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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Cyanobakterien — kosmopolitische ,,lebende Fossilien*

Prokaryonten sind die &ltesten nachgewiesenen Organismen der Erde. Es ist anzunehmen,
dass alle rezenten metabolischen Systeme bereits bei den Prokaryonten des frithen Prakambri-
ums vor 3,5 bis 2,5 Milliarden Jahren entwickelt waren, um den Energiebedarf aus der Reduk-
tion organischer Substanzen zu decken (GOLUBIC, 1977). Photosynthetische Bakterien began-
nen das Sonnenlicht als Energiequelle und Kohlendioxid als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Mit
der Entwicklung des zweiten Photosystems konnte der Wasserstoff des Wassers zur Redukti-
on des Kohlenstoffes verwendet werden. Damit hatten die Cyanobakterien einen entscheiden-
den Einfluss auf die Sauerstoffanreicherung der damals noch anaeroben Atmosphére. Dariiber
hinaus sind einige Cyanobakterien in der Lage, atmosphérischen Stickstoff zu fixieren. Die
Stickstofffixierung findet unter Sauerstoffausschluss in den Heterocysten statt. Ein Organis-
mus, der nur Kohlendioxid, Sonnenlicht und Wasser zum Leben benétigt und Stickstoff aus
verschiedenen Quellen nutzt, kann sich praktisch tiberall auf der Erde entwickeln. So besie-
deln Cyanobakterien sowohl terrestrische als auch limnische und marine aquatische Habitate.
Als photolithoautotrophe Bakterien sind Cyanobakterien in der Lage, verschiedene dkologi-
sche Nischen auch unter extremen Umweltbedingungen als Lebensrdume zu nutzen. So be-
siedeln sie z.B. heie Quellen, Wiistengebiete und antarktische Seen (PAPKE et al., 2003;
GARCIA-PICHEL et al., 2001; NADEAU & CASTENHOLZ, 2000). Die anpassungs- und wider-
standsfdhigen Cyanobakterien konnen voriibergehende Austrocknung, Temperaturschwan-
kungen, Sauerstoffmangel, erhohte Strahlenbelastungen oder wechselndes Nahrstoffangebot
tolerieren. In der Natur kommen Cyanobakterien nicht isoliert vor. Sie sind Bestandteil plank-
tischer oder benthischer Lebensgemeinschaften. Ein Beispiel der benthischen Assoziationen
sind cyanobakterielle Matten entweder in organosedimentiren Strukturen oder als so genannte
,Floating mats*“ (MARGULIS et al., 1980; MCCORMICK et al., 1997). Einige Cyanobakterien
leben in Symbiose mit Eukaryoten, wie Pilzen, Algen, Pflanzen und Tieren (SERGEEVA et al.,
2002). Das bedeutet, dass sich diese Kosmopoliten im Lauf der Evolution in hohem Mafle an
abiotische und biotische Umweltbedingungen anpassen mussten. So konnen individuelle Zel-
len als Teil von Gemeinschaften sogar ihre Morphologie, Physiologie und Biochemie verén-

dern (TANDEAU DE MARSAC & HOUMARD, 1993; COSTERTON et al., 1995).
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1.2 Cyanotoxine

Eine Moglichkeit in der Auseinandersetzung mit der abiotischen und biotischen Umwelt ist
die Synthese von Sekundédrmetaboliten. Fiir das Wachstum und die Vermehrung sind sie pri-
mér nicht notwendig. In den letzten Jahrzehnten wurden viele Substanzen isoliert, charakteri-
siert und vor allem fiir medizinische Zwecke genutzt. Haufig ist die urspriingliche Funktion
dieser Substanzen unbekannt. Meistens steht sie jedoch in direktem Zusammenhang mit den
Lebensbedingungen im natiirlichen Habitat. Viele bioaktive Substanzen haben ihren Ursprung
in mikrobiellen Gemeinschaften. Hier konnen sie fiir die Balance und die Sukzession verant-
wortlich sein (SMITH & DOAN, 1999). Die Bildung ist von einer Vielzahl von Faktoren abhén-
gig, wie Wachstumsbedingungen, Wachstumsphase, Induktion oder Inhibition bestimmter
Enzyme (GREVE, 2005). Sie gehoren zu unterschiedlichen Substanzklassen, wie z. B. Pepti-
den, Alkaloiden, Laktonen, Terpenen, Lipiden. Viele Sekundidrmetabolite von Cyanobakterien
weisen eine erhebliche Toxizitdt auf. Eine Vielzahl dieser Cyanotoxine wurde mit stickstoff-
fixierenden Cyanobakterien assoziiert (KAEBERNICK & NEILAN, 2001).

Im Folgenden werden einige Cyanotoxine exemplarisch vorgestellt. Von ihnen sind wohl die
Microcystine am besten untersucht, weil die produzierenden Arten wie Microcystis aerugino-
sa besonders hdufig vorkommen. AuBerdem konnen die Microcystine bereits in geringen
Konzentrationen auch auf Mensch und Tier extrem toxisch wirken. Bisher wurden mehr als
60 Strukturvarianten dieser Peptide beschrieben. Alle Microcystine bestehen aus einer Viel-
zahl teilweise ungewoOhnlicher Aminosduren, wie z.B. ADDA (3-Amino-9-methoxy-2,6,8-
trimethyl-10-phenyldeka-4,6-dienséure). Die toxische Wirkung wird durch irreversible Hem-
mung der Proteinphosphatasen 1 und 2A hervorgerufen. Dadurch kommt es zu einem Un-
gleichgewicht zwischen Phosphatasen und Kinasen und einer Hyperphosphorelierung von
Proteinen im Cytosol bzw. des Cytoskeletts (BORNER, 2001). Neben Microcystis-Arten wur-
den Microcystine auch in Anabaena-, Nostoc- und Planktothrix-Arten identifiziert (SHIRAI et
al., 1991, LAWTON et al., 1994, BARTRAM & CHORUS, 1999). Nodularine werden von Nodula-
ria spumigena gebildet. Sie haben eine den Microcystinen vergleichbare Bioaktivitit. Im Ge-
gensatz zu diesen bestehen Nodularine nur aus fiinf Aminosduren (z.B. BEATTIE et al., 2000).
Bereits Anfang der neunziger Jahre wurden cyanobakterielle Peptide mit antifungalen Eigen-
schaften beschrieben. Unter ihnen die Laxaphycine, welche aus dem Extrakt von Anabaena
laxa isoliert wurden (FRANKMOELLE et al., 1992).

Aufler Peptiden werden von Cyanobakterien auch Alkaloide produziert. Cylindrospermopsin

wurde aus Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans und Aphanizomenon ovalispo-
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rum isoliert. Cylindrospermopsin ist ein Alkaloid mit einer zyklischen Guanidingruppe und
ruft Schddigungen an Leber, Niere, Thymus und Herz hervor (MOORE et al., 1993).

Viele Alkaloide wirken als Neurotoxine, die in die Umgebung abgegeben werden. Das erste,
ausfiihrlich charakterisierte Cyanotoxin, Anatoxin-A, wird von Anabaena flos-aquae gebildet.
Anatoxin-A zeigt agonistische Wirkung an Cholin-Rezeptoren der Postsynapse (CARMICHAEL
et al., 1979). Die Acetylcholinesterase ist nicht in der Lage, das Toxin abzubauen. Dies fiihrt
dazu, dass sich unmittelbar Vergiftungserscheinungen bis zum Tod zeigen (DRAISCI et al.,
2001). Die Aphantoxine (Tetrahydropurinalkaloide) z. B. aus Aphanizomenon flos-aquae ge-
horen bislang zu den giftigsten bekannten Cyanotoxinen. Sie wirken tiber eine Unterbrechung
der Erregungsleitung, indem sie Natriumionenkénale blockieren. Der Tod tritt durch Léh-
mung der Atemmuskulatur ein. Die letale Dosis liegt bei 10 pg kg ' Kérpergewicht (MAH
MOOD & CARMICHAEL, 1986). AuBBerdem wirken viele dieser Toxine herbizid, indem sie den
Elektronentransport des Photosystems II hemmen. Die Pyrrolidinone Fischerellin A und B aus
Fischerella musciola sind ebenfalls wirksame Herbizide (GROSS et al., 1991, PAPKE et al.,
1997).

Als erstes Toxin der Scytonemataceae wurde Cyanobacterin von MASON et al. (1982) aus S.
hofmanni charakterisiert. Cyanobacterin ist ebenfalls ein starkes Herbizid (vgl. 1.4.1). In die-
ser Arbeit ist sowohl das Cyanotoxin Cyanobacterin als auch das produzierende Cyanobakte-

rium Scytonema hofmanni Ag. (UTEX B 1581) Gegenstand der Untersuchungen.

1.3 Die Gattung Scytonema

Die Gattung Scyfonema gehort zur Familie der Scytonemataceae und in die Ordnung der
Nostocales (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989). Die Trichome von Scytonema sind isopolar
und mit einer Biindelscheide umgeben. Die Zellen sind diskoid und die Endzelle ist abgerun-
det. Durch falsche Verzweigungen werden moosartig verzweigte Kolonien gebildet. Scyfone-

ma-Arten besitzen Heterocysten und konnen Luftstickstoff fixieren (Abb. 1).
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Abb. 1: Scytonema hofmanni (UTEX 1581); 40fache Vergroflerung, Mikroskop 1X70, Olympus Ltd.,
Durchlicht

Scytonema-Arten wurden sowohl im terrestrischen als auch im aquatischen Milieu beschrie-
ben. Auf feuchten Felsen, Holz und Boden formen sie raue, filzige Matten. In oligotrophen
Seen sind sie ein wesentlicher Bestandteil des Periphytons (BOLD & WYNNE, 1985; HAWES &
SMITH, 1994). In den Reisfeldern Indiens tragt die Art Scytonema hofmanni wesentlich zur
Stickstoffakkumulation im Boden bei (GUPTA, 1966). In den Everglades ist S. hofimanni ein
wesentlicher Bestandteil der ,,Floating mats* und des Bewuchses auf den Stingeln von Eleo-
charis, Cladium und Nymphea. Wihrend der Regenzeit dominiert diese Art zusammen mit
Chroococcus turgidus das Epiphyton (vgl. MASON et al., 1982, MCCORMICK et al., 1999). Das
Vorkommen von S. hofimanni wurde bisher zwar mehrfach beschrieben, jedoch gibt es bislang

keine okologische Charakterisierung dieser Art.

