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Aufgabenstellung

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Nutzung von Mikroalgen in unterschiedlichsten Anwen-
dungsbereichen (u.a. Biotrockenmassenutzung, Energieerzeugung, Extraktion wertgebender Inhalts-
stoffe, Futtermittel, Nahrungserganzungsmittel) ein groRes Potential besitzt, aber die Kosten zur
Produktion und Aufbereitung bzw. der Aufwand zur Gewinnung der Inhaltsstoffe der geringen
Produktivitdat und Ausbeute negativ gegenibersteht. Im Fokus dieses Projektes lag deshalb die
Entwicklung von Verfahren und Methoden, um das erhebliche Potential der Mikroalgen weiter
(6konomisch) ausschopfen zu kénnen.

Grundannahme war, dass es durch eine gezielte UV-Bestrahlung zur Anregung einzelner Zell-
organellen bzw. des gesamten Algenorganismus kommen kann. Die so erzeugten Stresszustande
sollten durch das Aufzeigen definierter Behandlungswege dazu fiihren, dass die jeweiligen Kulturziele
(z.B. maximale Biomassebildung, verstarkte Bildung wertgebender Inhaltsstoffe, erleichterter Zugang
zu Inhaltsstoffen durch verbesserte Aufschlusseigenschaften) zuverldssig erreicht werden kdénnen.
Dazu sollten enger Zusammenarbeit mit dem beteiligten Projektpartner Neon B6hm GmbH & Co. KG
spezielle UV-Strahler entwickelt Laboranlagen konzipiert und in versuchstaugliche Labormuster
umgesetzt werden, mit deren Hilfe verschiedene Behandlungen von Algenmedien mit unterschied-
lichen Wellenldangen, Leistungen und Behandlungsintervallen ermoglicht werden sollten. Eine
Behandlung im nicht-thermischen Bereich dabei war anzustreben.

Ziel des Teilforschungsprojektes war es, den Einfluss von zusatzlicher UV-Strahlung im Hinblick auf
folgende Parameter zu untersuchen:

e Erhohung der Quantitat und Qualitat relevanter Inhaltsstoffe wie z.B. von Fettsduren, Caro-
tinoiden, Proteinen
e Steigerung der Biotrockenmasseproduktivitat

Wesentliche wissenschaftlich-technische Ergebnisse

Arbeitspaket 1: Konzipierung des gesamten Versuchsaufbaus; Simulation der Bestrahlungs-
ablaufe; Auswahl und Vorbereitung der Algensysteme

Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurde versucht, den gesamten Versuchsablauf fir die Projekt-
laufzeit zu strukturieren, Rahmenbedingungen zu definieren und zeitliche Ablaufe so festzulegen, um
die Zielstellung des FuE-Vorhabens umfassend bearbeiten zu kénnen. Grundlage dafiir bildete die
Auseinandersetzung mit moglichen Mechanismen der Wechselwirkung unterschiedlicher Einfluss-
faktoren auf das Algenwachstum und die Bildung wertgebender Inhaltsstoffe.

Zunéachst wurde neben einer entsprechenden Erhaltungszucht ein Kultivierungssystem basierend auf
dem Prinzip eines Blasensaulenreaktors konzipiert und aufgebaut (Abb. 1). Die Anlage erméglicht die
definierte Kultivierung von vier Kolben mit jeweils bis zu zwei Litern Algensuspension. Die Einhaltung
hochster hygienischer Standards vor und wahrend der Kultivierung ist unbedingt erforderlich, da im
System optimale Bedingungen auch fiir andere Organismen vorherrschen. Wahrend der Projekt-
laufzeit konnten zahlreiche Verbesserungen am Algenreaktor vorgenommen werden, die u.a. zu



einer sterilen Medienzufuhr und eines entsprechend sterilen Probenahmeausgangs an den Kolben
flhrten.

Abb. 1: Blasensdulenreaktor zur Kultvierung der Algen

Die Kolben befinden sich einen temperaturkompensierten Wasserbad. Durch die Begasung mit
steriler Druckluft ist sowohl eine homogene Durchmischung, als auch Kohlenstoffquelle (CO,-Anteil
400 ppm) gewadhrleistet, wodurch die Algen photoautotroph kultiviert werden kdnnen. Fiir die unter-
suchten Mikroalgenarten wurde ein entsprechendes Nahrmedium nach Tamiya et al. (1953) ange-
passt (Tab. 1). Grundlage fiir die vorgenommenen Anpassungen bildeten die Ergebnisse der Master-
arbeit Frau Ziegler (2012), die im Rahmen des Projektes betreut wurde.



