolgten. Auf Grund der Durchfuihrung
in einem anderen Versuchsmodus erfolgte keine weitere Diskussion und Darstellung der
Ergebnisse.
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45 Untersuchungen zum Einfluss von Mikrowellen auf Algenzellen

4.5.1 Ergebnisse Vorversuche

Wie in der Abb. 29 dargestellt wird, zeigte sich anhand der APC-7 Messung durch den
Kooperationspartner AFT microwave GmbH eine deutliche Ddmpfung im Frequenzbereich
zwischen 2 und 3 GHz, sowie bei 6 GHz. Ein Einfluss des Mediums wurde durch
Referenzmessungen ausgeschlossen.

APC-7 Messungen bei AFT

= 0,2
=
=
£ oo
%'0,2 \ 2 :\‘5 7 il
R
= 1 4
-0,4
001 18 36 54 7.2 16,2

Frequenz [GHz]

Abb. 29: Darstellung der Absorption durch die Algen (nach Hammer 2012); Untersuchung
von 10 MHz bis 18 GHz (dargestellt bis 16,2 GHz); Nummern kennzeichnen Marker, die in
Tab. 16 néher erklart werden

Tab. 16: Marker zur APC-7 Messung
Marker 1 2 3 4
Frequenz [GHz] 2,856 2,998 5,200 6,300

Diese Dampfung deutete auf eine erhohte Absorption der Mikrowellenstrahlung durch die
Algen, die moglicherweise durch eine Wechselwirkung zwischen den Organismen und der
Strahlung verursacht wurde. Daher wurde 2,45GHz als Arbeitsfrequenz fur die
Behandlungsanlage (Abb. 16, S.44) ausgewahlt, da es sich auch um ein weltweit
verfligbares Frequenzband handelt, welches u. a. in Mikrowellenherden, Funktechniken,
Bewegungsmeldern und bei Bluetooth genutzt wird (Gude et al. 2013).

4.5.2 Ergebnisse Hauptversuche

4.5.2.1 Ergebnisse der Mikrowellenbehandlung

Fir die Untersuchungen des Einflusses der Mikrowellenbestrahlung auf C. vulgaris und
S. obliquus wurden je zwei Behandlungsschemata (Tab. 9, S. 46) entwickelt. Das Ziel
sollte eine Behandlung mit wenig Leistungseintrag darstellen. Auf Grund des
Leistungsdrift (siehe Kapitel 3.5.4, S. 44) der Anlage ergaben sich die in der Tab. 17 und
Tab. 18 dargestellten Leistungsbereiche fir diese Behandlungen.
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Tab. 17: Leistungsbereich bei der Behandlung von C. vulgaris (Behandlung am Tag 10)

Wiederholung x Dauer (tg)  Leistungsbereich (Eg)
Behandlungl 10x30s+10x15s 245460 W
Behandlung2 15x15s 231-435W

Tab. 18: Leistungsbereich bei der Behandlung von S. obliquus (Behandlung am Tag 4/7/10)

Wiederholung x Dauer (tg)  Leistungsbereich (Eg)

Behandlung 1 1 x bis 38°C 270-380 W
Behandlung2 10x15s 220-350 W
Wachstum

Die Ergebnisse der Biomasseertrage nach 240 h sind in Abb. 30A-B dargestellt. Es zeigte
sich fur beide Spezies sowohl fiir den Biomasseertrag, als auch die Zellzahl, keine Unter-
schiede zwischen den unbehandelten Zellen und den mit Mikrowellen behandelten Zellen.

7 7
6 6
5 jg 5
4 g 24
=N
3 Ee 3
2 T2 2
=
N s 8
1 \\ E':; 1-
N
0 0
Kontrolle Behandlung 1 Behandlung 2 Kontrolle Behandlung 1 Behandlung 2
A s Biomasse mZellzahl B wBiomasse mZellzahl

Abb. 30A-B: Biomasseertrag und Zellzahl bei C.vulgaris (A) (Behandlung1l: 10x30s
+10x 15, Behandlung 2: 15x 15s am Tag 10) und S. obliquus (B) (Behandlung 1: 1x bis
38°C, Behandlung2: 10x15s am Tag 4/7/10) nach 240 h; Balken stellen Standard-
abweichung dar, n = 2)

Inhaltsstoffe:

Die Auswertung der Ergebnisse hat gezeigt, dass keine Unterschiede sowohl zwischen den
Behandlungen, als auch zur Kontrolle nachweisbar waren. Entsprechend der vergleich-
baren Ergebnisse der Zellzahlen und Biomasseertrage, konnten auch keine Unterschiede
fir den zellularen und volumetrischen Ertrag erreicht werden. Die Abbildungen der
Ergebnisse befinden sich im Anhang A 4 (S. 152).

Versuche mit C. vulgaris, die einer Mikrowellenbehandlung ausgesetzt waren, wiesen
vereinzelt am Tag der Ernte visuelle Aufschlusserscheinungen auf. Dies zeigte sich durch
einen griinlichen Uberstand tiber dem Pellet nach der Zentrifugation. Diese Veranderungen
waren in unterschiedlicher Auspragung (Intensitat der Farbe des Uberstandes) und konnten
nicht quantitativ durch Auszéhlung der Zellzahl als MaR fur den Zellaufbruch erfasst und
keinem konkretem Behandlungsschema bzw. einem Behandlungsparameter zugeordnet
werden.
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Ein Einfluss durch die Pumpe wurde durch Referenzversuche ohne Mikrowellen-
bestrahlung nicht nachgewiesen. Diese Versuche wurden nicht zur Auswertung verwendet.
S. obliquus-Zellen zeigten keine Zellaufbrucherscheinungen.

Auswertung des Energieeintrages:

Es sollte weiterhin untersucht werden, wie die Mikrowellenenergie in den Zellen bzw. in
der Algensuspension absorbiert wird. Dazu wurden die die Versuche hinsichtlich der
gemessenen und der theoretischen Erwérmung ausgewertet. Die Auswertung der Daten
zeigte, dass wéhrend der gepulsten Behandlung der Algen im Applikator der Anlage, in
Abhéangigkeit von der eingestellten Leistung (Eg) und der Behandlungszeit (tg), kurzzeitig
eine theoretische Temperaturerhbhung von 0,7-1,7 K (ATweo) Stattfand. Bei einer
15 sekundigen Behandlung wurden 50 % der Algensuspension (1 1) behandelt. Nach der
Behandlung konnte in der Algensuspension eine Temperaturerhdhung um 0,5 K (AT prakt)
nachgewiesen werden. Somit wurde bereits ein Grofiteil (40-60 %) der entstandenen
Warme an die Umgebung beim Transport bzw. an die unbehandelte, temperierte Sus-
pension im Kolben abgegeben. Bei einer 30 sekundigen Behandlung wurde das gesamte
Volumen einmal vollstdndig durch die Anlage geleitet und bestrahlt. Fur diese Behand-
lungszeit konnte gezeigt werden, dass die gesamte Wérme an die Suspension ubertragen
wurde, und die gemessene Temperaturdnderung dem theoretischen Warmeeintrag
entsprach. Die 5 minitigen Pausen zwischen den einzelnen Behandlungen ermdglichten
eine Absenkung der Temperatur an die Ausgangstemperatur. Insgesamt ergab sich so eine
maximale Erhéhung der Temperatur von 1,5 K nach 15 Wiederholungen.

Zur weiteren Auswertung wurde das Verhaltnis vom theoretisch eingetragenen Warme-
eintrag durch die Mikrowelle (ATmeo) zU dem tatsdchlich gemessenen Temperaturwert
(ATpra) bestimmt und auf den theoretischen Waérmeeintrag normiert (Abb. 31 und
Abb. 32). Dies erfolgte unter der Annahme, dass bei gleichen Behandlungsbedingungen
die gleiche Abkuhlung beim Durchfluss durch das System stattfand.

Fur die Berechnung des Energieeintrages durch die Mikrowellenbehandlung in die Zellen
wurden folgende Formeln verwendet:

Zykluszeit t7:

t; [s] = (V-60)-Pp™ > Zeit, um vorhandenes Volumen einmal vollstandig zu
behandeln
V [l]: vorhandenes VVolumen im Reaktor

Pp: Pumpleistung, 4 I-min™

Wiederholung Wg:
Wg = (Pp-60-ts)-V* Haufigkeit der Behandlung/des Zyklus des V[I] wéhrend tg

tg: Dauer der Behandlung [s] (15-30 sec)

Energieeintrag pro Zyklus E;:
Ez [WS]: tz-Eg

Es [W]: Angabe am Schaltnetzteil (bzw. Mittelwert Uber tg bei Dauer-
behandlung), Leistung pro Behandlung
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Warmemenge Q:
Q [Ws] = cw Atprake-V
cw= 4180 J-kgt-K™: Warmekapazitat Wasser (bei 24°C), 1J =1 Ws
Atprae [K]:  gemessene Temperaturdnderung wahrend der Behandlung

Vereinfacht unter der Annahme, dass 1 | = 1 kg entspricht und die Mikroalgen zu dem Versuchszeitpunkt
keinen relevanten Einfluss auf die Dichte bewirken (Dichte von Wasser = 1 g/cm?)

Theoretische Erwarmung Arheo:
ATineo[K] = E;-Wp. cy*- V™

Normierung der Temperaturdifferenz:

AT [K] = (ATtheo'ATprakt-l)' ATtheo-1

Die Abb. 31 und Abb. 32 stellen den normierten Warmeeintrag als Beispiel fur die
gepulste Behandlung von C. vulgaris und S. obliquus dar.
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Abb. 31: Normierung des Wéarmeeintrages in C. vulgaris (Behandlung 2: 15 x 15 s)

4.0

3.5

3.0

52,5 ﬁ’_///—fﬂzf"_"

5 ’

PHERXEE S & Ss

L0

0.5

0.0
o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Nr. der Behandlung

y =0,0535x+ 1,9556

¢ -0y g_

=<r=ATtheo/ATprak =-#==ATtheo normiert
Abb. 32: Normierung des Wéarmeeintrages in S. obliquus (Behandlung 2: 10 x 15 s)

Linear (normiert)

Die Nummer der Behandlung entspricht dabei einer einzelnen Behandlung, die in
Abstdnden von 5 Minuten erfolgte Die Abbildungen zeigen fir die Behandlung von
C. vulgaris ein Absinken des Warmeeintrages mit Zunahme der Anzahl der Behandlungen.
Dies deutet darauf hin, dass die Zellen weniger Energie mit der Zeit aufnehmen. Dies kann
auf einen Schutzmechanismus der Zellen hinweisen.
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Dagegen zeigt die Normierung des Warmeeintrages von S. obliquus einen Anstieg. Dies
deutet auf eine zunehmende Aufnahme der Wé&rmeenergie und damit auf eine erhohte
Absorption der Mikrowellenenergie mit der Haufigkeit der Behandlungen hin.

4.5.2.2 Hochauflésende Temperaturmessung

Auf Grund der Temperaturmessung mit dem Datenlogger Testo 177-T4 war eine zeitauf-
I6sende Temperaturmessung im Abstand von 3 sec mit einer Messgenauigkeit von 0,5 %
vom Messwert moglich. Damit konnte nur eine punktuelle und nicht dynamische, also
zeitaufgeloste, Temperaturbestimmung erfolgen. Um die Temperaturverteilung in der
Algensuspension mit einer hohen lokalen Auflésung (~2 um) und einer Zeitauflsung im
Millisekundenbereich zu bestimmen, wurden im Rahmen des Forschungsprojektes
,Nutzung einer Mikrowellenmodifikation an Algen fur neue Applikationsfeldere (Forder-
kennzeichen: KF2223306MD1) mit der Fa. InfraTec entsprechende Untersuchungen zur
hochauflésenden Temperaturmessung durchgefiihrt.  Ziel der Versuche war es,
Temperaturinhomogenitaten an Algenzellen wahrend bzw. kurz nach der elektro-
magnetischen Bestrahlung dynamisch nachzuweisen. Dabei sollte das dynamische
Temperaturverhalten im Medium und in der Zelle durch die Mikrowellenbestrahlung
untersucht werden.

Dafur wurde eine Infrarotkamera (IR-Kamera) der Serie 8312500 von der Firma InfraTec
mit folgenden Parametern genutzt.

- Mikroskop: 3x

- Mikroskop. SensorgroRe: 640 x 512
- Wellenlidnge: 4 pm

- Empfindlichkeit: 20 mK

- Bildrate: 300 Hz

Damit konnte eine geometrische Auflésung von 5 pum erreicht werden.

Es wurde eine experimentelle Versuchsanordnung aufgebaut, bei der sich die Messkammer
mit einem Saphirfenster kurz nach dem Ausgang der Mikrowellenanlage befand. Durch
das Saphirfenster ist wird eine hohe Transmission (90 %) fur Infrarotstrahlung gewahr-
leistet. Die Algen wurden aus dem Kultivierungskolben, durch die Mikrowellenanlage und
anschlielend durch die Messkammer mit einer Pumpleistung von 4 I/min gepumpt. In der
Abb. 33A-B ist der Aufbau der IR-Kamera und die Ankopplung an die Mikrowellenanlage
dargestellt.
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Abb. 33A-B: Experlmentelle Versuchsanordnng der IR-Kamera (A) und Ankopplung an die
Versuchsanlage (B)

Es konnte gezeigt werden, dass die Mikrowellenstrahlung die IR-Messung nicht beein-
flusst.

Bestimmung der dynamischen Temperaturanderung

Zur Bestimmung der dynamischen Temperaturanderung wurden die Proben (ber einen
Zeitraum von 60 sec mit 200 W und 1200 W Mikrowellenleistung bestrahlt. Die
Temperatur wurde mit einer Messrate von 25 Hz gemessen. Dabei zeigte sich zwischen 15
und 55 Sekunden Messzeit ein linearer Anstieg (Abb. 34A-B) von 0,026 K/sec und bei

1200 W 0,108 K/sec.
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Abb. 34A-B: Temperaturanderung bei einer Mikrowellenleistung von 200 W (A) und 1200 W
(B) (Hopfner 2014)

Die Ergebnisse zeigen, dass die Temperaturerhéhung nicht proportional zur Leistung war,
da die Temperaturerh6hung nicht um das 6-fache stieg. Dies wird auf einen geringeren
Ubertragungsgrad der Mikrowellenleistung bei gréReren Leistungseintragen zuriickgefiihrt.

Damit konnte gezeigt werden, dass der dynamische Temperaturverlauf in der Algen-
suspension mit einer Auflésung von 0,02 K dargestellt werden kann. Der Versuchsaufbau
ist somit geeignet, eine dynamisch hochaufldsende Temperaturmessung in einem engen
zeitlichen Verhdltnis zur Algenbestrahlung durchzufihren.
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Lokale Temperaturbestimmung

Mit der experimentellen Messanordnung (Abb. 33A) wurde weiterhin untersucht,
inwieweit die Temperaturverteilung bzw. Temperaturunterschiede in den Algenzellen
bestimmbar sind.

Die Ergebnisse der Messungen haben gezeigt, dass es nicht méglich war, die Temperatur-
verteilung in einer einzelnen Algenzelle beim Durchfluss durch die Messkammer zu
erfassen. Als Ursache wird eine zu geringe VergroRerung mit einer Auflésung von 5 pum,
eine Dampfung der IR-Strahlung und ein unginstiger IR-Wellenlangenbereich fur das
Medium Wasser angenommen. Mit einer hoheren VergrélRerung eines 8-fachen
Mikroskopes konnte nach HOpfner (2014) eine bessere Aufldsung erreicht werden. Daher
sollten die Untersuchungen zu lokal hochauflosenden Temperaturmessungen an Zellen
darauf aufbauend weitergefuhrt werden, da diese Messmethode auch von hohem
wissenschaftlichem Interesse ist.

4.6 Ergebnisse mit zusatzlich CO,

Die Ergebnisse fiir die Biomasse und Zellzahl sind in der Abb. 35 dargestellt. Die
Versuche mit einem Anteil von 0,75 % CO; in der Beliiftung erfolgten im Anschluss an
den Steigerungsversuch und mit einem Versuchstag weniger. Dadurch kann ein anderer
physiologischer Status fir die Zellen, wie z. B. Alter der Zellen, Verfugbarkeit von
Néhrstoffen und Licht, vorliegen. Daher wurden diese in dieser Auswertung nicht in den
konkreten Vergleich einbezogen und nur grafisch dargestelit.

Wachstum
Die Ergebnisse zeigen, dass die Kultur mit der hochsten CO,-Zufuhr eine maximale

Zunahme des Biomasseertrages von ca. 200 % und eine maximale Zunahme um 98 % der
Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle aufwies.
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Abb. 35: Biomasseertrag und Zellzahl von C.vulgaris bei verschiedenen CO,-
Konzentrationen in der Begasung nach 264 h (12 Tage) bzw. 240 h (11 Tage); Balken stellen
Standardabweichung dar, n =1 auer CO;, g7506- N = 3)
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Inhaltsstoffe:

Die Ergebnisse der relativen Anteile der untersuchten Inhaltsstoffe sind im Anhang A 5 (S.
153) dargestelit.

Die Auswertung der Inhaltsstoffe ergab, dass der Proteinanteil in den Zellen durch die
CO,-Gabe von ca. 35 % auf ca. 10 % sank, was einer absoluten Reduktion von 70-75 % in
den Zellen entsprach. Bei den Fettsauren ergab sich eine Verschiebung des LA/ALA-
Verhaltnisses. In Zellen, die mit zusétzlich COj.angereicherter Luft behandelt wurden,
erhohte sich die LA-Konzentration in den Zellen um bis zu 166 %. Der ALA-Anteil
reduzierte sich dagegen um 5 bis maximal 40 % im Vergleich zur Kontrolle. Zellen, die
mit zusétzlich CO, angereicherter Luft begast wurden, wiesen eine Reduktion der Caro-
tinoidkonzentration auf. Dabei wurde im Vergleich zur Kontrolle eine ca. 60 % geringere
B-Carotin- und Luteinkonzentration sowie eine um 40-50 % geringere Astaxanthin-
konzentration im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. Sowohl der relative wie
absolute Chlorophyllgehalt wies in den mit CO,-angereicherter Luft begasten Zellen einen
60-70 % geringere Konzentration im Vergleich zur Kontrolle auf. Weiterhin konnte eine
deutliche Gelbfarbung der Kulturen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden

(Abb. 36). i |
o Al oo

med o

Abb. 36: Gelbfarbung der C. vulgaris-Kultur nach 264 h, links + 1% CO,, rechts: mit CO,
aus Umgebungsluft

Die Versuche mit zusétzlich CO, wurden durchgefihrt, um einem Anstieg des pH-Wertes
durch die Zunahme der Zellzahl entgegen zu wirken, da dieser sich z. T. Uiber dem spezies-
spezifischen Optimum lag und ein Einfluss auf die Behandlung nicht ausgeschlossen
werden konnte. In Abb. 37 ist der Vergleich der pH-Wert-Entwicklung in Abhdngigkeit
von der Belichtungszeit und im Vergleich mit zusétzlich 0,75 % CO; bei einem Tag-Nacht-
Regime von 14:10-h in der Beluftung flr C. vulgaris grafisch dargestellt.
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Abb. 37: Vergleich der pH-Wert Entwicklung in Abhéngigkeit von der Lichtdauer bzw.

durch eine erhéhte CO,-Konzentration von 0,75 % am Beispiel von C. vulgaris zum Probe-
nahmezeitpunkt

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass durch die Zufiihrung von CO, der pH-Wert nach
48 h auf 7,5 stieg und sich bei diesem Wert bis zum Ende stabilisierte. Dabei zeigten sich
auch keine Veranderungen wahrend der Tagphase. Weiterhin ist auch die unterschiedliche
pH-Wert Entwicklung in Abhangigkeit von der Photoperiode zu erkennen. Kulturen mit
einer Photoperiode von 14 h wiesen den geringsten Anstieg des pH-Wertes auf. Kulturen,
die mit einer Belichtungsdauer ab 20 h behandelt wurden wiesen bereits 24 h nach
Versuchsbeginn einen signifikant htéheren pH-Wert als die Kulturen mit einer Belichtungs-
dauer von 14 h auf. Der pH-Wert stabilisierte sich zum Probenahmezeitpunkt auf 9,5.

4.7 Ergebnisse mit zusatzlich Nitrat

In den Abbildungen Abb. 38A-B und Abb. 39 sind die Ergebnisse der Nitrat-Variante im
Vergleich zur Kontrolle dargestellt.
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Abb. 38A-B: Vergleich der Wachstumsraten (A) und der Biotrockenmasse und Zellzahl (B)
nach 240 h von C. vulgaris zwischen der Nitratvariante und der Kontrolle; Balken stellen
Standardabweichung dar, n =2

Die Auswertung des Nitratversuches in Bezug auf die Wachstumsrate und das
Wachstumsprofil zeigt im Vergleich zur Kontrollvariante mit der gleichen Photoperiode
ein geringfiigig abweichendes Profil bis 144 h. Dabei zeigten die Zellen der Kontrolle mit
dem Standardmedium hohere Wachstumsraten als Zellen der Nitrat-Variante.
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Die maximale Wachstumsrate wurde in beiden Varianten nach 48 h mit pmax-nitat = 0,82 d™*
und Hmaxckontrotie = 0,90 d™ erreicht und sank anschlieRend. Die Zellen der Kontrollen
zeigten zwischen 144 und 192 h eine Verdopplung der Wachstumsrate. Die Wachstumsrate
reduzierte sich nach 192 h wieder auf 0,1 d™. Die Wachstumsrate der Nitrat-Variante sank
nach dem Maximum kontinuierlich und stieg nach 192 h bis zum Versuchsende wieder
leicht an. Messungen des Nitratwertes ergaben, dass in der Kontrolle zwischen 120 und
144 h Nitrat aufgebraucht war, wahrend in den zwei Kulturen der Nitrat-Variante noch
77 mg-I* NO3 nachweisbar war. Im Vergleich zu den durchgefiihrten Kontrollvarianten
waren die Zellzahl in der Nitrat-Variante im Mittel um 16 % und der Biomasseertrag um
ca. 26 % geringer. Weiterhin waren die Zellen nach 192 h ca. 12 % grofRer im Vergleich
zur Kontrolle.

Die Entwicklung des zelluldren Chl-a-Gehaltes wies in den ersten 96 h einen ahnlichen
Verlauf zwischen beiden Varianten auf. In beiden Spezies wurde dabei eine maximale
Chl a-Konzentration nach 24 h nachgewiesen. Im Anschluss sank in beiden Varianten der
Chl a-Gehalt bis ca. 96 h (120 h in der Kontrolle) nach Versuchsbeginn. Die Zellen der
Nitrat-Varianten zeigten zwischen 96 und 192 h einen erneuten Anstieg und anschlie3end
eine Verringerung des Chl a-Gehaltes in den Zellen bis zum Versuchsende. In den
Kontrollen reduzierte sich dagegen der Chla-Gehalt nach 120 h bis zum Ende des
Versuches.
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Abb. 39: Zeitliche Entwicklung der Zellzahl und der zellularen Chl a-Konzentration in der
Nitratvariante im Vergleich zur Kontrolle von C. vulgaris, Balken symbolisieren Standard-
abweichung, n =2

In Tab. 19 sind die Unterschiede der relativen Gehalte aus gefriergetrockneten Proben
gegenubergestellt. Mit Ausnahme des ALA- und Astaxanthingehaltes konnte eine
Zunahme der analysierten Inhaltsstoffe nachgewiesen werden. Das Zellgewicht der Zellen
aus der Nitrat-Variante war im Mittel um 8 % geringer.
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Tab. 19: Ergebnisse der Analyse aus gefriergetrockneten Proben des Nitratversuches im
Vergleich zur Versuchskontrolle (x entspricht der Standardabweichung, %6, bzw. %ogs
entspricht der Abweichung zum relativen Gehalt bzw. zur absoluten Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle, n = 2)

Variante Nitrat Kontrolle
Parameter  g-100 g™~ g-100 g™ Yorel] - [Yoats]
Protein 64,33+0,04 28,05+1,20 129 106
LA 3,82+0,06 2,20+£0,20 74 55
ALA 1,24+0,07 1,23+0,15 1 -5
B-Carotin  0,15+0,00 0,06 £0,00 150 124
Lutein 044+£0,01 0,30+0,01 47 32
Asta 0,02+0,00 0,02+0,00 0 -10
Chla 341+£0,04 1,48+0,07 130 107
Chlb 1,22+0,01 0,55+0,04 122 101
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4.8 Ergebnisse und Diskussion der REM Untersuchungen

4.8.1 Ergebnisse der REM-Untersuchungen

Die REM-Untersuchungen wurden durchgefiuhrt, um die Oberflachenmorphologie der
Algenzellen mit einer hohen Auflosung und Tiefenscharfe auch in Abhangigkeit der
Behandlung darzustellen. Zudem sollte die Elementverteilung in den Algen in
Abhangigkeit der Behandlung und Spezies erfasst werden. Die Aufnahmen wurden durch
eine Beschleunigungsspannung von 3 keV mit verschiedenen VergroRerungen erstellt.
Ausgewahlte Proben (Tab. 20) von verschiedenen Versuchen wurden rasterelektronen-
mikroskopisch untersucht. Die Proben waren gefriergetrocknet und bis zur Untersuchung
bei -20°C gelagert.

Tab. 20: Proben- und Versuchsauswahl fir REM-Untersuchungen

Proben- Algenart Tag-Nacht-Regime [h]

bezeichnung (Lichtquelle)

Cuv.l C. vulgaris 14:10 (FL)

Cuv.2 C. vulgaris 20:4 (LED)

C.v3 C. vulgaris 22:2 (FL)

Cv.4d C. vulgaris 24:0 (FL)

S.o.l S. obliquus 18:6 (FL)

S.0.2 S. obliquus 24:0 (FL)

Chlorella vulgaris

In Abb. 40A-B sind beispielhaft C. vulgaris-Zellen aus einem Versuch mit einem 20:4-h
Tag-Nacht-Regime mit zwei verschiedenen Auflosungen dargestellt.

Abb. 40A-B: REM-Aufnahme der Probe C.v.2, Malistab 2 um (A) und 200 nm (B) (REM-
Mikroskop: Gemini 500 (Zeiss), EDX-System X-MAXn 150)

Die Abbildungen zeigen die charakteristische kugelige Struktur der C. vulgaris-Zellen. Der
Durchmesser der gefriergetrockneten Zellen betragt ca. 2 um. In Abb. 41A-D befinden
sich weitere Abbildungen von C. vulgaris-Zellen von Versuchen mit unterschiedlichen
Photoperioden bzw. Lichtquellen.
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Abb. 41A-D: REM-Aufnahmen von C. vulgaris-Zellen aus Versuchen mit verschiedenen
Photoperioden bzw. Lichtquellen (REM-Mikroskop: Gemini 500 (Zeiss), EDX-System X-
MAXn 150, Mal3stab: 1 um, A: C.v.1,B: C.v.2, C: C.v.3, D: C.v.4)

Verschiedene Bildausschnitte von REM-Aufnahmen wurden verwendet, um die
Elementverteilung charakterisieren zu konnen. Dafir wurden die mit dem EDX-
Detektorsystem aufgenommenen Spektren dieser Bildausschnitte ausgewertet. In der
Abb. 42A befindet sich beispielhaft eine analysierte Flache von C. vulgaris-Zellen aus der
Probe C.v.2. In Abb. 42B befindet sich das entsprechende Spektrum der Element-
verteilung.