1.4 Cyanotoxine aus der Gattung Scytonema

Aus einigen Arten der Gattung Scytonema wurden einzelne Cyanotoxine mit verschieden an-
tibiotischen Wirkungen isoliert. Sie gehoren diversen Substanzklassen an.

Scytonema sp. TISTR 8208 synthetisiert ein Peptid-Antibiotikum gegen gram-positive und
gram-negative Bakterien, das aus aromatischen Aminosduren aufgebaut ist. (CHETSUMON et
al., 2005). Aus Scytonema hofmanni PCC 7110 wurden peptidische Substanzen charakteri-
siert. Dabei handelt es sich um die cyklischen Peptide Scyptolin A und B und Hofmannolin
sowie um Scytocyclamide A bis C mit cytotoxischer und enzyminhibierender Wirkung (MA
TERN et al., 2003; GREVE, 2005). Ein potentes anti-HIV-Peptid wurde aus Scytonema varium
isoliert. Scytovirin bindet spezifisch an das hoch glycosylierte virale Hiillprotein gp120,
gp160 und gp41 des HI-Virus, jedoch nicht an den zellularen CD4 Rezeptor oder andere ge-
testete Proteine (BOKESCH et al., 2003).

Aus Scytonema pseudohofmanni wurden von ISHIBASHI et al. (1986) fiinf cytotoxische und

antifungale Alkaloide, Scytophycin A bis E, isoliert und charakterisiert. Tolytoxin und noch
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drei weitere Scytophycine werden von S. mirabile, S. burmanicum und S. ocellatum syntheti-
siert (CARMELIL, 1990). Tolytoxin zerstort die Actinmikrofilamente der Zellen durch Depoly-
merisation. Glycolipide, die in den Prozess der Blutgerinnung eingreifen wurden aus Scyto-
nema julianum gewonnen. Sie sind in der Lage, den Platelet-activating-Faktor zu inhibieren
und fithren zur Aggregation der Blutpliattchen im Kaninchenblut (ANTONOPOULPU et al.,
2005).

1.4.1 Das Cyanotoxin Cyanobacterin, synthetisiert von Scytonema hofmanni

Cyanobacterin ist ein chloriertes y-Lacton und weist Absorptionsmaxima bei Wellenldngen
von 208 und 266 nm auf. In wissriger Losung ist es schwerldslich (Abb. 2). Die relativ auf-
wendige Extraktion von Cyanobacterin erfolgt iiber mehrere Schritte mit tert-Butyl-
Methylether (TBE). In dem so gewonnenen Rohextrakt wird die Cyanobacterinkonzentration
mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) bestimmt (vgl. 2.2.2.2). Gleichzeitig
mit Cyanobacterin wird die Anhydro-Form (ACB) isoliert. Die Substanzen liegen im Verhilt-
nis von 3:1 (CB:ACB) vor. (MASON et al., 1982; PIGNATELLO et al., 1983). Konkrete Aussa-
gen tiber die Konzentration von Cyanobacterin in der Trockenmasse von S. hofmanni werden

erst nach etwa einer Woche erhalten.

Abb. 2: Strukturformel von Cyanobacterin (nach PIGNATELLO et al., 1983)

Der Wirkmechanismus des von Scyfonema hofmanni synthetisierten Toxins Cyanobacterin
(CB) ist bereits gut untersucht. Mehrere Autoren (z.B. MASON et al., 1982; PIGNATELLEO et
al., 1983; ABARZUA et al., 1999) beschrieben toxische Wirkungen von Cyanobacterin auf an-
dere Cyanobakterien, Algen und Angiospermen. Es wurde nachgewiesen, dass Cyanobacterin,
dhnlich wie synthetische Herbizide, z.B. DCMU (3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharn-
stoff), auf den Elektronentransport in der Photosynthese im Photosystem II wirkt (z.B. GLEA
SON & PAULSON, 1984). Uber mégliche toxische Wirkungen auf heterotrophe Organismen
gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben. So konnten einerseits keine Wirkungen auf
Tiere festgestellt werden (GLEASON, 1991). Andererseits beschrieb KLAPES (1990) eine akute
Toxizitdt gegeniiber dem Wasserfloh Daphnia magna schon bei den zur Photosynthesehem-

mung notwendigen Konzentrationen.
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Cyanotoxine werden auch hinsichtlich ihrer Eignung als Antifoulingwirkstoffe untersucht. Sie
sollen alternativ synthetische Substanzen ersetzen, die z.B. durch Akkumulation im Wasser
und in Sedimenten eine starke Schidigung von Okosystemen bewirken konnen. Wegen der
nachgewiesenen toxischen Effekte anderer Cyanotoxine auf tierische Lebewesen und der
strukturellen Ahnlichkeit von Cyanobacterin mit Repellentien wie Homoserin-Lacton, wurden
inhibitorische Effekte auf das Anheftungsverhalten von Foulingorganismen vermutet (ABAR
ZUA et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2001). Angesichts der herbiziden Eigenschaften von Cy-
anobacterin und der moglichen Beeinflussung von Makrofoulingorganismen existieren bereits
zwei Patente zur technischen Nutzung dieses Cyanotoxins fiir den Einsatz in der Landwirt-
schaft (GLEASON, 1986) und als natiirlicher Antifouling-Wirkstoff (ABARZUA, 1996).

Somit wird Cyanobacterin fiir die technische Verwendung in groBerem Umfang bendtigt.

In der Arbeitsgruppe Mason und Gleason (Universitdt Minnesota, St. Pauls, USA) wurden bei
der Kultivierung von S. hofmanni etwa 2 g Frischmasse (400 mg Trockenmasse) je Liter Kul-
tur gewonnen. Die Cyanobacterinkonzentration in der Trockenmasse betrug kontinuierlich
etwa 2 mg Cyanobacterin je Gramm Trockenmasse (mg CB g TM ') (MASON et al., 1982;
miindliche Angaben GLEASON, 2003). Im Gegensatz dazu wurden in der Arbeitgruppe Abar-
zua (Universitdt Rostock) auch wesentlich hohere Konzentration an Cyanobacterin in
S. hofmanni erhalten. Es traten allerdings betrdchtliche Schwankungen auf. So wurden Kon-

zentration zwischen 0 und 29 mg CB g TM ' ermittelt. (vgl. Tab. 1, Auswahl)

Charge mg C}zch T™] Charge mg cf%cg ™
FKG 2,6 IGV2 0,0
BCHI1 12,6 IGV3 0,1
BCH2 28,9 IGV6 2,7
BCH3 10,0 Med 1 (Wand) 3.9
OKO1 0,7 Med 1 (Mitte) 9,8
IGV1 0,1 Med 2 9,5

Tab. 1: Cyanobacterinkonzentration [mg CB g TM™'] in verschiedenen Chargen von S. hofimanni.
FKG: Kultivierung, Prof. Gleason (University of Minnesota, USA), BCH: Kultivierung, Bio-
chemie (Universitit Rostock, Deutschland), OKO: Kultivierung, Angew. Okologie (Universi-
tit Rostock, Deutschland), IGV: Kultivierung in Platten-Fotobioreaktor, Inst. f. Getreidever-
arbeitung, Abteilung Biotechnologie der Algen (Bergholz-Rehbriicke, Deutschland) Med:
Kultivierung in MEDUSA-Fotobioreaktoren, Institut fiir Biotechnologie (TU Berlin,
Deutschland)
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Rostock St. Pauls
S. hofimanni-Stamm UTEX 1581 | UTEX B 1581 und UTEX 2349
Medium BG11 BGI11™'
Spurenelemente nein ja
pH-Wert (Start) 7,7 7,7
CO,[% (v/v)] 3 0 oder 5
Temperatur [°C] 20 -25 20 oder 20 - 25
PFD [pmol Photonen m™ s™'] 15-25 50-80
Belichtungszyklus Dauerlicht Dauerlicht oder

H:D 12:12

Ernte nach Tagen: 21-28 14-35

Tab. 2: Vergleich der Kultivierungsbedingungen von Scytonema hofmanni in den Arbeitsgruppen
Abarzua (Rostock) und Mason / Gleason (St. Pauls). ' mit 0,4 statt mit 0,04 g I'' K,HPO,;
"2 nach STANIER et al. (1971)

Vergleicht man die Kultivierungsbedingungen, so weisen sie einige Variationen auf (Tab. 2).
Scytonema hofmanni wurde erfolgreich mit fiir Cyanobakterien etablierten Methoden empi-
risch kultiviert. Jedoch war bisher der Einfluss der Kulturbedingungen auf die Toxinkon-
zentration nicht Ziel von Untersuchungen. Um Cyanobacterin fiir einen technischen Einsatz in
groBem Maf3stab zu produzieren, muss die Kultivierung unter 6konomischen Gesichtspunkten
erfolgen. Das heifit, mit geringem Aufwand muss viel Biomasse mit einem konstant hohen
Toxingehalt produziert werden. Auf Grund der langen Zeit, die zur Bestimmung der Cyano-
bacterinkonzentration notwendig ist (s.0.), ist die TBE-Extraktion fiir ein effektives Monito-
ring und eine schnelle gezielte Steuerung der biotechnologischen Produktion von Cyanobacte-

rin nicht geeignet.
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1.5 Zielstellung

Auf Grund der beschriebenen Tatsachen ergaben sich fiir die vorliegende Promotionsarbeit

zwei generelle Fragenkomplexe:

I. Technische Verwendung von Cyanobacterin:
1. Welche Kultivierungsbedingungen sind Voraussetzung fiir eine hohe Biomasseprodukti-
on von Scytonema hofmanni mit einer hohen Cyanobacterinakkumulation?
2. Ist eine technische Verwendung von Cyanobacterin als Herbizid oder Antifoulant sinn-
voll?
3. Liésst sich die Cyanobacterinkonzentration in der Biomasse von Scyfonema hofmanni
schneller und weniger aufwendig als mit der TBE-Extraktion und anschlieBender Analy-

se mittels HPLC ermitteln?