Tabelle 1: Ausgangsndhrmedium modifiziert nach Tamiya et al. (1953)

einfach C. vulgaris S. obliquus
KNO; 0,50 g 0,50 g 0,70 g
MgSO, x 7 H,0 0,50 g 0,50 g 0,50g
KH,PO, 034 g 034 g 0,34g
FeSO, x 7 H,0 (Stammlsg. 7 g/l mit 2 g/| EDTA) 2,00 ml 2,00 ml 2,00 ml
Spurenelementelsg. | 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
Spurenelementelsg. Il 0,01 ml 0,1 ml
Aqua dest. ad 1,00 | 1,0 |
Spurenelementeldsung 1
ZnS0O, x 7 H,0 740 g
H3BO3 57 g
CoS0O, 23,8 g
CuSO, x 4 H,0 236 g
MnSO, x 4 H,0 4100 g
Aqua dest. ad 1,0 |
Spurenelementeldsung 2
(NH4)6Mo0;0, x 4 H,0 92 g
Aqua dest. ad 1,0 |

Um reproduzierbare, wissenschaftlich verwertbare Ergebnisse generieren zu kénnen, wurde fiir die
in den Versuchen eingesetzten Mikroalgenarten Chlorella vulgaris und Scenedesmus obliquus ein
entsprechendes Versuchs- und Beprobungsschema erarbeitet. In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass
eine Versuchsdauer von 11 Tagen zur Charakterisierung des Wachstums bzw. des UV-Einflusses unter
den gegebenen Bedingungen (Batchverfahren mit oben beschriebenem Ndhrmedium) geeignet ist.
Wahrend dieser Kultivierungszeit wurden wahrend der ersten finf Tage eine tagliche, im Anschluss
daran aller zwei Tage Probennahmen zur Dokumentation und Uberwachung des Wachstums vorge-
nommen. Dabei wurden folgende Parameter bestimmt:

e optische Dichte (OD) bei 750 nm (Milton Roy Spectronic 401)

e pH-Wert

e Zellzahl (Zellzéhlung mit Thomazdhlkammer)

o ZellgroRe (Digitalmikroskop Keyence VHX 100; bei Scenedesmus obliquus nicht geeignet, auf
Grund unregelmaRiger Formen wahrend eines Zellzykluses)

e Chlorophyligehalt durch methanolische Extraktion (nach Lichtenthaler und Buschmann 2001).

Alle laufend ermittelten Parameter wurden entsprechend aufbereitet, ausgewertet sowie Wachs-
tumskurven erstellt (Abb. 2).
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Abb. 2: Beispiel fiir die Darstellung der spezifischen Wachstumsrate fiir S. obliquus

Die ermittelten Wachstumskurven bildeten die Grundlage fiir die durchgefiihrten Versuche. Sie
ermoglichen zum einen den Zeitpunkt einer Behandlung definieren und zum anderen Effekte auf das
Wachstum der Kultur analysieren zu kénnen.

Die Dokumentation erster Versuchsreihen ohne zusatzlichen UV-Einfluss zeigten, dass die pH-Werte
des Algenmediums wahrend der Wachstumsphase mit zunehmender Zellzahl deutlich iber den als
Optimum definierten Bereich von pH 7 bis 8,5 anstiegen. Eine Moglichkeit, diesem Effekt entgegen-
zutreten, ist die Zugabe von technischem CO,. Auswirkungen dieser Intervention wurden in
Versuchsreihen flr Chlorella vulgaris untersucht (siehe Arbeitspaket 6). In Folge dieser Versuchs-
reihen wurde festgelegt, dass alle weiteren Untersuchungen wieder ohne zusatzliches CO, erfolgen
sollten, um Kombinationseffekte, die die Interpretation der Analyseergebnisse erschweren oder
verwischen kdnnten, ausschlieBen zu kénnen.

Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der Biotrockenmasse am Anfang und Ende des Versuches. Fir die
weitere Bewertung der Versuche wurden potentiell wirtschaftlich relevante Inhaltsstoffe (Protein-
gehalt, Anteil der Fettsduren Linol- und a-Linolensdure und Carotinoide (Lutein, B-Carotin, Asta-
xanthin) sowie der Gehalt von Chlorophyll a und b (iber HPLC) zu ausgewahlten Zeitpunkten durch
die GMBU e. V., Fachsektion Dresden durchgefiihrt.

Um versuchsbegleitend bzw. zeitnah Aussagen (iber mogliche Verdanderungen der Inhaltsstoffbildung
in den Mikroalgen zu ermoglichen, wurde u.a. eine Methode zur Chlorophyllbestimmung mit Hilfe
einer mehrstufigen methanolischen Extraktion nach Lichtenthaler und Buschmann (2001) erarbeitet.
Die methanolische Extraktion mit anschlieBender photometrische Bestimmung ist nach den erho-
benen Daten prinzipiell geeignet, um den Verlauf bzw. die Entwicklung der Kultur analog einer
Wachstumskurve zu verfolgen (Abb. 3).
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Abb. 3: Verlauf Zellzahl und Chlorophyligehalt bei S.obliquus