EDS Layered Image 21

Abb. 42A-B: Ausgewahlte Flache fir die Elementanalyse aus einer Probe von C.vulgaris
(C.v.2) (A); Spektrum der Elementanalyse flr diesen Bildausschnitt (B)
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In der Abb. 43 sind die Flachenanalysen einzelner Elemente fur den Bildausschnitt von
Abb. 42A dargestellt.

Abb. 43: Flachenanalyse einzelner Elemente (EDX-Analyse) von C.vulgaris fir den
Bildausschnitt von Abb. 42A mit einem Mal3stab von 50 pm

Kohlenstoff Sauerstoff Natrium Chlor

O Kal

C Kal 2

Na Kal_2

~<oum
50um 50pm S0pm

50pm

Stickstoff Phosphor Magnesium Schwefel

N Kal 2 P Kal Mg Kal_2 S Kal

50pum 50pm 50pm 50pm

Wie aus den Flachenanalysen von Abb. 43 hervorgeht, ist die Verteilung der untersuchten
Elemente Uber der ausgewahlten Flache relativ gleichméRig. Signifikante lokale
Konzentrationen konnten im Ubersichtsbild nicht gefunden werden. In der Tab. 21
befindet sich die durchschnittliche Elementverteilung fur jede Probe.

Tab. 21: Durchschnittliche Elementverteilung in % fur C. vulgaris-Zellen (n.b. = nicht
bestimmbar)

Probe
Element Cv.l Cv2 Cuv3 Cuvd4
Kohlenstoff 51,30 55,57 57,34 31,30
Sauerstoff 30,50 2499 19,71 11,88
Natrium 7,37 5,89 6,99 15,61
Chlor 9,29 11,18 11,06 40,05
Stickstoff n. b. n. b. 2,92 n. b.
Phosphor 0,38 0,35 0,57 0,21
Magnesium 0,29 0,16 0,25 0,13
Schwefel 0,19 0,21 0,25 0,22
Kobalt 0,65 0,70 0,39 n. b.
Kalium n. b. 0,94 0,53 n. b.

Eine behandlungsspezifische Verteilung der Elemente konnte nicht nachgewiesen werden.
Aufféllig war der Kobaltanteil in den Proben mit Ausnahme von C.v.4. Hinzu kam ein
unregelmaRiger Belag Uber den Zellen, der die weitere Auswertung der Elementverteilung
storte. Verschiedene Bildausschnitte einer Probe ergaben daher unterschiedliche
Verteilungen der Elemente.
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Scenedesmus obliquus
Die Abb. 44A-B zeigt REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten S. obliquus-Zellen.

Abb. 44A-B: REM-Aufnahmen von S. obliquus-Zellen (REM-Mikroskop: Gemini 500
(Zeiss), EDX-System X-MAXn 150, A: 18:6-h, B: 24:0-h

Im Vergleich zu den kugeligen C. vulgaris-Zellen, ist die charakteristisch, langliche
Struktur von S. obliquus-Zellen zu erkennen. Bedingt durch die Gefriertrocknung zeigt
sich eine eingefallene Oberflachenstruktur. Die GrélRe der getrockneten Zellen betragt ca.
4um. In 45A-B ist die Aufnahme und das Spektrum der Flachenanalyse eines
Bildausschnittes dargestellt.

EDS Layered Image 6

S o LB -~ S S

10pm

Abb. 45A-B: Ausgewdhlte Flache fir die Elementanalyse aus einer Probe von S. obliquus
(S.0.1) (A); Spektrum der Elementanalyse fur diesen Bildausschnitt (B)
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In Abb. 46 befinden sich die entsprechenden Flachenanalysen einzelner Elemente fir den
Bildausschnitt aus Abb. 45A.

Abb. 46: Flachenanalyse einzelner Elemente (EDX-Analyse) von S.obliquus fir den
Bildausschnitt von Abb. 45A mit einem Mal3stab von 5 pm

Kohlenstoff

CKal 2

Spm

Sauerstoff
0O Kal

Spm

Natrium
Na Kal_2

S5pm

Chlor

Cl Kal

Spm

Phosphor

P Kal

Spm

Magnesium
Mg Kal_2

Silizium
Si Kal

Wie aus den Flachenanalysen von Abb. 46 hervorgeht, ist anhand der Kohlenstoff- und
Sauerstoffanteile eine inhomogene Hohenstruktur durch die Zellen erkennbar. Fir die
dargestellten Elemente Natrium, Silizium und Chlor ergab sich eine relativ gleichmaRige
Verteilung. Die Darstellungen von Sauerstoff, Magnesium und Phosphor zeigen lokal
erhohte Konzentrationen. Wie bei C. vulgaris-Proben wiesen die Flachenanalysen fur
S. obliquus eine homogene Verteilung von Natrium und Chlor auf. In Tab. 22 ist die

durchschnittliche Elementverteilung fur

zusammengefasst.

die zwei

Tab. 22: Durchschnittliche Elementverteilung der Proben von S. obliquus

Probe

Element S.o.l S.0.2
Kohlenstoff 75,03 76,75
Sauerstoff 13,38 12,44
Natrium 2,65 1,05
Chlor 4,46 0,87
Stickstoff 2,22 6,08
Phosphor 0,73 1,14
Magnesium 0,42 0,68
Schwefel 0,72 0,65
Kobalt, Kalium - -
Silizium 0,38 0,35

analysierten S. obliquus-Proben
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Aus der Tab. 22 geht ein hoher Anteil von Kohlenstoff und Sauerstoff fir den jeweiligen
Bildausschnitt hervor. Natrium und Chlor konnte in geringeren Konzentration als in den
Proben von C. vulgaris nachgewiesen werden. Im Unterschied zu den C. vulgaris-Proben
konnte kein Kobalt bestimmt werden.

4.8.2 Diskussion der REM-Untersuchung

Durch die Untersuchung der Oberflachenstruktur konnte die unterschiedliche Morphologie
von C. vulgaris und S. obliquus mit einer hohen Aufldsung dargestellt werden. Sowohl die
kugelformige Geometrie von C. vulgaris, als auch die langliche Struktur von S. obliquus
konnten reproduzierbar gezeigt werden. Hierfir ist die Untersuchungsmethode sehr gut
geeignet. Eine Abhéangigkeit der Feinstruktur von der Behandlung konnte nicht
nachgewiesen werden. Dies kann auf eine stabile Geometrie der Zellen gegentber der
Behandlung mit verschiedenen Photoperioden bzw. gegentiber der LED-Belichtung und
den daran gebundenen Veranderungen im Nahrmedium hindeuten. Flr die Auswertung der
Morphologie muss zudem berticksichtigt werden, dass durch den Eintrocknungseffekt
Verénderungen stattfinden.

Eine Auswertung zur Aufklarung der Elementverteilung in Bezug auf versuchsbedingte
und spezies-spezifische Unterschiede war nicht exakt moglich. Diese wurde vermutlich auf
Grund der Praparation der Algenzellen verféalscht. Dafur wurden die Proben vor der
Trocknung nach Versuchsende zweifach mit einer 0,9 %igen NaCl-Lésung gewaschen
(vgl. Kapitel 3.3.7, S. 38), um Medienbestandteile von den Zellen abzulésen. Auf Grund
der insbesondere bei C. vulgaris-Proben nachgewiesenen hohen Anteile von Na und Cl, ist
davon auszugehen, dass dieser Elemente durch die Salzriickstande nach der Waschung der
Zellen verursacht wurden. Dies bekraftigen auch die Aufnahmen der Zellen, die einen
Belag tGber den Algenzellen aufweisen (z. B. Abb. 40A). Auf Grund der geringeren Anteile
von Na und Cl in den Proben von S. obliquus-Zellen deutet es sich an, dass diese Zellen
vermutlich weniger NaCl der Waschlésung gebunden hatten. Dies kann durch die besseren
Absetzeigenschaften der Zellen beeinflusst worden sein, da S. obliquus-Zellen nach den
Zentrifugationsschritten, zur Waschung der Proben, festere Pellets aufwiesen. Dadurch
konnte die NaCl-Losung effizienter abgenommen werden und geringere Anteile von NaCl
auf den Proben verbleiben. Weiterhin kdnnen auch Ruckstdnde des N&hrmediums mit den
Hauptelementen Kalium, Stickstoff, Phosphor, Schwefel und Magnesium die Auswertung
der Einzelelemente verfélschen. In den Aufnahmen von S. obliquus deuten sich lokale
Konzentrationen von Phosphor, Magnesium und Sauerstoff an, die auf die Verteilung im
Zellkern oder den Chloroplasten verursacht werden kann. Weiterhin auffallig war, dass in
3 von 4 C. vulgaris-Proben Kobalt nachgewiesen wurde. Kobalt ist als Mikron&hrstoff im
N&hrmedium enthalten und wird z. B. fir den Aufbau von Vitamin B;, bendétigt wird. Die
Ergebnisse deuten daher auf eine Akkumulation von Kobalt in den Zellen hin.

Fir eine weitere Anwendung dieser Methode muss die Probenaufbereitung optimiert
werden, so dass keine Ruckstdnde des Mediums oder von Waschldsungen vorliegen. Eine
Aufbereitung ohne NaCl erwies sich jedoch im Rahmen dieser Versuche als nicht geeignet,
da dadurch keine festen Pellets nach dem Zentrifugieren erreicht wurden und
Medienbestandteile nicht abgenommen werden konnten.
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5 Zusammenfassende Diskussion

5.1 Arbeitsziel

Im Rahmen der Arbeit wurde der Einfluss elektromagnetischer Strahlung auf zwei ausge-
wahlte Mikroalgenarten, C. vulgaris und S. obliquus, aus der Abteilung der Chlorophyta
untersucht, um Optimierungen zur Steigerung der Biomasse- oder Stoffwechselaktivitét
herauszuarbeiten. Untersucht wurden dabei die Parameter:

1 Photoperiode (14:10-h, 20:4-h, 22:2-h,- 24:0-h mit C. vulgaris und zusatzlich
16:8-h und 18:6-h mit S. obliquus),

2 spektrale Lichtzusammensetzung bei der Belichtung mit Leuchtstoffrohren und
Leuchtdioden mit C. vulgaris,

3 zusatzliche UV-A- (bei 370 nm) und UV-B-Strahlung (312 nm) mit C. vulgaris und

4 zusatzliche Mikrowellen-Bestrahlung bei einer Arbeitsfrequenz von 2,45 GHz mit
C. vulgaris und S. obliquus.

Die Ergebnisse Lichtnutzungseffizienz, der zelluldaren und volumetrischen Gehalte bzw.
Ertrdge und die Ergebnisse der statistischen Auswertung befinden sich im Anhang 6 (S.
154), 7 (S. 158) und 8 (S. 162). Die Einflusse der verschiedenen Behandlungsvariationen
werden in den folgenden Kapiteln zusammenhéngend diskutiert.

5.2 Wachstumsprofile und Biomassebildung
Auswertung der Wachstumsprofile

Wachstumsprofile wurden fiir alle Behandlungen durch die Ermittlung der Wachstums-
raten auf Basis der Zellzahlen erstellt.

Unabhéngig von der Behandlung zeigten die Wachstumsprofile von C. vulgaris eine kurze
Adaptionsphase von 24 h. Die anschliefende exponentielle Phase endete nach 72 bis 96 h.
Die maximale Wachstumsrate wurde nach 48 bis 72 h erreicht. Je langer die Photoperiode
eingestellt war, desto friihzeitiger wurde die maximale Wachstumsrate erreicht. Die
Wachstumsprofile von S. obliquus zeigten keine Adaptionsphase, da die maximale Wachs-
tumsrate bereits nach 24 h erreicht wurde. Die exponentielle Wachstumsphase war
entsprechend nach ca. 48 h beendet. Eine Abhédngigkeit von der Photoperiode konnte dabei
nicht konkret zugeordnet werden. Die kurze Adaptionsphase von C. vulgaris kann durch
einen langsameren Verbrauch verfugbarerer N&hrstoffe bzw. durch die Adaption an photo-
autotrophe Wachstumsbedingungen deuten, da C. vulgaris-Kulturen photoheterotroph vor-
kultiviert wurden. Nach Maclintyre und Cullen (2005) ist in Batch-Kulturen die Adaptions-
phase kurz, wenn es sich um ein hohes Inokulum handelt oder die Zellen sich in einem
ahnlichen Medium befinden wie in der Vorkultur und damit schon angepasst sind. Dies
wird vor allem durch die S. obliquus Kulturen bestétigt, welche keine Adaptionsphase
aufwiesen. Da im Vergleich zur Vorkultivierung eine Intensitatserh6hung von
80,4 pmol-m?.s? auf 324,8 pmol-m?2-s* (C. vulgaris) bzw. von 108 pmol-m?.s* zu
306,4 umol-m™-s* (S. obliquus) zur Behandlungskultur erfolgte, kann auch dadurch das
Wachstum bzw. die Zellteilung geférdert worden sein.
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Nach Becker (1994) kann die Entnahme von Zellen aus der Vorkultur, die sich in der
Adaptions-, exponentiellen oder friihen stationdren Phase befinden, zu einer kurzen
Adaptionszeit fihren, da diese Zellen bereits eine hohe Teilungsbereitschaft durch eine
hohe physiologische Aktivitat aufweisen. Dies fuhre zu einer héheren Sensitivitat der
Zellen in Bezug auf Veranderungen ihrer Umgebungsbedingungen. Daher wurde die
Behandlung der beiden Kulturen in Bezug auf die UV- und Mikrowellenbestrahlung u. a.
in diesem Zeitrahmen durchgefiihrt bzw. begonnen. In welcher Wachstumsphase sich die
Zellen der Vorkulturen befanden, wurde nicht untersucht. Auf Grund der Zugabe von
Nahrmedium ca. sechs Tage vor Versuchsbeginn ist davon auszugehen, dass die
Néahrstoffe bereits limitiert vorlagen und sich die Zellen in der (friihen) stationdren Phase
zum Versuchsbeginn befanden.

Die Adaptionszeit von 24 h bei C. vulgaris kann andeuten, dass die Umstellung von photo-
heterotroph zu photoautotroph keinen langfristigen Prozess fiur die C. vulgaris-Zellen
bedeutet und ein Wechsel zwischen diesen Kultivierungsbedingungen schnell méglich ist.
Nach Liang et al. (2009) und Bell (2012) kénnen Mikroalgen spezifische autotrophe oder
heterotrophe Kulturen sein, wenn diese Kulturbedingungen als Langzeitbedingungen wie
z. B. nach Isolation aus spezifischen Abwassern, angeboten wurden. Dabei kdnnen die
Stoffwechselwege zur Verarbeitung von organischen und anorganischen Verbindungen bei
einigen Arten parallel oder nur im Wechsel erfolgen (Perez-Garcia et al. 2011, Bell 2012).
Unter naturlichen Bedingungen kénnen Mikroalgen beides: heterotrophes Wachstum in der
Nacht und autotrophes Wachstum am Tag (Hammed et al. 2016). Liang et al. (2009)
nutzten autotrophe Vorkulturen als Ausgangspunkt fiir heterotrophe Kultivierungs-
versuche. Dafur wurden von den autotrophen Kulturen drei weitere Subkulturen gezogen,
welche an das kiinftige Versuchsmedium mit organischen Kohlenstoffquellen adaptiert
wurden. Im Anschluss konnten hohe Wachstumsraten als Indiz fiir eine Anpassung an die
neuen Bedingungen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten an, dass die
Anpassung an den Wechsel zwischen autotrophen und heterotrophen Bedingungen
mehrerer Generationszeiten bedarf. Dies konnte die geringeren Wachstumsraten und die
Adaptionsphase innerhalb der ersten 24 h bei C. vulgaris erklaren. Martinez und Orus
(1991) zeigten in ihren Versuchen, dass C. vulgaris-Kulturen, die aus Abwassern der
Zuckerindustrie isoliert wurden, hohere Wachstumsraten durch die Zugabe von Glucose
aufwiesen als durch zusétzliches CO, (2 %) bzw. durch CO; aus der Umgebungsluft. Die
Autoren vermuten, dass vorkultivierte photoheterotrophe Kulturen Glucose als Kohlen-
stoffquelle fir das Wachstum praferieren, aber auch sowohl organischen als auch anorga-
nischen Kohlenstoff gleichzeitig verwerten konnen. Da die C. vulgaris-Vorkulturen Gber
viele Generationen an Glucose als Kohlenstoffquelle adaptiert waren, kann somit die kurze
Adaptionszeit der Wachstumsraten in den Versuchen dieser Arbeit verursacht worden sein.
Andererseits zeigt dies aber auch, dass der Stoffwechsel schnell zur Nutzung anorganischer
Kohlenstoffquellen von C. vulgaris umgeschaltet werden kann. Durch einen Vergleich zu
photoautotrophen Vorkulturen von C. vulgaris in weiteren Experimenten mdusste dies
untersucht werden. Dabei sollte geklart werden, ob und inwieweit durch den Wechsel der
photoheterotrophen Vorkultivierung zur photoautotrophen Versuchskultivierung das
Wachstumsprofil verédndert wird. Dadurch kénnen Anpassungen an Veranderungen der
Kohlenstoffquelle diskutiert werden.
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Durch die LED-Belichtung konnten bei C. vulgaris-Kulturen im Vergleich zu anderen
Belichtungsvarianten hohe Wachstumsraten bis 72 h nach Versuchsbeginn nachgewiesen
werden. Zudem sank die Wachstumsrate dabei zundchst verzogert und anschlie3end
konstant bis zum Ende, wéhrend die Wachstumsraten von C. vulgaris-Kulturen, die mit
Leuchtstoffrohren belichtet wurden eine schnellere Reduzierung aufwiesen. Bei
S. obliquus-Kulturen konnte ein erneuter Anstieg der Wachstumsrate nach 72 bis 96 h
gezeigt werden. Je langer die Photoperiode dauerte, desto friher erfolgte dieser Anstieg
und desto hoher war der am Ende erreichte Biomasseertrag. Bei C. vulgaris-Kulturen
konnte dies nicht in dieser Deutlichkeit beobachtet werden. Zwischen 144 und 192 h
deutete sich in den Kulturen mit einer Photoperiode von >20 h ein kurzer Anstieg an,
welcher in der 14:10-h Variante nicht nachweisbar war. Auf Grund der Uberpriifung des
Nitratgehaltes im Medium, deutet sich eine Abhangigkeit dieses zweiten Anstieges von der
Nitratverfligung, insbesondere fur S. obliquus, im Medium an. Die Nitratmessungen
ergaben einen vollstandigen NOs-Verbrauch in Abhangigkeit von der Lange der Photo-
periode, der jedoch fiir eine Variante um 24 h schwankte. Flr C. vulgaris bedeutete dies,
dass mit Ausnahme der 14:10-h und LED-Variante nach ca. 144-168 h Stickstoff
verbraucht war. Fir LED belichtete Kulturen konnte bereits nach 120 bis 144 h kein Nitrat
im Medium mehr nachgewiesen werden. S. obliquus-Kulturen wiesen ebenfalls mit
Ausnahme des 14:10-h Variante einen vollstandigen Nitratverbrauch nach ca. 120 h (unter
Dauerbelichtung) bis 168 h (bei 16:8-h) nach Versuchsbeginn auf. Da die Nahrmedien an
das 14:10-h Regime angepasst waren, konnte fir diese Belichtungsvarianten bis 192 h bei
beiden Spezies nach Versuchsbeginn Nitrat nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen
Zeitpunkte des Nitratverbrauches fur eine Belichtungsvariante zeigt zum einen die hohe
Variabilitat in den Versuchen und zum anderen waren die Ausgangsbedingungen nicht
identisch. Durch die Vorkulturen wurden jeweils unterschiedliche Gehalte von NO3 in die
Hauptkultur Gbertragen, obwohl diese gleich behandelt und das Medium regelmaiig und
gleichmélig erneuert wurde. So ergaben sich Startkonzentrationen von 334-389 mg
NOs-1™ in C. vulgaris-Startkulturen und 516-548 mg NO3 ™1™ in S. obliquus-Startkulturen.

Einfluss Nahrstofflimitierung

Unter limitierenden Bedingungen kénnen Mikroalgen ihren Stoffwechsel umstellen, eigene
Stoffwechselprodukte abbauen oder ein Produkt sekretieren, welches als weiteres Substrat
assimiliert werden kann. Dadurch kénnen Verbindungen fiir weiteres Zellwachstum und
Biomasseproduktion bereitgestellt werden. Dies kann z. B. durch Sekretion von Kohlen-
stoffverbindungen wie Acetat in der Dunkelphase oder den Abbau von stickstoffreichen
Verbindungen wie z. B. Chlorophyll und Proteinen zur Freisetzung von Stickstoff erfolgen.
(Li et al. 2008, Bell 2012) Die Ergebnisse legen auf Grund des zweiten Anstieges nahe,
dass S. obliquus-Zellen in der Lage sind, unter den entwickelten néhrstoff- und lichtlimi-
tierenden Bedingungen ihren Stoffwechsels so umzustellen, dass weitere Substrate zur
Verfugung gestellt und flr physiologische Prozesse wie Zellteilung und dem Aufbau von
Biomasse verbraucht werden koénnen. C. vulgaris-Zellen scheinen dazu in geringerem
Ausmald ebenfalls moglich, wie der kurze zweite Anstieg andeutete. Dabei konnte eine
Abhangigkeit des Zeitpunktes flr die kurzen Anstiege nicht unmittelbar zum Zeitpunkt der
Nitratlimitierung zugeordnet werden. Weitere Nahrstoffe wurden jedoch nicht bestimmt.
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Stickstoffeinfluss

Dass Stickstoff einen Einfluss auf Wachstums- und Stoffwechselprozesse bewirkt, konnte
bereits durch andere Studien gezeigt werden. Um die Abhangigkeit des Wachstums und
auch der Stoffwechselaktivitdt vom Nitratgehalt abschatzen zu konnen, wurde ein
Vergleichsversuch mit doppelter KNO3z-Konzentration im Medium im Vergleich zum
Standardmedium mit C. vulgaris unter Dauerbelichtung durchgefuhrt (Kapitel 4.7, S. 89).
Die Ergebnisse des Nitrat-Versuches zeigen, dass die Wachstumsrate in den Kulturen mit
zusatzlich KNO3; geringer Anstieg, als die Zellen mit dem Standardmedium. Die
Wachstumskurven zeigten weiterhin auch kein erneutes Ansteigen der Wachstumsrate am
Ende des Versuches im Gegensatz zu Zellen der Kontrolle. Damit wird die Vermutung
bestéatigt, dass dieser in Verbindung mit der Stickstoffverfligbarkeit steht.

Piorreck et al. (1984) untersuchten den Einfluss verschiedener Stickstoffquellen- und
konzentrationen auf das Wachstum von u. a. C. vulgaris und S. obliquus. Die Ergebnisse
zeigten, dass C. vulgaris bei Konzentrationen von ca. 0,3 g-I"* KNOs langere exponentielle
Wachstumsphasen und hohere Biomasseertrage erreichten, als mit 1g-1" KNOs. Dies
kdnnte den inhibierenden Effekt einer zu hohen KNO3; Konzentrationen zu Beginn des
Nitrat-Versuches erklaren, der den geringeren Anstieg der Wachstumsrate bewirkte. Das
hohe Stickstoffkonzentrationen wachstumsinhibierend und damit als Stressor wirken,
postulierten auch Feng et al. (2011). Bei S. obliquus konnten Piorreck et al. (1984) dagegen
zeigen, dass hohe Konzentration von 1 g:I"* nicht inhibierend wirkten und langere expo-
nentielle Wachstumsphasen ermdglichten als mit geringeren NO3z- Konzentrationen. Dies
bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit, da bereits in den Vorversuchen gezeigt werden
konnte, dass S. obliquus Nitrat schneller verbrauchte als C. vulgaris, woraufhin das
Standardmedium auf 0,7 g-I* angepasst wurde. Daher sollte das Nahrmedium fir
S. obliquus-Kulturen im Vergleich zu C. vulgaris-Kulturen mehr Stickstoff, z. B. in Form
von NOj enthalten.