I1. Okologie:
1. Welche Schliisse lassen sich aus den optimalen Kultivierungsbedingungen hinsichtlich
der Okologie von Scytonema hofinanni im natiirlichen aquatischen Habitat ziehen?
2. Spielen Interaktionen mit anderen photoautotrophen Organismen fiir die Synthese von

Cyanobacterin eine Rolle?
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2. Materialien und Methoden
2.1. Kultivierung

2.1.1. Das Cyanobakterium Scytonema hofmanni (Agardh) (UTEX1581)

Die Untersuchungen erfolgten mit dem Cyanobakterium Scytonema hofmanni (Agardh)
Stamm UTEX B 1581 (Culture Collection of Algae at the University of Texas, Austin, USA).

In der Stammhaltung wurde S. hofimanni unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur im
Cyanobakterienmedium BG11 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), modifiziert nach RIPPKA et
al. (1979) (s. Anhang) kultiviert. Die Kultivierung erfolgte ohne aktive Beliiftung bei einer
Photonenflussdichte (PFD) von 20 30 pmol Photonen m* s ' mit Tageslicht Leuchtstoffroh-
ren (36 W/ 12-950, OSRAM GmbH) und bei einem Hell- / Dunkelrhythmus von 12:12 Stun-
den (H:D 12:12).

Aus den Stammkulturen wurden Vorkulturen unter den gleichen Bedingungen, aber mit Be-
liiftung (5 ml min ') iiber vier Wochen herangezogen. Diese Biomasse wurde unter sterilen
Bedingungen gewonnen und im Morser homogenisiert. Die gleichméBig dispergierten Zellen
wurden in steriles BG11 Medium (pH 7,7) tiberfiihrt. Zur Charakterisierung der Kultivierun-
gen wurde als Biomasseparameter die in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz (FL) (vgl. 2.2.1.1)
bestimmt. Bei allen unterschiedlichen Versuchsansitzen lag die Initialfluoreszenz im Bereich
von 150 300 mV. Das entsprach einer Abundanz von 20-40 mg Trockenmasse (TM) je Liter
(ca. 100 200 mg Frischmasse (FM)) je Liter; vgl. 2.2.1.2). Nachfolgend wurden die Kultivie-

rungsbedingungen entsprechend des Experimentdesigns (vgl. 2.3) variiert.

2.1.2. Photoautotrophe Mikroorganismen

Die Kulturen der Griinalge Chlorella vulgaris (Beijerinck) SAG211-11b (Sammlung fiir Al-
genkulturen der Universitit Gottingen, Deutschland) sowie der Cyanobakterien Synechocystis
sp. PCC6803 (Institut Pasteur, Collection National de Cultures de Microorganismes, Paris
Cedex, Frankreich) und Microcystis firma (Bréb et Lenorm) Schmidle, Gromov/Leningrad
398 wuchsen unter den gleichen Bedingungen wie S. hofmanni. Die mesoeuryhaline Kieselal-
ge Nitzschia pusilla (Grunow) wurde in Form eines Isolates aus dem Jadebusen (vgl. ABAR
ZUA et al., 1999) bei 75 umol Photonen m?s' (H:D 12:12) und bei 15 °C im Diatomeen-
Medium {/2, modifiziert nach GUILLARD (1975) mit sterilem Ostseewasser bei 12 PSU (Prac-
tical Salinity Units) kultiviert. Zu Beginn der Inkubationen der photoautotrophen Mikroorga-

nismen wurden Abundanzen von 0,075-0,1 10 6 Zellen ml ! eingestellt.
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2.1.3. Cyprislarven von Balanus improvisus (Darwin)

Zur Kultivierung der Cyprislarven von Balanus improvisus (Darwin) wurden adulte Seepo-
cken am Féhranleger in Hohe Diine und in der Unterwarnow (Rostock, Deutschland) gesam-
melt. Die Adulti wurden bei Raumtemperatur im filtrierten, autoklavierten und leicht beliifte-
ten Ostseewasser (12 PSU) gehalten. Die Fiitterung erfolgte alle zwei Tage mit Zellen der
Kieselalge Sceletonema costatum (CCAP 1077/3) (Culture Collection of Algae and Protozoa,
Argyll, Schottland, GroBbritannien). Zusitzlich wurden wochentlich frisch geschliipfte
Nauplien von Artemia spec. (Red Dragon™, Western Brine Shrimp International, Inc.) (nach
RITTSCHOF et al., 1984) gereicht.

Die von den Adulti ins Medium entlassenen Nauplien wurden nach Abdunklung des Zuchtbe-
ckens aufgrund ihres positiv phototaktischen Verhaltens in einer beleuchteten Ecke gewon-
nen. Die Hélterung erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei den Adulti. Dem Me-
dium waren die Antibiotika Penicillin G (2mg1") und Streptomycin (4 mgl') (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) zugesetzt. Die Nauplien erhielten tiglich S. costatum. Das Medium
wurde flir die Nauplien-Kultur alle zwei Tage gewechselt. Nach zwei bis drei Wochen er-
folgte die Metamorphose zur Cyprislarve. Unter dem Mikroskop wurde der Zustand der Lar-
ven hinsichtlich der Bedeckung mit Bakterien bzw. Pilzen, der Aktivitit und der Existenz von
Degenerationen beurteilt. Fiir die Toxizitétstests wurden nur Cyprislarven ausgewdhlt, die
kaum bewachsen waren und eine hohe Aktivitédt (z.B. aktives Suchverhalten) aufwiesen. Zur
Synchronisation des Anheftungsverhaltens wurden sie vier Tage im Kiihlschrank bei 5 °C

aufbewahrt. Die Balanidenzucht erfolgte nach KACAN (1997).

2.2 Extraktionen und Analysen

Die Optimierung der Wachstumsbedingungen von S. hofmanni und der erzielbaren CB-
Ausbeute erfolgte sowohl anhand von Parametern fiir die Biomasse als auch fiir das die Zellen

umgebende Medium (Abb. 3).
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Kultur von
S. hofmanni
|
' Filtration ' in vi "Chl
Medium (Filtrat) Biomasse 'I?I:c'):Zszen:
I
Gefriertrocknung
l }
Anorg. Nahrstoffe Org. Substanzen Trockenmasse > Abundanz
(pH)
Extrakti
Phosphat xtrardion
Nitrat TBE Extraktion TBE DMF
Ammonium
I l Pigmente
Aminosauren Cyanobacterin Cyanobacterin Cyanobacterin

Abb. 3: Grundlegendes Schema der Parametrisierung von Untersuchungen zur Optimierung der S.
hofmanni—Kultur und der Cyanobacterin (CB) -Ausbeute. Chl a: Chlorophyll a, TBE: tert-
Butylmethylether, DMF: N,N-Dimethylformamid

2.2.1 Charakterisierung der Biomasse von S. hofmanni

2.2.1.1 in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz

Die Bestimmung der Chlorophyll a Fluoreszenz erfolgte nach KARSTEN et al. (1996) an einem
Fluorimeter fiir phototrophe Mikroorganismen in Polypropylen-Einweg-Kiivetten (& 50 mm,
Kleinfeld Labortechnik GmbH). Chlorophyll @ (Chl a) wurde bei 470 nm (Blaulicht) mit
Leuchtdioden angeregt. Die emittierte Fluoreszenz wurde als Spannungsidnderung [mV] re-
gistriert. Die Messung erfolgte im Bereich zwischen 130 mV (Blindwert Medium) und
1500 mV (Maximalwert, justiert mit Glasfilter orange (RG 129 665, Schott AG). Proben mit
Signalen oberhalb des justierbaren Messbereiches wurden verdiinnt; die Signale nachfolgend

proportional zur Verdiinnung transformiert.

2.2.1.2 Trockenmasse und Abundanz

Da S. hofmanni dichte verzweigte Kolonien bildet, waren eine direkte Zellzéhlung und damit
die Berechnung der Abundanz [Zellen ml '] nicht moglich. Somit wurde die Trockenmasse

(TM) als Aquivalent der Abundanz [mg TM 1 '] genutzt. Hierfiir erfolgte die Filtration von S.

11
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hofmanni mittels Unterdruck auf Papierfilter (S13400, & 50 mm, Satorius AG). Nach 48 h
Gefriertrocknung (Lyovac GT2, Steris Corp.) wurde die Trockenmasse bestimmt.

Zur praktikablen Ermittlung der Abundanz-Aquivalente [mg TM 1'] von S. hofinanni wurde
mit Hilfe der gemessenen Chlorophyll a Fluoreszenz in vivo (vgl. 2.2.1.1) ein einfaches Kon-

versionsmodell entwickelt.

Abundanz-Aquivalente [mg TM 1']= FL x 0,0494

Das Modell gilt fiir vitale und ungestresste Zellen von S. hofmanni bei 25 pmol Photonen
m? s ', unabhiingig von Temperatur und Zeit.
Die Verwendung des Begriffes ,,Abundanz‘ erfolgt in der vorliegenden Arbeit im Sinne der

Vereinfachung, obwohl streng genommen durchweg Abundanz-Aquivalente ermittelt wurden.

2.2.1.3 Exponentielles Wachstum

Anhand der Parameter Abundanz und / oder der in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz wurde die

exponentielle Wachstumsrate () [d '] nach SCHLEGEL et al. (1995) von Messpunkt zu Mess-

punkt berechnet.
InN,-InN,
=
11,
u Wachstumsrate [d']
t Zeitpunkt t (Anzahl der Messtage)
N; Parameter (Abundanz oder FL) zum Zeitpunkt t

No Parameter (Abundanz oder FL) zum Zeitpunkt t,

Die Giite der Anpassung der modellierten Kurve an die gemessenen Daten wurde tiber Mini-
mieren der Summe der Abweichungsquadrate mit Hilfe der Solverfunktion (MS Excel) opti-
miert.

Bei geringer Anzahl an Messwerten (z.B. bei wochentlicher Messung) wurde die Wachstums-
rate zwischen ty und tgs, (Zeit, bei der der halbmaximale Wert der Fluoreszenz oder der A-
bundanz erreicht wurde) mit Ny und Ngs, (halbmaximaler Wert) berechnet. Die Werte beider

Methoden sind vergleichbar.