So lieR sich in Abhangigkeit vom Versuchsaufbau gegen Ende eines Versuches eine Sattigung der
Chlorophyllbildung trotz weiterem Wachstum feststellen. Als problematisch ist jedoch die Unsicher-
heit der vollstindigen Extraktion, da die entfirbten Uberstinde zum Teil noch eine gelbliche Farbung
aufwiesen. Dies ist immer Hinweis auf eine unvollstdndige Extraktion. So brachte der Vergleich mit
den Daten, die durch den GMBU e.V., Fachsektion Dresden erhoben wurden, Abweichungen hervor.
Bei beiden Methoden gibt es jedoch Aufschlussprozesse bzw. Aufarbeitungsschritte wie die Gefrier-
trocknung und Transportwege, die sich auch auf die Qualitdit und Quantitdt der Inhaltsstoffe
auswirken kann. Bei der methanolische Extraktion kommt hinzu, dass eine Riickrechnung von mg
Chlorophyll/I Algensuspension zu g Chlorophyll/g Biotrockenmasse Uber die ermittelte Biomasse
erfolgt. Bestimmungsfehler, die bei der Bestimmung der Biotrockenmasse entstehen, werden so
weiter verrechnet. Dennoch ist die Bestimmung des Chlorophyligehaltes unter Beibehaltung beider
Methoden zu empfehlen, um ablaufende Verdanderungen rechtzeitig und zuverlassig zu identifizieren.

Arbeitspaket 2: Aufbau eines kompakten Mini-Labor-Versuchsreaktors zur Versuchsdurchfiihrung

Zur Versuchsdurchfiihrung war die Entwicklung eines Mini-Labor-Reaktors notwendig, um die
Wechselwirkungen zwischen der UV-Strahlung und dem Algenmedium kontrolliert eintreten lassen
zu kénnen. Die Konzipierung wurde in enger Abstimmung mit dem Kooperationspartner Fa. Neon
Bohm durchgefiihrt. Zunachst wurden unterschiedliche moégliche Bauformen (z.B. Flachenstrahler,
Punktstrahler, lineare und gefaltete Leuchtstofflampen) und Applikationsorte (z.B. auRer-
halb/innerhalb des Blasensiulenreaktors zur Algenkultivierung, Tauchstrahler) erarbeitet und auf
Vorteile und mogliche Schwachstellen und Technologiefragen diskutiert (siehe Arbeitspaket 4 Fa.
Neon B6hm). Ausschlaggebend fir die Entscheidung einer Bypass-Lésung aullerhalb des zur Kulti-
vierung genutzten Blasensaulenreaktors gaben die Gegebenheiten des Kulturreaktors, die handhab-
bare formliche Herstellung entsprechenden Strahlers sowie die Reproduzierbarkeit der Strahler-
geometrie, die flr einen definierten Strahlungseintrag in das Algenmedium zwingend gegeben sein
muss.

Um den Forschungsfragen (z.B. die Prifung der Wellenldngenbereiche UVA und UVB) Rechnung
tragen zu konnen, wurde jedoch deutlich, dass die Entwicklung und Umsetzung mehrerer Versuchs-
reaktoren notwendig sein wirde. Im Verlauf der Entwicklungsarbeiten wurde deutlich, dass sowohl
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Materialwahl als auch Geometrien, abhangig von den durch die Hochschule definierten Strahlungs-
intensitaten und zu erzeugenden Wellenlangen, fir die Fraktionen UVA und UVB notwendig sein
wiirden. Untersuchungen zur effizienten Bestrahlung der Algenmedien ergaben aufgrund unter-
schiedlicher Absorption der Medien und zu dem erreichenden Toleranzbereich fiir die Bestrahlung
unterschiedliche Durchmesser fir die Medienfiihrung an den UV-Quellen. In Konsequenz dieser
Uberlegungen und Priifungen wurden marktverfiigbare Glasmaterialien auf ihre Eignung gesichtet
und in verschiedene Prototypen lberfihrt.

Arbeitspaket 3: Modifizierung der Stresssituation in Algen mittels pulsierender UV-Strahlung