COy-Einfluss

Auch die Ergebnisse der CO;, 75— Variante deuten an, dass sich die Zellen an diese
Bedingungen zunéchst adaptieren missen. Dieser Prozess dauerte ca. 24 h. Durch den
hoheren CO,-Gehalt in der Begasung konnten hohere Zellzahlen und insgesamt hohere
Biomasseertrage im Vergleich zu allen Behandlungsvarianten erreicht werden. Ursache
kann zum einen die durch den geringeren pH-Wert des Mediums hohere Verfiligbarkeit von
CO, aus dem Medium sein, welches durch passive Diffusion in die Zellen gelangt.
Dadurch stand mehr CO, u. a. flr die Photosynthese und Atmung zur Verfligung. Dadurch
kdénnen mehr intrazellulére Verbindungen aufgebaut werden. Dies wurde jedoch auf Grund
des zu starken Anstieges der Zellzahl nicht durchgefihrt, um kleinstmégliche Einflusse
durch die variierten Photoperioden, unterschiedlichen Lichtquellen sowie zusétzlicher
Mikrowellen- und UV-Strahlung identifizieren zu konnen. Ist eine Begasung mit zusétzlich
CO; vorgesehen, ist z. B. eine gestufte Begasung mit steigenden CO,-Konzentrationen in
Abhéangigkeit der Zellkonzentration zu untersuchen. Zu viel CO, kann jedoch auch zu
einer Versauerung des Mediums und damit einer Hemmung der Photosynthese fiihren (Hu
und Gao 2006). Zudem muss das Nahrmedium an die veranderte Wachstumskinetik
entsprechend angepasst werden.
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Auswertung der Biomasseertrage

Die Auswertung der Biomasseertrége ergab, dass mit steigender Tagesdauer und durch die
Belichtung mit dem LED-Modul der Biomasseertrag anstieg. Jedoch unterschieden sich
die Varianten mit einer Lichtdauer > 20 h nicht signifikant voneinander. Der hochste
Ertrag wurde bei kirzester Photoperiode und zusatzlichem CO; erreicht. Jedoch wurden
die Kulturen mit einer doppelt so hohen Lichtintensitat belichtet. Damit ist diese Variante
nur begrenzt vergleichbar mit Varianten ohne zusatzlich CO, und geringerer Licht-
intensitat. In Abhéangigkeit von den untersuchten Photoperioden konnte bei den mit
Umgebungsluft begasten Varianten eine 1,9-fache Zunahme der Biomasse bei C. vulgaris
und eine 1,6-fache Zunahme bei S. obliquus zwischen der kirzesten und der langsten
Photoperiode erreicht werden. Durch die LED-Belichtung (20:4-h) konnte ein signifikant
hohere Biomasseertrag um 18 % und eine um 12 % hohere Zellkonzentration im Vergleich
zur 20:4-h-Variante mit FL erreicht werden. Der hohere Biomasseertrag der LED-Variante
konnte sich durch die hohen und langsamer reduzierenden Wachstumsraten ergeben. Der
Effekt der LED-Belichtung kann durch die effizientere Nutzung von roten und blauen
Photonen fiir die Photosynthese und schlieBlich auch fur den Stoffwechsel verursacht
worden sein. Lee und Palsson (1996) wiesen eine verstarkte und verfriihte Zellteilung in
Mikroalgen durch die Bestrahlung mit rotem Licht nach. Weiterhin kdnnen Photonen des
roten Lichtes Chlorophyllelektronen hoéher anregen. Dies fuhrt zu einer signifikanten
Erhohung der Wirkungseffizienz der Molekule. Dadurch kann mehr ATP synthetisiert
werden, welche wiederum fiir die Synthese von Biomolekilen fihren kann, die das
Wachstum fordern. (Pérez-Pazos und Fernandez-lzquierdo 2011) Untersuchungen von
Toro (1989) haben gezeigt, dass die Zellteilung nicht nur von der Dauer der Photoperiode
abhangt, sondern auch von der Menge und Eigenschaft der Photonen, die auf die Algen-
zellen bzw. auf die entsprechenden Rezeptoren treffen. Dies bestatigen die Ergebnisse der
LED-Variante, da bei gleicher Photoperiode (20:4-h) und vergleichbarer Intensitét, jedoch
spezifischen Photonen eine hohere Biomasse und Zellzahl bewirkten. Das spektral
charakteristische Licht der Leuchtstoffrohren setzt sich dagegen aus verschiedenen
Wellenlangen zusammen, sodass auch Photonen mit wenig Effizienz fur die Anregung der
Stoffwechselaktivitat und Biomassebildung emittiert werden. (Wijanarko et al. 2004)
Dadurch ist die Nutzung von Leuchtstoffrohren weniger effektiv. Zusétzlich konnte ein
30 % hoherer Stromverbrauch im Vergleich zur 20:4-h Kontrolle mit Leuchtstoffréhren
nachgewiesen werden. Zudem besitzen sie eine kirzere Standzeit als LED und haben einen
hoheren Energieverlust durch Warme.

Die Ergebnisse des Nitratversuches haben gezeigt, dass die Kultivierung unter nicht-
stickstofflimitierenden Bedingungen nicht zu hoheren Wachstumsraten und Biomasse-
ertragen fuhrte. Der Biomasseertrag war im Vergleich zur durchgefiihrten Kontrollvariante
um ca. 26 % und die Zellzahl war im Mittel um 16 % geringer Dies kann darauf deuten,
dass Nitrat als Stickstoffquelle unter den gegebenen Bedingungen nicht in der Form
umgesetzt werden konnte und/oder weitere wachstumslimitierende Faktoren wie z. B.
Phosphor, der hohe pH-Wert oder die Belichtungsdauer eine Rolle spielten.
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Zellgewicht

Nach Behrens (2005) besteht eine Abhdangigkeit zwischen dem Zellgewicht, der Zell-
konzentration und der Lichtintensitéat bei Stickstofflimitierung. So kann nach Behrens et al.
(1989) C. vulgaris unter N-Limitierung bis zu 50 % der Biotrockenmasse Starke einlagern.
Die Einlagerung von kohlenstoffreichen Verbindungen wie Stdrke, kann nach den
Untersuchungen von de Winter et al. (2017) auch ohne Stickstofflimitierung induziert
werden, da diese mit fehlender bzw. geringerer Respiration ohne Nachtphase bei einer
Dauerbelichtung nicht verbraucht sind. Wahrend der Nachtphase kommt es sonst durch die
Respiration zu einem Biomasseverlust in der Nacht und tageszeitlichen Schwankungen der
Biomasse, die auch die Biomassebestimmung beeinflussen kdnnen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigten, dass mit zunehmender Lichtdauer, das Zellgewicht von C. vulgaris-Zellen
im Vergleich zur Kontrollvariante (14:10-h) um bis zu 39 % (24:0-h) zunahm (Anhang
A9, S. 167). Die starkste Zunahme trat bei der CO,-Variante (0,75 %) mit einer Zunahme
von ca. 59 % auf. Die LED- und Nitrat-Variante wies ein um ca. 30 % hoheres Zellgewicht
im Vergleich zur 14:10-h Kontrolle auf. Bei S. obliquus nahm das Zellgewicht erst bei
deutlich ldngeren Photoperioden (> 20 h) zu. Die Zunahme der Zellgewichte kann auf eine
(zunehmende) Einlagerung von Stoffwechselprodukten, wie z. B. Stirke und Glucose
deuten. Da die Zunahme der Zellgewichte mit der Photoperiode bzw. dem Nitratverbrauch
korreliert, kann dies die Ergebnisse von Behrens et al. (1989) und de Winter (2017)
bestatigen. Da die Kohlenhydrate nicht analysiert wurden, koénnen keine weiteren
Aussagen zu einer tatséchlichen Einlagerung dieser Verbindungen getroffen werden.
Mikroskopische Untersuchungen konnten jedoch eine granuldre Struktur in den Zellen
darstellen, welche auch durch eine deutliche Gelbfarbung gekennzeichnet waren. Diese
Beobachtung kann durch die Einlagerung von Lipiden (Gelbfarbung) und von Glucose
bzw. Starke in Starkekdrnchen (granuldre Struktur) im Cytoplasma und/oder an Pyreno-
iden bewirkt worden sein. Die Zunahme des Zellgewichtes muss jedoch nicht mit der Zell-
grole einhergehen, da Zellen auBer bei der Nitrat-Variante eine deutliche Verkleinerung
der ZellgroRe im Vergleich zu Versuchsbeginn aufwiesen.

Lichtnutzungseffizienz

Zur Bewertung der Lichtnutzungseffizienz wurde das Gesamtlichtintegral bestimmt und
auf den Biomasseertrag und die Zellzahl bezogen. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei
kirzeren Photoperioden mehr Energie in Biomasse bzw. fir die Zellteilung umgewandelt
wurde. Fir C.vulgaris ergaben sich das 20:4-h Tag-Nacht-Regime bezogen auf den
erhaltenen Biomasseertrag die beste Lichtnutzungseffizienz. Mit zunehmender Lichtdauer
wurde nicht mehr Lichtenergie in Biomasse umgewandelt (Anhang A 6, S. 124). Fir
S. obliquus-Kulturen war bezogen auf den Lichtenergieeinsatz das 14:10-h und die 16:8-h
Regime gleichermalien effizient. Dementsprechend ist eine Kultivierung unter langerer
Belichtung zur Produktion hoher Biomasse unter diesem Aspekt und unter
Berticksichtigung der Versuchsbedingungen dieser Arbeit bei beiden Spezies nicht
optimal.
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Untersuchungen von de Winter et al. (2013) deuten an, dass zugeflhrte Lichtenergie
wéhrend der Zellteilung energetisch nicht sinnvoll ist. Um die photosynthetische Effizienz
zu erhohen sollte eine Synchronisierung der Kulturen erfolgen, bei denen die Zellteilung in
der Nacht erfolgt. Nach de Winter et al. (2017) flihrt dies auch zu einem physiologischen
Vorteil der Kulturen.

Mikroskopische Untersuchungen wahrend der Versuche dieser Arbeit zeigten, dass sich
die Zellen zum Probenahmezeitpunkt, der immer zur gleichen Uhrzeit in der Tagphase
stattfand, sich in unterschiedlichen Phasen, d. h. vor, wéhrend und nach der Zellteilung,
befanden. Eine Verschiebung des Zellzykluses kann z.B. durch die zunehmende
Limitierung von Nahrstoffen und Licht stattgefunden haben. Dadurch kénnen sich auch
Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der Zellzahl ergeben haben. Die Ineffizienz hoher
Lichtenergieeintrage zur Produktion hoher Zellzahlen wurde ebenfalls durch die
Auswertung des Gesamtlichtintegrals bezogen auf die Zellzahl bewiesen. Wird mehr
Energie durch die Lichtquelle bereitgestellt, als fur die Zellteilung oder andere
Stoffwechselprozesse benotigt wird, kann diese auch in Warme umgewandelt werden, um
lichtinduzierte Schaden zu verhindern (Sforza et al. 2012).

Einfluss der Mikrowellenbestrahlung

Neben der Untersuchung unterschiedlicher LichteinflussgroRen auf die Biomasse-
produktion sollte auch der Einfluss von Mikrowellen untersucht werden. Daflir wurde eine
spezifische Anlage auf Basis eines Bypasssystemes entwickelt, aufgebaut und getestet.
Anlagenspezifisch wurde eine feste Frequenz von 2,45 GHz ausgewahlt, da auf Grund von
Voruntersuchungen (Kap. 4.4, S. 81) sich eine verstarkte Dampfung der Strahlung bei
dieser Frequenz darstellte. Daher wurde eine Wechselwirkung zwischen der Mikrowellen-
strahlung und den Algenzellen in diesem Bereich erwartet. Auswirkungen auf das Wachs-
tumsprofil und die Biomassebildung konnten jedoch nicht nachgewiesen werden.

Wie bereits im Kapitel 2.2.3 (S. 21) dargestellt wurde, konnten die genauen Zusammen-
hange der Wechselwirkung von Mikrowellenstrahlen mit biologischen Organismen bisher
nicht geklart werden. Das Parameterfenster kann sehr eng sein, sodass bei bereits geringen
Abweichungen von 100-200 MHz von der Resonanzfrequenz Effekte nicht mehr induziert
werden konnen (Tambiev und Skalny 2012). Zudem handelt es sich bei den Zellen um ein
dynamisch veranderndes System, da sich die Eigenfrequenzen, aber auch die Absorptions-
eigenschaften der Zellen in Abhéngigkeit vom physiologischen Zustand der Zelle wie z. B.
der Wassergehalt, die Molekdlgrolie, das Alter der Zelle und die biochemische Zusammen-
setzung &ndern konnen. Somit wurden durch die fest eingestellte Frequenz von 2,45 GHz
mdoglicherweise Resonanzfrequenzen nicht getroffen. Es konnten auch keine Verén-
derungen oder Schédigungen auf der Basis von mikroskopischen Aufnahmen nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse der Auswertung der theoretischen und praktischen
Erwéarmung ergab eine rasche Abkuhlung nach der Behandlung im Kultivierungskolben.
Zudem ergaben Messungen mit einer hochauflésenden Infrarotkamera einen nicht zur
Leistung proportionalen Temperaturanstieg und somit einen geringeren Ubertragungsgrad
bei hohen Leistungen der Anlage. Thermische Effekte wurden in den Kulturen mit
gepulster Behandlung jedoch nicht angenommen.
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Einfluss UV-Strahlung

Bezliglich der untersuchten UV-Strahlung zeigte sich eine Reduktion der Biomasse und
der Zellzahl durch die UV-A- und UV-B-Strahlung an. Dies deutet auf eine Inhibierung
oder Schéadigung des Zellteilungsprozesses und der Photosynthese hin, da diese in photo-
autotrophen Organismen auch eines der hauptsensitiven physiologischen Ziele durch UV-
Strahlung darstellt (Hideg et al. 2013, Vass et al. 2005). Eine Schadigung des Photosyn-
theseapparates kann zu verminderten Wachstumsraten und bis zum Zelltod fiihren. Durch
die potentielle vermehrte Bildung von ROS und der Ausbildung von oxidativem Stress
konnen z. B. auch die biochemische Aktivitat und sensitive Molekdle und Zellbestandteile
verdndert und geschéadigt werden (He und Hader 2002, Vincent und Neale 2000). UV-B
Strahlen konnen dabei die DNA in héherem Malie schadigen als UV-A Strahlen. Dies ent-
spricht den Beobachtungen in den Versuchen dieser Arbeit, da die Biomasse und die Zell-
zahl in Kulturen, die mit UV-B-Strahlung behandelt wurden, etwas starker reduziert war
im Vergleich zur Versuchskontrolle als durch UV-A-Strahlung. Die mehrstiindige UV-A-
Bestrahlung am Ende des Versuches 4, welche sowohl wahrend der Tagphase als auch
wahrend der Nacht erfolgte, zeigte dagegen keinen Einfluss auf die Biomasse und Zellzahl.
Dies weist darauf hin, dass Algen in der stationdren Phase weniger sensibel, auf die UV-A
Bestrahlung reagierten als bei einer Behandlung zu Beginn des Versuches in der
Adaptions- oder exponentiellen Phase. Weiterhin kénnen die in den Zellen ausgeldsten
Reaktionen auf die Bestrahlung noch im Rahmen der mdglichen Anpassungsmechanismen
durch z. B. Reparaturmechanismen liegen und somit zu keiner Veranderung des Wachs-
tums- und Zellteilungsverhaltens fuhren (Hader et al. 2011). Ein Einfluss der Pumpe wurde
durch Referenzmessungen ohne UV-Strahlung nicht festgestellt.

5.3 Einfluss auf die Stoffwechselprodukte

Im Folgenden wird die Auswirkung der untersuchten spektralen Bereiche im Zusammen-
hang mit der nachgewiesenen Stickstofflimitierung diskutiert. Als CO,-Variante werden
die Ergebnisse der Versuche mit einem CO,-Anteil von 0,75 % in der Begasungsluft
beschrieben.

5.3.1 Proteine

Mikroalgenproteine sind von groflem Interesse als Quelle von bioaktiven Peptiden auf
Grund ihres therapeutischen Potentials zur Behandlung verschiedener Krankheiten.
Proteine, Peptide und Aminosduren konnen dabei verschiedene Funktionen wie z. B. als
Wachstumsfaktoren, Hormone und Immunmodulatoren aufweisen. (Ibanez und Cifuentes
2013) Daher werden Mikroalgen wie Chlorella sp. und Spirulina sp. als Functional Food
verwendet (Jesus Raposo et al. 2013). Durch den potentiell hohen Proteinanteil besitzen sie
einen hohen Né&hrwert und sind auch fir die Tierfutterindustrie von Interesse. In den
Mikroalgenzellen besitzen sie u. a. Funktionen als Proteinkandle durch Zellmembranen
oder als Proteinkomplexe in Lichtsammelkomplexen.

Proteine wurden im Rahmen dieser Arbeit als Gesamtproteingehalt bestimmt, sodass keine
differenzierte Auswertung zur Proteinherkunft- und funktion erfolgte. Die Bestimmung
erfolgte Uber den Bicinchoninsdure-Assay (BCA-Assay).
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Proteinbestimmung in Abh&ngigkeit der Spezies
und der Behandlung kurz zusammengefasst und diskutiert.

Der relative Proteingehalt der C. vulgaris-Kulturen war nach Versuchsende in der Nitrat-
Variante mit 65 % von der Biotrockenmasse am hochsten und in der CO, 759 -Variante
am geringsten (10 %). Der absolute zelluldare Gehalt wies zwar keine eindeutige
Korrelation zur Photoperiode auf, jedoch ergaben die relativen Gehalte, dass mit Zunahme
der Photoperiode der prozentuale Proteingehalt pro Zelle von 32 % bei 14:10 zu 23 % bei
Dauerlicht sank. Dies weist auf eine verringerte Proteinbiosynthese bzw. einen
Proteinabbau mit Dauer der Photoperiode hin. Dennoch konnte durch die mit der Zunahme
der Photoperiode steigende Zellkonzentration der volumetrische Ertrag bei C. vulgaris
gesteigert werden, sodass mit der Dauerbelichtung der hochste Ertrag erreicht wurde. Bei
der LED-Variante war der prozentuale Proteingehalt zwar geringer als in der 20:4-h-
Kontrollvariante, jedoch konnten auch dabei ein ahnlicher volumetrischer Ertrag durch die
hoheren Zellzahlen am Ende erreicht werden. Die LED-Variante hat gezeigt, dass durch
eine geeignete spektrale Zusammensetzung zwar auch der Proteingehalt verringert wird,
jedoch durch den geringeren Stromverbrauch ein wesentlicher Kostenfaktor bei kinstlicher
Belichtung reduziert werden kann und die hohen Zellkonzentrationen einen vergleichbaren
Proteingewinn im Vergleich zur Verwendung von Leuchtstoffréhren bei kiirzeren Photo-
perioden ermdglichen.

In S. obliquus-Zellen zeigte sich im Vergleich zu C. vulgaris-Zellen ein hoherer absoluter
Proteingehalt in Abhangigkeit von der Photoperiode. Wie bei C. vulgaris sank der relative
Anteil in den Zellen von 32 % bei 14:10-h auf ca. 20 % in der Dauerlichtvariante. Eine
Korrelation des absoluten Proteinanteils pro Zelle zur Photoperiode konnte nicht
nachgewiesen werden. Jedoch deutet sich eine Reduzierung mit Zunahme der Photo-
periode an. Bezogen auf den volumetrischen Ertrag ergab sich ein ausgeglichenes Verhélt-
nis, sodass mit jeder Variante etwa gleich viel Protein gewonnen werden konnte (Anhang
A7,S.158).

Stickstoffeinfluss

Wie bereits im Kapitel 5.2 (S. 98) beschrieben wurde, konnte durch die reflektometrische
Messung der zellzahlabh&ngige Stickstoffverbrauch nachgewiesen werden. Daher ist
davon auszugehen, dass eine N-Limitierung bzw. -verknappung im Medium am Ende der
Versuche vorlag. Mikroalgen sind jedoch in der Lage ihren Stoffwechsel bei Stickstoff-
knappheit umzustellen, und den aufgenommenen Kohlenstoff zum Aufbau von energie-
reichen Speicher- und Reservestoffen und weniger zur Proteinbiosynthese zu nutzen.
Dieser Mechanismus stellt einen bedeutenden physiologischen Vorteil unter limitierenden
Bedingungen dar. (Rigano et al. 1998, Hu 2007, Mandal and Mallik 2009, Siaut et al.
2011, Adarme-Vega et al. 2012, Belotti et al. 2013)

Ein wesentlicher Bestandteil von Proteinen ist Stickstoff. Eine verminderte Proteinbio-
synthese in Folge einer Stickstofflimitierung kann die photochemische Energieumwand-
lung beeinflussen. Nach Kolber et al. (1988) ist jedoch nicht die Synthese aller Proteine
gleichermalien betroffen. So verringerte sich nach Kolber et al. (1988) der Anteil der
Chloroplastenproteine wie CP47, CP43 und dem D1-Protein unter Stickstofflimitierung.
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CP47 und CP43 sind Transmembranproteine in der Thylakoidmembran, welche Chloro-
phyll im PS 11 binden und D1 ist ein Protein im Reaktionszentrum des PS 1. Nach Kolber
et al. (1988) kann die Synthese von cytoplasmatischen Proteinen mit der Synthese von
Chloroplastenproteinen um Aminoséuren konkurrieren. Durch eine reduzierte photo-
chemische Umwandlungseffizienz kann die Photosyntheserate und dadurch u. a. auch der
Aufbau von Biomasse oder Zellteilungsprozesse reduziert sein. Andererseits kdnnen stick-
stoffreiche Verbindungen wie z. B. Chlorophyll als intrazellulérer Stickstoffpool verwen-
det werden, um freiwerdenden Stickstoff z. B. zur Synthese von Enzymen und zum Aufbau
weitere essentieller Zellbestandteile zu verwenden, wodurch z. B. weiteres Zellwachstum
und Biomasseproduktion ermdglicht werden kann (Li et al. 2008). Eine Stickstofflimi-
tierung im Medium kann folglich mehrere Prozesse in den Zellen induzieren, die zu einem
verminderten absoluten Proteingehalt und Erhéhung anderer Stoffwechselprodukte fiihren
kénnen. Da jedoch nur der Gesamtproteingehalt bestimmt wurde, kénnen keine Aussagen
zur Zunahme oder Abnahme spezifischer Proteine, z. B. in der Funktion als Enzyme oder
Transporter in bestimmten Membranen. Auf Grund der zwar nicht signifikanten, aber einer
tendenziellen Abhéngigkeit des Chl a-Gehaltes vom Proteingehalt in den Zellen beider
untersuchter Mikroalgenarten, ist auf eine Beeinflussung durch die Photoperiode bzw.
durch die daraus resultierenden Bedingungen (erhohte Zellteilung und beginnende Stick-
stofflimitierung) auf den Gehalt Chl a-Proteinkomplexe in den Photosystemen zu
schlieRen.

UV- und Mikrowelleneinfluss

Die Ergebnisse der UV-Versuche zeigten einen hdéheren Proteingehalt in Kulturen mit
geringerer Biomasse und Zellzahl. Untersuchungen des Stickstoffverbrauches erfolgten
nicht. Es ist jedoch davon auszugehen, dass ein Zusammenhang zwischen den Faktoren
Proteingehalt und N-Verfligbarkeit bestand, sodass Zellen in Kulturen mit geringerer
Zellteilungsaktivitat einen hoheren Proteingehalt auf Grund der langeren N-Verfligbarkeit
aufweisen. Dies bestatigen die Ergebnisse des Nitrat-Versuches. Fur die Mikrowellen-
behandlung konnte kein veranderter Proteingehalt nachgewiesen werden.

Lichtnutzungseffizienz

Die Auswertung des TLI fiir den volumetrischen und auch den zelluldren Gehalt ergab,
dass sich bezogen auf die Lichtvarianten die kiirzeste Tagvariante bei beiden Spezies am
effektivsten zur Proteinproduktion darstellte. Der Einsatz der LED wies ein verbesserte
Lichtnutzungseffizienz im Vergleich zur 20:4-h Kontrolle auf. Bei S. obliquus reduzierte
sich die Effektivitat mit der Photoperiode deutlich.

Die erreichten Proteingehalte in den Standardmediumversuchen waren unter den Werten,
die in der Literatur mit ca. 51-58 % (Tab. 2, S. 6) angegeben werden. Um hdhere Protein-
gehalte in den Zellen zu erhalten, missen hohere Stickstoffgehalte im Medium Uber die
gesamte Kultivierungszeit und entsprechend des Zellwachstums, z. B. durch eine gestufte
Zufuhrung, bereitgestellt werden. Eine zu hohe Stickstoffkonzentration kann jedoch auch
limitierend wirken. Zudem muss dies unter Berucksichtigung des Produktionszieles
erfolgen. Eine gezielte Stickstofflimitierung nach einer hohen Zellteilungsaktivitat kann
ebenfalls eine Strategie z. B. zur Synthese von Lipiden darstellen.
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5.3.2 Chlorophyllgehalt

Wahrend der Versuche wurde der Chlorophyll a-, b- und der Gesamtchlorophyllgehalt aus
methanolischen Extrakten sowie aus gefriergetrockneten Proben vom Versuchsende mittels
HPLC ermittelt. Da Chlorophyll a in allen Mikroalgen vorkommt und u. a. eine wesent-
liche Bedeutung im Lichtsammelkomplex und somit zur Energieumsetzung besitzt, erfolgt
in der Diskussion ein Fokus auf die Chl a-Konzentration.

Abhéangigkeit von der Photoperiode

Bezogen auf Untersuchung des Einflusses der Photoperiode und Lichtquelle zeigten die
Ergebnisse der methanolischen Extrakte bei C. vulgaris einen steigenden zellularen Chl a-
Gehalt mit einem Maximum nach 24 h (bei 24:0-h und LED) oder 48 h (bei 22:2-h, 20:4-h,
14:10-h und LED). Der maximale Zellgehalt an Chl a unterschied sich zwischen den unter-
suchten Varianten mit unterschiedlicher Photoperiode im Mittel um maximal 7 % (Anhang
A 10, S. 167). Dies deutet an, dass unter den gegebenen Bedingungen nicht mehr Chl a
gebildet werden konnte bzw. die Chl a-Synthese moglicherweise auch von der verfugbaren
N-Menge abhéngig war. Die stickstoffabhéngige Chlorophyllkonzentration wurde durch
den Nitratversuch bestétigt. Die Zellen dieser Variante wiesen eine hohere Chl a-
Konzentration im Vergleich zu Zellen der Kontrolle auf. Bei den Zellen der LED-Variante
stieg dagegen der Chla-Gehalt nur geringfiigig zum Startwert an und erreichte ein
Maximum zwischen 24-48 h. Die maximale Chl a-Konzentration war ca. 40 % geringer im
Vergleich zu den Varianten mit unterschiedlicher Photoperiode. Den Anstieg der
Chlorophyllkonzentration in den ersten 24-48 h bzw. den zweiten Anstieg in der Nitrat-
Variante konnen verschiedene Faktoren verursacht haben.

Nach Macintyre und Cullen (2005) kann durch den Anstieg von Chl a in den Zellen eine
beginnende Selbstbeschattung und somit eine zusétzliche Lichtlimitation und zunehmende
Konkurrenz um das Licht andeuten. Dadurch haben Algen mit einem héheren Chl a-Gehalt
einen physiologischen Vorteil, da mehr Photonen und damit mehr Energie aufgenommen
werden kann. Diese Energie kann fur die Photosynthese und den Stoffaufbau genutzt
werden. Durch die Intensitatserhéhung der Belichtung von der Vorkultur zur Behandlungs-
kultur kann die Chl a-Synthese ebenfalls induziert worden sein. Durch die héhere Chl a-
Konzentration am Anfang der Versuche konnte auch eine effizientere Ausnutzung der
Lichtenergie erfolgen, wodurch Photosyntheseprozesse verstarkt und hohere Zellteilungs-
raten erreicht wurden. Zudem waren zu Beginn der Versuche andere Né&hrstoffe noch nicht
limitiert. Dies bestatigt auch der Beobachtung, dass die maximale Wachstumsrate ca.
24 bis 48 h nach der maximale Chl a-Konzentration erreicht wurde. Es ist daher von einem
zeitlichen Zusammenhang der Wachstumsrate und der héchsten Chlorophyllkonzentration
auszugehen.