2.2.1.4 Kapazitat

Um die Ergebnisse verschiedener Kultivierungsmethoden, insbesondere von unterschiedli-
chen Erntezeitpunkten, vergleichen zu kénnen, wurde die Kapazitit (K) ( maximal erreich-
barer Wert eines Parameters) ermittelt. Die Berechnung erfolgte mit SigmaPlot 2002 fiir Win-

dows Version 8.0 mittels ,,standard four parameter logistic curve®.
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2.2.2 Pigmente und Cyanobacterin

2.2.2.1 Chlorophyll a und Carotenoide

In Abhéngigkeit von der Abundanz wurden fiir die Pigmentanalyse 1 10 ml von S. hofmanni-
Kultur auf Glasfaserfilter (GF92, & 25 mm, Schleicher & Schiill GmbH) filtriert. Die Filter
wurden iiber 24 h gefriergetrocknet und nachfolgend die Trockenmasse mittels Feinwaage
(LA 1205, Satorius AG) bestimmt. Die Trockenmasse wurde im Ultraschallbad mit 3 ml N,N-
Dimethylformamid (DMF) (3 x 30 min) extrahiert. Nach 24 h bei 5 °C wurde der Ansatz er-
neut im Ultraschallbad (3 x 30 min) behandelt. Um eine partikelfreie Losung zu erhalten,
wurde der Extrakt anschlieBend fiir 5 min bei 5200 g und 10 °C (Megafuge 1.0R, Heraeus in-
struments GmbH) zentrifugiert.

Das Adsorptionsspektrum der DMF-Extrakte wurde in Halbmikrokiivetten (6040-UV, light
path 10 mm, Hellma GmbH & Co. KG) im Spektralphotometer (UV-2401 PC, UV-VIS Re-
cording, Shimadzu Ltd. Corp.) im Spektralbereich von 200-800 nm, in 0,5 nm-Schritten auf-
genommen. Die Konzentrationen von Chlorophyll a bzw. Carotenoiden [pug mg TM] wurde
nach PORRA et al. (1989) und SCHUBERT et al. (2004) bestimmt. Da Cyanobakterien kein
Chlorophyll b besitzen, wurden fiir Chl » Werte < 0 bestimmt.

L. Cenia [“g mg TM-I] = 12500(E664 - E750 )_ 3,1 1(E647 - E750)
2. Cemy [MEME TM_I] =20,78(Eq; — E;50) —4.88(E ey — E5)

1000(E ) — E550) —1,12¢,,, —34,07¢y,
245

3. CeylngmgT™M™] =

E4s0 — Extinktion bei 480 nm (Absorption von Carotenoiden)
Eg47 — Extinktion bei 647 nm (Absorption von Chlorophyll b)
Egs4 — Extinktion bei 664 nm (Absorption von Chlorophyll a)
E7s0 — Extinktion bei 750 nm (Triibung)

2.2.2.2 Cyanobacterin

Die Extraktion von Cyanobacterin erfolgte nach MASON et al. (1982). 100 mg TM des Cya-
nobakteriums S. hofimanni wurden mit 2,7 ml einer 0,5-%igen gepufferten Lysozym-Losung
(Eiweill - Lysozym: EC 3.2.1.17, Sigma-Aldrich Chemie GmbH; TRIS-EDTA Puffer, pH
7,0) behandelt. Nach 24 h Inkubation bei 5 °C wurde die Biomasse mit einer Ultraschallspitze
(Sonoplus GM70, Bandelin electronic GmbH & Co. KG) fiir 5 min homogenisiert. Das Ho-
mogenat wurde 48 h gefriergetrocknet. Die so aufbereitete Biomasse wurde 3 x mit 25 ml

tert-Butyl-methylether (TBE) im Ultraschallbad jeweils 30 min lang extrahiert. Nach 10-

13
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miniitiger Zentrifugation bei 10 °C und 5200 g wurde der Uberstand im Rotationsverdampfer
(Rotavac™ System, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG) bis zur Trockne eingeengt. Die
Masse des Rohextraktes (RE) wurde mit einer Analysenwaage (MP2, Satorius AG) bestimmt
und anschlieBend in Methanol mit einer Konzentration von 10 mg RE ml ' resuspendiert. Die-
se Suspension wurde bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung oder Analyse gelagert.
Cyanobacterin wurde mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) modifiziert nach
MASON et al., (1982) nachgewiesen und quantifiziert. Die Separation von 50 pl injizierter
Probe erfolgte im Chromatographiesystem (Agilent Serie 1100, Hewlett Packard Co.) isokra-
tisch mit Hypersil-RP-C18-Saulen als stationdrer Phase. Jeder Zyklus enthielt einen Gradien-
tenspiilschritt.

Als Eluenten dienten 80% Methanol/Wasser (9:1) und 20% (v/v) Wasser mit einer Flussrate
von 0,8 ml min '. CB wurde iiber RP-C18-Siulen (Hypersil ODS, 225 mm (Knauer GmbH)
oder LiChrosher® 100, 85 mm (Merck KGaA)) separiert und anhand seiner charakteristi-
schen Absorptionsmaxima bei 208 und 266 nm mittels Diodenarray-Detektor nachgewiesen.
Die Retentionszeit betrug 22,7 + 0,8 min (Hypersil ODS) oder 13,5 £ 0,5 min (LiChrosher®).
Das Absorptionsmaximum bei 208 nm ist etwa doppelt so hoch wie bei 266 nm. Folglich
wurde die CB-Konzentration anhand des 208-nm-Peaks bestimmt. Die Auswertung der
Chromatogramme erfolgte mit der Software HP ChemStation Rev.A.04.01 (Agilent). Hier
wurde zur Standardisierung aufgereinigtes CB verwendet. Vom Beginn der Extraktion bis zur
Kalkulation der betreffenden CB-Konzentration erforderte die beschriebene Methodik eine
Dauer von etwa sechs Tagen.

Nach Extraktion der Biomasse von S. hofmanni mit DMF, liel} sich analog zu Chlorophyll a
und Carotenoiden (vgl. 2.2.1.3) aus dem Absorbtionsspektrum ebenfalls die CB-Konzen-
tration ermitteln. Die fiir CB charakteristischen Wellenldngen von 208 und 266 nm sind auf-
grund der Stérung bzw. der hohen UV-Absorption durch das Extraktionsmittel ungeeignet.
Neben CB wird jedoch gleichzeitig ein Derivat, das Anhydrocyanobacterin (ACB), extrahiert.
ACB weist ein weiteres Absobtionsmaximum bei etwa 357 bis 360 nm auf. CB und ACB
kommen im Verhiltnis 3:1 vor (MASON et al., 1982). Fiir die Extraktion mit DMF wurde ein
konstantes Verhiltnis beider Substanzen angenommen. Auf dieser Grundlage und der Korre-
lation errechneter Werte mit denen der CB-Konzentration im TBE Extrakt, wurden in dieser
Arbeit die folgenden Gleichungen zur Berechnung der CB-Konzentration [pg CB mg TM ']

entwickelt:
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(E360 — E750)

1. c mg TM™]=
ace (Mg Mg ] 0.4293"

2. cepligmg TM ™' = ¢,y x37 x1,26797

E360 — Extinktion bei 360 nm (Absorption von ACB)

E750 — Extinktion bei 750 nm (Triibung)

"ISteigung aus 5-Punktkalibrierung

“?Verhiltnis von CB zu ACB 3:1 (MASON et al., 1982)

" Anstieg des linearen Regressionsmodels fiir ACB-Konzentration nach DMF-Extraktion und der CB-
Konzentration nach TBE—Extraktion

Da das Absorbtionsmaximum leicht variierte, wurde fiir Es¢o der Mittelwert aus den Messwer-

ten eines Spektrums von 355 bis 365 nm gebildet.

Mit dieser Methode konnten mit vertretbarem Aufwand innerhalb von etwa einem Tag Infor-

mationen iiber die CB-Konzentration gewonnen werden. So war eine Bestimmung der CB-

Konzentration auch in kurzen zeitlichen Abstédnden praktikabel.

Die Berechnungen der Kapazitit der Cyanobacterinkonzentration fiir die Wachstumsversuche

erfolgten wie unter 2.2.1.4 beschrieben.

2.2.3 Charakterisierung der Filtrate von S. hofmanni-Kulturen

Die Filtrate wurden wie unter 2.2.1.2 beschrieben von S. hofmanni-Kulturen gewonnen. Im
Filtrat wurden die anorganischen Parameter pH, gelostes reaktives Phosphat (SRP; Phosphat),
Nitrat und Ammonium bestimmt. Des Weiteren wurden die Konzentrationen an freien gelds-

ten Aminosiuren und von CB im Medium ermittelt.

2.2.3.1 pH-Wert und anorganische Nihrstoffe

Der pH Wert des Mediums wurde unmittelbar im Anschluss an die Filtration ermittelt. (Uni-
versal Multiline P4, Elektrode: Sentix 413, WTW Gmbh & Co. KG).

SRP wurde als Molybdénblau photometrisch bei 810 nm (Spektralphotometer, CADS 100,
Dr. Bruno Lange GmbH) nach MURPHY & RILEY (1962) bestimmt (Reagenzien: s. Anhang).
Zu 25 ml Medium (Probe [PR]) bzw. destilliertem Wasser (Blindwert [BW]) wurden 0,5 ml
Mischreagenz (Schwefelsdure und Ammoniummolybdat) gegeben und die Triibung (TR) er-
mittelt. Nach Zugabe von 0,25 ml Ascorbinsdurelosung wurden die Ansdtze 25 min bei
Raumtemperatur dunkel inkubiert. Nachfolgend wurden die Extinktionen (E) am Spektralpho-
tometer gemessen. Die Berechnung der SRP-Konzentration [uM] erfolgte nach folgender

Gleichung:

15



2. Materialien & Methoden

(EPR B TRPR )_ (EBW B TRBW)

Corp [MM] = r
Kalib

Fxai» — Kalibrierungsfaktor der jeweils genutzten Reagenzien

Nitrat wurde zur Quantifizierung im Néahrstoffanalysator (ALPKEM, RFA300 HR, Perstorp
Analytical Inc.) an mit Kupfer ummantelten Kadmiumgranula zu Nitrit reduziert. Der sich
nach Reagenzzusatz entwickelnde Azofarbstoff wurde photometrisch bei 543 nm gemessen
(HANSEN & KOROLEFF, 1999). Die Proben wurden ggf. fiir Messungen zum Erreichen des ka-
librierten Konzentrationsbereiches von 0,1-10 pmol 1 ' verdiinnt (max. 1:1000).