Im Rahmen des FuE-Vorhabens wurden aufgrund entsprechender Literatur und vorhandenem
Knowhow die Algenarten Chlorella vulgaris und Scenedesmus obliquus unter verschiedenen
Belichtungskonzepten und Bestrahlungsregimen kultiviert (Abb. 4). Die eingetragene Strahlung durch
die UV-Strahler wurde dabei durch die Geometrie der Bypass-Behandlungsreaktoren (Medien-
filhrung, Oberfliche zum Strahler), den eingesetzten Materialien (Borosilikatglas, Ubergidnge zum
Natron-Kalk-Glas), den aus der Frequenz des eingesetzten elektronischen Vorschaltgerates resultie-
renden Helligkeitsschwankungen, dem Leuchtstoffgemisch und der Dimmung des UV-Strahlers, die
Durchflussgeschwindigkeit des wassrigen Algenmediums sowie die Behandlungsdauer und Behand-
lungsfolge variiert.
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Abb. 4: mikroskopische Aufnahmen der Griinalgen Scenedesmus obliquus (links) und Chlorella vulgaris (rechts)
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Die Ergebnisse zeigen, dass der Zeitpunkt der Behandlung, also vor bzw. wadhrend der Phase des
exponentiellen Wachstums, im Abschnitt der Wachstumsverlangsamung oder wahrend der statio-
naren Phase, im Lebenszyklus einer Algenkultur von herausragender Bedeutung ist. Wahrend die
gewiinschte Reaktion der Wachstumsstimulation durch induzierten moderaten UV-Stress eher in den
frihen Phasen zu beobachten war und bei spaterer Applikation zu negativen Entwicklungen der Zell-
zahl und der Optischen Dichte fiihrte, ist die gezielte Anregung der Inhaltsstoffsynthese nur
unmittelbar vor der Ernte der Griinalgen nachzuweisen. Als Grund dafiir ist vermutlich die verhalt-
nismaRig schnelle Zellteilungsrate von <20 Stunden, die den Einfluss von Stressereignissen in der
Komposition der Inhaltsstoffe nach spatestens zwei Zellteilungszyklen in den Hintergrund treten
|asst.
Wahrend der Versuche im Blasensaulenreaktor mit angeschlossenem UV-Versuchsreaktor als auch
parallel in den kleineren ReaktionsgefdlRen ohne starke Gasdurchmischung durch aktiv eingeblasene
7



Sauerstoff- und Kohlendioxidversorgung wurden Ethylenmessungen durchgefiihrt. Dazu wurde der
im Rahmen vorangegangener Forschungsprojekte Versuchsaufbau zur Messung der Ethylenemission
hoherer Pflanzen unter Stresseinfluss modifiziert. Im Mittelpunkt dieser Methode steht eine elektro-
katalytische Messzelle mit nanopordser Goldanode. Die Messzelle wird in definierbaren Zeitab-
standen (Minimum 105 Sekunden) von einer angesaugten Gasprobe umspliilt und die Spannungs-
veranderung an der sensiblen Oberflache in absolute Ethylenmesswerte (ibertragen. Es war jedoch
weder unter moderaten noch unter unverhaltnismaRigem UV-Stress moglich, spezifisch auf Stress-
zustande schlieBRende Messwerte zu erfassen. Griinde hierfiir sind eher in der Versuchsanordnung
bzw. in der Messmethode zu suchen, als an fehlender Emission durch die Algen. Zum einen besitz das
Messgerat Querempfindlichkeiten zu anderen Gasen

Modell zur Darstellung der EinflussgroRen (beeinflussbare Parameter und Bedingungen) zur Nutzung
von gezieltem, reproduztierbarem Stress (abiotisch generell und speziell durch UV)

Arbeitspaket 4: Untersuchung der Abgabe von Wirkstoffen durch die Algen mittels gepulster
UV-Strahlung in das umgebende Ndhrmedium

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde wahrend der durchgefiihrten Bestrahlungsversuche mit
zwei Algenarten die Abgabe von potentiell nutzbaren Wirkstoffen in das umgebende Nahrmedium
begleitend dokumentiert. Die eingetragene Energie in Form von UV-Strahlung wurde dabei durch
definierte Wellenlangen, Dimmung, Durchflussgeschwindigkeit, Behandlungsdauer sowie die
Veranderung weiterer Wachstumsparameter wie beispielsweise CO,-Verfligbarkeit und Tageslangen
variiert. Im Wesentlichen sind dabei zwei Effekte in unmittelbarer Erscheinung getreten, die durch
Durchfiihrung entsprechender Analytik erklart und bestatigt werden konnten.

Lipidbildung und Ausschiittung

Nach entsprechender Behandlung mit UV-Strahlung in Kombination mit erhéhter CO,-Gabe
(10.000 ppm) konnte eine deutliche Lipidbildung festgestellt werden. Diese zeigte sich durch Gelb-
farbung des Mediums und der Algen in einer Auspragung, die problemlos visuell zu erfassen war
(Abb. 5).

Kolben 3
€O, + UVB

Abb. 5: Lipidbildung von S. obliquus der Kolben 2 und 3 nach Behandlung mit UV-Strahlung und zusatzlichem CO,



Die Lipidbildung findet unter Abbau von Chlorophyll statt. Sie kann Ublicherweise durch Lichtstress
(Uberversorgung durch zu hohe Intensititen und/oder fehlender Nachtunterbrechung) im VIS- bzw.
PAR-Bereich als auch durch Nahrstoffmangel (insbesondere Stickstoffmangel) hervorgerufen werden.
Eine Einfachwirkung eines dieser Stressoren konnte durch die Versuchskonzeptionierung jedoch
ausgeschlossen werden, sodass die Lipidbildung und -ausschiittung in das Medium der Kombi-
nationswirkung von erhéhter Verfligbarkeit des Nahrstoffs Kohlenstoffdioxid und der durchgefiihrten
UVB-Behandlung zugeordnet werden kann.