Der Verlauf der Chlorophyllkonzentration in Abhéngigkeit von der Photoperiode war beli
S. obliquus zum Teil gegensétzlich zu den Beobachtungen bei C. vulgaris. So wurde nach
24h um bis zu 40 % weniger Chl a-Gehalt in den Zellen bestimmt. AnschlieRende
Messungen zeigten einen Anstieg des Chl a-Gehaltes nach 24 h bis zu einem Chl a-
Maximum nach 72 bis 96 h. Bis zum Ende der Versuche sanken die Chl a-Konzentrationen
wie bei den C. vulgaris-Zellen.
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Der reduzierte Chla-Gehalt nach 24 h in S. obliquus-Zellen kann durch die starke
Zellteilung innerhalb der ersten 24 h verursacht worden sein, da in diesem Zeitraum auch
die maximale Wachstumsrate erreicht wurde. Dadurch kann die zellulare Produktion von
Chlorophyll zeitlich so versetzt stattgefunden haben, dass zum Probenahmezeitpunkt
geringere Konzentrationen ermittelt wurden. Im Gegensatz zu C. vulgaris waren die
S. obliquus-Vorkulturen bereits an die photoautotrophe Kultivierung adaptiert, sodass
keine Umstellung der C-Verwertung erfolgen musste. Wie aus den Wachstumskurven von
S. obliquus ersichtlich wurde, verringerte sich die Wachstumsrate nach dem Erreichen des
Maximums nach 24 h stark. Durch die damit verlangerte Verdopplungszeit konnte die
Chl a-Synthese in den Zellen erfolgen und somit stieg der Chl a-Gehalt nach 24 bis 96 h
zunachst wieder an. Der Anstieg der Chl a-Konzentration kann auch durch die Adaption an
eine Lichtlimitation verursacht worden sein.

Nach dem Erreichen der maximalen Chlorophyllkonzentration zwischen 24 h bis 72 h nach
Versuchsbeginn konnte in allen S. obliquus-Kulturen ein zweiter Anstieg der Wachstums-
rate zwischen ca. 72 und 144 h beobachtet werden. Dies entsprach etwa dem Zeitpunkt des
beginnenden Chlorophyllabbaus. Somit kénnte das erneute Ansteigen der Wachstumsrate
durch eine erneute Verfugbarkeit von Stickstoff durch den Abbau von Chlorophyll-
molekdlen (und Proteinen) in S. obliquus verursacht worden sein.

Néahrstofflimitierung

Hohe Chl a-Gehalte bedeuteten keine l&dngeren exponentiellen Wachstumsphasen und
hoherer Biomasseertrage, wie die Nitrat-Variante zeigte. Da eine hohere Verfugbarkeit von
Stickstoff zwar zu einem hoéheren Gehalt an Chl a (und Proteinen) fiihrte, jedoch nicht zu
langeren exponentiellen Wachstumsphasen, ist davon auszugehen, dass andere Wachs-
tumsfaktoren wie Licht, Kohlenstoff und Phosphor limitiert waren und somit keine
Steigerung der Photosynthese- und Zellteilungsaktivitat durch noch verfuigbaren Stickstoff
moglich war. Es konnte eine negative, fir S. obliquus auch signifikante, Korrelation des
zellularen Chl a-Gehaltes zur Dauer der Photoperiode nachgewiesen werden. Die kann im
Zusammenhang mit der zeit- bzw. zellzahlabh&ngige Stickstoffverfugung stehen. Anderer-
seits sank der Chlorophyllgehalt in den Zellen friihzeitiger, als Nitrat verbraucht war.
Mandalam and Palsson (1998) konnten diesen Effekt ebenfalls in Ihren Untersuchungen
mit S. obliquus demonstrieren. Dies konnte nach den Autoren durch einen N-Schwellwert
induziert worden sein. Wie bereits im Kapitel 5.3.1 (S. 105) erwéhnt wurde, sind Mikro-
algen in der Lage unter Stickstoffmangel durch den Abbau stickstoffhaltiger Verbindungen
wie Chlorophyll und Proteine, Stickstoff fiir weitere Stoffwechselprozesse zur Verfligung
zu stellen. Die Reduktion des Chl a-Gehaltes kann auch mit dem Abbau von Lichtsammel-
komplexproteinen (LHCPs) im Zusammenhang stehen, wodurch weniger Energie
absorbiert werden kann (Kolber et al. 1988). Fallt der verfligbare Stickstoff unter einen
Grenzwert, kann sich die Photosyntheseleistung reduzieren. Dies kann sich auf den
weiteren Stoffaufbau auswirken.
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Abhéanagigkeit der spektralen Zusammensetzung

Die geringsten, absoluten Chl a-Zellgehalte enthielten die Zellen, die wéhrend der
Versuche mit der LED belichtet wurden. Dies deutet auf eine Anpassung des Chlorophyll-
gehaltes an die spektrale Zusammensetzung der LED hin. Ankommende Photonen von
rotem und blauem Licht kénnen auf Grund der Absorption im LHC effizienter genutzt
werden. Dadurch werden weniger Chlorophylimolekile benétigt, da die Absorption von
Chlorophyll (und Carotinoiden) in diesem Bereich des Spektrums am hdchsten ist.
(Mohsenpour et al. 2012, Schulze et al. 2014) Die Synthese von Chl a scheint dabei mehr
beeinflusst zu werden, als von Chl b. Dies wird vermutlich ebenfalls auf Grund der effi-
zienteren Absorption von Chl a verursacht werden. Die hohen Wachstumsraten bei der
LED-Variante bei geringerer Chlorophyllkonzentration bestatigen die optimierte Lichtaus-
nutzung. Somit kann ein an die Absorptionscharakteristik der (photosynthetisch aktiven)
Pigmente angepasstes Lichtspektrum die Kultivierung der Algen optimiert werden. Die
geringere Effizienz der Leuchtstoffrohren ist auf die spektrale Zusammensetzung des
emittierten weillen Lichtes zuriickzufiihren. Dabei treffen Photonen mit weniger Effizienz
fir die Anregung der Stoffwechselaktivitat und Biomassebildung auf die Chlorophyll-
molekile und bewirken in der Folge geringere Ertrdge bzw. hohere Kosten durch einen
hoheren Energieeinsatz im Vergleich zur Verwendung von LED (Wijanarko et al. 2004).
Die Ergebnisse der UV-A-Bestrahlung deuten eine Reduktion der Chlorophyll-
konzentration an, wéhrend die Zellen nach der UV-B-Bestrahlung eine erhohte
Konzentration aufwiesen. Durch die geringe Stichprobenzahl und die versuchsspezifischen
Variationen ist jedoch eine differenzierte Diskussion nicht moglich und erfordert weitere
Untersuchungen. Da UV-A- bzw. UV-B-Strahlung nicht im Absorptionsspektrum von
photosynthetisch aktiven Pigmenten liegt, ist keine Erhéhung dieser Verbindungen auf
Grund einer besseren Lichtnutzung zu erwarten.

Auswertung des Verhéltnis Chlazu Chl b

Bei C. vulgaris scheint durch die Zunahme der Photoperiode bzw. den resultierenden Ver-
anderungen im Medium das Verhéltnis von Chl a zu Chl b zu sinken. So wurde in den
Zellen mit der kilrzesten Photoperiode ein Verhéltnis von 2,9 und in der Dauerlicht-
behandlung von 2,6 ermittelt. Dies kann durch den starken Einfluss auf die Chl a, als auf
die Chl b-Synthese verursacht worden sein. Das hohe Verhaltnis von ca. 3 in den Zellen
der LED-Variante zeigt auf einen starkeren Effekt der spektralen Zusammensetzung auf
die Chl a- als auf die Chl b-Synthese hin (Kontrolle 20:4-h: Chl a/Chl b =2,7). Fir S.
obliquus konnte dagegen keine Abhéangigkeit von der Photoperiode nachgewiesen werden.
Dies deutet auf einen d&hnlich wirkenden Effekt der Belichtungsdauer bzw. der
verédndernden Umgebungsbedingungen auf die Chl a- und Chl b-Synthese.
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Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Auswirkung auf die Chlorophyllkonzentration
sowohl von der Photoperiode, der Nahrstoffverfligung am Beispiel von Stickstoff und der
spektralen Zusammensetzung der Belichtungsquelle abhing. Primér ist die Pigmentbildung
der Mikroalgen nach Maclintyre und Cullen (2005) vom Genotyp abhangig. So ist in allen
Mikroalgen Chl a enthalten, jedoch ist die Verteilung von akzessorischen Pigmenten wie
Chl'b und spezifischen Carotinoiden taxonomisch bestimmt. Durch die Reaktion auf
verdndernde Umweltbedingungen wird die Pigmentzusammensetzung der Mikroalgen
weiter variiert, wie die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen. (Berner et al. 1989)

5.3.3 Carotinoide

Carotinoide sind fettlosliche, farbliche Verbindungen und kénnen in primére und sekun-
déare Carotinoide unterteilt werden. Die Hauptcarotinoide in Mikroalgen sind B-Carotin,
Lycopin, Astaxanthin, Zeaxanthin, Violaxanthin und Lutein (D’Alessandro und Filho
2016).

Im Stoffwechsel der Mikroalgen besitzen Carotinoide zwei wesentliche Aufgaben. Zum
einen dienen sie als akzessorische Pigmente in Form von Pigment-Proteinkomplexen im
Lichtsammelkomplex in der Thylakoidmembran und zum anderen schiitzen sie als photo-
protektive Verbindungen vor Schédigungen z. B. bei hohen Lichtintensitaten, UV-Strah-
lung und vor oxidativem Stress (Cazzonelli 2011). Als Carotinoide wurden im Rahmen der
Arbeit B-Carotin, Lutein und Astaxanthin untersucht. Nach Del Campo et al. (2007)
gehoren diese zu den wirtschaftlich interessantesten Carotinoiden. p-Carotin und
Astaxanthin sind interessante Verbindungen in der Lebensmittel und Pharmaindustrie, aber
auch in der Futtermittelindustrie auf Grund ihrer Pigmenteigenschaften (de Morais et al.
2015). Sie konnen z. B. zur Behandlung von degenerativen und kognitiven Krankheiten
oder Krebs eingesetzt werden. Dieser Effekt wird vor allem auf die antioxidativen Eigen-
schaften zurickgefiihrt (Guedes et al. 2011, Han et al 2013, de Morais et al. 2015).
Astaxanthin ist in der Lage freie Radikale zu binden und hat eine héhere antioxidative
Kapazitat als andere Carotinoide (D’ Alessandro und Filho 2016).

Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir die bestimmten Carotinoide diskutiert.
Astaxanthin

Astaxanthin gehort zu den sekundéren Carotinoiden und wird unter Stress bzw. nachtei-
ligen Kultivierungsbedingungen aus B-Carotin durch B-Carotinoxygenase und B-Carotin-
hydroxylase in den Zellen umgewandelt (Johnson und An 1991, Johnson und Schroeder
1996). Weiterhin kann Astaxanthin in Lipidkodrpern aufRerhalb der Chloroplasten gelagert
werden und als Schutzsubstanzen bei schédlicher Strahlung dienen (Frank und Cogdell
1996). Die Ergebnisse fur alle Versuche und fiir beide Spezies zeigten, dass Astaxanthin
nur in geringen Mengen nachweisbar war. Fir C. vulgaris-Zellen bedeutet dies einen
Anteil von 0,02-0,03% und fir S. obliquus-Zellen 0,01-0,02 % an der BTM. Fir
C. vulgaris deutete sich eine Verringerung der Astaxanthinkonzentration mit langerer
Photoperiode im Medium an. Hdéhere Stickstoff- und Kohlenstoffgehalte im Medium
flhrten nicht zu einer Erhéhung des Astaxanthingehaltes in den Zellen. Durch die hdheren
Biomasseertrage bzw. héheren Zellzahlen in diesen Varianten konnten zwar héhere volu-
metrische Ertrdge erzielt werden, jedoch war dies unter Beriicksichtigung des Energie-
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einsatzes fur die Lichtquelle nicht effizient. Fir S. obliquus konnte keine Korrelation zur
Photoperiode und damit Abh&ngigkeit des Astaxanthingehaltes von der Belichtungsdauer
nachgewiesen werden. In Mikroalgen wie H. pluvialis wurde durch Stickstoffknappheit
eine erhéhte Synthese dieses Carotinoids induziert (Fabregas et al. 1998). Diese Reaktion
konnte in dieser Arbeit nicht fur die untersuchten Mikroalgenarten nachgewiesen werden,
obwohl eine Stickstoffknappheit in beiden Spezies durch die zunehmende Zellzahl mit
zunehmender Photoperiode bzw. durch die LED-Belichtung erfolgte. Die Stickstoff-
verfugbarkeit scheint bei C.vulgaris und S.obliquus somit kein Stimulator fir die
Astaxanthinsynthese darzustellen. Auch durch die UV-Strahlung konnte kein gesicherter
Effekt auf die Astaxanthinsynthese nachgewiesen werden, welches auch an der geringen
Datenlage lag. Die Einzelmessungen deuten an, dass durch die UV-B-Behandlung und die
lange UV-A Behandlung vor Versuchende die absolute Konzentration von Astaxanthin
erhdht wurde. Dies konnte auf eine unspezifische oder spezifische Reaktion auf die
Bestrahlung z. B. durch die Bildung von ROS und damit von Stress in den Zellen deuten.
Die Ergebnisse der LED-Belichtung zeigten eine im Mittel um 26 % hdhere Astaxanthin-
konzentration in den Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf. Dies kann auf eine durch die
spektrale Zusammensetzung der LED induzierte Umwandlung aus B-Carotin hinweisen.
Die untersuchten Kulturen von C. vulgaris und S. obliquus sind jedoch vermutlich keine
geeigneten Kandidaten zur Produktion dieses Carotinoids und auf Grund ihrer geno-
typischen Veranlagung nicht in der Lage hohere Mengen zu produzieren.

B-Carotin

B-Carotin kommt vor allem im Reaktionszentrum und dem Lichtsammelkomplex vom PS |
und im Reaktionszentrum und dem Kern vom LHC von PS Il vor (Takaichi 2011). Der -
Carotinanteil in den Zellen betrug in C. vulgaris-Zellen 0,02-0,15 % und in S. obliquus-
Zellen 0,04-0,07 % von der BTM. Dabei deutet sich fiir beide Spezies eine Abnahme mit
der Zunahme der Photoperiode an. Der Vergleich der Ergebnisse der LED belichteten
Kulturen zeigte, dass der absolute pB-Carotinanteil in den Zellen der LED-Variante im
Vergleich zu 20:4-h Vergleichsvariante geringer war. Dies kann auf Grund der spektralen
Zusammensetzung reduzierten B-Carotinbiosynthese bzw. verstarkten Umwandlung in
Astaxanthin verursacht worden sein. Die Abhéngigkeit der Konzentration dieser
Verbindungen voneinander deutete sich aus der signifikant positiven Korrelation in beiden
Spezies an. Die Nitrat-Variante hat gezeigt, dass der absolute B-Carotinkonzentration fast
180 % hoher lag im Vergleich zur Kontrolle (24:0-h, mit Leuchtstoffrohren). Dies weist
auf eine stickstoffabhangig p-Carotinsynthese hin. Da p-Carotin und Chla die
Hauptkomponenten in den photochemisch aktiven Reaktionszentren der Photosysteme
darstellen, ist die (nicht signifikant) abhangige Abnahme dieser beiden Pigmente mit
Zunahme der Photoperiode in beiden Spezies zu erklaren. Da durch die Abnahme dieser
Verbindungen weniger Energie in den Zellen umgewandelt werden kann, reduziert sich die
Photosyntheseeffizienz, und es kommt zu Verénderungen des Stoffwechsels. Flr eine
Aussage zur Auswirkung der UV-Strahlung kénnen keine Aussagen getroffen werden. Die
geringe Anzahl der Daten l&sst keine Tendenz diskutieren.
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Lutein

Lutein gehort zu den wichtigen Pigmenten, die in den lichtsammelnden Pigment-Protein-
Komplexen der beiden Photosysteme gebunden sind (Jahns und Holzwarth 2012). Durch
das Absorptionsmaximum bei ca. 445 nm kann Licht in dem spektralen Bereich absorbiert
werden, der von den Chlorophyllen nicht maximal absorbiert wird. Damit kann das
spektrale Wirkungsspektrum der Photosynthese erhdht werden. Lutein kam in beiden
Spezies mit einem Anteil von 0,13-0,44 % an der BTM von C. vulgaris und 0,25-0,32 %
an der BTM von S. obliquus vor und war damit das Carotinoid mit der hdchsten
Konzentration. Auf Grund der Ergebnisse des Nitratversuches und der Versuche mit
zusétzlich COg, ist davon auszugehen, dass die Synthese von Lutein stickstoffabhéngig
war. Die zelluldre Luteinkonzentration war in den LED-belichteten C. vulgaris-Zellen
hoher als in der 20:4-h Vergleichskontrolle, obwohl die LED-Kulturen hohere Biomasse-
und Zellertrage aufwiesen und somit starker in den Néhrstoffen und Licht limitiert
gewesen sein missen. Dies deutet an, dass durch die spezifische Zusammensetzung des
roten, blauen und griinen Anteils die Luteinsynthese aktiviert wurde. Dies bestatigt auch
die Zunahme des Verhaltnisses von Lutein zu Chl a in der LED-Variante und deutet auf
eine Photoakklimatisierung der Lichtsammelkomplexe an das Lichtspektrum an.

Fur Lutein konnte eine positive, nicht signifikante, Korrelation zur p-Carotinkonzentration,
insbesondere fur C. vulgaris, gezeigt werden. Zwar werden diese Carotinoide auf
verschiedenen Synthesewegen gebildet, jedoch ist daher von einer abhdngigen bzw.
gekoppelten Synthese auszugehen. Zum anderen werden die Synthesewege wahrscheinlich
gleichermalRen durch die verdnderten Umgebungsbedingungen beeinflusst. Diese
Abhangigkeit kann durch ihre gemeinsame Bedeutung im LHC erklart werden.

Verhéltnis Chlorophyll a zu Carotinoide

Die Ergebnisse der methanolischen Extraktion, insbesondere bei S. obliquus, deuteten eine
Reduzierung des Chl a/Car-Verhéltnisses mit der Zunahme der Lichtdauer an. Durch die
Auswertung des Carotinoidgehaltes aus gefriergetrockneten Proben konnte keine
tendenzielle Zunahme des Carotinoidgehaltes mit der Photoperiode nachgewiesen werden.
Jedoch wurden nur drei Carotinoide erfasst. Die Veranderung des Verhaltnisses kann durch
eine starkere Reduktion des Chla-Gehaltes als Zunahme der Carotinoide verursacht
werden. Die Veranderung des Verhdltnisses kann z. B. als Stressindikator dienen, da
sekundare und damit nicht photosynthetisch aktive Carotinoide eingelagert werden kénnen,
um z. B. entstehenden oxidativen Stress zu reduzieren oder die Uberschiissige Energie in
Warme umzuwandeln. Ein geringeres Verhéltnis kann daher auf ein héheres Stresslevel in
den Zellen hindeuten.
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Lichtnutzungseffizienz

Hinsichtlich der Auswertung der TLI-Daten ergab sich, bezogen auf den volumetrischen
Ertrag der Carotinoide, die hochste Effizienz fiir f-Carotin in der 14:10-h Variante. Durch
den Nitratzusatz in der Nitrat-Variante stieg die Effizienz an. Jedoch kann dies auch durch
die hohere Stickstoffverfugbarkeit und/oder in Kombination mit der Lichtdauer verursacht
werden. Flr Lutein ergab sich die hoéchste Lichtnutzungseffizienz durch die LED-
Bestrahlung, wéhrend fur Astaxanthin die 14:10-h-Variante und gleichermal3en durch die
LED-Bestrahlung in C. vulgaris eine hohe Lichtnutzung ergab. Da firr B-Carotin bei der
Dauerlichtvariante mit dem Standardmedium die Lichtnutzung deutlich geringer war als
durch den Nitratzusatz, ist zu prifen, wie sich hohere Nitratgehalte auch bei geringerer
Photoperiode auswirken, um somit die Gesamteffizienz der Prozesse zu erhohen. Dies ist
insbesondere im Hinblick auf die LED-Belichtung zu priifen, da z. B. fir Lutein die
hochste Effizienz mit dieser Belichtungstechnik erreicht wurde. Fir S. obliquus konnte
bezogen auf den volumetrischen Ertrag die hdchste Lichtnutzungseffizienz bei einer
Photoperiode von 14 h fir die Bildung von Lutein und 16 h fiir B-Carotin und Astaxanthin
erreicht werden.

Nach Bohne und Linden (2002) hangt die Akkumulation von Carotinoiden von Faktoren
wie z. B. der genotypischen Veranlagung, der Biosynthese von Chlorophyllen, vom Auf-
bau des Photosyntheseapparates ab. Dies konnte anhand der Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigt werden. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass beide Mikroalgenspezies
prinzipiell ahnlich auf die unterschiedlichen Photoperioden und den damit verbundenen
Konsequenzen wie Nahrstoff- und Lichtlimitierung in Bezug auf die Carotinoidsynthese
reagierten. Fir eine hohe Produktion dieser Carotinoide sollte anhand der in dieser Arbeit
eingestellten Parameter eine Anpassung des Nahrmediums hinsichtlich der Verfligbarkeit
von Nahrstoffen, aber auch der spektralen Zusammensetzung der Lichtquelle erfolgen, um
die Effizienz zu erhohen. S. obliquus-Zellen enthielten zwar hohere Gehalte an Caro-
tinoiden als C. vulgaris-Zellen, jedoch war der volumetrische Ertrag durch die geringeren
Zellzahlen am Ende der Versuche mit S. obliquus fir beide Spezies &hnlich. Daher kann
kein eindeutiger Vorteil fur die praferierte Nutzung einer Mikroalgenspezies fir die
Produktion dieser Carotinoide festgestellt werden.

5.3.4 Fettsduregehalt

Fettsduren sind Carbonséuren und kdnnen entsprechend der Anzahl ihrer Doppelbindungen
gesattigt (0 Doppelbindungen, SFA), einfachungeséttigt (1, MUFA) und mehrfachunge-
sittigt (> 2, PUFA) synthetisiert werden. Ahnlich wie bei hoheren Pflanzen kommen am
h&ufigsten Fettsduren mit C16 und C18 Struktur vor, die geséattigt oder einfachungesattigt
sind (Becker 1994, Xu und Beardall 1997). MUFA und SUFA werden de novo in den
Chloroplasten synthetisiert, wahrend daraus PUFA am endoplasmatischen Retikulum (ER)
durch Elongasen und Desaturasen gebildet werden (Huerlimann et al. 2014). Nach Hu et al
(2008) werden Fettsduren unter nicht limitierenden Bedingungen hauptséchlich fir die
Veresterung von Glycerol-basierenden Membranlipiden gebildet, welche ca. 5-20 % vom
Zellgewicht ausmachen.
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Hauptmembranlipide sind Glycolipide wie z. B. Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG)
und Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) in der Chloroplastenmembran und Phospho-
glyceride, welche U(berwiegend in der Plasmamembran und im endoplasmatischen
Membransystem vorkommen (Guckert und Cooksey 1990). Die Hauptbestandteile von
MGDG in Griinalgen sind ®-3-Fettsduren wie o-Linolensdure (C18:3w3) (Erwin 1973).
Nach Sahu et al. (2013) sind Palmitinsdure (PA, C16:0, w-9-Fettsaure), Olsaure (OA,
C18:1, o-9-Fettsdure) und Linolsdure (C18:2, w-6-Fettséure) die dominierenden Fettsauren
in Mikroalgen der Klasse der Chlorophyceae (von den Autoren wurde auch Chlorella sp.
zugeordnet). Die einzelnen Fettsduren besitzen fur verschiedene Nutzungsbereiche eine
unterschiedliche Bedeutung. So ist fur die Biodieselproduktion ein hoher Anteil an
geséttigten Fettsduren geeignet, wéahrend ein hoher Anteil von PUFA fur die Verwendung
in Aquakulturen oder Nahrungserganzungsmitteln das Ziel ist (Fernandes et al. 2016).
Daher ist es wichtig, das Verstandnis fiir die spezifischen Reaktionsmuster zu erweitern,
um die Produktion an das Produktionsziel anpassen zu kdnnen.

Faktoren, die das quantitative und qualitative Lipidprofil beeinflussen sind neben der
Photoperiode und der spektralen Zusammensetzung u. a. die Temperatur, der physiolo-
gische Zustand der Algen, der pH-Wert, sowie die CO,-Verfligbarkeit, aber auch eine
Nitrat-, Phosphat- und Schwefellimitierung und hohe Salzgehalte (Guckert und Cooksey
1990, Reitan et al. 1994, Thompson 1996, Rao et al. 2007, Hu et al. 2008, Li et al. 2008,
Santos et al. 2012).

Im Rahmen der Untersuchungen in dieser Arbeit wurden die Auswertung auf die Fett-
sduren LA und ALA sowie Eicosapentaensiure (EPA, C20:5»03) und Docosahexaensdure
(DHA, C22:6m3) begrenzt. Unter Berlicksichtigung der Uberpriften und verdnderten
Parameter Photoperiode, spektrale Zusammensetzung der Lichtquelle, UV- und Mikro-
wellenstrahlung, sowie den Nitratgehalt und die CO,-Verfligbarkeit werden die Ergebnisse
im Folgenden auf die Ergebnisse der untersuchten Fettsduren diskutiert.

Temperatur

Die Temperatur wurde durch die Kultivierung im Wasserbecken bei 26,5 °C (x 1 K)
konstant gehalten. Durch Mikrowellenbehandlung erhéhte sich diese nur kurzzeitig,
wodurch keine signifikante Veranderung der untersuchten Fettsduren nachgewiesen wurde.
Prinzipiell steigt mit zunehmender Temperatur die Tendenz zu einem Anstieg der
Séattigung der Fettsduren, was eine hohere Stabilitdt der Membranen bewirkt (Hu et al.
2008). Da die Temperatur in den Versuchen konstant gehalten wurde, wird ein
Temperatureffekt nicht weiter diskutiert.

Nitratgehalt und Licht

Im Rahmen der Versuche konnte eine Stickstofflimitierung mit Zunahme der Photoperiode
bzw. durch zunehmende Zellzahl gezeigt werden. Daher muss der Einfluss dieser beiden
Faktoren im Zusammenhang diskutiert werden.

Nach Hu et al. (2008) ist Stickstoff unter den Né&hrstoffen der kritischste Parameter im
Lipidstoffwechsel. Unter nicht-N-limitierenden Bedingungen sinkt der Gesamtlipidgehalt
auf ca. 20 % und es werden vorrangig polare Membranlipide gebildet (Hu et al. 2008).
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Unter suboptimalen Bedingungen wie z. B. Stickstofflimitierung erfolgt eine Umstellung
des Lipidstoffwechsels von Membran- zu Speicher-/ Neutrallipiden. Dabei werden vor-
rangig Triglyceride (TAG) mit bis zu 20-50 % Anteil an der BTM als Energie- und
Kohlenstoffspeicher gebildet, die vor allem MUFA und SUFA eingelagert haben (Hu et al.
2008). Die Synthese von TAG kann der Algenzelle als unspezifische Antwort auf Stress
helfen, da die Synthese dieser Lipide wie eine Elektronensenke unter photooxidativen
Stress wirkt und mehr NADPH zur Synthese benétigt wird. Die TAG-Synthese ist zudem
haufig assoziiert mit der Synthese von Carotinoiden, da -Carotin, Lutein und Astaxanthin
mit TAG verestert und in carotinoidreichen Lipidkorpern im Cytoplasma eingelagert
werden konnen. (Hu et al. 2008) Diese Lipidkorper konnen als Schutz der Chloroplasten
bei hoher Bestrahlungsintensitat durch die Absorption der Strahlung dienen. Eine Zunahme
dieser Carotinoide, die auf eine Einlagerung in den Lipidkorperchen deutet, konnte in den
Versuchen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die prinzipielle Bildung dieser
Lipidtropfchen lasst sich aber anhand der mikroskopischen Uberpriifung und der Gelb-
farbung der Kulturen bestatigen, welche in den Varianten mit hoher Zunahme der Zellzahl
(Belichtungsdauer > 20 h und in der CO,-Variante) beobachtet wurde.

Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure

Eicosapentaensdure (EPA, C20:5w3) und Docosahexaensdure (DHA, C22:6®3) sind bio-
logisch sehr aktive Fettsduren und gehdren zu den sehr langen PUFA (VLC-PUFA). Nach
Swanson et al. (2012) weisen diese Fettsduren noch bedeutsamere, gesundheitsfordernde
Effekte als Linol- (LA) und a-Linolensdure (ALA) auf. EPA kann durch Elongasen und
Desaturasen aus ALA gebildet werden. Durch weitere Elongase- und Desaturaseaktivitat
und abschlieBende peroximale B-Oxidation kann schlieBlich DHA entstehen. (Muhlroth et
al. 2013, Fernandes et al. 2016) Obwohl nach Winwood (2013) in autotrophen Mikroalgen
EPA und DHA (berwiegend in Thylakoidmembranen vorkommen und damit Licht einen
entscheidenden Faktor bei der Produktion ausmacht, konnte in keiner Probe EPA und
DHA nachgewiesen werden. Das heilt, dass die Synthesewege bzw. entsprechende
Elongasen und Desaturasen fiur diese Fettsauren nicht (ausreichend) exprimiert oder
aktiviert werden konnten, obwohl ALA als Vorlauferfettsaure zu den dominierenden
Fettséuren in allen Proben bestimmt wurde. Huerlimann et al. (2014) wiesen neben einer
spezies-spezifischen Auspragung der Synthese dieser Fettsduren auch eine Abhangigkeit
von der Wachstumsphase und der Stickstofflimitierung nach. So zeigten die von den
Autoren untersuchten Mikroalgenarten u. a. einen reduzierten Gehalt dieser Fettsduren in
der stationdren Phase. Da der DHA- und EPA-Gehalt in C. vulgaris und S. obliquus nur
am Ende der Versuche dieser Arbeit bestimmt wurde, kann ein hoéherer Gehalt in den
Zellen waéhrend der exponentiellen Phase nicht ausgeschlossen werden. In dieser
Wachstumsphase werden vor allem Membranlipide gebildet in denen PUFA wie DHA und
EPA eingebaut werden. Nach Huerlimann et al. (2010) variiert die Fettséuren-
zusammensetzung jedoch stérker in Abhangigkeit der Spezies, als durch die Kultivierungs-
bedingungen und die Wachstumsphase. Die speziesabhdngige Bildung dieser VLC-PUFA
konnte auch nach Untersuchungen von Lang et al (2011) an 2000 Spezies der Sammlung
von Algenkulturen Gottingen dargestellt werden. DHA und EPA wurden in dieser Studie

in Klassen wie Dinophyta, Haptophyta und Bacillariophyta nachgewiesen.
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Nach Boelen et al. (2013) sind vor allem auch Mikroalgen aus polaren Regionen in der
Lage, hohe Mengen an EPA und DHA zu bilden, um eine Membranfluiditat unter den
klimatischen Bedingungen zu gewahrleisten. C. vulgaris und S. obliquus stellen daher
wahrscheinlich keine geeigneten Kandidaten zur Produktion dieser Fettsauren dar. Zudem
kdénnen auch das verwendete Ndhrmedium und die eingestellten Produktionsparameter
nicht geeignet gewesen sein, um die Synthese zu férdern. Nach Sahu et al. (2013) konnte
jedoch in nicht weiter bezeichneten Chlorella Spezies auch DHA (mit 8,90 %) und EPA
(mit 3,24 %) nachgewiesen werden. Dies kdnnte auf die spezies-spezifische Auspragung
der Synthese oder forderliche Kultivierungsbedingungen zurtickzufuhren sein, die jedoch
von den Autoren nicht genau erldutert wurden.

Linol- und a-Linolensaure

LA und ALA gehoren zu den Vertretern der essentiellen Fettsduren, die nicht vom
menschlichen Stoffwechsel selber synthetisiert werden kdénnen, aber fir die Funktion
verschiedener Prozesse bendtigt werden und somit mit der Erndhrung aufgenommen
werden mussen. Neben Palmitinsaure waren sie die Hauptfettsauren in beiden untersuchten
Algenarten. Dabei wiesen S. obliquus-Zellen héhere ALA-Gehalte als C. vulgaris-Zellen
auf.

Dabei muss berucksichtigt werden, dass durch die Zunahme der Zellzahl mit der Photo-
periode auch die Né&hrstoffe und Licht zunehmend limitiert waren. Die Ergebnisse deuten
bei C.vulgaris-Zellen auf eine Zunahme des LA-Gehalt und eine nicht signifikante
Abnahme des ALA-Gehaltes mit der Zunahme der Photoperiode bzw. Zellzahl an. Der
zelluldre ALA-Gehalt wies in S. obliquus-Zellen dagegen keine Abhangigkeit zur Photo-
periode und Zellzahl auf. Auf Grund der geringen Stichprobenzahl der 20:4-h-Variante und
der fehlenden Analysen der 22:2-h-Variante konnte eine abnehmende Tendenz mit
Zunahme der Photoperiode jedoch nicht statistisch abgesichert werden.

Aus Untersuchungen von Piorreck et al. (1984) ging hervor, dass bei geringen N-Gaben
(<0.001-0,003 % KNO3) eher Neutrallipide eingelagert und der Gehalt an polaren Lipiden
in C. vulgaris und S. obliquus sank. Je weniger Stickstoff den Algen zur Verfligung stand,
desto ungesattigter waren die Fettsduren. Bei hoheren KNO3-Gaben (> 0,01-0,10 %) stieg
der Anteil polarer Lipide. Nach den Autoren nimmt der Gehalt an geséattigten Fettséuren
mit Abnahme der Membranlipide und mit Zunahme der Neutrallipide in né&hrstoff-
limitierten Kulturen zu. Dies bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit von C. vulgaris-
Kulturen, die ein steigendes LA- zu ALA-Verhéltnis in den Varianten mit zunehmender
Dauer der Photoperiode aufwiesen und somit auf eine verstarkte Synthese gesattigterer
Fettsduren als ALA hindeuten. Wie in der Abb. 47 dargestellt ist, entsteht Linols&ure durch
enzymatische Einfiihrung einer Doppelbindung aus Olsiure durch die A-12-Desaturase.
Das verschiedene Faktoren, wie die Verfligbarkeit von Makro- und Mikronahrstoffen, die
Aktivitat von Fettsédurenelongasen und -desaturasen beeinflussen, konnte bereits durch
verschiedene Studien nachgewiesen werden (Das 2006, Fernandes et al. 2016). So wiesen
Untersuchungen von Feng et al. (2011) und Kaye et al. (2015) eine verminderte Expression
der Desaturasen bei einer Stickstofflimitierung, die zu einer zunehmenden Séattigung der
Fettsauren mit zunehmender Néhrstoffknappheit nach.
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Abb. 47: Fettsaurenbiosynthesewege in Mikroalgen (nach Huerlimann et al. 2014, Kaye et
al. 2015 und Fernandes et al. 2016); E = Elongase, A-xD = Desaturase, SA= Stearinsure,
OA = Olséaure, LA = Linolsidure, GLA = v-Linolensdure, DGLA = Dihomogammalinolen-
saure, ARA = Arachidonsiure, EDA = Eicosadiensiure, ALA = a-Linolensdure, SDA =
Steraridonsdure, ETA = Eicosatetraensdure, EPA = Eicosapentaensaure, DPA = Doco-
sapentaensaure , DHA = Docosahexaensaure, ETrA = Eicosatetriensiure

So konnen die Ergebnisse fir die LA- und ALA-Konzentration in den Zellen dieser Arbeit
z. B. auch auf eine durch die Stickstofflimitation induzierte verminderte A-15-Desaturase-
aktivitat zurtickzufuhren sein, wodurch LA nicht durch einfiihren einer Doppelbindung in
ALA (Uberfuhrt werden konnte. Auch eine verminderte Aktivitdit von A-6 Desaturase
konnte diesen Effekt verursachen, wodurch keine weitere Doppelbindung in LA oder ALA
eingefligt werden konnte und der Grad der Unséattigung dadurch nicht stieg. Die
Auswertung des LA/ALA-Verhéltnisses fur S. obliquus-Kulturen ergab keine eindeutige
Abhéngigkeit von der Photoperiode bzw. Zellzahl.
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Da das Verhaltnis im Gegensatz zu C. vulgaris-Kulturen jedoch immer unter 1 lag, scheint
die Enzymaktivitit starker zum Synthesepfad von w-3-Fettsduren gerichtet zu sein als zum
-6-Synthesepfad. Die grolReren Veranderungen des Fettsdurenverhéltnisses in C. vulgaris-
Zellen kann zusatzlich auf eine hdhere Sensibilitat des Enzymsystemes in C. vulgaris bzw.
eine hohere Stabilitat in S. obliquus hinweisen.

Kaye et al. (2015) wiesen in Nannochloropsis oceanica eine verstarkte Anreicherung von
Olséure und eine Reduzierung des LA-Gehaltes in Kulturen unter Stickstoffknappheit
nach. Die Autoren vermuten, dass die verminderte Expression von Desaturasen unter
Stickstoffknappheit insbesondere die A-12-Desaturaseaktivitat beeinflusst. Da der LA-
Gehalt in beiden Kulturen dieser Arbeit trotz mit der Photoperiode zunehmender Stick-
stofflimitierung sich jedoch nicht reduzierte, ist nicht von einer verminderten A-12-
Desaturaseaktivitat durch Stickstoffknappheit in C. vulgaris und S. obliquus auszugehen.
Nach Shanklin und Cahoon (1998) gibt es jedoch zwei verschiedene A-12-Desaturasen, die
entweder am ER und/oder im Chloroplast aktiv sind und unterschiedliche Substrate nutzen.
So konnte die Stickstoffverfligbarkeit die verschiedenen A-12-Desaturasen auch unter-
schiedlich beeinflussen. Die Untersuchungen von Kaye et al. (2015) kdnnen jedoch durch
die Ergebnisse des Nitratversuches bestétigt werden. Dabei wiesen die C. vulgaris-Zellen
der Nitrat-Variante die hochsten LA- und geringsten ALA-Konzentrationen auf, sodass
sich auch das Fettsdurenverhaltnis im Vergleich zur Kontrollvariante von 1,9 auf 3,1
erhoht hat. Dies deutet auf eine stickstoffinduzierte, erhohte A-12-Desaturaseaktivitat bzw.
auf eine erhohte de novo Synthese von Vorlauferfettsauren wie Palmitin und Olsaure in
den Chloroplasten hin. Dies bestétigt auch die bisherigen Ergebnissen der Arbeit, die eine
Reduzierung der Desaturasen- und Elongasenaktivitdt durch die Stickstofflimitierung
vermuten lassen. Da im Vergleich zur Dauerlichtkontrolle keine Gelbfarbung der Kulturen
beobachtet werden konnte, erfolgte keine oder deutlich reduzierte Einlagerung von
Speicherlipiden im Vergleich zur Dauerlichtkontrolle mit dem Standardmedium. Dies
bestatigt die bisherigen Erkenntnisse, dass eine Stickstofflimitierung die Einlagerung
dieser Lipide induziert. Es ist zu bericksichtigen, dass die Daten aus einem Versuch
gewonnen wurden. Weitere Wiederholungsversuche sind daher notwendig, um die
Ergebnisse des Nitratversuches zu validieren.

Ein Teil der Ergebnisse der Fettséauren in den Zellen der UV-Versuche kann vermutlich
auch durch die Stickstoffabhéngig erklart werden. Mit UV-Strahlung behandelte Zellen
wiesen ein geringeres LA/ALA-Fettsdurenverhaltnis, aber auch zum Teil geringere Bio-
masseertrdge und Zellzahlen auf. Dadurch lagen die Medienbestandteile vermutlich
weniger limitiert vor, sodass die Fettsdurensynthese starker zu ALA gerichtet war im
Vergleich zur Fettsdurensynthese in den Kontrollkulturen. Da die Medienbestandteile
jedoch nicht tberprift wurden ,ein verringertes LA/ALA-Verhaltnis in den Zellen mit im
Vergleich zur Kontrolle &hnlichen Biomasseertragen und Zellzahlen gezeigt wurde und
sich die absolute Konzentration der Fettsduren in den Zellen sowohl erhohte als auch
reduzierte, kdnnen weitere Einfliisse durch UV-Strahlung nicht ausgeschlossen werden.

Nach Sukenik und Livne (1991) kann durch eine verbesserte Stickstoffverfligbarkeit auch
eine erhohte Aktivitat und Expression von Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) induziert
werden. Dies wirde nach den Autoren eine verstarkte de novo Fettsaurensynthese

119



ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

induzieren und moglicherweise auch den hoheren Anteil von LA in der Nitrat-Variante mit
C. vulgaris erklaren. Die enzymatische Umwandlung in nachfolgende Fettsduren von LA
kann durch die Dauerbelichtung als Stressor inhibiert worden sein, sodass sich LA eher in
den Membranlipiden anreicherte und somit in der Thylakoidmembran eingebaut wurde.
Dies kann auch zu einer erhohten Stabilitat bzw. Festigkeit der Membran fuhren. Da der
Chlorophyll- und Proteingehalt, aber auch der B-Carotin- und Luteinanteil bei den Zellen
mit zusatzlich Nitrat im Medium signifikant groer war im Vergleich zu Zellen der
Kontrolle, kann dies auf eine Veranderung der Zusammensetzung der Thylakoidmembran,
in der mehr Protein-Chlorophyllkomplexe eingebaut sind, deuten (Seyfabadi et al 2011,
Garcia-Camacho et al. 2012, Nikolaou et al. 2016). Spezifische molekularbiologische
Untersuchungen kénnen dazu weitere Aufklarung geben.

Der Einfluss der spektralen Zusammensetzung auf die Fettsaurensynthese konnte LED-
belichteten Zellen nachgewiesen werden. Dabei verschob sich das LA/ALA-Verhéltnis von
1,55 auf 0,87 im Vergleich zu 20:4-h Kontrolle. Auf Grund des erhéhten Anteils von ALA
in Zellen der LED-Belichtung im Vergleich zu Zellen in der 20:4-h Kontrolle, ist davon
auszugehen ist, dass die Synthese von ALA durch die spektrale Zusammensetzung der
LED stimuliert bzw. die Synthese vom -6-Synthesepfad von LA in den ®-3-
Fettsdurenpfad zu ALA gerichtet wurde. Entsprechende Enzyme, wie z.B. A-15-
Desaturase, konnten durch die spezifischen Wellenldngen aktiviert worden sein. Diese
wellenldngenabhéngige Beeinflussung der Fettsdurenzusammensetzung konnte auch in
Untersuchungen von Pérez-Pazos und Fernandez-lzquierdo (2011) gezeigt werden.

Zusammenhang zum Chlorophyll- und Proteingehalt

Die Ergebnisse von Piorreck et al. (1984) bestatigen auch die nitratabhangigen Ergebnisse
des Protein- und Chlorophyllgehaltes dieser Arbeit. Die Reduktion des Protein- und
Chlorophyllgehaltes mit Zunahme der Dauer der N-Limitierung in C. vulgaris und S.
obliquus deuten an, dass das Chloroplasten- bzw. Thylakoidmembransystem abgebaut
wurde. Dadurch freiwerdende Verbindungen und Molekiile wie Stickstoff und Fettsauren
kénnten dann zum Aufbau der Neutrallipide verwendet werden. Da PUFA Hauptbestand-
teile von Thylakoidmembranen darstellen, ist eine Zunahme des PUFA-Gehaltes h&ufig
gekoppelt mit der Zunahme an Thylakoidmembranlipiden (Renaud et al. 1991). Durch die
Konformation und Gestaltung dieser Membrane (Art der Stapelung und Transparenz) und
damit auch durch das Protein/Lipidverhaltnis in dieser Membran, kann die effiziente Rate
zur Lichtsammlung pro Chl a-Molekil reduziert werden und die Photosyntheserate beein-
flussen (Berner et al. 1989). Die signifikant positive Korrelation zwischen dem ALA- und
dem Chl a-Gehalt 1&sst eine wichtige Bedeutung dieser Fettsdure in der Thylakoidmembran
von C.vulgaris vermuten und bestatigt die Bedeutung dieser Fettsdure in diesen
Membranlipiden. Fir S. obliquus konnte dagegen keine Korrelation zwischen dem Chl a-
Gehalt und ALA bzw. auch zu LA in Abhéngigkeit der Photoperiode bzw. Zellzahl nach-
gewiesen werden, obwohl sich eine Abhéngigkeit des Chl a-Gehaltes zur Photoperiode
andeutet. Dies konnte auch durch die geringe Stichprobenzahl der 20:4-h-Variante und der
fehlenden Daten von 22:2-h-Variante und den allgemeinen hohen Schwankungsbereichen
der Analysenergebnisse verfalscht worden sein.
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In S. obliquus stieg der absolute Gehalt an LA mit Zunahme der Photoperiode und damit
auch mit der Dauer der Nitratlimitierung. Die Abnahme des relativen und absoluten
Protein- und Chlorophyllgehaltes deuten auch auf den Abbau der Chloroplastenmembran
an. Dies kann andeuten, dass ALA fir den Aufbau der Thylakoidmembran in S. obliquus-
Zellen nicht so bedeutend wie in C. vulgaris-Zellen ist.

Einfluss CO,

Die Gelbfarbung der COj-Kulturen wurde vermutlich durch die Einlagerung von
Speicherlipiden verursacht, welche vorrangig geséttigte und einfachgesattigte Fettsauren
enthalten. Dadurch kann auf eine verminderte Desaturaseaktivitdat oder geringere
Exprimierung der Desaturasen geschlussfolgert werden. Dies wirde auch die Ergebnisse
und Entwicklung des LA- und ALA-Gehaltes in C. vulgaris bekréftigen, da auch hier eine
zunehmende Gelbfarbung mit Zunahme der Photoperiode (mit Ausnahme der Nitrat-
variante) und damit die Einlagerung von Lipiden beobachten werden konnte. In diesen
Kulturen wurde entsprechend weniger ALA nachgewiesen. Zwar wiesen die Zellen, die
mit zusatzlich CO, kultiviert wurden die héchste LA- (mit Ausnahme zur Nitrat-Variante)
und die hochste ALA-Konzentration in den Zellen auf, jedoch war der relative Anteil nur
von ALA im Vergleich zu den Versuchen mit unterschiedlicher Photoperiode bei einer
Belichtungszeit von >20 h geringfiigig erhoht. Dies deutet auf eine Einlagerung von
Verbindungen in Form von Speicherstoffen hin, die das Zellgewicht erhéhten, welche
jedoch uberwiegend nicht aus LA und/oder ALA bestanden und somit andere Fettséuren in
den Speicherlipiden eingelagert wurden. Da sich bei der CO,-Variante mehrere Faktoren
wie die C-Verfugbarkeit, der niedrigere pH-Wert, die hohere Lichtintensitat und die
stérkere Konkurrenz um Nahrstoffe im Vergleich zu Kulturen ohne zusétzlich CO, unter-
schieden, kénnen die Veranderungen multifaktoriell bewirkt worden sein.

Auch Tsuzuki et al. (1990) wiesen in mit zusatzlich COj.angereicherter Luft begasten
C. vulgaris-Zellen im Vergleich zu nur mit Umgebungsluft begasten Zellen einen deutlich
erhéhten Anteil von LA nach. Zusétzlich verschob sich das Verhéltnis von LA- zu ALA
von 0,58 auf 2,24. Da sich dieses Verhéltnis in Galactolipiden wie MGDG und DGDG
starker verdnderte als in anderen Lipiden, schlussfolgerten die Autoren auf eine
Veranderung der Zusammensetzung der Thylakoidmembran als Anpassung zur Aufnahme
von CO,. Dies fiihren diese Autoren auf eine einfachere Diffusion von CO,-Molekiilen
durch eine Membran, je ungeséttigter die Fettsauren sind. Dies bringt den Zellen einen
Vorteil bei geringen CO,-Konzentrationen im Medium. Durch den hohen pH-Wert in den
Versuchen dieser Arbeit ohne zusétzlich CO,, befanden sich mehr Hydrogencarbonationen
im Medium, welche nicht passiv die Membranen durchdringen kdnnen. Daher ist dieser
Effekt bei diesen Varianten vermutlich weniger beeinflussend gewesen, kann aber auch
nicht ausgeschlossen werden. Da im Rahmen dieser Arbeit keine Untersuchung der. des
Vorkommens der Fettsduren erfolgte, konnen auch keine Rickschlisse auf die
Veranderungen des Fettsaurenmusters spezifischer Membrane getroffen werden.
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Einfluss pH-Wert

Nach Santos et al. (2012) kann ein hoher alkalischer pH-Wert eine Anreicherung von TAG
und gleichzeitig zu einer Abnahme von polaren Membranlipiden auf Grund der Inhi-
bierung des Zellzykluses fiihren. Die Autoren wiesen in der untersuchten Algenart
Nannochloropsis oleoabundans bei einer Kultivierung mit einem pH-Wert von 10 eine
erhdhte Konzentration gesattigter Fettsauren, aber auch von LA nach. Aussagen zur
Desaturaseaktivitat erfolgten nicht. Jedoch wirde auch dies die Interpretation der pH-
Wert-Abhangigkeit der Enzymaktivitat unterstutzen. Das bedeutet, dass bei einem hohen
pH-Wert eine geringere A-6- und A-15-Desaturaseaktivitdt zu einem Anstieg von
geséttigteren Fettsduren als LA flhrt und dagegen bei einem neutraler pH-Wert, wie in den
CO,-Versuchen, eine hohere A-15-Desaturaseaktivitat induziert wird. Dadurch kommt es
zu einer Erhéhung der ALA-Konzentration trotz Stickstofflimitierung. Der Uber dem
spezies-spezifischen Optimum hohe pH-Wert zwischen 9 und 10 wéhrend der Kultivierung
von C.vulgaris und S.obliquus in den Versuchen dieser Arbeit, kann somit die
Veranderungen des Fettsdurenmusters bzw. -—anteils/gehaltes direkt und indirekt
beeinflusst haben. Diese pH-Wert Erhdhung war zwar in allen Kulturen bei jeder
Behandlung zu beobachten, jedoch kdnnen verschiedene Faktoren wie z. B. hoher pH-Wert
und Dauer der Stickstofflimitierung in Wechselwirkung getreten sein.

Ertrag und Lichtnutzungseffizienz

Die Summe der beiden untersuchten Fettsduren wies keine Unterschiede zwischen den
Belichtungsvarianten 20:4-h, 22:2-h, 24:0-h und der LED-Variante in C. vulgaris und
zwischen den unterschiedlich belichteten Kulturen von S. obliquus auf. Die Nitrat-Variante
wies dabei den hochsten Gesamtgehalt der beiden Fettsduren mit ca. 5 % der Biotrocken-
masse auf. Der volumetrische Ertrag war bei C.vulgaris fur beide Fettsduren mit
zusatzlich CO, am hdchsten. Bezogen auf die Varianten ohne zusatzlich CO, war fur die
Linolséureproduktion der Ertrag mit zusétzlich Nitrat am hdchsten, gefolgt von der 22:2-h
Variante. Diese Varianten waren auch bezogen auf die eingesetzte Lichtenergie am
effektivsten. Da der volumetrische Ertrag durch die erhdhte Nitratkonzentration erhoht
werden konnte, sollte dies mit anderen Photoperioden gepruft werden. Fur ALA ergab sich
der hochste volumetrische Ertrag durch die LED-Belichtung, wéhrend die Varianten mit
Leuchtstoffrohren als Belichtungsquelle untereinander keinen Unterschied im Ertrag
aufwiesen. Daher war die Lichtenergienutzung zur Fettsdurensynthese durch die LED am
hochsten. Eine Erhohung der Belichtungsdauer fiihrte trotz Erhéhung der Zellzahl und
Biomasse zu keiner Erhdhung des Ertrages.

Bei S. obliquus ergaben sich unter Berlcksichtigung der fehlenden Daten fur die 22:2-h-
Variante die hochsten volumetrischen Ertrage fir LA gleichermaRen durch die Dauer-
belichtung und mit einer Photoperiode von 20 h und fur ALA ebenfalls mit 20 h, wodurch
auch bezogen auf die Lichtnutzungseffizienz die Produktion fir LA und ALA mit dieser
Belichtungsdauer am effizientesten. Die Ergebnisse der LED-Belichtung konnten zudem
zeigen, dass dies eine energetisch gunstige Moglichkeit darstellt, das Fettsdaurenmuster zu
beeinflussen. Inwiefern diese auch auf andere Mikroalgenarten Ubertragbar ist, muss in
weiteren Untersuchungen gepruft werden.
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5.3.5 Weitere Inhaltsstoffe

Die Auswertung und Diskussion der Ergebnisse der untersuchten Inhaltsstoffe konnte nicht
abschlieRend kléaren, welche Verbindungen zur Erhéhung des Zellgewichtes flhrten. Die
optischen und makroskopischen Veranderungen lassen aber die bereits erwéhnte Ein-
lagerung von Lipiden und Kohlenhydratspeicher vermuten. Nach Siaut et al. (2011) besteht
eine Konkurrenz zwischen der Lipid- und Starkesynthese. Die Autoren schlussfolgern,
dass Stérke zuerst als Energiereservestoff eingelagert wird und die Lipidsynthese als Lang-
zeitspeicher im Anschluss erfolgt und Proteine fur diesen Prozess abgebaut werden. Die
Autoren konnten dabei eine Beziehung zur Dauer des Stickstoffmangels mit der Art der
Speicherstoffe nachweisen. Daher kann Uber die Dauer der Stickstofflimitierung die Ein-
lagerung dieser energiereichen Verbindungen manipuliert werden. (Siaut et al. 2011, Ho et
al. 2012)

5.4 sonstige Ergebnisse

5.4.1 Axenische Kulturen

Die von der GMBU e.V. Halle zur Verfligung gestellten Algenstimme waren nicht
axenisch, das heifl3t nicht frei von Bakterien. Jedoch konnten keine Spuren von Pilzen
nachgewiesen werden. Um spezifische Einflusse auf eine Kultur zu untersuchen, sollten
diese idealerweise axenisch sein. Es wurden Versuche unternommen, axenische Mikro-
algenkulturen durch Ausstreichen auf speziellen Agarmedien zu erhalten (Ziegler 2013).
Jedoch war es nicht mdglich, bakterienfreie Kulturen herzustellen. Eine mit Bakterien
kontaminierte Kultur muss jedoch nicht nachteilhaft sein. So kann eine Bakterienkultur
auch Vitamine und andere Wachstumsfaktoren bereitstellen. Somit kann diese Symbiose
positiv durch den Austausch von CO, und O, wirken (Lorenz et al. 2005, Ramanan et al.
2016). Der Zustand der Kulturen wurde durch regelméfiige lichtmikroskopische Kontrollen
uberprift und das Nahrmedium durch abzentrifugieren des alten Mediums und Austausch
durch neues Tamiya-Medium regelmaRig erneuert. Dadurch sollte auch die Anreicherung
von sekretierten Substanzen der Algen ausgeschlossen werden.