Die Ammoniumbestimmung erfolgte mit der Indolblau-Methode und photometrischer Mes-
sung bei 630 nm modifiziert nach SAGI (1966). Zu 35 ml Medium (PR) wurde 1 ml Phenolre-
agenz addiert und vermischt. AnschlieBend wurde die entstehende Losung mit 1 ml Mischre-
agenz (Natriumhypochlorid in Citratpuffer) versetzt und kriftig geschiittelt. Alle Ansétze
wurden bei Raumtemperatur dunkel inkubiert. Die Extinktionen (E) wurden nach 12 h am
Spektralphotometer gemessen. Der korrigierte Reagenzblindwert (BWx) ergab sich als Diffe-
renz aus den Messungen mit destilliertem Wasser bei einfacher und doppelter Reagenzzuga-

be. Die Berechnung der Ammonium-Konzentration [uM] erfolgte nach der Gleichung:

o= Ere =BV

c Ammonium [ F
Kalib

2.2.3.2 Freie geloste Aminosduren

Die Bestimmung der Konzentration freier geloster Aminoséduren im Medium (Tab. 3) erfolgte
mittels HPLC (Agilent Serie 1100, Hewlett Packard Inc.) nach LINDROTH & MOPPER (1997).
Ein Aminosduregemisch (Standard H Pierce, No.20088) wurde als Standard injiziert. Zum
Nachweis wurden die Aminosduren mit o-Phthalaldehyd (OPA)-Reagenz (Pierce, o-
Phthalaldehyd) nach HUBBERTEN (1994) derivatisiert. Die chromatographische Trennung er-
folgte iiber eine RP-C18 Hypersil 120 ODS Siaule (225 mm, Knauer GmbH) bei 25 °C. Der
Nachweis erfolgte mittels Fluoreszenzdetektion bei einer Anregung von 340 nm und bei einer
Emission von 455 nm. Die Chromatogramme wurden mit der Software HP ChemStation

Rev.A.04.01 (Agilent Technologies Inc.) ausgewertet.
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Alanin A Histidin H Serin S

Arginin R Isoleucin I Taurin X
Asparagin N Leucin L Threonin T

Asparaginsdure D Lysin K Tryptophan W
Glutamin Q Methionin M Tyrosin Y
Glutaminsédure E Ornithin 0O Valin A"
Glycin G Phenylalanin F

Tab. 3: Untersuchte freie geloste Aminosduren im Kulturmedium von S. hofinanni und deren Kodie-
rung (Einbuchstaben-Code)

2.2.3.3 Cyanobacterin

Um CB zu extrahieren, wurden 100 ml Medium dreimalig mit 25 ml TBE ausgeschiittelt. Die
Trennung des Ethers von der wissrigen Phase erfolgte im Scheidetrichter jeweils tiber 15 min.
Der Etherextrakt wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt, in 2 ml Methanol

gelost und dann bei -20 °C gelagert. Die CB-Analyse erfolgte mittels HPLC (vgl. 2.2.2.2).

2.2.3.4 Kapazitit und Raten

Die Kapazitit fur im Medium geloste Substanzen wurde wie unter 2.2.1.4 beschrieben be-
rechnet. Aus der Halbwertzeit wurde eine Rate (1 Zunahme, & Abnahme) nach PAUL &
CLARK (1996) berechnet.

In2
k(u) =
(1) Tz

2.2.4 Parameter fur Toxizitatstests mit photoautotrophen Mikroorganismen

Die CB-Toxizitdt fiir photoautotrophe Mikroorganismen wurde anhand des Wachstums, der

Abundanz und des Dark-Yields beurteilt.

2.2.4.1 Abundanz und Wachstum

Die Abundanz [Z x 10° ml'] wurde mittels Blutzihlkammer (Fuchs-Rosenthal, Kammervo-
lumen: 3,194 mm®) unter dem Mikroskop (BH2-RFCA Referenz-Kontrast, Olympus Ltd.)
ermittelt. Von den 16 vorhandenen grofen Feldern wurden jeweils vier ausgezihlt und fiir die
gesamte Kammer hochgerechnet. Aus drei Unterproben jeder Probe wurde der Mittelwert
(MWyp) gebildet, der in die Berechnung der Abundanz einging.

MW,,, x0,001

Abundanz[Z x10°ml ™' ] =
3,194
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Auf der Grundlage der Abundanz wurde die exponentielle Wachstumsrate ¢ nach SCHLEGEL
et al. (1995) (vgl. 2.2.1.4) berechnet.

2.2.4.2 Maximale Quantenausbeute des Photosysthems II (Dark-Yield)

Der Dark-Yield oder die maximale Quantenausbeute der Photosynthese (®.,,x) charakterisier-
te grundlegend die photochemische Effizienz der Zellen. Sie stellte einen wichtigen Marker
der Vitalitdt photoautotropher Organismen dar (KLUG 2005). Die Bestimmung von @y, be-
ruhte u.a. auf dem Prinzip, die durch Chlorophyll aufgenommene Energie nicht in photoche-
mische Arbeit umzuwandeln, wobei die maximale Fluoreszenzemission des PSII induziert
wurde. Dies konnte sowohl durch Hemmung des PSII mit DCMU (3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-

dimethylharnstoff) als auch mittels tibersittigendem Lichtpuls vorgenommen werden.

2.2.4.1.1 Bestimmung von @, mittels DCMU am Spektralfluorometer

Die in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz wurde in 3 ml in Kunststoffkiivetten (Sarstedt AG &
Co) am Spektralphotometer F-4010 (Hitachi Ltd. Corp.) gemessen. Die Zellsuspension wurde
bei einer Wellenldnge von 675 nm angeregt und die resultierende Chlorophyll a Fluoreszenz
wurde bei 720 nm gemessen. Nach Dunkeladaptation wurde die minimale- oder Grundfluo-
reszenz (Fp) der vitalen Zellen bestimmt. Durch Zugabe von DCMU (Endkonzentrati-
on 0,01 uM) wurde die erhohte (maximale) Fluoreszenz (Fy,) induziert. Die Differenz aus
Fi, und Fy wird als variable Fluoreszenz (F,) bezeichnet. Wird F, auf F;,, normiert, ergibt sich

nach LIBBERT (1993) die maximale Quantenausbeute der Photosynthese (Dyax).

q)max :iz (Fm _FO)
Fm FW!

2.2.4.1.2 Bestimmung von @, mit dem Puls-Amplituden modulierten Chlorophyllfluoro-

meter

Die in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz wurde mit dem Puls-Amplituden modulierten Chlo-
rophyllfluorometer (PAM) PAM 2000 (Walz Mess- und Regeltechnik GmbH) gemessen. Die
Filtration der Zellen erfolgte auf Glasfaserfilter (GF 92, & 25 mm, Schleicher & Schiill
GmbH). Hierbei war es wichtig, viel Biomasse auf kleiner Fldche anzureichern. Das Lichtlei-
terkabel wurde 7 mm tiber der Probe platziert.

Zur Bestimmung der minimalen Chlorophyll a Fluoreszenz Fy, wurden dunkel adaptierte Zel-
len mit schwachem Messlicht (655 nm, maximal 0,1 pmol Photonen m % s ') bestrahlt. Mit ei-
nem sittigenden Lichtimpuls (bis zu 12.000 pmol Photonen m*s ' fiir 0,4-0,8 s) wurden alle

Komponenten der Elektronentransportkette schlagartig reduziert. Somit standen keine oxidier-
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ten Elektronenakzeptoren fiir das Photosystem II mehr zur Verfiigung. Die Chlorophyllfluo-
reszenz stellte einen Verlustprozess zur Abfithrung iiberschiissiger Anregungsenergie dar.
Somit wurde wahrend des Sattigungspulses die maximale Chlorophyll a Fluoreszenz (Fy,) e-
mittiert (KROMKAMP & FORSTER 2003). ®@,,,x wurde wie unter 2.2.4.1.1 beschrieben berech-

net.

2.2.5 Extraktion potenzieller Effektoren aus Wachstumssmedien photoau-

totropher Mikroorganismen

Ein Extrakt des Kulturmediums photoautotropher Mikroorganismen wurde zur Untersuchung
ihrer potentiellen Wechselwirkungen mit S. hofmanni préipariert. 14 Tage alte Kulturen wur-
den am Ende der stationiren Phase fiir 10 min bei 5200 g und 20 °C zentrifugiert und der U-
berstand steril filtriert (Filter FP30/0,2 CA-S, 0,2 um, Schleicher & Schiill GmbH). Im Medi-

um erfolgte die Bestimmung der Konzentration freier geloster Aminosduren (vgl. 2.2.3.2).

2.3 Experimentdesign

Die Kultivierung von Scytonema hofmanni wurde hinsichtlich der Abundanz und der CB-
Konzentration optimiert (Abb. 4). Dariiber hinaus wurden die Interaktionen von S. hofimanni
mit photoautotrophen Mikroorganismen untersucht. Die toxikologischen Untersuchungen
zielten auf die akute bzw. subchronische Toxizitét fiir Mikroorganismen und fiir einen Makro-
fouling-Organismus ab. Vor dem Hintergrund einer moglichen technischen Anwendung wur-

den auch Untersuchungen zur Persistenz von Cyanobacterin vorgenommen.
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2.3.1 Optimierung der Wachstumsbedingungen und der erreichbaren CB-

Konzentration in S. hofmanni-Kulturen

* PFD: 10 25 50 75 100 125
[umol Phot. : I I T T T
m2s1]
! ¥
ohne Beluftung mit Beliiftung
|
v \ v v v 4
* Puffer: ungepuffert | | MOPS || HEPES | | Piperin TRIS Karbonat
| +5% (viv) CO,
* Zeit: — 0-21
[d]
v
* Temperatur: 15 20
[°C] I
v
* Néhrstoffe: Makroelemente
N P

Abb. 4: Ubersicht iiber das Experimentdesign und die variierten Parameter zur Optimierung der

Wachstumsbedingungen und der Cyanobacterinkonzentration in S. Aofmanni-Kulturen bei

25 °C. Schraffierte Felder: Untersuchungen zusétzlich bei weiteren Temperaturen, Matte

Felder: Untersuchung nach einem Test nicht weiter verfolgt

2.3.1.1 Variation der Photonenflussdichte und der CO,-Verfiigbarkeit

Kultivierung ohne Beliiftung:

Der Einfluss der PFD auf das Wachstum von S. hofmanni und die CB-Konzentration in der