Schaumbildung

Wahrend langer andauernder Bestrahlungsversuche (>12 Stunden) und im Nachgang intensiver UV-
Einwirkung trat das Phanomen der Schaumbildung auf. Die Schaumbildung wies unterschiedliche
Farbung auf. Die in Abbildung 6 zu erkennende leichte Rotfarbung deutet auf den Einfluss von Caro-
tinoiden hin, wahrend die sich in Abbildung 7 abzeichnende Griinfarbung auf austretendes Chloro-
phyll durch Zellaufschluss schliefen lasst. Der Verdacht des Aufschlusses von Zellen wurde zudem
durch die Griinfirbung des Uberstandes nach dem Zentrifugieren im Rahmen der Probenauf-
bereitung bestatigt. Zudem zeigte sich eine deutliche Volumenabnahme des Pellets, der durch das
Zentrifugieren entsteht (Abb. 8).

Pellets
Eine Einflussnahme auf die Uberstandsverfirbung und die verinderte Pelletbildung durch die

Probenaufbereitung (Waschung und Zentrifugation) kann ausgeschlossen werden.

Im Allgemeinen wird die Schaumbildung in Algenkulturen durch Zellaufschluss und dem resultie-
renden Austritt von Proteinen hervorgerufen. Die freigesetzten Proteine beeinflussen dabei die
Oberflachenaktivitat des wassrigen Mediums und fiihren in Kombination mit der aktiven Belliftung
bzw. Begasung zur Schaumbildung. Dem Zellaufschluss liegen dabei zwei Mechanismen zu Grunde.
Zum einen koénnte es sich um Aufschluss durch mechanisch ausgelibten Druck handeln, wie man ihn
auch in Gblichen Aufschlussverfahren zu Nutze macht. Dieser misste jedoch relativ stark sein, um ein
solch hohen Grad an Aufschluss zu erzeugen. Wahrscheinlicher ist, dass die Bestrahlung der Algen-
zellen zu einer Schwachung der Zellwand gefiihrt hat, die in Kombination mit dem durch Pump-
prozesse entstehenden mechanischen Stress letztlich zum Aufschluss gefiihrt hat. Quantitative bzw.
qualitative Aussagen zu Veranderungen in der Carotinoidbildung konnten nicht getroffen werden.



Arbeitspaket 5: Untersuchung der Nutzung der UV-Strahlungseffekte zur Verstarkung der Wider-
standsfahigkeit der Algen gegeniiber Pilzen und Bakterien

Die Untersuchung der Wechselwirkung von UV-Strahlung und den algenartspezifischen bakteriellen
Antagonisten zeigte lediglich relativ unspezifische Tendenzen auf. Die Uberwachung der Auswir-
kungen der verschiedenen Behandlungsmodi erfolgte sowohl direkt im Algenmedium in Form von
mikroskopischen Begleituntersuchungen als auch in Form von Petrischalenversuchen.

Das fortlaufende mikroskopische Monitoring des bakteriellen Fremdbesatzes zeigte generell eine
Tendenz zur Ausbreitung der Bakterien wahrend der intensiven Algenkultur. Dies ist den beinahe
deckungsgleichen Wachstumspraferenzen der Mikroalgen und den unvermeidlich in der Kultur
befindlichen Bakterienstammen als auch den intensiven Beprobungs- und Untersuchungseingriffen in
die KulturgefaRe zuzuschreiben. Trotz Einhaltung der sich aus der guten Laborpraxis ergebenden
Hygienemalinahmen ist es ohne die Durchfiihrung in Reinrdumen praktisch unvermeidbar, dass es zu
Kontamination mit Bakterien u.a. aus der Umgebungsluft kommt.

Begleitend durchgefiihrte Ausstriche auf PCA-Agar (1:10.000 in 0,45% physiologischer NaCl-Losung)
ergaben ein unspezifisches Bild hinsichtlich des Zusammenhangs von Behandlung und der Anzahl
kolonienbildender Einheiten. Tendenzen zur Unterdrickung der Vermehrung von Bakterien im

Algenmedium waren nur wahrend intensiver UV-Behandlungen (Dauer >12 Stunden bzw. Wieder-
holungsbehandlung mit UVB-Strahlung) erkennbar (Abb. 9).