5.4.2 Methodenvergleich zur Chlorophyllbestimmung

Nach Maclintyre und Cullen (2005) dient die Bestimmung des Chl a-Gehaltes als guter
Indikator fur das Wachstum. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass dies nicht
fir alle Wachstumsphasen und Kultivierungsbedingungen nur bedingt anwendbar ist, wie
z. B. die Auswertung der Nitrat-Variante zeigte. Der Vergleich der Ergebnisse der Chloro-
phyllkonzentration in den Zellen aus gefriergetrockneten Proben und den methanolischen
Extrakten konnte darstellen, dass insbesondere bei C. vulgaris ein hoherer Gehalt an Chl a
in den methanolischen Extrakten in den Zellen vorliegen sollte. Dies kann durch eine Inter-
ferenziiberlappung des Chlorophyll a-Gehaltes durch die Uberlappung der Absorptions-
bereiche mit anderen Pigmenten bei den spektralphotometrischen Messungen verursacht
werden (Maclintyre und Cullen 2005). So ergeben sich durch diesen Einfluss scheinbar
hohere Chl a-Konzentrationen. Fur Chl b ergaben sich keine so deutlichen Abweichungen
zwischen den Untersuchungsmethoden. Tendenziell waren die Ergebnisse der methano-
lischen Extrakte jedoch vergleichbar mit denen der durch HPLC ermittelten Daten
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(Anhang A 11, S. 168). Somit eignet sich die Methode prinzipiell, um die Chlorophyll-
entwicklung wahrend der Kultivierung zu tberwachen. Dabei missen spezies-spezifische
Anpassungen (wie z. B. Erwérmungsschritte, Inkubationszeit im Losungsmittel) an die
Extraktionsmethode erfolgen. Methanol erwies sich als geeignetes Extraktionsmittel, da
andere Losungsmittel wie Ethanol und Aceton geringere Extraktionsergebnisse der Zellen
aufwiesen. Faktoren wie eine bspw. hohe Zellzahl und das Alter der Zellen beeinflussen
das Extraktionsergebnis, wodurch es zu unvollstandigen Extraktionen kommen kann. Die
Proben verblieben zum Teil gelblich bzw. grunlich. Da die Auswertung der Pellets im
Hinblick auf den Extraktionsgrad auch nur visuell entschieden wird, kann durch diesen
methodischen Fehler das Ergebnis verfalscht werden. Daher ist eine verfahrens-
methodische Diskussion und Untersuchung zur Anwendung dieser Methoden im Einzelfall
notwendig. Die Abweichungen zwischen den Ergebnissen unterschiedlicher Chlorophyll-
bestimmungsmethoden kénnen sich durch Einflisse bei beiden Methoden auf die Qualitat
und Quantitat der Inhaltsstoffe auswirken. Bei beiden Methoden kommt hinzu, dass fir
eine Diskussion des zelluldren Gehaltes eine Riickrechnung lber die ermittelte Biomasse
und Zellzahl erfolgt. Dabei kénnen weitere Bestimmungsfehler mit eingehen.

5.4.3 Optische Dichte als Wachstumsindikator

Die optische Dichte ist eine einfach und schnelle Methode, um Rickschlisse auf den
Zustand einer Kultur zu erhalten und nach Myers et al. (2013) auch unter gewissen
Voraussetzungen eine geeignete Methode zur Bestimmung der Biomasse. Ausgehend von
den Datensétzen zur Veroffentlichung 4 wurde eine gute lineare Abhangigkeit zwischen
der optischen Dichte und der korrespondierenden Zellzahl fiir C. vulgaris mit einem
Korrelationskoeffizient von 0,97 und 0,94 fur S. obliquus ermittelt (Anhang A 12, S. 169).
Dies deutet auf eine hohe Abhéangigkeit zwischen den Parametern hin. Einzelne
Messungen zeigten dagegen eine steigende optische Dichte bei konstanter Zellzahl. Dies
deutet darauf hin, dass weitere Faktoren wie z. B. das steigende Zellvolumen, die Dicke
der Zellwand oder die Zusammensetzung der Zelle die Bestimmung der optischen Dichte
beeinflussen, obwohl alle Messungen im linearen Bereich des Photometers erfolgten.
Chlorophyll und andere Pigmente werden einen geringen Einfluss auf dieses Ergebnis
bewirken, da die Messung der OD bei einer Wellenldnge von 750 nm erfolgte. Dies ist
auBerhalb der maximalen Absorption der meisten Pigmente (Griffiths et al. 2011b). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass verschiedene Faktoren Ungenauigkeiten verursachen
und einen unkorrekten Zustand der Kultur andeuten kénnen. Zudem sind vergleichende
Aussagen zur optischen Dichte zwischen verschiedenen Studien nicht méglich, da die
Ergebnisse durch die Eigenschaften des Photometers, den Kultivierungsbedingungen und
dem Zustand der zu detektierenden Zellen beeinflusst werden. Zudem wurde die optische
Dichte auch bei Wellenlangen gemessen, die innerhalb des Absorptionsbereiches von
Pigmenten liegen kdnnen. Die Absorption in diesem Bereich ist zwar schwach, jedoch ist
eine Messung aullerhalb des Absorptionsbereiches, d. h. tGber 720 nm sicherer. Weiterhin
wird in vielen Untersuchungen eine Korrelation zwischen der optischen Dichte und der
Biomasse angegeben, sodass teilweise Biomasseergebnisse diskutiert werden, die auf Basis
der optischen Dichte berechnet wurden. Auch dies ist kritisch zu beurteilen, auf Grund der
individuellen Faktoren, die die optische Dichte beeinflussen kénnen.
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6 Ausblick

Mikroalgen sind fir verschiedene Wirtschaftsbereiche von hohem Interesse, da das
Anwendungspotential dieser nachwachsenden Rohstoffquelle tber die derzeitigen Haupt-
anwendungsgebiete als Nahrungserganzungsmittel und Futtermittel hinausgeht.
Experimente mit verschiedenen Mikroalgenarten sind daher von zentraler Bedeutung, um
die Reaktion auf verdandernde Umweltreize zu verstehen.

Durch die Untersuchungen dieser Arbeit konnten Grundlagen fir ein besseres Verstandnis
der Reaktionswege in den Zellen gewonnen werden, die fir eine optimierte Produktion
genutzt werden konnen. Die Effekte auf den Biomasseertrag und die Stoffwechselaktivitét
in C. vulgaris und S. obliquus durch die unterschiedlichen Photoperioden konnten nicht auf
die Lichtdauer alleine zuriickgefiihrt werden, da die Bedingungen im untersuchten
Kultivierungssystem ein dynamisch verdnderndes System durch den Anstieg der Zellzahl,
den steigenden pH-Wert und der Nahrstofflimitierung darstellte. Dabei konnte auch ge-
zeigt werden, dass die verschiedenen Prozessparameter komplex miteinander wechsel-
wirken (z. B. CO,-Gehalt, N-Verfiigbarkeit, pH-Wert, spektrale Zusammensetzung der
Lichtquelle). Die Bestimmung des TLI erwies sich als eine Methode, um den jeweiligen
Ertrag bewerten zu kdnnen. So konnte nachgewiesen werden, dass die Lichtnutzung i. d. R.
mit Zunahme der Photoperiode sank. Die zusatzlich zugefiihrte Energie wurde demnach
nicht effizient zum Stoffaufbau genutzt und ging dem System wahrscheinlich in Form von
Warme verloren. Das TLI sollte daher als Vergleich fir unterschiedliche Studien und
Methoden auf Basis des Lichteinsatzes genutzt werden.

Um die im Rahmen dieser Arbeit erreichten Ergebnisse zu validieren, mussen spezifische
Wiederholungsversuche durchgefiihrt werden. Dazu sollte auch untersucht werden,
inwieweit sich die photoautotrophe Vorkultivierung bei C.vulgaris auf das
Wachstumsprofil und die biochemische Zusammensetzung auswirkt. Ein stabiler pH-Wert
wahrend der Kultivierung sollte flr weitere Untersuchungen ebenfalls erreicht werden, um
die Effekte eines alkalischen pH-Wertes Uber dem spezies-spezifischen Optimum
ausschlieBen zu konnen. Bei Verwendung zuséatzlicher COj-Anreicherung der
Begasungsluft muss jedoch eine Anpassung des Nahrmediums an die Zellzahlzunahme
erfolgen, um Einflisse durch Nahrstoff-limitierungen reduzieren zu kénnen. Dabei sollte
insbesondere der Stickstoffgehalt optimiert werden, da die Nitrat-Variante einen deutlichen
Einfluss auf das biochemische Profil (insbesondere der Erhéhung des Protein- und
Linolsduregehaltes) von C. vulgaris bewirkte. Ebenso sollten Makrondhrstoffe wie
Phosphor untersucht werden, um weitere EinflussgroRen auf das Zellteilungsverhalten
bzw. die biochemische Zusammensetzung zu charakterisieren und gegebenenfalls zu
optimieren. Da gezeigt werden konnte, dass das Zellgewicht mit Zunahme der
Photoperiode bzw. der Zellzahl stieg, ist von einer Einlagerung von Lipiden und
Kohlenhydratspeichern, wie Stérke, auszugehen. Daher sollten in aufbauenden Versuchen
der Gehalt dieser auch wirtschaftlich bedeutsamen Verbindungen tberpruft werden.

Die Bedingungen fir optimales Wachstum bzw. hohen Zellteilungsraten nicht (immer)
deckungsgleich mit dem Optimum fur die Produktion der hochwertigen Inhaltsstoffe.
Daher sind z. B. mehrstufige Prozessabldufe (z. B. 1. Stufe: Wachstum, 2. Stufe: Indu-

zierung gezielter Stoffwechselprozesse) zur Produktion der gewinschten Mikroalgen-
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produkte zu untersuchen und die Erkenntnisse fiir einzelne Phasen mit einander zu
koppeln. Molekularbiologische Untersuchungen kénnen ebenfalls genutzt werden, um die
Interaktion der Parameter im Zellstoffwechsel besser nachzuvollziehen und damit ein
besseres Verstandnis fir die spezies-spezifischen Antworten der Mikroalgen auf die
Veranderungen ihrer Umwelt zu erlangen (z. B. Bestimmung spezifischer Stressproteine).
Nach Kula et al. (2014) kénnen auch kalorimetrische Methoden verwendet werden, um die
Stoffwechselaktivitaten der Zellen mit der Warmefreisetzung gegenuberzustellen.

Die erreichten Ergebnisse stellen eine Basis fur aufbauende Studien dar. Fir die Mikro-
wellenbestrahlung konnte keine Reaktion in den Zellen auf Basis der Biomasseertrage und
untersuchten Inhaltstoffe nachgewiesen werden. Jedoch wiesen die Ergebnisse der UV-
Versuche auf einen Effekt auf die biochemische Zusammensetzung wie z. B. die Fett-
séurenzusammensetzung hin. Jedoch konnten diese Ergebnisse durch die geringe Stich-
probengrofie nicht abgesichert werden Die Parameterfenster zur Mikrowellen- und UV-
Bestrahlung konnten somit eingeschrankt werden, da auch in der Literatur Hinweise zu
mdoglichen (positiven) signifikanten Effekten gefunden wurden. Die entwickelten Systeme
missen jedoch im Bereich der Praktikabilitat (insbes. Reinigung und Bruchfestigkeit der
UV-Strahler) und der einstellbaren Parameter wie der Frequenz noch optimieren werden.

Durch die Nutzung der LED konnten zum einen verschiedene Stoffwechselaktivitaten wie
z. B. die Erhdhung des Luteingehaltes, beeinflusst und zum anderen durch die Reduzierung
des Stromverbrauches die Kosten bei der kiinstlichen Belichtung reduziert werden. Zudem
stieg auch die Lichtnutzungseffizienz gegentiber der Nutzung von Leuchtstoffréhren. Da
die Produktionskosten neben den zu geringen Ertragen der hochwertigen Inhaltsstoffe,
nach Adarme-Vega et al. (2012) und Klinthong et al. (2015) bei der wirtschaftlichen
Nutzung der Mikroalgen die Hauptbarriere darstellen, ist die Verwendung dieser Techno-
logie weiter zu optimieren. Parallel dazu wiesen die Ergebnisse der Zellen aus den LED-
Versuchen eine geringere Schwankungsbreite auf. Dies kann auch auf die Eigenschaften
der Lichtemittierung (Leuchtdichte) und die spektrale Zusammensetzung zuriickgefihrt
werden. Zudem weisen Leuchtstoffrohren einen elektrodenseitigen Leistungsabfall der
Leuchtdichte auf und emittieren somit keine konstante Lichtintensitat. Dies bietet auch die
Madglichkeit, die Reproduzierbarkeit der Versuche zu erhéhen, die ein grof3es Problem bei
der Durchfiihrung von Untersuchungen mit Mikroalgen darstellt. Photobioreaktoren, wie
z. B. ,,PhytoLux“ von der GMBU e¢.V. Halle, auf Basis eine Mehrplatzkultivierungssystem
mit LED-Belichtung ermoglichen parallel verschiedene Lichtrezepte zu untersuchen, um
die individuellen Reaktionsmuster der Mikroalgen zu identifizieren.

Neben den Kklassischen Charakterisierungsmethoden wurden moderne analytische
Verfahren wie Rasterelektronenmikroskopie mit Elementanalyse sowie hochaufldsende
IR-Kameratechnik eingesetzt, um die ablaufenden Prozesse besser darstellen zu kénnen.
Die Ergebnisse sind vielversprechend hinsichtlich des dynamisch zeitaufgeldsten
Temperaturverlaufes und der Darstellung der Oberflachenstruktur. Jedoch muss die Prapa-
rationstechnik entscheidend verbessert werden, um weitere Aussagen mit diesen Methoden
zu erh6hen.
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7 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Strahlungs-
bereiche des elektromagnetischen Spektrums auf die Biomasseproduktion und
Stoffwechselaktivitat der Modellorganismen C. vulgaris und S. obliquus aus der Klasse der
Grinalgen. Fur die Versuche wurde jeweils ein separates Photobioreaktorsystem auf Basis
von Blasensaulenreaktoren verwendet. Untersucht wurden die Wachstumsprofile an Hand
der Zellzahl und Wachstumsraten, der Biomasseertrag, sowie die Bestimmung folgender
Inhaltsstoffe: Gesamtproteingehalt, Fettsaurengehalt von Linol- und a-Linolensdure, der
Carotinoidgehalt von B-Carotin, Lutein und Astaxanthin sowie von Chlorophyll a und b.
Die Bestimmung der biochemischen Parameter erfolgte aus gefriergetrockneten Proben am
Versuchsende. Die Bestimmung von Chlorophyll und des Gesamtcarotinoidgehaltes
erfolgte versuchsbegleitend aus methanolischen Extrakten.

Der Einfluss verschiedener Photoperioden wurde durch die Variation der Belichtungs-
dauern zwischen 14 h und 24 h untersucht. Das Ergebnis war ein Anstieg des
Biomasseertrages mit der Zunahme der Belichtungsdauer. So stieg dieser im Vergleich zur
kirzesten Photoperiode um das 1,9-fache bei C. vulgaris und um das 1,6-fache bei
S. obliquus unter Dauerbelichtung. Das biochemische Profil verdnderte sich ebenfalls mit
der Photoperiodendauer. Zur Bewertung der Umsetzung der eingesetzten Lichtenergie in
die Produktion der untersuchten Stoffwechselparameter wurde das Gesamtlichtintegral auf
den Biomasseertrag und den Gehalt der Inhaltstoffe ermittelt. Die hochste effiziente Licht-
nutzung zur Biomassebildung ergab sich somit fur C. vulgaris bei einer Photoperiode von
20 h und far S. obliquus mit 16 h. Langere Belichtungsdauern flhrten nicht zu einer
optimierten Nutzung der Lichtenergie zum Aufbau von Biomasse. Fur die analysierten
Inhaltsstoffe am Versuchsende ergab sich ebenfalls, dass die Lichtnutzungseffizienz mit
der Zunahme der Photoperiodendauer fur den volumetrischen Ertrag, mit Ausnahme fur
Linolséure, tendenziell sinkt. Somit war fir C. wvulgaris die Lichtnutzungseffizienz
bezogen auf den volumetrischen Gehalt fir alle bestimmten Stoffwechselprodukte, mit
Ausnahme von Linolsdure, bei den Kulturen mit einem Tag-Nacht-Regime von 14:10-h am
hochsten. Fir S. obliquus ergab sich fur die Protein- und Luteinbildung die hdchste
Effizienz ebenfalls mit einem Tag-Nacht-Regime von 14:10-h, wahrend die Fettsduren am
effektivsten bei 20:4-h und B-Carotin und Astaxanthin bei 16:8-h gebildet wurden.

In beiden Spezies sank der Chlorophyllgehalt mit der Dauer der Photoperiode. Dies deutet
auf eine Nahrstofflimitierung hin, wodurch N-haltige Verbindungen wie Proteine und
Chlorophyll abgebaut werden und vermehrt Reservestoffe wie Lipide eingelagert werden.
Diese Lipideinlagerung konnte durch die Gelbféarbung der Kulturen, die mit einer Photo-
periode von > 20 h kultiviert wurden, bestatigt werden. Aktuell wird die N-Limitierung
auch als Strategie zur ,,Verfettung® der Biomasse intensiv untersucht, um z. B. Biodiesel
auf der Mikroalgenbiomasse zu gewinnen. Somit ist dies auch prinzipiell fir C. vulgaris
und S. obliquus anwendbar.
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In Bezug auf die Beurteilung als Produktionsorganismus und in Abh&ngigkeit von der
untersuchten Photoperiode ist S. obliquus durch hohere volumetrische Ertrage fiir eine
Biomasse mit hohem a-Linolensduregehalt (25-96 %) geeignet, wéhrend die Biomasse
von C. vulgaris héhere Anteile von Linolséure (70-120 %) und Astaxanthin (20-110 %)
aufwiesen.

Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde eine LED-Belichtung (49:26:25 RGB) mit einem
Tag-Nacht-Regime von 20:4-h bei C. vulgaris getestet und mit den Ergebnissen der 20:4-h
Belichtung mit Leuchtstoffrohren verglichen. Dabei konnte durch die LED-Belichtung ein
18 % hdoherer Biomasseertrag erreicht und somit die Lichtnutzungseffizienz fiir die Bio-
masseproduktion gesteigert werden. Die Zellzahl stieg ebenfalls im Mittel um 12 %. Zwar
sanken die Zellgehalte von Protein (-13 %), p-Carotin (-15 %), Linolséure (-7 %) sowie
von Chla (-25%) und Chlb (-33 %), aber durch die htheren Zellzahlen bei langerer
Belichtung konnten vergleichbare volumetrische Ertrdge erreicht werden. Durch den
geringeren Energieverbrauch wirkte sich dies positiv auf die Lichtnutzungseffizienz aus.
Die untersuchte spektrale Zusammensetzung der LED bewirkte zudem eine erhéhte
Konzentration von o-Linolensaure (66 %), Astaxanthin (26 %) und Lutein (9 %). Die
geringere Chlorophyllkonzentration bei gleichzeitig hoheren Biomasseertragen und Zell-
konzentrationen beweist die Anpassung und effizientere Nutzung der ankommenden
Photonen auf den Stoffwechsel von C. vulgaris. Die Nutzung der LED-Belichtung stellt
somit eine Optimierung der Prozessfihrung unter kiinstlicher Belichtung dar, bei der auch
das biochemische Profil manipuliert werden kann. Nach Chen et al. (2011) kénnen 50 %
der Energiekosten fir die Belichtung reduziert werden.

Auf Grund der Feststellung der Nitrat- bzw. N-Limitierung mit zunehmender Zellzahl
wurde im Rahmen eines Nitrat-Versuches der Stickstoffeinfluss in C. vulgaris-Zellen
untersucht. Diese Untersuchung erfolgte im Vergleich zur Dauerbelichtung mit dem
Standardmedium auf Grund der starksten Stickstofflimitierung. Zwar konnte trotz erhéhter
Chlorophyll- und Proteinkonzentration den Zellen der Nitrat-Variante keine Verénderung
in Bezug auf den Biomasseertrag erreicht werden, jedoch stieg auch der Linolséduregehalt
in den Zellen um 66 %, wihrend der a-Linolensduregehalt unverandert blieb. Dies deutet
auf eine stickstoffinduzierte Anreichung durch z. B. Veranderung der Enzymaktivitaten
hin. Da mit zunehmender Séattigung der Fettsduren die Stabilitdt gegeniber
Oxidationsprozessen erhoht wird, kann dieser Effekt eine Optimierung der Nutzung der
Algenbiomasse zur Produktion von Biodiesel darstellen. Die Stickstoffverfiigbarkeit als
Werkzeug zur Manipulation der biochemischen Zusammensetzung konnte somit dar-
gestellt werden. Dies muss in Untersuchungen bei geringeren Belichtungsdauern und mit
der LED-Technik weiter untersucht werden, um die Prozessfuhrung weiter zu optimieren.

Die Ergebnisse der Untersuchungen an C. vulgaris-Zellen mit zusétzlich CO,-
angereicherter Luft (0,75 %) konnten zudem zeigen, dass dieser Faktor, neben Stickstoff,
einen entscheidenden Faktor fir das Wachstum, das biochemische Profil und die
Kultivierungsbedingungen darstellt. Der Biomasseertrag stieg hierbei signifikant in den
Kulturen um +230 %. Auf Grund des zu starken Wachstums wurde dies jedoch nicht ver-
folgt, um sensible Effekte der Behandlung mit elektromagnetischer Strahlung besser
detektieren zu konnen.
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Zur Untersuchung des Einflusses von Mikrowellen- und UV-Strahlung wurde im Rahmen
der bearbeiteten Forschungsprojekte eine Mikrowellenbehandlungsanlage (2,45 GHz, 200—
1200 W) und eine UV-A (370 nm) und UV-B-Bestrahlungseinheit (312 nm) entwickelt.
Die Untersuchungen erfolgten bei einem Tag-Nacht-Regime von 14:10-h. Durch den Ein-
satz der Mikrowellentechnik konnte kein Einfluss auf das Wachstumsprofil und die bio-
chemische Zusammensetzung nachgewiesen werden. An Hand der Literaturauswertung
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Mikrowellenbehandlung im nicht thermischen
Bereich ein mdglicher Ansatzpunkt fur eine schonende Behandlung zur Induzierung von
Stoffwechselprozessen darstellt. Stérkere Effekte konnten bei hoheren Frequenzen im
EHF-Bereich auftreten.

Eine wiederholte UV-A und UV-B Bestrahlung deutet dagegen eine Reduzierung der Zell-
zahl und somit einen Einfluss auf den Reproduktionsprozess an. Weitere Veranderungen
auf das biochemische Profil, wie z. B. eine Erhéhung von Astaxanthin und a-Linolensaure,
mussen in weiteren Studien detailliert untersucht werden.

In bisherigen Studien wurde haufig die Auswertung der Lichtnutzungseffizienz vernach-
lassigt und lediglich die Lichtintensitit und Leistungszahl der verwendeten Lichtquellen
veroffentlicht. Die Angaben zur Intensitét des Lichtes sind jedoch nicht ausreichend, da
keine Informationen enthalten sind, welche Photonen emittiert werden und somit welche
Energie von den Pigmenten der Algenzellen absorbiert wird. Durch Ermittlung des
Gesamtlichtintegrals kann ein Indikator fir die Lichtnutzungseffizienz ermittelt werden.
Dies stellt eine Mdglichkeit dar, Intensitiat und Energieverbrauch fur die Produktion des
Zellproduktes bezogen auf die Lichtenergie bei unterschiedlicher Behandlung zu
vergleichen und zu bewerten. Dadurch kann auch die spektrale Zusammensetzung
optimiert werden.

Moderne analytische Methoden wie REM mit EDX-Elementaranalyse sowie hochauf-
geloste schnelle Infrarotthermographie wurden zur weiteren Untersuchung der
Bestrahlungseffekte angewendet. Dadurch konnte die Oberflachenstruktur der Algen und
das dynamische, zeitaufgeloste Temperaturverhalten durch die Bestrahlung dargestellt
werden.

Die Versuche und die Auswertung der Literatur haben gezeigt, dass kein speziestber-
greifendes definiertes “Optimum” bestimmt werden kann, da die artenspezifische,
Anpassungsfahigkeit (u.a. genetische Anlagen, ,Lichthistorie®, zirkadiane Rhythmus,
Herkunft der Kultur) an verdndernde Bedingungen stark variiert (Cuhel et al. 1984,
Edmundson und Huesemann 2015). Diese Wechselwirkungen sind sehr komplex und zeit-
abhéangig. Die Kultivierungsbedingungen miussen an die individuellen Anspriiche der
Spezies, aber auch das Zielprodukt angepasst werden.
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Summary

The goal of this work was to investigate the influence of different electromagnetic
radiation onto the biomass production and metabolic activity of the green algae model
organism C. vulgaris and S. obliquus. A separate photo-bioreactor system based on a
bubble column reactor was built for the cultivation of non-axenic cultures. The growth
profiles were studied by the cell counts and growth rates, the biomass production as well as
the determination of the following ingredients: total protein content, fatty acid content of
linoleic and a-linolenic acid, carotenoid content of B-carotene, lutein and astaxanthin as
well as chlorophyll a and b of the freeze-dried samples at the end of the experiments. The
chlorophyll content and total carotenoid content were monitored during the test according
to methanol extractions.

Different day-night-cycles between 14:10-h and 24:0-h were studied to determine its
influence. Long exposure times lead to an increase in biomass production by a factor of 1.9
and 1.6 for C. vulgaris and S. obliquus, respectively. With regard to an efficient light usage
and biomass production, the best day-night cycle was 20:4 h for C. vulgaris and 16:8 h for
S. obliquus.

The biochemical profile was dependent on the photoperiod and to changes in the culture
medium during the tests. To evaluate the light conversion into the production of metabolic
products, the total light integral in relation to the biomass production and the content of the
various ingredients were investigated. These effects were species-dependent and show the
individual response of the algae on environmental changes. However, long photoperiods
correlate with low light usage efficiencies. If this efficiency is considered as well, the
14:10 h period is the most effective for C. vulgaris (except for linoleic acid). For S.
obliquus, the highest efficiency for proteins and lutein was for 14:10-h, for fatty acids 20:4
h and for B-carotene and astaxanthin 16:8 h. For both species, the chlorophyll content was
decreasing with illumination time.