Biomasse wurde in Polypropylen-Einweg-Kiivetten (& 50 mm, Kleinfeld Labortechnik
GmbH) in 10 ml Medium untersucht. Die Kultivierung erfolgte bei 10, 25, 50, 75, 100 und
125 pmol Photonen m * s ' (Photosynthetisch Aktive Strahlung, PAR; Tageslicht-Leuchtstoff-
rohren, OSRAM 36W/12-950) sowohl bei Dauerlicht als auch bei H:D 12:12. Die Kultivie-

rungstemperatur betrug 25 °C. Die Kiivetten waren dicht verschlossen und wurden nicht be-

liftet. Die in vivo Chlorophyll a Fluoreszenz wurde am Fluorimeter alle 24 h bestimmt. Bei

Dauerlicht erfolgte die Messung tiber 16 Tage und bei H:D 12:12 iiber 20 Tage. Das exponen-

tielle Wachstum wurde zwischen dem 2. und 13. Tag berechnet und die Dauer der exponen-

tiellen Phase ermittelt. Die Bestimmung der maximal erreichbaren Fluoreszenz Kgp erfolgte

durch Mittlung der gemessenen Fluoreszenzwerte nach Erreichen der stationdren Phase.
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Kultivierung mit Beliiftung:

Der Einfluss der PFD auf das Wachstum von S. hofmanni sowie die CB-Konzentration wurde
in 75 ml Medium in beliifteten Kulturen (5 ml min ') untersucht. Die Kultivierung erfolgte bei
10, 25, 50, 75, 100 pmol Photonen m*s ' (H:D 12:12), und 25 °C. Jeweils nach 14, 21, 28
und 35 Tagen wurde die Biomasse gewonnen gefriergetrocknet und als Trockenmasse quanti-
fiziert. Die maximal erreichbare Abundanz Kty wurde wie unter 2.2.1.4 beschrieben berech-
net. Weil der pH-Wert im ungepufferten Medium stark anstieg, erfolgten weitere Untersu-

chungen unter Zugabe der Puffer MOPS, Piperin, HEPES und TRIS.

Kultivierung mit Beliiftung unter CO,-Anreicherung (Karbonatpuffer):

Um eine pH-Konstanz auch iiber einen ldngeren Zeitraum (> 14 Tage) zu gewihrleisten, wur-
den die S. hofmanni-Kulturen mit 5% (v/v) CO, (5 ml min " beliiftet. Die Kultivierung er-
folgte in 250 ml BG11-Medium.

Der Einfluss der PFD auf die Biomasseproduktion von S. hofmanni sowie die CB-
Konzentration wurde bei 25, 50, 75, 100, 125 pmol Photonen m 2 s 1, H:D 12:12 und 25 °C
untersucht. Die Biomasse wurde nach 35 Tagen gewonnen. Alle weiteren Untersuchungen er-

folgten mit 5% (v/v) CO,-Beliiftung.

2.3.1.2 Variation der Wachstumstemperatur

Der Einfluss der Temperatur wurde zeitlich aufgelost bei 15, 20, 25, 30 und 35 °C auf das
Wachstum und die Biomasseproduktion von S. hofmanni sowie die CB-Konzentration unter-
sucht. Die Kultivierung erfolgte bei 25 pmol Photonen m*s ' (H:D 12:12). Im Ansatz (t) und
jeweils nach 7, 14, 21, 28, 35 und 42 Tagen wurden die Chlorophyll a Fluoreszenz ermittelt

sowie die Biomasse gewonnen.

2.3.1.3 Variation von Néhrstoffen und Spurenelementen

Die Verfiigbarkeit der Néhrstoffe Phosphat (freies gelostes Phosphat, ortho-Phosphat - SRP)
und Stickstoff (Nitrat) wurde hinsichtlich der Biomasseproduktion von S. hofmanni sowie der
CB-Synthese untersucht. Nach 14 Tagen erfolgte ein Wechsel des Mediums unter sterilen Be-
dingungen, wobei die SRP- und Nitratkonzentrationen variiert wurden (Tab. 4). Beim Medi-
umwechsel wurden die SRP- Konzentration mit 65 uM und die Nitratkonzentration mit
13 mM festgelegt (vgl. 3.1.2). Die Kultivierung erfolgte bei 25 °C und 25 pmol Photonen m *

s !, H:D 12:12. Die Biomasse wurde nach 28 Tagen gewonnen.
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Kontr Kontrolle, nach 14 Tagen kein Wechsel des Mediums

+N +P BGI11, Nitrat: 13 mM, SRP: 65 uM (entspricht Standardmedium)
+N -P BG11, Nitrat: 13 mM, ohne SRP

+N +10P BGl11, Nitrat: 13 mM, SRP: 650 uM

-N +P BG11, ohne Nitrat, SRP: 65 uM

+10N +P BGl11, Nitrat: 130 mM, SRP: 65 uM

Tab. 4: Variation des BG11-Mediums modifiziert nach RIPPKA et al. (1979) nach 14 Tagen Kultivie-
rung von S. hofimanni fiir die Untersuchungen zur Néhrstoffverfiigbarkeit

Die potentielle Verfligbarkeit der Spurenelemente Bor, Mangan, Zink, Molybdén, Kupfer und
Kobalt fiir die Biomasseproduktion von S. hofinanni sowie die CB-Konzentration wurde un-
tersucht, indem jeweils das zu untersuchende Element dem Standard-Medium nicht beigefiigt
wurde. Die Konzentrationen aller anderen Komponenten wurden nicht verdndert. (Tab. 5,
Konzentrationen s. Anhang) Die Kultivierung erfolgte bei 20 °C und 25 °C und 25 pmol Pho-

tonen m s ' (H:D 12:12). Die Biomasse wurde nach 35 Tagen gewonnen.

-B Borsdure H;BO;

- Mn Manganchlorid MnCl,

-7n Zinksulfat ZnSO,

- Mo Natriummolybdat Na,MoO,4

-Cu Kupfersulfat CuSO4

-Co Kobaltnitrat Co(NO;),

+all Medium mit allen Spurenelementen nach STANIER et al. (1971)
-all Kontrolle, ohne Spurenelemente

Tab. 5: Variation der Spurenelemente; + : im Medium vorhanden, - : nicht im Medium vorhanden, all:
alle Spurenelemente

2.3.2 Interaktion von S. hofmanni mit photoautotrophen Mikroorganismen

2.3.2.1 Biotest mit Chlorella vulgaris und Microcystis firma

Die Interaktion zwischen S. hofmanni und C. vulgaris bzw. M. firma wurde auf festen Sub-
straten (BG11 Medium, modifiziert nach RIPPKA et al. (1979), 1,5% Agar) untersucht. Nach
vier Tagen in der logarithmischen Wachstumsphase wurden jeweils 2 ml einer Kultur von
C. vulgaris und M. firma auf eine Platte (¢ 50 mm) mit jeweils 3 Replikaten ausgestrichen.
Diese Kulturen wurden bei 25 °C und 25 pmol Photonen m* s ', H:D 12:12 inkubiert. Nach
vier Tagen wurde jede Platte mit drei Zellkolonien von S. hofimanni aus einer vier Wochen al-
ten Kultur beimpft. Nach 7 und 21 Tagen wurden die Kulturen auf das Vorhandensein von

Plaques untersucht. Fiir die Durchmesser aller Plaques einer Platte wurde der Mittelwert be-

22



2. Materialien & Methoden

rechnet. Aus den Mittelwerten der 3 Platten wurde der Median, das Maximum und das Mini-

mum bestimmt.

2.3.2.2 Einfluss von Exsudaten, Cyanotoxinen und Arginin auf die CB-Konzentration

Der Einfluss der ins Medium abgegebenen Exsudate von C. vulgaris (C.v.), M. firma (M.1.)
und Synechocystis sp. (Sc.) wurde hinsichtlich der Biomasseproduktion von S. hofmanni so-
wie der CB-Konzentration untersucht. Nach 14 Tagen erfolgte die Zugabe von 20 ml der steril
filtrierten Mediumextrakte (vgl. 2.2.5) des jeweiligen Mikroorganismus’ zu 230 ml der
S. hofmanni-Kultur. Die abschlieenden Beprobungen erfolgten nach weiteren 14 Tagen In-
kubation. Der Einfluss der Cyanotoxine Mikrocystin-RR (Calbiochem EMD Chemicals Inc.)
(MC) und CB sowie der Aminosdure L-Arginin (L-Arginin-Monohydrochlorid, Merck
KGaA) (R) wurden untersucht (Tab. 6), indem die Substanzen nach 14 Tagen zu jeweils 250
ml Kultur gegeben wurden. Die Kultivierung erfolgte bei 25 °C, 25 umol Photonen m?s'
(H:D 12:12) und mit 5% (v/v) CO,-Beliiftung. Die Biomasse wurde nach 28 Tagen gewon-

nen.
Kontr Kontrolle
Sc. 20 ml Mediumextrakt von Synechocystis sp. PCC6803 zu 230 ml Medium
C.v. 20 ml Mediumextrakt von C. vulgaris SAG211-11b zu 230 ml Medium
M.f. 20 ml Mediumextrakt von M. firma zu 230 ml Medium
R L - Arginin 5 pM
MC Microcystin-RR 24 nM
CB Cyanobacterin 2,3 uM

Tab. 6: Konzentrationen von Exsudaten, Cyanotoxinen und Arginin nach Applikation in S. hofinanni
—Kulturen mit 14tigiger Vorinkubation

2.3.3 Die Toxikologie von Cyanobacterin

2.3.3.1 Toxizitit

2.3.3.1.1 Photoautotrophe Mikroorganismen

Die akute Toxizitdt von Cyanobacterin fiir die Photosynthese photoautotropher Mikroorga-
nismen wurde anhand von ®,,,x mittels Sattigungspulsmethode am PAM 2000 bestimmt (vgl.
2.2.4.1.2). Jeweils 500 ml von vier Tage alten Kulturen (log-Phase) der Mikroalgen bzw. Cy-
anobakterien M. pusilla, M. firma und C. vulgaris und 300 ml einer 14 Tage alten
S. hofmanni-Kultur wurden bei 5200 g bei 20 °C fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in 150 ml BG11 (bei N. pusilla in /2 Medium, vgl. Anhang) resuspendiert. Die Hemmung
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der Photosynthese erfolgte in der Positivkontrolle mit DCMU [0,01 uM]. Die verwendeten
Endkonzentrationen von CB betrugen jeweils 0; 0,12; 0,23; 0,47; 1,16; 2,33; 3,49 und
4,65 uM CB. Vor der Messung wurden die Proben 5 min mit den Herbiziden inkubiert. Die
Mittelwerte von @y, fiir unbehandelte Zellen wurden mit 100% zur Normierung aller Werte
von Behandlungen genutzt, um anhand relativer Inhibition die Arten miteinander vergleichen
zu konnen. Die effektive Konzentration, die eine fiinfzigprozentige Hemmung bewirkt (EDs)
wurde wie unter 2.2.1.4 beschrieben berechnet. AuBBerdem erfolgte die Ermittlung der effekti-
ven Konzentration von Cyanobacterin, die der Wirkung von 0,01 pM DCMU (EDpcmu) ent-
spricht.