Abb. 9: Bakterienausstriche auf PCA-Agar eine UV-behandelten und einer unbehandelten Algenkultur

Der Eindruck der Suppression war nicht in jedem Falle reproduzierbar und konnte somit nicht
objektiv statistisch nachgewiesen werden. Zudem waren in diesen Versuchsmodi auch negative
Effekte hinsichtlich des Algenwachstums festzustellen. Auch hier ist festzustellen, dass die weitest-
gehend deckungsgleichen Anforderungen der Mikroalgen und der begleitenden Bakterien an die
Umweltbedingungen wie Temperatur, Licht und Nahrstoffverfiigbarkeit zu Uberlagernden bzw.
gleichlaufenden Effekten fiihren. Die entscheidenden Erfolgsfaktoren fiir eine hochgradig reine,
durch hohes Wachstum und hochwertige Inhaltsstoffproduktion gekennzeichnete Algenkultur in
Photobioreaktoren sind penibel sauber gehaltene Erhaltungs- und Vermehrungszuchten als
Ausgangsmaterial und die strenge Einhaltung von HygienemaBnahmen wdhrend der intensiven
Kultur.
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Arbeitspaket 6: Untersuchung des Einflusses duBerer Parameter auf die UV-Verfahren

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden insbesondere drei dullere Parameter, die das Algen-
wachstum in Photobioreaktoren maRgeblich beeinflussen kénnen eingehend dokumentiert. Im
Folgenden wird auf Versuchsreihen zu zusatzlicher Zufilhrung von CO,, kontinuierlicher Belichtung
und Einsatz von schmalbandigeren LED-Leuchten eingegangen.

Erhéhte CO,-Level

Der Zugang zu Kohlenstoffdioxid kann unter definierten Umgebungen, wie sie in Photobioreaktoren
unter Kunstlichtbedingungen vorliegen, zu einem limitierenden Faktor fir das Wachstum werden.
Zudem ist es moglich, durch die sauer wirkende Eigenschaft auf wassrige Medien, pH-Wert-Korrek-
turen durchzufihren. Bei den unter natiirlichen CO,-Anteilen der Umgebungsluft (360 bis 400 ppm)
durchgefiihrten Versuchen zeigte sich, eine deutliche Erhéhung des pH-Werts mit zunehmender Zell-
zahl. Das Optimum des pH-Werts liegt jedoch fiir die meisten Griinalgenarten zwischen 7 und 8,5.

Vergleich C.vulgaris mit techn. CO2 (0,75%) und CO2 aus Umgebungsluft
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Abb. 10: Wachstumskurve und pH-Wert bei Zugabe von technischem CO,

In den Versuchen mit Chlorella vulgaris erwies sich die Zugabe von 7500 ppm (0,75 %) CO, als
vorteilhaft, um den pH-Wert zwischen 7 und 8 wahrend der Versuche zu stabilisieren. Wie in
Abbildung 10 ersichtlich, stabilisiert sich der pH-Wert ohne die Zufiihrung von techn. CO, scheinbar
ab Tag 5. Die Abbildung tauscht jedoch insofern, dass die abgetragenen Werte zu Beginn der
Tagphase erfasst wurden. Jedoch steigt der pH-Wert im Laufe der Tagphase auf tGber 11 an (nicht
dargestellt) und sinkt wahrend der sich anschlieRenden Nacht wieder. Durch die Zugabe von tech-
nischem CO, ist der pH-Wert jedoch auch wahrend der Tagphase stabil zu halten.

Die Ergebnisse fur Chlorella vulgaris zeigten, dass bei einem 14/10 Stunden Tag-/Nachtzyklus der
Biotrockenmassegehalt bei einem Zusatz von technischem CO, bei unverdandertem Nahrmedium um
ca. 200% stieg. Gleichzeitig sanken aber die Protein-, Lutein-, B-Carotin- und Astaxanthingehalte um
ca. 60-70% und der Chlorophyligehalt um fast 80%. Der Anteil der Fettsduren Linol- und
a-Linolensaure verringerte sich deutlich geringer, zeigte jedoch ohnehin eine hohe Schwankungs-
breite (Tab 2).
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Tab. 2: Gegeniiberstellung Einfluss CO, auf Inhaltsstoffe von Chlorella vulgaris (14/10 Tag/Nachtzyklus, Tag 11)

ohne technisches CO, mit technischem CO,
Mittel- STABW Mittel- STABW Differenz
wert wert [%]
Biomasse [g/I] 1,56 0,33 4,41 0,37 +182,7
Proteine’ 36,52 6,02 10,53 1,46 -71,2
Lutein’ 0,36 0,05 0,14 0,015 -61,1
R-Carotin 0,09 0,01 0,037 0,006 -58,9
Astaxanthin’ 0,03 0,01 0,01 0 - 66,7
Linol- und 2,57 0,35 2,39 0,33 -7,0
a-Linolensaure” 2,27 0,58 1,76 0,31 -22,5
Chlorophyll a” 3,27 0,40 0,74 0,18 -77,4
Chlorophyll b” 1,27 0,12 0,30 0,07 -76,4