Due to a limitation of nutrients (nitrate resp. N), chlorophyll and proteins are degenerated
and metabolism of the algae is directed to reserve storage components of carbohydrates or
lipids. The incorporation of lipids was proven by the yellow coloring of the cultures under
long photoperiods (> 20 h). Currently, the effect of nitrate limitation for the fatty
degeneration of bio mass is studied intensively and should be possible with both cultures.
This effect can be applied for the production of biodiesel by algae.

In relation to the assessment of the cultures as biomass production organism under the
different cultivation conditions, it can be said that S. obliquus had higher volumetric yield
for a-linolenic acid (25-96 %) and the biomass of C. vulgaris had higher yields of linoleic
acid (70-120 %) and astaxanthin (20110 %).

Based on the experiments, LED lighting (49:26:25 RGB) for 20:4-h was tested on
C. vulgaris and compared to fluorescent lighting 20:4-h day-night regime. Due to the LED,
the light usage efficiency was raised, the average biomass production was increased by
18 % and the average cell concentration increased by 12 %. However, the cell content of
proteins (-13 %), B-carotene (-15 %), linoleic acid (-7 %), chl a (-25 %) and b (-33 %)
decreased but were partly compensated by the higher cell concentration. The light use
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efficiency improved due to the low power consumption of the LEDs. Otherwise, the
spectral composition of the LED light leads to an increase in a-linolenic acid (66 %),
astaxanthin (26 %) and lutein (9 %). The low chlorophyll content and at the same time
high bio mass production and cell numbers proved the assumption that the metabolism of
the algae adapted well on the LED and used the photons efficiently. Hence, LED
technology is a key factor to manipulate the biochemical profile of the algae and to
optimize the reactor processes with artificial lighting. According to Chen et al. (2011)
50 % of the electricity consumption could be reduced by using LED light source instead of
fluorescent lamps at the same total light intensity.

Due to the effect of nitrate limitation caused by increased cell numbers, an experiment with
an excess of nitrates was done with C. vulgaris cells. Here, the experiment was done under
continuous light because of the fast cell growth. No change in biomass production was
observed despite higher chlorophyll and protein concentrations. The linoleic acid
concentration increased by 77 % (relative) resp. 66 % (absolute) in contrast to unchanged
a-linolenic acid content. It indicates a nitrate-induced accumulation by increased enzyme
activities. This can be used for algae-based biodiesel, because of beneficial properties of
saturated fatty acids against oxidation processes. Again, the nitrate concentration can be
used to manipulate the biochemical composition in the PBR. Further research is needed to
investigate the influence of the LEDs with shorter photoperiods and higher nitrate
concentration to optimize the microalgal biomass resp. the production of high value
components.

Experiments with CO, enriched air (0.75 %) showed a beneficial effect on cell growth and
cultivation conditions in C. vulgaris. The biomass yield increased significantly by 230 %.
Due to the extreme growth, no detailed analysis on the dependencies on the other
parameters was done to detect small effects of tested treatments.

In the framework of the research projects, a microwave treatment system (2.45 GHz, 200—
1000 W) was developed as well as a radiation unit for UV-A (at 370 nm) and UV-B (at
312 nm) at 14:10-h day-night-regime. The microwave treatment induced no changes of the
cell proliferation and biomass production. It is known from literature that a microwave
treatment in the non-thermal range could induce gently beneficial metabolic processes.
Stronger effects can occur at higher frequencies at EHF-range and lower power. However,
first experiments with repeated UV-A and UV-B influence indicate a reduction in cell
number and hence an influence onto the proliferation mechanisms. Further extended
studies have to validate this preliminary finding like the dependency on increased
astaxanthin and a-linolenic acid content.

In general, the analysis of the light use efficiency was not considered in recent studies.
Mainly the light intensity and the energy efficient ratio of the light sources were
investigated. This data are not sufficient because it is unclear which light spectrum
(photons) was used for lighting. It is well known that the absorption of light by the plant
pigments is wavelength-dependent. An indicator of the light use efficiency is the total light
integral. It gives the possibility to compare different treatments because it depends on the
intensity and the energy consumption used for the biomass production.
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Modern, high-resolution methods like SEM with EDX-analysis as well as fast IR-
thermography were used for the evaluation of the radiation effects. The surface structure of
the algae and the dynamic, time-resolved temperature behavior caused by the illumination
was shown.

The experiments and literature research showed that there is no optimum for all species
because of the high variability of the species-specific adaptability (e.g. genetic factors,
circadian rhythm, light history and origin of the cultures) (Cuhel et al. 1984, Edmundson
und Huesemann 2015). These interactions are complex and time-dependent. Experiments
with different cultures are relevant to understand the algae response to changing
environmental factors. The cultivation parameters have to be adapted to the species and to
the wanted microalgal product. Probably, individual light recipes have to be prepared to
optimize the light usage for each species. The availability of nutrients is a further essential
factor which influences the biochemical profile the individual species.
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Anhang

A 1 Lichtsattigungskurve
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Abb. A 1: Lichtsattigungkurve (Anhauser 1999)
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A 2 Emissionsspektren verwendeter Leuchtmittel

Von den verwendeten Leuchtstoffrohren und der UV-A Lampe wurden die
Emissionsspektren mit dem AvaSpec ULS 2048-USB2-UA-50-Spektrometer (Avantes,
Appledorn, Niederlande) bestimmt. Das Emissionsspektrum der UV-B-Lampe konnte
nicht direkt vermessen werden, da die Rohre in das Behandlungssystem fest integriert war,
sodass im Folgenden das Emissionsspektrum des Projektpartner Neon Béhm GmbH
angegeben wird. Das Emissionsspektrum der LED wurde auf Basis der Herstellerdaten in
eine eigene Darstellung uberfihrt.
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Abb. A 2: Emissionsspektrum Leuchtstoffrohre: Osram, L36 W/840, Lumilux
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UV-A-Lampe
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Abb. A 3: Emissionsspektrum UV-A-Lampe: BLB T8/18 LS010 (Peak bei 370 nm)
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Abb. A 4: Emissionsspektrum UV-B-Lampe mit dem Leuchtstoff (Peak bei 312 nm)
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Abb. A 5: Emissionsspektrum der LED mit den eigesetzten Leuchtdioden LD W5AM deep
blue (Peak bei 455 nm), LD WAM deep true green (Peak bei 528 nm) und LH W5AM hyper

red (Peak bei 657 nm)
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A 3 Ergebnisse UV-Bestrahlung
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Abb. A 6A-D: Darstellung der Ergebnisse der relativen Anteile untersuchter Inhaltsstoffe von
C. vulgaris bei verschiedenen UV-A- und UV-B-Behandlungen (A: Proteine, B: Fettsauren,

C: Carotinoide, D: Chlorophylle;
Behandlungenn=1

Balken stellen Standardabweichung dar, alle UV-
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A 4 Ergebnisse Mikrowellenversuche
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Abb. A 7A-D: Ergebnisse

relativer Anteile untersuchter Inhaltsstoffe fir C. vulgaris

(A: Proteine, B: Linol- und a-Linolenséaure, C: Carotinoide, D: Chlorophylle; Behandlung 1:
10 x 30 s + 10 x 15 s, Behandlung 2: 15 x 15 s am Tag 10; Balken stellen Standardabweichung

dar,n=2)
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Abb. A8A-D: Ergebnisse relativer Anteile untersuchter Inhaltsstoffe fur S. obliquus
(A: Proteine, B: Fettsduren, C: Carotinoide, D: Chlorophylle; Behandlung 1:

kontinuierlich bis 38°C, Behandlung 2: 10x15s am Tag 4/7/10, Balken stellen die

Standardabweichung dar, n = 2)
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A 5 Ergebnisse CO,-Versuche
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Abb. A 9A-D: Ergebnisse relativer Anteile analysierter Inhaltsstoffe von C. vulgaris bei
verschiedenen CO,-Konzentrationen in der Begasung am Versuchsende nach 264 h (12
Tage, Starttag = Tag 1) bzw. 240 h (11 Tage) (A: Protein, B: Linol- und -
Linolenséiure, C: Carotinoide (p-Carotin, Lutein, Astaxanthin), D: Chlorophyll a und
b; Balken stellen Standardabweichung dar, n = 1 auf3er fir CO,, g7506: N =2
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A 6 Auswertung Gesamtlichtintegrals
Tab. A 1: DLI [mol-m?2.d™]

DLI 14:0 16:8 18:6 20:4 22:2 24:0/ 14:10/ 20:4/
Nitrat CO, LED
C. vulgaris 16,37 - - 23,39 25,72 28,06 30,74 21,96

S. obliquus 15,44 17,65 19,85 22,06 24,27 26,47 -

Tab. A2: TLI bezogen auf den zellularen Gehalt von Produkt X (TLIx z) fiir C. vulgaris bei einer Intensitat von 324,8 pumol-m?2-s* (FL) bzw.
305,0 pmol-m?2s™ (LED), n = StichprobengroRe, + = Standardabweichung

Merk- Licht TI—IProtein 7z TLI A 2 TLIALA 7 TLl{g-Car 7z
mal [h] [g:Z" ' mol-m?] " [g-Z" ' mol-m?] " [g:Z" ' mol-m?] " [g-Z ' mol-m?] n
FL 14 | 4,79-10%+1,18-10 | 6 |3,00.10"°+0,69-10%° | 4 | 3,22.10°+0,65-10"° | 4 | 1,16:10°+0,25.10™° | 5
FL 20 |291-.10%+043-10"% | 6 |2,23.10°+0,44-10° | 4 | 1,44-10°+0,26-10" | 4 | 0,54-107°+0,26-10™° | 8
FL 22 |237-10%+0,25-10"% | 5 |2,88.10°+0,48-10° | 2 | 1,58-10°+0,21.10" | 2 |0,28-10™°+0,09-10™® | 5
FL 24 | 2,74-10"+0,55-10™ | 6 |251-10°+0,36-10° | 4 | 1,36:10°+0,25-:10" | 4 |059-10°+0,17-10% | 6
FL/CO, | 14 |1,32-10™+0,18-10™ | 2 |2,92. 10" +145.10" | 2 | 2,17. 10 +1,18-10™ | 2 | 0,34-10™°+0,06-10™ | 2
LED 20 |2,77:10%+0,25-10 | 4 |2,25:10%+054-10% | 4 | 2,59-10® +0,43-10% | 4 |0,48:10% +0,07-10% | 4
FL/Nitrat | 24 | 7,03-.10*+0,49-10™ | 2 |4,17.10%+0,22.20" | 2 | 1,36-:10%+0,17-10" | 2 | 1,64-10" +0,14-10™ | 2

Merk- | Licht TLILutein z TLlAsta z TLlchia z TLlchib z
mal | [h] [9-Z" mol-m?] " [9-Z mol-m?] " [9-Z mol-m?] " [9-Z mol-m?] n
FL 14 |525-10°+0,36-10° | 5 |044-10"°+0,12.10™ | 3 | 3,77.10"+1,13-.10" | 4 |1,29-10"°+0,35-10™ | 4
FL 20 |3,62:.10%+0,44-10% | 8 |0,21-10%°+0,06-10%° | 7 | 1,93-10°+0,32:10%° | 7 |0,72:10%°+0,17-10%° | 7
FL 22 |2,99-10%+0,45-10" | 5 |0,14-10"°+0,06-10%° | 4 | 1,83-10°+0,27.10" | 5 | 0,74-10°+0,06:10"° | 5
FL 24 |3,29-10%°+0,37-10° | 6 |0,20-10™°+0,06-10%° | 6 | 1,75-10"°+0,07-10" | 6 | 0,66-10°+0,02-10" | 6
FL/CO, | 14 |156:10%+0,31.10%® | 2 |0,13.10%+0,03-20%° | 2 | 1,00-10® +0,25-10"™ | 2 | 0,40-10™ +0,10-10™ | 2
FL/Nitrat | 20 | 4,19-10°+0,41-10° | 4 |0,28-10%°+0,01-.10"® | 4 | 1,59-10" +0,16-10" | 4 | 0,53-10°+0,04-10" | 4
FL 24 | 47610 +0,41-10" | 2 |0,22.10"°+0,05-10%° | 2 | 3,72:10"°+0,22.10%° | 2 |1,33-10"°+0,08:10%° | 2
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Tab. A 3: TLI bezogen auf den volumetrischen Ertrag von Produkt X (TLIy) fiir C. vulgaris bei einer Intensitat von 324,8 pmol-m?2.s® (FL) bzw.
305,0 pmol-m™2s™ (LED), n = StichprobengroRe, + = Standardabweichung

Merk- Licht TLIprotein TLI A TLIALA TLIgcar
mal | [h] [g-I""-mol-m?] " [g-I""-mol-m?] " [g-I""-mol-m?] " [g-I""-mol-m?] "
FL 14 | 2,84-10°+0,53-10° | 6 1,77:10*+0,54-10* | 4 | 1,90-10*+0,54-10* | 4 | 0,70-10°+0,10-10° | 5
FL 20 | 2,36-10°+0,45-10° | 6 | 2,01-10*+0,40-10* | 4 | 1,30-10%+0,23-10% | 4 | 0,46-10°+0,25-10° | 8
FL 22 | 1,96-10°+0,29-10° | 5 2,60-10% +0,51-10™ 2 | 1,42:10°+0,23-10% | 2 | 0,23:10°+0,08:10° | 5
FL 24 | 2,34.10°+0,42-10° | 6 | 2,19-10°+0,30-10* | 4 | 1,18-10%+0,20-10* | 4 | 0,51-10°+0,16-10° | 6
FL/CO, | 14 | 1,63-10°+0,17-10° | 2 3,54-10% +0,95-10™ 2 | 262:10%+0,84-10* | 2 | 045.10°+0,18-10° | 2
LED 20 | 2,53-10°+0,16-10° | 4 2,05-10%+0,44-10* | 4 | 2,37.10%°+0,33-10* | 4 | 0,43-10°+0,06-10° | 4
FL/Nitrat | 24 | 4,85-10°+0,01-10° | 2 2,88-:10" + 0,04-10™ 2 | 094-10%+0,06-10* | 2 | 1,13.10°+0,00-10° | 2
Merk- Licht TLILutein TI—IAsta TL'ChIa TL|Ch| b
mal | [h] [g-I""-mol-m?] " [g-I""-mol-m?] " [g-I""-mol-m™?] " [g-I"-mol-m™] :
FL 14 | 3,21-10°+0,42-10° | 5 | 0,28:10°+0,05-10° | 3 | 2,41-10%°+056-10* | 4 | 0,83-10%+0,16-10* | 4
FL 20 | 2,98-10°+0,53-10° | 8 0,18-10° + 0,06-10° 7 | 1,62:10°+0,31-10* | 7 | 0,61.10*+0,15-10* | 7
FL 22 | 2,47-10°+0,49-10° | 5 0,12-10° + 0,06-107 4 | 151-10°+0,24-10* | 5 | 0,61-10* £0,05-10* | 5
FL 24 | 2,82:10°+0,40-10° | 6 0,17-10° + 0,05-10° 6 | 1,49-10°+0,99-10* | 6 | 057-10*+0,03-10* | 6
FL/CO, | 14 | 1,96-10°+0,10-10° | 2 | 0,16-10°+0,00-10° | 2 | 1,26:10%+0,01-10* | 2 | 0,51.10*+0,00-10* | 2
LED 20 | 3,83-10°+0,03-10° | 4 | 0,2510°+0,01-10° | 4 | 14510%+0,12.10* | 4 | 0,48-10%+0,03-10* | 4
FL/Nitrat | 24 | 3,28:10°+0,06-10° | 2 0,15-10° + 0,00-10° 2 | 257-10°+0,02:10* | 2 | 0,92:10*+0,01-10* | 2
Merk- Licht TLIgtMm TLI,»
mal | [h] [g-I""-mol-m™] " [ZZ-I"-mol-m?] "
FL 14 8,69-10°+1,47-10° | 6 3,68 10°+ 0,56-10° 6
FL 20 9,90-10° +1,23-10° | 12 3,50-10° + 0,48-10° 12
FL 22 | 9,89-10° +1,16:10°| 8 3,35-10° + 0,25-10° 8
FL 24 | 9,61-10° +1,06-10° | 10 2,93-10° + 0,25-10° 10
FL/CO, | 14 | 15,48-10°+1,20-10° | 3 4,14-10° + 0,77-10° 3
LED 20 | 12,67-10°+0,03-10° | 4 4,17-10° + 0,13-10° 4
FL/Nitrat | 24 7,54-10° +0,03-10° | 2 2,46-10° + 0,16-10° 2
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Tab. A4: TLI bezogen auf den zelluldaren Gehalt von Produkt X (TLIly) fir S.obliquus bei einer Intensitdt von 306,4 pmol-m?2s® (FL),
n = Stichprobengrofle, + = Standardabweichung

Merk- Licht TI—IProtein Z n TL||_A Z n TL|A|_A Z n TLlf;-Car Z n
mal [h] [9-Z " mol-m™] [9-Z " mol-m™] [9-Z mol-m™] [9-Z mol-m™]
FL 14 19,9810 +160-10% | 5 |332:10°+0,72.20" | 3 | 75310 +056-10" | 3 | 1,94.10%+0,81.10% | 5
FL 16 |8,47-10%+124.10" | 4 [3,01-10°+0,32-10" | 4 [6,17- 10" +1,12-10" | 4 | 2,00.10%® +0,10-10% | 4
FL 18 | 7,60-10¥+1,10.10% | 6 |2,16-10°+0,34-10" | 4 |590-10"°+0,75- 10" | 4 | 1,90-10® +0,50-10% | 6
FL 20 |5,89-10+0,48-10™ | 4 |2,99-10%+0,28-10" | 2 |6,49-10"+0,03-10" | 2 | 1,05-10"+0,40-10™ | 4
FL 22 16,6710 +0,67-10" | 4 n. b. - n. b. - | 0,96-10™+0,30-10% | 4
FL 24 | 45510 +037-10" | 4 | 24510 +0,44-10" | 4 |3,88.10"+0,77-10" | 4 | 097.10™+0,31.10™ | 4

Merk- | Licht TLILutein z n TLlAsta z n TLlchia z n TLlchib z n
mal [h] [9:Z" ' mol-m?] [g-Z" ' mol-m?] [g-Z" ' mol-m?] [g-Z ' mol-m?]
FL 14 19,96-10°+143.120% | 5 |0,44.10%+0,18-10® | 5 | 7,12.10™+0,66-10"° | 5 | 26210 +0,29-10" | 5
FL 16 |9,24.10%°+155.10%® | 4 |056-10°+0,21-10™° | 4 |594.-10"+1,14.10" | 4 | 22910 +0,43-10" | 4
FL 18 |8,27-10%°+142.120% | 6 | 0,43.10%+0,13-10™® | 6 | 4,98-10™+0,88-10"° | 6 | 1,84-10%°+0,35-10" | 6
FL 20 [6,9410%+045-10" | 4 |0,32.10%°+0,23-10%® | 4 | 3,62.10"+0,21-.10" | 4 | 1,42.10"+0,06-10"° | 4
FL 22 77220 +1,19-10" | 4 | 0,28-10%°+0,19-10%® | 4 | 3,81.10+054.10" | 4 | 1,43.10"+0,19-10"° | 4
FL 24 |562:10%+0,38-10%" | 4 |0,35-10"°+0,17-:20%® | 4 | 3,01-10"”+0,23-10" | 4 | 1,14-10™+0,11-10" | 4

156



ANHANG

Tab. A5: TLI bezogen auf den volumetrischen Ertrag von Produkt X (TLIy) fir S.obliquus bei einer Intensitat von 306,4 umol-m?.s* (FL),
n = Stichprobengrofle, + = Standardabweichung

Merk- Licht TLIprotein n TLI A n TLIALA n TLlgcar n
mal [h] [g-1'-mol-m™] [g-1"'-mol-m™] [g-1""-mol-m™] [g-1"'-mol-m™]
FL 14 | 3,22.10%+0,77-10° | 5 1,03-10% +0,17-10™ 3 | 2,36:10%+0,40-10* | 3 | 0,61-10°+0,24-10° | 5
FL 16 | 2,88-10°+0,34.-10° | 4 1,02-10* +0,08-10* 4 | 212.10%+0,49-10* | 4 | 0,68-10°+0,02-10° | 4
FL 18 | 2,63-10%+0,50-10° | 6 0,73-10* +0,06-10* 4 | 20210%+0,20-10* | 4 | 0,65-10°+0,15-10° | 6
FL 20 | 2,25-10°+0,12-10° | 4 1,17-10* + 0,08-10™ 2 | 25410%+0,05-10% | 2 | 0,41-10°+0,17-10° | 4
FL 22 | 2,29-10%+0,22-10° | 4 n. b. - n. b. - | 0,33:10°+0,07-10° | 4
FL 24 | 1,86-10°+0,18-10° | 4 0,99-10% + 0,08-10* 4 | 157-10%+0,21-10% | 4 | 0,39-10°+0,09-10° | 4
Merk- Licht TLILutein n TI—IAsta n TL'ChIa n TL|Ch| b n
mal [h] [g-1"'-mol-m™] [g-1"'-mol-m™] [g-1""-mol-m™?] [9-1"-mol-m?]
FL 14 | 3,20-10°+0,62:10° | 5 0,14-10° + 0,05-10° 5 | 2,26-10%+0,11-10* | 5 | 0,83-10%+0,04-10% | 5
FL 16 | 3,14-10°+0,40-10° | 4 0,19-10° + 0,08-10™ 4 | 2,01-10°+0,28-10* | 4 | 0,78-10%+0,11-10* | 4
FL 18 | 2,86-10°+0,55-10° | 6 0,15-10° + 0,04-10™ 6 | 1,72:10%+0,34-10* | 6 | 0,64-10%+0,14-10* | 6
FL 20 | 2,66-10°+0,10-10° | 4 0,13-10° +0,09-10° 4 | 139:10%+0,06-10% | 4 | 054.10%+0,02-10* | 4
FL 22 | 2,63-10°+0,16-10° | 4 0,09-10° + 0,06-10° 4 | 130-10%+0,10-10% | 4 | 0,49-10%+0,04-10* | 4
FL 24 | 2,30-10°+0,26-10° | 4 0,14-10° + 0,06-10° 4 | 12310%+0,06-10% | 4 | 0,46-10%+0,02:10* | 4
Merk- Licht TLIgtm n TLIZ n
mal [h] [g-1"-mol-m™] [ZZ-1""mol-m™]
FL 14 | 10,66-10°+0,71-10° | 6 2,02-10% + 0,24-108 6
FL 16 | 10,31-10°+0,28-10° | 4 1,93-10% + 0,10-10° 4
FL 18 | 950-10°+0,81.10° | 6 1,74-10% + 0,20-10° 6
FL 20 | 9,94.10%+0,74.-10° | 4 1,74-10% + 0,07-10° 4
FL 22 | 925.10°+0,52-10° | 4 1,42-10% + 0,16-10° 4
FL 24 | 9,68-10°+0,56-10° | 4 1,55-10% + 0,17-10° 4
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A 7 Zellgehalt und volumetrischer Ertrag

Die zelluldren und volumetrischen Gehalte ergeben sich durch Verrechnung mit den zugehérigen Zellkonzentrationen und Biomassertrégen, in

denen der Parameter Inhaltsstoff und Biomasse bzw. Zellzahl ermittelt wurde.