Die subchronische Toxizitdt von Cyanobacterin wurde fiir N. pusilla tiber einen Zeitraum von
vier Tagen getestet. Die Kultivierung von N. pusilla erfolgte wie unter 2.1.2. beschrieben mit
CB-Konzentrationen von 0; 0,02; 0,23 und 1,16 uM CB. Ausgehend von einer Abundanz von
0,05 x 10° Zellen ml ' wurde u fiir exponentielles Wachstum nach SCHLEGEL et al. (1995)
(vgl. 2.2.1.4) berechnet. Dariiber hinaus erfolgte alle 24 h die Bestimmung von ®,,,, spektral-
photometrisch mittels DCMU (vgl. 2.2.4.1.1).

2.3.3.1.2 Cyprislarven von B. improvisus

Die toxische Wirkung von Cyanobacterin auf die Metamorphose von Cyprislarven von B. im-
provisus zu jungen Adulti wurden in Glaspetrischalen (Durchmesser 50 mm) untersucht. Zur
Erzeugung eines Biofilms wurden die Petrischalen mit 10 ml Ostseewasser (12 PSU) drei
Wochen bei 15 °C inkubiert. Vor dem Besatz mit Cyprislarven erfolgte ein Austausch des
Konditionierungsmediums gegen 10 ml filtriertes und sterilisiertes Ostseewasser (12 PSU).
Pro Ansatz wurden jeweils 50 Larven verwendet. Cyanobacterin wurde mit einer Endkonzent-
ration von 1 % (23,3 mM) bzw. 2,5% (58,1 mM) in methanolischer Lésung dem Seewasser
(2 ml methanolische Losung je Liter Medium) zugesetzt. Das entspricht der CB-
Konzentration in experimentellen Antifoulinganstrichen (vgl. ABARZUA et al., 2007). Uber
drei Tage wurden die angehefteten und vollsténdig metamorphosierten jungen Adulti von B.

improvisus gezahlt.

2.3.3.2 Persistenz von Cyanobacterin

Der Abbau von Cyanobacterin wurde in Biotopwasser der Unterwarnow (Stadthafen Rostock)
bei der jeweiligen Habitat-Temperatur (10 bzw. 20 °C) untersucht. Jeweils 200 ml Wasser mit
einer Ausgangskonzentration von 2,3 uM CB (I mg CB 1') wurden fiir 10 Tage inkubiert.

Téaglich wurden 10 ml des Ansatzes entnommen. Die Extraktion der Proben erfolgte wie unter
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2.2.3.3 beschrieben mit 5 ml TBE. Nachfolgend wurde CB mit Hilfe der HPLC quantifiziert
(vgl. 2.2.2.2).

2.4 Statistik

Fiir die meisten Untersuchungen wurden jeweils drei Replikate (n) verwendet. Abweichende
n sind im gegebenen Falle angegeben. Die Ermittlung von Median (Med), Maximum (Max)
und Minimum (Min) erfolgte bei n > 3.

Die Signifikanzpriifung (Asymptotische zweiseitige Signifikanz) fiir die Unterschiede von
Medianen erfolgte mit dem Man-Whitney-Test mit SPSS13.0 fiir Windows. Die zweiseitige
Spearman-Rang-Korrelationsanalyse erfolgte mit GraphPad 2.0 fiir Windows. Bei p < 0,05

wurden die Korrelationen und Medianunterschiede als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Optimierung der Wachstumsbedingungen von S. hofmanni-

Kulturen

3.1.1 Variation der Photonenflussdichte und der CO,-Verfligbarkeit

3.1.1.1 Kultivierung ohne Beliiftung

Wachstum:

Bei Dauerlicht iiberlebte von drei parallelen Scytonema-Kulturen nur ein Replikat zwei Wo-
chen. Bei 25 und 50 pmol Photonen m s ! Dauerlicht befanden sich die Kulturen zum Ende
des Messzeitraumes noch in der exponentiellen Phase. Die exponentielle Phase endete bei
10 pmol Photonen m *s ' nach 13, bei 75 pmol Photonen m s ' nach 14 Tagen. Sie verkiirzte
sich bei hohen PFD iiber 100 pmol Photonen m s ' auf 11 Tage.

Bei 10 und 125 pmol Photonen m s ', H:D 12:12 wurde mit 18 Tagen die signifikant lingste
exponentielle Wachstumsphase ermittelt. Zwischen 25 und 100 umol Photonen m %s !, H:D
12:12 war die Liange der exponentiellen Phasen nicht signifikant verschieden. Sie endeten

nach 13 15 Tagen. (Abb. 5)
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Abb. 5: Dauer der exponentiellen Phase [d] von Scyfonema hofinann-Kulturen in Abhéngigkeit von
der PFD; H:D 12:12, unbeliiftet (Med, Max, Min, H:D n = 3)

Mit hoheren PFD im Dauerlicht nahm x ab. Bei 125 pmol Photonen m*s ' konnte nahezu
kein Wachstum beobachtet werden (Abb. 6b). Zwischen 10 und 50 pmol Photonen m s ' war
das exponentielle Wachstum bei Dauerlicht mit dem bei H:D 12:12 vergleichbar.

Bei H:D 12:12 wurde bei 10 umol Photonen m 5! das signifikant niedrigste Wachstum von
0,13 d ' bestimmt. Das exponentielle Wachstum zwischen 25 125 pmol Photonen m %s ' un-
terschied sich nicht signifikant. Es wurde eine Wachstumsrate zwischen 0,15 und 0,17 d ! be-

stimmt. Das Wachstum bei 100 pmol Photonen m *s ' war jedoch signifikant geringer als bei
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3. Ergebnisse

25 und 125 pmol Photonen m *s ' (Abb. 6a). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden alle
weiteren Untersuchungen bei einem Hell- Dunkelrhythmus von 12 h:12 h durchgefiihrt.
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Abb. 6: Wachstumsraten von unbeliifteten Scyfonema hofmanni—Kulturen in Abhingigkeit von der
PFD basierend auf der Chlorophyll a Fluoreszenz [mV], H:D 12:12 (a) und Dauerlicht (b),
(H:D 12:12 Med, Max, Min, n = 3; Dauerlicht: n = 1)

Chlorophyll a Fluoreszenz:

Bei 25 und bei 50 pmol Photonen m * s ' Dauerlicht wurde die maximal mégliche Chlorophyll

a Fluoreszenz (Kpp) geschitzt, da die stationdre Phase im Messzeitraum noch nicht erreicht

wurde. Kgp, betrug im Bereich von 10 und 50 pmol Photonen m 251950 mV und fiel bei hohe-

ren PFD bis 125 umol Photonen m s ' auf 295 mV ab (Abb. 7b).

Bei 10 pmol Photonen m *s ' (H:D 12:12) war Kg. mit 1342 mV und bei 25 pmol Photonen

m?s' (H:D 12:12) mit 1279 mV am héchsten. Mit steigenden PFD fiel Kp auf 653 mV bei

100 pmol Photonen m s ' (H:D 12:12) ab. Ky unterschied sich bei 125 pmol Photonen m %s '

mit 1290 mV nicht signifikant von den Werten bei 10 und 25 pmol Photonen m s . Die K-

Werte waren signifikant hoher als bei Dauerlicht (Abb. 7a).
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Abb. 7: Maximal erreichte Chlorophyll a Fluoreszenz K¢ [mV] von Scytonema hofmanni in Abhén-
gigkeit von PFD, H:D 12:12 (a) und Dauerlicht (b), unbeliiftet, (a: Med, Max, Min, n = 3; b:
n =1, weille Punkte: Ky, geschitzt)
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3. Ergebnisse

Abundanz:

Unabhéngig von der PFD, H:D 12:12 unterschied sich die Abundanz nicht signifikant von
einander (Ausnahme: 100 pmol Photonen m?s ). Es wurden 1100 mg TM 1" produziert. Bei
100 pmol Photonen m *s ' war die Abundanz mit 870 mg TM 1" signifikant am geringsten.

(Abb. 8)
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Abb. 8: Abundanz [mg TM I"'] von Scytonema hofinanni in Abhingigkeit von der PFD, H:D 12:12,
nach 25 Tagen, unbeliiftet (Med, Max, Min, n = 3)

Chlorophyll a / Carotenoid-Verhéltnis:

Die Carotenoidkonzentration veréinderte sich zwischen 10 und 75 pmol Photonen m *s ' nicht
signifikant und betrug 0,05 mg g TM '. Die Chlorophyll @ Konzentration verringerte sich von
0,13 mg g TM ' bei 10 pmol Photonen m*s ' auf 0,04 mg g TM ' 100 pmol Photonen m s .
Bei 125 pmol Photonen m? s ' stieg sie signifikant auf 0,06 mg g TM ' an. Das signifikant
hochste Chlorophyll a / Carotenoid-Verhéltnis wurde bei 10 pmol Photonen m %s ' mit 2,7 be-
stimmt. Bei 25 pmol Photonen m *s ' betrug das Verhiltnis 2,2. Bei 50 und 75 pmol Photo-
nenm?”s' wurden demgegeniiber signifikant weniger ermittelt. (50 pmol Photonen m *s ':
0,9; 75 umol Photonen m * s ': 0,8). Mit 0,6 wurde bei 100 pmol Photonen m* s ' das signifi-
kant geringste Verhiltnis erhalten. Bei 125 pmol Photonen m s ' stieg das Verhiltnis erneut
signifikant leicht an. Das Verhiltnis von 1,0 war mit den bei 50 und 75 pmol Photonen m s '
gemessenen Werten vergleichbar (Abb. 9). Die Chlorophyll Konzentration korrelierte nicht

mit der ermittelten Abundanz.
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Abb. 9: Chlorophyll a-Carotenoid-Verhéltnis (Chl a/ Car) von Scytonema hofmanni in Abhéngigkeit
von der PFD, H:D 12:12, nach 25 Tagen, unbeliiftet (Med, Max, Min, n = 3)

pH-Wert im Medium:
Bei allen untersuchten PFD war nach zehn Tagen Versuchsdauer eine Konstanz des pH-

Wertes bei 8,6 zu verzeichnen.