* Angaben in g/100 g

Um mogliche Effekte durch die UV-Behandlung und Lichtintensitditen bzw. -qualitdten klarer
darstellen zu kénnen, erfolgten die weiteren Versuche wieder ohne zusatzliches CO,. Eine weitere
Option fir zukiinftige Versuche ist eine Nahrmedienanpassung bei zusatzlichem CO,, da diese durch
die hohere Biotrockenmasse-Produktivitdt schneller aufgebraucht und damit schneller limitierend
wirken. Ein N&hrstoffmangel kdonnte wiederrum auch gezielt induziert/genutzt werden, um die
Syntheserate von Reservestoffen (Proteine/Kohlenhydrate) zu erhéhen.

Versuche zur Tageslichtldnge/kontinuierliche Belichtung

Als generelles Ergebnis der Untersuchung unterschiedlich langer Tagphasen lasst sich festhalten, dass
die Reaktionen der Mikroalgen hinsichtlich des Wachstumsverhaltens und des Chlorophyll-Caro-
tinoid-Verhaltnisses artspezifisch auf Tag/Nacht-Zyklen erfolgen.

Kulturen mit C. vulgaris erreichten ein Wachstumsmaximum und die héchste Biomassebildung unter
kontinuierlicher Belichtung bzw. unter einer kurzen Nachtphase von nur 2 Stunden pro Tag. Der
hochste Biomasseertrag wurde bei S. obliquus ebenfalls unter kontinuierlicher Belichtung festge-
stellt. Zusatzlich kam es bei S. obliquus kam es zu einer deutlich friiher eintretenden Stickstoff-
limitierung mit verldangerter Tagphase, wodurch die normalerweise durch zwei Wachstumsschiibe
gekennzeichnete Wachstumskurve gestreckt wurde und insbesondere der zweite Anstieg der Kurve
verspatet eintrat. Im Vergleich zu einem Ublichen Tag-Nacht-Zyklus von 14 zu 10 Stunden konnte fir
Chlorella ein 1,7-facher und fiir Scenedesmus ein 1,5-facher Biomasseertrag erfasst werden. Bezieht
man das zur Verfligung gestellte tagliche Lichtintegral in die Uberlegungen ein, so wird deutlich, dass
wahrend der kontinuierlichen Belichtung eine geringere Konversion von Lichtenergie zu Biomasse
stattgefunden haben muss. Es wird deshalb vermutet, dass ein groRRerer Teil der Lichtenergie von der
Alge ungenutzt in Warme umgewandelt oder in andere metabolische Prozesse investiert wurde. Eine
Verschlechterung der Photosyntheseleistung aufgrund fehlender Nachtphase unterdriickter oder
erschwert ablaufender enzymatischer Prozesse ist unter kontinuierlicher Belichtung ebenfalls nicht
auszuschlieRen. Das 6kologische Maximum scheint demnach unter kontinuierlicher Belichtung der
ausgewahlten Griinalgen erreicht zu wurden. Je nach Zweck der Algenkultur ist jedoch festzuhalten,
dass das 6konomische Optimum unter Wahrung kiirzerer Tageslangen erreicht wird.
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Versuche mit LED-Technologie
Deutlich zu erkennen ist, dass sowohl in Bezug zum Wachstumsparameter optische Dichte (OD) (Abb.

11) als auch ZellgroRe (Abb. 12) unter LED-Einfluss hohere Werte erzielt werden konnten (Kolben 1
und 2), als im direkten Vergleich mit der statischen Belichtung durch Leuchtstofflampen (Kolben 3
und 4).
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Abb. 11: Darstellung des Wachstumsparameters Optische Dichte fiir den LED-Tastversuch vom 07.01.2013 bis 17.01.2013
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Abb. 12: Darstellung der ZellgroBenverteilung fiir den Tag 9 des LED-Tastversuchs vom 07.01.2013 bis 17.01.2013

In die Tests zum Einsatz von LED-Leuchten fiir die Algenkultivierung wurden blaue, griine und hell-
rote Wellenldngenbereiche einbezogen. Es erfolge ein direkter Vergleich zur Belichtung mit Leucht-
stofflampen mit einem 14:10 Stunden Belichtungsprogramm. Die Ergebnisse zeigen, dass die
verschiedenen Mikroalgenspezies insbesondere unterschiedlich auf die gegebenen rot bzw. rot/blau
Anteile reagieren. Welcher Anteil an griinem Licht sinnvoll sein kann (griines Licht penetriert
Bestande besser und regt Carotinoide zum Stoffaufbau an), konnte nicht erarbeitet werden.
Beispielhaft fiir die grofRe Bandbreite an moglichen Reaktionen auf spezifische Belichtungsqualitdten
soll an dieser Stelle die monochromatische Belichtung im roten Spektralbereich (Peak um 645 nm) im
Vergleich zur Leuchtstofflampenbelichtung dargestellt werden.