Tab. A 6: Mittlerer Zellgehalt der Inhaltstoffe in C. vulgaris nach 240 h, n = Stichprobenzahl, + Standardabweichung

Merk- | Licht Protein LA ALA R-Car
mal | [h] [9-Zelle™] : [9-Zelle™] : [9-Zelle™] n [9-Zelle™] n
FL 14 | 0,78-101+0,19-10™" | 6 | 4,91-10%+1,13-10% | 4 | 527.10%+1,07.10" | 4 [ 190.10"+041.10" | 5
FL 20 | 068-10"+0,10-10™ | 6 | 521.10°+1,03-10%° | 4 | 3,36-10°+0,60-10" | 4 | 1,26-10*+0,60-10™ | 8
FL 22 | 061-10"+0,07.20" | 5 | 742.10°+1,23-10° | 2 | 4,06-10%+0,53-10"° | 2 [0,72:10™+0,23-10% | 5
FL 24 | 0,77.10"+0,16-20™ | 6 | 7,06:10+1,00-.10% | 4 | 3,82.10+0,71-10" | 4 [ 16510 +0,49-10™ | 6
FL/CO, | 14 | 0,40-10™+0,05-10" | 2 | 8,85-10%+439.10 | 2 | 6,59-10°+3,60-10 | 2 | 1,02.10™+0,18-10™ | 2
LED 20 | 0,61-10™"+0,06-10™ | 4 | 494.10°+1,18-10° | 4 | 569-10°+0,95-10™ | 4 | 1,06-10™*+0,14-10™ | 4
FL/Nitrat | 24 | 1,97.10™"+0,14.10" | 2 | 11,70.10%°+0,62.10" | 2 | 3,99-10+0,48-10" | 2 | 4,60-10™+0,32.10™ | 2

Merk- | Licht Lutein Asta Chla Chlb
mal [h] [g-Zelle] " [g-Zelle] n [g-Zelle] n [9-Zelle] n
FL 14 | 8,60-10+0,58-10 | 5 | 0,73-10+0,20-10™ | 3 | 6,17-10%+1,84.10%° | 4 | 2,11.10%+0,57-10 | 4
FL 20 8,46-10**+1,04-10™ | 8 | 0,49-10+0,15-10™ | 7 | 4,52.10°+0,78.10" | 7 | 1,68:10°+0,39-10" | 7
FL 22 | 769:10"+115.10" | 5 | 037-10%+0,15-10™ | 4 | 4,72.10%+0,68-10"° | 5 | 1,90-10°+0,16-102 | 5
FL 24 | 9,24.10+1,03-10™ | 6 | 055-10™+0,16:10™ | 6 | 4,90-10°+0,20-10"° | 6 | 1,86-10°+0,06-10 | 6
FL/CO, | 14 4,72.10%+0,93-10 | 2 | 0,38-10™+0,10-10** | 2 | 3,04-10%+0,77.10% | 2 |1,22:.10%+0,30-10 | 2
LED 20 9,20-10*+0,89-10™ | 4 | 0,61-.10™+0,03-20™ | 4 | 348.10%°+0,35.10" | 4 | 1,16.10%°+0,00-10% | 4
FL/Nitrat | 24 | 13,35-10%+1,12.20™ | 2 | 0,61.10™+0,04-10™ | 2 | 10,44.10°+0,62-.10" | 2 | 3,74.107+0,22.10" | 2
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Tab. A 7: Mittlerer Zellgehalt der Inhaltstoffe in S. obliquus, n = Stichprobenzahl, + Standardabweichung, n. b. = nicht bestimmt

Merk- | Licht Protein N LA N ALA n R-Car n
mal | [h] [g-Zelle™] [g-Zelle™] [g-Zelle™] [g-Zelle™]
FL 14 | 1,63-10"+0,26-20" | 5 | 544-10%+1,17.108 | 3 | 12,33-10%+0,92.10" | 3 | 3,17-10"+1,32-10% | 5
FL 16 | 1,59-10"+0,23-.20" | 4 | 563-10°+0,59-10% | 4 | 11,53-10%+2,00-10" | 4 | 3,74-10"* +0,18-10% | 4
FL 18 | 1,60-10M+0,23-.10" | 6 | 454-10%+0,72.208 | 4 | 124310 +157- 10" | 4 | 4,00-10™+1,04-10% | 6
FL 20 | 13810 +0,11.10" | 4 | 6,99-108%+0,65-10% | 2 | 1517-10%+0,06-10 | 2 |245.10%+0,93.10 | 4
FL 22 | 1,72.10% +0,27-10" | 4 n. b. n. b. - | 2,48-10"+0,77.10% | 4
FL 24 | 1,28-10%+0,11-.20" | 4 | 6,86-100%+1,22.10" | 4 | 10,89-10 +2,17-10 | 4 | 2,72-.10 +0,88-10 | 4
Merk- | Licht Lutein N Asta N Chl a n Chl b n
mal | [h] [g-Zelle™] [g-Zelle™] [g-Zelle™] [g-Zelle™]
FL | 14 | 16,30-10™+2,35.10™ | 5 | 0,72:10™°+0,30-10™ | 5 | 11,66-10°+1,08-10™ | 5 | 4,28-10°+0,48-10" | 5
-14 -14 -14 -14 -13 -13 -13 -13
FL 16 | 17,2910 +2,90-10 4 | 1,05-10™+0,39-10 4 | 11,1010 +2,14-10 4 |4,29-10%+0,81-10 4
FL 18 | 17,4010 +2,99.10" | 6 | 0,90-10™+0,27.10 | 6 | 104810 +1,85-10" | 6 | 3,87-10°+0,75-10° | 6
FL 20 | 16,23-10"+1,04-10" | 4 | 0,76-10*+0,53-10* | 4 847-10°+0,49.10% | 4 |3,32.10%+0,15-10"7 | 4
FL 22 | 19,85-10" +3,06-10™ | 4 | 0,72:10 +0,50-10* | 4 9,80-10°+138-108 | 4 |3,69-10%+0,48-107 | 4
FL 24 | 15,78-10°+1,06-10™ | 4 | 0,97-10%+0,47.10™ | 4 84510 +064-102 | 4 |3,19.10%+0,30-10 | 4
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Tab. A 8: Mittlerer volumetrische Ertrag der Inhaltsstoffe mit C. vulgaris nach 240 h, n = Stichprobenzahl, + Standardabweichung

Merk- | Licht Protein LA ALA R-Car
mal | [h] [g1] " [g:1] i [g1] " [g1] "
FL 14 | 46,27-10°+ 8,64-10°| 6 | 2,90-10°+0,88-10% | 4 | 3,12:10°+0,88-10° | 4 | 1,14-10°+0,16-10° | 5
FL 20 | 55,41.10°+1058-10°| 6 | 4,70.10°+0,93-10° | 4 | 3,03-10°+0,54-10° | 4 | 1,07-10°+0,59-10° | 8
FL 22 | 50,42.10°+ 7,34-10° | 5 | 6,68-10°+1,30-10° | 2 | 3,65-10°+0,58-10° | 2 | 0,60-10°+0,21-10° | 5
FL 24 | 6550-10°+11,66-10%| 6 | 6,13-10°+0,85-10° | 4 | 3,31.10°+0,57-10% | 4 | 1,42-10°+0,44-10° | 6
FL/CO, | 14 | 49,47-10°+ 5,20-10°| 3 | 10,74-10°+2,87-10% | 2 | 7,94.10%+2,56-10° | 2 | 1,35-10°+0,55-10° | 2
LED 20 | 54,37-10°+29,18-10%| 4 | 4,40-10°+0,09-10° | 4 | 5,08-10°+0,66-10° | 4 | 0,95-10°+0,16-10° | 4
FL/Nitrat | 24 | 136,05-10°+0,49-10° | 2 | 8,07-10°+0,11-10% | 2 | 2,62:10%+0,16-10° | 2 | 3,17-10°+0,01-10° | 2

Merk- | Licht Lutein Asta Chl a Chlb
mal | [h] [g-1"] i [g-1"] i [g-1"] i [g-1"] "
FL 14 | 5,26-10°+0,69-10° | 5 | 0,46-10°+0,09-10° | 3 | 3,95-10°+0,91-10% | 4 | 1,35-10°+0,27-10° | 4
FL 20 6,97-10° + 1,23-10 8 | 041.10°+0,13-10° | 7 | 3,79-10°+0,73-10% | 7 | 1,41.10°+0,35-10° | 7
FL 22 | 6,37-10°+1,25.10° | 5 | 0,31-10°+0,14.10° | 4 | 3,89-10°+0,63-10° | 5 | 1,56-10°+0,12-10° | 5
FL 24 | 7,92.10°+1,12.10° | 6 | 0,47-10°+0,15-10° | 6 | 4,19-10°+0,28-10° | 6 | 1,59-10°+0,09-10° | 6
FL/CO, | 14 | 5,95.10°+0,30-10° | 2 | 0,48:10°+0,00-10° | 2 | 3,80-10%+0,03-10° | 2 | 1,53-10°+0,00-10% | 2
LED 20 8,23-10°+0,68-10° | 4 | 054-10°+0,00-10° | 4 | 3,12:10%+0,00-10° | 4 | 1,04-10°+0,01-10% | 4
FL/Nitrat | 24 | 9,20-10°+0,18-10° | 2 | 0,42:10°+0,00-10° | 2 | 7,20-10°+0,05-10° | 2 | 2,58:10°+0,02:10° | 2
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Tab. A 9: Mittlerer volumetrische Ertrag der Inhaltsstoffe mit S. obliquus nach 240 h, n = Stichprobenzahl, + Standardabweichung, n. b. = nicht

bestimmt

Merk- | Licht Protein LA ALA 3-Car
mal [h] [9-1"] [9-1"] [9-1"] [9-1"] n
FL 14 |52,71-10% +12,66-10° | 5 | 1,68-10% +0,28-10% | 3 | 3,86:10% +0,66-10% | 3 | 1,0010°+0,39-10° | 5
FL 16 | 53,90-10% + 6,42:10% | 4 | 1,92.10% +0,15-10% | 4 | 3,96:10% £0,92:10% | 4 | 1,27-10°+0,04-10° | 4
FL 18 | 55,45-10% +10,56-10° | 6 | 1,54-10% +0,13-10° | 4 | 4,24.10% +0,41-10° | 4 | 1,37-10°+0,32:10° | 6
FL 20 |52,70-10° + 2,78-10° | 4 | 2,74.10° +£0,19-10° | 2 | 5,95.10° +0,11.10° | 2 | 0,95-10°+0,39-10° | 4
FL 22 |58,93.10° + 556:10% | 4 n. b. - n. b. - | 0,84-10°+0,18-10° | 4
FL 24 |52,14-10° + 5,00-10%| 4 | 2,77-.10° £0,21.10° | 4 | 4,41.10° +£0,58-10° | 4 | 1,09-10°+0,25-10° | 4

Merk- | Licht Lutein Asta Chl a Chlb
mal [h] [0-1"] [9-17] [0-1"] [0-1"] n
FL 14 5,23-10°+1,02-10° | 5 | 0,22-10°+0,08-10° | 5 | 3,70-10° +0,18-10° | 5 | 1,36-10°+0,07-10° | 5
FL 16 587-10°+0,75-10° | 4 | 0,36-10°+0,15-10° | 4 | 3,76-10° +0,53-10° | 4 | 1,45-10°+0,20-10° | 4
FL 18 6,01-10°+1,15-10° | 6 | 0,31-10°+0,09-10° | 6 | 3,63-10° +0,72-10° | 6 | 1,34-10°+0,30-10° | 6
FL 20 6,21-10°+0,24-10° | 4 | 0,30-10°+0,21-10° | 4 | 3,24.10° +0,14-10° | 4 | 1,27-10°+0,05-10° | 4
FL 22 6,77-10°+0,41-10° | 4 | 0,24-10°+0,15-10° | 4 | 3,35-10° +0,25-10° | 4 | 1,26-10°+0,10-10° | 4
FL 24 6,45-10°+0,72-10° | 4 | 0,39-10°+0,16-10° | 4 | 3,44.10° +0,16-10% | 4 | 1,30-10°+0,05-10° | 4
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A 8 Statistische Auswertung

Tab. A 10: Endwertbestimmung und signifikante Unterschiede nach 240 h Versuchsdauer in C. vulgaris (z Standardabweichung, p < 0,05)

Merk- | Licht BTM Zellzahl Chl a Chlb Car ZG
mal | [n] | [gr] | [10"mI"] | [mg] [mg-I"] [mgy) | PhWert | ODrmo [um]
FL 14 [1,42°+0,24 [6,02°+0,92 [51,22°+1,47 [14,77°+1,31 [14,56°+0,69 [8,59°+0,04 | 2,09°+0,21 | 4,02° + 0,33
FL 20 |2,32°%+0,28(8,18*" + 1,12 |56,28*" + 5,36 | 16,90*" + 1,36 | 17,51*"+ 3,06 |9,37*" +0,16(2,83%"+0,20| 3,57" + 0,30
FL 22 [2,54%*+0,30 (8,62°+0,64 [52,07°+3,27 |16,58°+1,11 |15,67°+1,70 |[9,51°+0,14 | 3,01° +0,17 |4,02* " +0,28
FL 24 |2,70°+0,30 [8.21%+0,69 |51,29°+151 |[17,24%+1,43 [15,02°+0,69 |9,47°+0,19 |3,14+0,24 |3,91° + 0,41
FL/CO, | 14 [4,69+0,36 |1253+234 [40,34+1,75 [12,33+0,95 |[13,25+0,60 |7,48+0,21 [4,68+0,03 [4,22+035
LED 20 |2,78°+0,06 [9,16° +0,29 |34,69°+2,29 (9,58 +1,71 [12,09°+0,34 [9,43"+0,09 [2,98°+0,11 [3,81°+0,16
FL/Nitrat | 24 [2,12+0,01 [6,91+0,46 |87,56+2,57 [2529+0,69 [2365+0,52 |9,64+0,08 [3,25+0.00 [4,01+0,15

Tab. A 11: Endwertbestimmung und signifikante Unterschiede nach 240 h Versuchsdauer in S. obliquus (+ Standardabweichung, p < 0,05)

Merk- | Licht BTM Zellzahl Chla Chlb Car

mal | [n] | [g"] [zz-ml"] | [mgI"] [mg-I"] [mg-I"] pH 1o

FL 14 | 165°+0,11 | 3,12°+0,37 |49,20™ +7,00| 1543*+1,06 | 14,00°+2,20 | 8,96 + 0,37 | 2,219 + 0,21
FL 16 | 1,829+0,05 | 3,41°+0,18 | 55,89°+ 2,57 | 16,42 +1,89 | 16,61*+ 0,73 | 9,51°+ 0,03 | 2,33% + 0,10
FL 18 | 1,89°°+0,05 | 3,46°+0,39 |52,03" +2,20| 14,45 + 0,99 | 16,30+ 0,68 | 9,60°+ 0,15 | 2,67° + 0,18
FL 20 | 2,19°+0,16 | 3,83°+0,14 | 47,36°+ 1,49 | 15,54 + 1,04 | 14,59° + 0,19 | 9,62° + 0,20 |2,77°° + 0,10
FL 22 | 2,24°+0,13 | 3,45°+0,38 | 48,03°+ 3,43 | 14,58 + 1,50 | 15,48% + 1,85 | 9,44% + 0,08 | 2,91° + 0,31
FL 24 | 256°+0,15 | 4,10°+0,46 | 48,48°+1,91 | 13,49+ 0,20 | 16,29° + 1,40 | 9,50% + 0,22 | 3,40% + 0,29
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Tab. A 12: Regressionsanalyse fur C. vulgaris auf Basis der Mittelwerte der Zellgehalte der
analysierten Inhaltsstoffe nach 240 h, p < 0,05

Pearsonsche Korrelationskoeffizienten,
Prob > |r| unter HO: Rho=0

Anzahl der Beobachtungen N=4

Protein LA ALA 3-Car | Lutein Asta Chl a Chlb

Protein | 1.0000 | -0.4408 @ 0.4812 | 0.9887 | 0.8568 | 0,9114 | 0,6753 | 0,4621
0.5592 | 0.5188 | 0.0112 | 0.1431 | 0,0886 | 0,3246 | 0,5378

LA | -0.4408 | 1.0000 | -0.3389 | -0.5682 | -0.1811 | -0,6820 | -0,5068 | -0,1308

0.5592 0.6611 | 0.4317 | 0.8189 | 0,3180 | 0,4932 | 0,8692
ALA | 0.4812 | -0.3389 | 1.0000 | 0.5179 | -0.0222 | 0,7145 | 0,9632 | 0,9749
0.5188 | 0.6611 0.4821 | 0.9777 | 0,2855 | 0,0367 | 0,0251
p-Car | 0.9887 | -0.5682 | 0.5179 | 1.0000 | 0.8034 | 0,9538 | 0,7193 | 0,4667
0.0112 | 0.4317 | 0.4821 0.1965 | 0,0462 | 0,2807 | 0,5333
Lutein | 0.8568 | -0.1811 | -0.0222 | 0.8034 | 1.0000 | 0,5875 | 0,2011 | 0,0017
0.1431 | 0.8189 | 0.9777 | 0.1965 0,4125 | 0,7988 | 0,9982
Asta | 0.9114 | -0.6820 A 0.7145 | 0.9538 | 0.5875 | 1,0000 | 0.4661 | 0,6325
0.0886 | 0.3180 | 0.2855 | 0.0462 | 0.4125 0.0383 | 0,3675
Chla | 0.6753 | -0.5068 | 0.9632 | 0.7193 | 0.2011 | 0.4661 | 1,0000 | 0.9193
0.3246 | 0.4932 | 0.0367 | 0.2807 | 0.7988 | 0.0383 <.0001

Chlb | 0.4621 |-0.1308 | 0.9749 | 0.4667 | 0.0017 | 0,6325 | 0.9193 | 1,0000
0.5378 10.8692 | 0.0251 | 0.5333 | 0.9982 | 0,3675 | <.0001

Licht- | -0,3854 | 0,8241 | -0,7779 | -0,5025 | 0,0934 | -0,7304 | -0,8260 | -0,6185
dauer | 0,6146 | 0,1758 | 0,2221 | 0,4975 | 0,9066 | 0,2695 | 0,1740 | 0,3814

ZZ | -0.5434 | 0.7157 | -0.8993 | -0.6316 | -0.0459 | -0.7305 | -0.8260 | -0.6186
0.4566 | 0.2843 | 0.1007 | 0.3684 | 0.9542 | 0.2695 | 0.1740 | 0.3814

Die Ergebnisse der Zellzahl entsprechen nur fur die hier verrechneten Proben, da nicht bei
allen Proben Ergebnisse fur die Inhaltsstoffe vorlagen. Die statistische Auswertung der
Zellzahl befindet sich im Tab. A 10 und A 11.
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Tab. A 13: Regressionsanalyse flr den volumetrischen Gehalt der analysierten Inhaltsstoffe
far C. vulgaris nach 240 h, p < 0,05

Pearsonsche Korrelationskoeffizienten, N = 4
Prob > |r| unter HO: Rho =0

Protein LA ALA B-Car Lutein| Asta Chl a Chlb
Protein | 1.0000 | 0.5388 | -0.0055 | 0.6092 | 0.9687 @ 0.3561 | 0.6611 | 0.6568
0.4612 | 0.9945 | 0.3908 |0.0313 | 0.6439 | 0.3389 | 0.3432
LA 0.5388 | 1.0000 | 0.7738 | -0.3151 | 0.6721 | -0.5560 | 0.2699 | 0.9453
0.4612 0.2262 | 0.6849 | 0.3279 | 0.4440 | 0.7301 | 0.0547
ALA | -0.0055| 0.7738 | 1.0000 | -0.6250 | 0.0922 | -0.7076 | 0.1895 | 0.7502
0.9945 | 0.2262 0.3750 |0.9079 | 0.2924 | 0.8105 | 0.2498
p-Car | 0.6092 | -0.3151 | -0.6250 | 1.0000 | 0.4172 | 0.9572 | 0.6397 | -0.0773
0.3908 | 0.6849 | 0.3750 0.5828 | 0.0428 | 0.3603 | 0.9227
Lutein | 0.9687 | 0.6721 | 0.0922 | 0.4172 |1.0000 | 0.13630 | 0.4937 | 0.7138
0.0313 | 0.3279 | 0.9079 | 0.5828 0.8637 | 0.5063 | 0.2862
Asta | 0.3561 | -0.5560 | -0.7076 | 0.9572 |0.13630| 1.0000 | 0.5432 | -0.3091
0.6439 | 0.4440 | 0.2924 | 0.0428 | 0.8637 0.4568 | 0.6909
Chla | 0.6611 | 0.2699 | 0.1895 | 0.6397 | 0.4937 | 0.5432 | 1.0000 | 0.5669
0.3389 | 0.7301 | 0.8105 | 0.3603 | 0.5063 | 0.4568 0.4331
Chlb | 0.6568 | 0.9453 | 0.7502 | -0.0773 | 0.7138 | -0.3091 | 0.5669 | 1.0000

0.3432 | 0.0547 | 0.2498 | 0.9227 |0.2862 @ 0.6909 | 0.4331
Licht- | 0.7932 | 0.9356 | 0.5196 | 0.0047 |0.89030| -0.2775 | 0.4005 | 0.9215
dauer | 0.2068 | 0.0644 | 0.4804 | 0.9953 | 0.1097 | 0.7225 | 0.5995 | 0.0785
7 0.7062 | 0.9057 | 0.4410 | -0.1175 | 0.8532 | -0.3999 | 0.1535 | 0.8091
0.2938 | 0.0944 | 0.5590 | 0.8825 | 0.1468 | 0.6001 | 0.8465 | 0.1909
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Tab. A 14: Regressionsanalyse fur S. obliquus auf Basis der Mittelwerte der Zellgehalte der
analysierten Inhaltsstoffe nach 240 h, p < 0,05

Pearsonsche Korrelationskoeffizienten
Prob > |r| unter HO: Rho =0
Anzahl der Beobachtungen

Protein LA ALA | B-Car | Lutein Asta Chla Chlb
Protein 1.0000| -0.8723| -0.0804| 0.3299| 0.7528| -0,3423| 0,7606, 0,7373
0.0537| 0.8977| 0.5231| 0.0841| 0,5066] 0,0791 0,0945
6 5 5 6 6 6 6 6
LA -0.8723| 1.0000| 0.2680|-0.9233| -0.7952| -0,0796| -0,7912| -0,7264
0.0537 0.6629| 0.0252| 0.1078| 0,8987| 10,1109 0,1646
5 5 5 5 5 5 5 5
ALA -0.0804| 0.2680| 1.0000|-0.4224| -0.0754| -0,6649| -0,3040; -0,2523
0.8977| 0.6629 0.4787| 0.9040| 0,2208 0,6190, 0,6822
5 5 5 5 5 5 5 5
0.3299| -0.9233(-0.42240| 1.0000| -0.0662| 0.6590; 0.3924] 0,6639
p-Car | 0.5231| 0.0252| 0.4787 0.9008| 0.0002 0,0429] 0,1505
6 5 5 6 6 6 6 6
L utein 0.7528| -0.7952| -0.0754|-0.0662| 1.0000| -0,2768, 0,5207| 0,1897
0.0841| 0.1078| 0.9040( 0.9008 0,5954, 0.0054] 0,7189
6 5 5 6 6 6 6 6
-0.3423| -0.0796| -0.6649| 0.5597| -0.2768| 1,0000{ 0,0054| 0,0696
Asta 0.5066| 0.8987| 0.2208| 0.2481| 0.5954 0,9919 0,8957
6 5 5 6 6 6 6 6
0.7606| -0.7912| -0.3040| 0.6708| 0.1900( 0,0054| 1,0000, 0,9831
Chl a 0.0791| 0.1109( 0.6190| 0.1447| 0.7184| 0,9919 0,0004
6 5 5 6 6 6 6 6
Chlb 0.7373| -0.7264| -0.2523| 0.6639| 0.1897| 0,0696] 0,9831 1,0000

0.0945| 0.1646| 0.6822| 0.1505| 0.7189| 0,8957] 0,0004

6 5 5 6 6 6 6 6
Licht -0.5126| 0.6523| -0.0661|-0.6157| 0.1416| 0,0468 -0,8753 -0,8958
d;ijer- 0.2984| 0.2328| 0.9159| 0.1932| 0.7891| 0,9299 0,0223 0,0157
6 5 5 6 6 6 6 6
-0.9141| 0.7823| 0.0353|-0.4835| -0.4276| 0.2902] -0.9284] -0.9124
zZ 0.0108| 0.1179| 0.9551| 0.3312| 0.3977| 0.5769, 0.0075 0.0112
6 5 5 6 6 6 6 6
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Tab. A 15: Regressionsanalyse flr den volumetrischen Gehalt der analysierten Inhaltsstoffe
far S. obliquus nach 240 h, p < 0,05

Pearsonsche Korrelationskoeffizienten

Prob > |r| unter HO: Rho =0

Anzahl der Beobachtungen

Protein LA ALA p-Car | Lutein | Asta Chla Chlb
Protein 1.0000| -0.7191| -0.2772| -0.2103| 0.5236| -0.4248 -0.1686| -0.2585
0.1710| 0.6517| 0.6892| 0.2864| 0.4011 0.7495 0.6209
6 5 5 6 6 6 6 6
LA -0.7191| 1.0000| 0.6922| -0.5890| 0.7259| 0.4551] -0.8376] -0.6277
0.1710 0.1953| 0.2961| 0.1650| 0.4412] 0.0766] 0.2569
5 5 5 5 5 5 5 5
ALA -0.2772| 0.6922| 1.0000| -0.5109| 0.5265| -0.0016| -0.9254| -0.7020
0.6517| 0.1953 0.3790| 0.3620( 0.9980 0.0242 0.1863
) ) 5 5 ) 5 5 5
-0.2103| -0.5890| -0.5109| 1.0000| -0.3213| 0.5696, 0.6688 0.6804
p-Car | 0.6892| 0.2961| 0.3790 0.5347| 0.2380| 0.1463] 0.1369
6 5 5 6 6 6 6 6
Lutein 0.5236| 0.7259| 0.5265| -0.3213| 1.0000| 0.2364] -0.7248 -0.6315
0.2864| 0.1650| 0.3620| 0.5347 0.6521 0.1032f 0.1787
6 5 5 6 6 6 6 6
-0.4248| 0.4551| -0.0016| 0.5696| 0.2364| 1.0000; 0.1036] 0.3096
Asta 0.4011| 0.4412| 0.9980| 0.2380| 0.6521 0.8452]  0.5505
6 5 5 6 6 6 6 6
-0.1686| -0.8376| -0.9254| 0.6688| -0.7248| 0.1036] 1.0000; 0.9013
Chla 0.7495| 0.0766| 0.0242| 0.1463| 0.1032| 0.8452 0.0141
6 5 5 6 6 6 6 6
Chib -0.2585| -0.6277| -0.7020| 0.6804| -0.6315| 0.3096| 0.9013| 1.0000

0.6209| 0.2569| 0.1863| 0.1369| 0.1787| 0.5505 0.0141

6 5 5 6 6 6 6 6
Licht 0.1989| 0.8087| 0.4603| -0.3381| 0.9096| 0.4385 -0.7470 -0.6695
d;ijer- 0.7056| 0.0975| 0.4353| 0.5122| 0.0119| 0.3845 0.0879| 0.1458
6 5 5 6 6 6 6 6
-0.3819 | 0.9064| 0.5625| -0.1011| 0.5784| 0.6496 -0.6223 -0.4811
zZ 0.4550 0.0339| 0.3236| 0.8489| 0.2291| 0.1627| 0.1871 0.3340
6 5 5 6 6 6 6 6
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A 9 Ermittlung der Zellgewichte

Tab. A 16: durchschnittliches Zellgewicht (n = Stichprobenzahl, + = Standardabweichung,
n. b. = nicht bestimmt)

Merkmal L[IE;“ C. vulgaris n S. obliquus n
FL 14 |237-.10%+1,96-10% | 6 | 532:10" +6,41.10% | 6
FL 16 n. b. - 1534101 +260-10% | 4
FL 18 n. b. - | 548101 +529.10% | 6
FL 20 |[2,91-10"+3,24-10" | 10 | 5,72-10" + 2,85-10-% | 4
FL 22 [29510"+2,78.10% | 12 | 6,54-10 +£3,62-10% | 4
FL 24 |33210"+562.10% | 8 | 6,31-10" +£8,11-10% | 4

FL/CO, 14 |3,8510M+8,93.10% | 3 n. b. -
LED 20 |3,04-10M+144.10% ] 4 n. b.
FL/Nitrat | 24 | 3,07-10"+214.10% | 2 n. b. -

A 10 Entwicklung Chla-Gehalt und Zellzahl in Abhangigkeit der
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Abb. A 10A-B: Zellularer Chl a-Gehalt in C. vulgaris (A) und S. obliquus (B) tber die

Versuchsdauer bei unterschiedlichen Behandlungen aus methanolischen Extrakten
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A 11 Methodenvergleich zur Chlorophyllbestimmung
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Abb. A 11A-B: Vergleich Chl a (A)- und Chl b (B)-Zellgehalte aus der Bestimmung gefrier-
getrockneter Proben mittels HPLC mit den Ergebnisses aus methanolischen Extrakten von
C. vulgaris (n = StichprobengroR3e, Balken stellen Standardabweichung dar)
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Abb. A 12A-B: Vergleich Chl a (A)- und Chl b (B)-Zellgehalte aus der Bestimmung gefrier-
getrockneter Proben mittels HPLC mit den Ergebnisses aus methanolischen Extrakten von
S. obliquus (n = Stichprobengréf3e, Balken stellen Standardabweichung dar)
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A 12 Abhangigkeit zwischen der OD75o und der Zellzahl

y=2,7799x - 0,261
R2=0,9668

Zellzahl* 107 [Zellen/ml|

A OD;s

Zellzahl* 107 [Zellen/ml]

B

y=1,3103x +0,1039
R?=109528

&

05 1 LS 2 25 3 335 4
0D7SD

Abb. A 13A-B: Gegenuberstellung der ODss, zur Zellzahl bei C. vulgaris (A) und S. obliquus

(B); Werte aus allen Versuchen
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