Tabelle 3 zeigt eine etwa gleich hohe Biomasse- und Zellzahlkonzentration sowie optische Dichte fur
C. vulgaris, jedoch mit geringeren Gehalten von Carotinoiden (Lutein (-37%), B-Carotin (-44%)), sowie
geringeren Anteilen von Chlorophyll in LED belichteten Proben. Im Gegensatz dazu stehen die um
28% hoheren Proteinanteile.

Die Ergebnisse zu S. obliquus (Tab. 4) zeigen ein prinzipiell schwadcheres Wachstum an Hand der 22%
geringeren Biomasse und 19% geringeren Zellzahl der LED belichteten Kulturen zu denen mit Leucht-
stoffréhren belichteten Kulturen. Deutlich geringere Anteile der untersuchten Inhaltsstoffe (Proteine,
Carotinoide und Chlorophyll) wiesen die LED belichteten Kulturen ebenfalls auf.
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Tab. 3: Gegeniiberstellung der Versuchsergebnisse zur Belichtung durch LED bzw. Leuchtstofflampen fiir C. vulgaris

BTM | Protein | Lutein | B-Carotin | OD750 Zellzahl Chla | Chlb | Chlg | Carotinoide
g/L g/100g TM 10’ Zellen/mL ug/ml
LED rot 1,37 41,60 0,25 0,05 1,911 5,571 42,69 | 13,03 | 60,74 11,27
Leuchtstoff | 1,35 32,33 0,40 0,09 2,017 5,697 49,82 | 14,69 | 70,35 14,11

BTM = Biotrockenmasse, TM = Trockenmasse, OD750 = optische Dichte gemessen bei 750 nm
LED n=2; Leuchtstoffbelichtung n=4

Tab. 4: Gegeniiberstellung der Versuchsergebnisse zur Belichtung durch LED bzw. Leuchtstofflampen fiir S. obliquus

BTM | Protein | Lutein | B-Carotin | OD750 Zellzahl Chla | Chlb | Chlg | Carotinoide
g/L g/100g TM 10’ Zellen/mL ug/ml
LED rot 1,28 47,75 0,28 0,05 1,704 2,525 34,01 | 11,92 | 49,83 9,00
Leuchtstoff | 1,65 32,34 0,32 0,06 2,208 3,132 49,20 | 15,42 | 70,70 14,00

BTM = Biotrockenmasse, TM = Trockenmasse, OD750 = optische Dichte gemessen bei 750 nm
LED n=2; Leuchtstoffbelichtung n=6

Weitere Untersuchungen missten erfolgen, um die entsprechenden Optima im Hinblick auf das
Wachstum bzw. Inhaltsstoffsynthese zu identifizieren. Vorteile der LED Technik wie die hohe elekt-
rische Umwandlungseffizienz, suffiziente Lichtintensitdten, ein kleines Volumen-Gewichtsverhaltnis
sowie die lange Lebenszeit machen die Technik zu einer interessanten Moglichkeit, die Algenkulti-
vierung unter kontrollierten Bedingungen zu optimieren und damit wirtschaftlicher zu gestalten. Die
Moglichkeiten der LED-Belichtung hinsichtlich der positiven Verdanderung wertgebender Inhaltsstoffe,
eines beschleunigten Wachstumsverhaltens bei gleichzeitig optimiertem Energieeinsatz haben sich
im Ansatz bestdtigt, missten jedoch in Folgeversuchen vertieft werden, um verlassliche Belich-
tungsprogramme mit quantifizierbaren Effekten entwickeln zu kénnen.

Arbeitspaket 7: Simulation der Effizienz fiir unterschiedliche Bestrahlungsmethoden. Erstellen
einer Datenbank fiir effektive Strahlungsmodi und die Algenarten

Um die Verwertung der Ergebnisse sicherzustellen, wurde eine Datenbank erstellt. Diese Sammlung
von Versuchsdaten inkl. samtlicher relevanter Parameter, Analyseergebnisse und besonders
relevanter Literatur wurde Uber die Nutzung des Google-Dienstes Drive zuganglich gemacht. Das
Netzwerk-Dateisystem ermdoglicht die Synchronisation von Dateien zwischen verschiedenen
Rechnern und Benutzern und erfillt damit gleichzeitig eine Online-Datenspeicherung bzw. -
sicherung. Der Zugriff auf die Daten ist damit ort- und zeitunabhadngig moglich. Da in Kooperation
zwischen der Hochschule und dem Partner Fa. Neon B6hm weitere Forschungsaufgaben bearbeitet
werden, wird die Datenbasis gepflegt und entwickelt sich stetig weiter. Die dahinter liegenden
Modelle werden damit ebenfalls bestandig geprift und ggf. neu fokussiert.
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