3.1.1.2 Kultivierung mit Beliiftung

Wachstum:
Das exponentielle Wachstum p unterschied sich im Bereich von 10 bis 75 pmol Photonen m *
s' nicht signifikant von einander. Es wurde eine Wachstumsrate von 0,07 d' ermittelt

(Abb. 10).
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Abb. 10: Wachstumsraten () von Scytonema hofmanni—Kulturen bei Beliiftung ohne Anreicherung
von CO, in Abhingigkeit von der PFD und basierend auf der Abundanz [mg TM I''], H:D
12:12, uiber 35 Tage, (Med, Max, Min, n = 3)
Abundanz:
Die Abundanz nahm von der dritten bis fiinften Woche bei allen PFD nicht mehr signifikant
zu. Unabhingig von der PFD war die Abundanz nach 35 Tagen nicht signifikant verschieden.
Sie betrug 250 mg TM 1 ' (Abb. 11). Das entspricht dem berechneten Kry fiir die Experimen-
te bei den unterschiedlichen PFD.
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Abb. 11: Abundanz [mg TM I"'] von Scytonema hofmanni —Kulturen bei Beliiftung ohne Anreiche-

rung von CO, in Abhingigkeit von der PFD, H:D 12:12, iiber 35 Tage, (Med, Max, Min,
n=23)

pH-Wert im Medium:

Im ungepufferten Medium stieg der pH-Wert bei 25 pmol Photonenm?s' (H:D 12:12,
25 °C) nach 2 Wochen signifikant von 7,7 auf iiber 9,5 an (Abb. 12) Dieselbe Verdnderung
im pH-Verlauf wurde auch bei den anderen PFD beobachtet. Auch mit den Puffern MOPS,
Piperin, HEPES und TRIS stieg der pH-Wert nach der zweiten Woche erneut iiber 9,5.
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Abb. 12: pH — Wert des Kulturmediums bei Beliiftung ohne Anreicherung von CO, iiber 35 Tage,
25 pmol Photonen m? s, H:D 12:12 (Med, Max, Min, n = 3)

3.1.1.3 Kultivierung mit 5% (v/v) CO,

Abundanz:

Bei 25 pmol Photonen m %s ' betrug die Abundanz 770 mg TM1' (n  6). Bei 50 pmol Pho-
tonen m s ' wurden mit 409 mg TM 1" signifikant 53% der Abundanz von 25 pmol Photo-
nenm?s ' produziert. Zwischen 75 und 125 pmol Photonen m?s ' unterschied sich die A-
bundanz nicht signifikant von der bei 25 pmol Photonen m*s '. Jedoch war mit steigenden

PED ecine Tendenz zu hoheren Abundanzen zu beobachten (75 pmol Photonen m?s':

30



3. Ergebnisse

850 mg TM 1' (Max 1071 Min 597); 100 pmol Photonen m?s': 904 mg TM 1' (Max 1407
Min 468), 125 pmol Photonen m s ': 1042 mg TM 1! (Max 1762 Min 630)) (Abb. 13).
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Abb. 13: Abundanz [mg TM 1"'] von Scytonema hofinanni bei Beliiftung mit 5% (v/v) CO,, in Ab-
hingigkeit von der PFD, H:D12 h : 12 h, nach 35 Tagen, (Med, Max, Min, n =3; n= 6 bei
25 pmol Photonen m™s™) )

Chlorophyll a/ Carotenoid-Verhéltnis:

Die Carotenoidkonzentration verdnderte sich mit steigenden PFD nicht signifikant und betrug
0,2mg g TM . Die Chlorophyll @ Konzentration verringerte sich mit steigender PFD von
0,9 mg g TM ' auf 0.2 mg g TM '. Die Chlorophyll a Konzentration korrelierte nicht mit der
ermittelten Abundanz.

Das Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnis war bei 25 pmol Photonen m s ' mit 4,0 signifi-
kant am hochsten. Mit steigenden PFD nahm dieses Verhiltnis signifikant und kontinuierlich
ab. Das geringste Verhiltnis wurde bei 125 pmol Photonen m?s ' mit 0,5 bestimmt (Abb.
14).
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Abb. 14: Chlorophyll a - Carotenoid-Verhéltnis (Chl a/ Car) in Scytonema hofimanni bei Beliiftung
mit 5% (v/v) CO, in Abhingigkeit von der PFD, H:D 12 h: 12 h, nach 35 Tagen (Med,
Max, Min, n = 3; bei 75 pmol Photonen m™s™: n = 1)

Chla/ Car
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3. Ergebnisse

pH-Wert im Medium:

Mit 5% (v/v) CO, im Beliiftungsgemisch wurde der pH-Wert zwischen dem 14. und 42. Tag
konstant bei 8,5 gehalten (25 pumol Photonen m 2s! H:D 12:12, 25 °C) (Abb. 15). Somit un-
terschied sich der pH-Wert im Medium signifikant von dem ohne Kohlendioxidanreicherung.

Dieses Ergebnis war unabhingig von der Variation anderer abiotischer Parameter.
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Abb. 15: pH — Wert des Kulturmediums bei Beliiftung mit 5% (v/v) CO, iiber 35 Tage, 25 pmol Pho-
tonen m~ s, H:D 12:12 (Med, Max, Min, n = 3)

o Zusammenfassung Einfluss von PFD und CO,-Verfiigbarkeit

Das Cyanobakterium S. hofmanni wuchs nicht bei Dauerlicht. Das exponentielle Wachstum
unterschied sich bei 25 °C im Bereich von 25-125 pmol Photonen m?Zs ! (H:D 12:12) nicht
signifikant von einander.

Der pH-Wert lag bei einer Beliiftung mit 5% (v/v) CO, nach 14 Tagen konstant bei 8,5. Mit
CO»-Beliiftung betrug die Abundanz mit 850 mg TM 1" nach 35 Tagen das Dreifache gegen-
iiber der Kultivierung ohne CO;-Anreicherung (25 °C, unabhéngig von der PFD). Mit stei-
genden PFD nahm das Chlorophyll a / Carotenoid-Verhéltnis ab.

Die weiteren Untersuchungen wurden mit 5% (v/v) CO, und bei 25 pmol Photonen m*s '

(H:D 12:12) durchgefiihrt.

3.1.2 Variation der Wachstumstemperatur

Wachstum:

Bei der Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf das Wachstum wuchs S. hofmanni
15 °C und bei 35 °C nicht. Das exponentielle Wachstum tiber 35 Tage betrug bei 20 °C
0,073 d"' und bei 30 °C 0,077 d". Bei 20 °C und 30 °C unterschieden sich die Werte fiir x
nicht signifikant von einander. Mit 0,111 d ' wurde bei 25 °C die hchste Wachstumsrate er-

mittelt (Abb. 16). Sie lag um 50% hoher als bei 20 °C und 30 °C.
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3. Ergebnisse

Die Wachstumsrate auf Basis der Chlorophyll a Fluoreszenz war mit der aus der Abundanz

errechneten vergleichbar (vgl. 3.1.4.1)
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Abb. 16: Spezifische Wachstumsraten von Scyfonema hofmanni in Abhéngigkeit von der Temperatur
basierend auf der Abundanz [mg TM 1'1] tiber 35 Tage, 25 umol Photonen m?s’, H:D 12:12,
Beliiftung mit 5% (v/v) CO,, (Med, Max, Min, n = 3)

Abundanz:

Nach 35 Tagen betrug die Abundanz bei 20 °C 629 mg TM 1" und bei 30 °C 510 mg TM 1!
(Abb. 17). Fiir die Wachstumstemperatur von 20 °C konnte die maximal erzielbare Abundanz
(Krm) von 863 mg TM 1 "und bei 30 °C von 623 mg TM 1 'berechnet werden. Die Abundanz
bei 20 °C war signifikant hoher als bei 30 °C.

Bei 25 °C betrug die Abundanz nach 35 Tagen 738 mg TM1' Sie war gegeniiber der bei
20 °C und 30 °C signifikant erhoht (Abb. 17). Zwischen der dritten und fiinften Woche er-
folgte der Hauptzuwachs. Bei 25 °C wurde das Kty mit 1296 mg TM 1 !berechnet.
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Abb. 17: Abundanz [mg TM I''] von Scytonema hofmanni in Abhingigkeit von der Temperatur nach

35 Tagen, 25 pmol Photonen m™s™', H:D 12:12, Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max,
Min, n = 3)
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3. Ergebnisse

Chlorophyll a / Carotenoid-Verhéltnis:

Bei 20 °C wurde im Ansatz der Kultur ein Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnis von 4,7 be-
stimmt. Nach dem siebten Tag war das Verhéltnis signifikant niedriger (1,4). Vom 7. bis 28.
Tag stieg das Verhéltnis kontinuierlich an und am 28. Tag unterschied sich das Verhéltnis
nicht mehr signifikant vom Anfangswert (4,1). Nach 35 Tagen wurde ein signifikanter Abfall
des Verhiltnisses auf 3,7 und nach 42 Tagen auf 3,3 ermittelt. Nach 31 Tagen wurde das Ma-
ximum des Verhéltnisses berechnet (Abb. 18a).

Bei 25 °C betrug das Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnis zu Beginn 4,2. Nach sieben Ta-
gen wurde signifikant ein geringeres Verhéltnis von 3,2 bestimmt. Vom 14. bis 28. Tag war
das Verhéltnis konstant bei 4,7 und im Vergleich zum Ansatz signifikant leicht erhoht. Nach
35 Tagen wurde ein signifikanter Abfall des Verhiltnisses auf 4,0 und nach 42 Tagen auf 3,6
ermittelt. Das Maximum des Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnisses wurde nach 24 Tagen
berechnet (Abb. 18b).

Bei 30 °C betrug das Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnis zum Beginn 3,3. Nach 7 Tagen
fiel das Verhiltnis signifikant auf 2,1. Das Verhiltnis nach 14 Tagen unterschied sich nicht
von dem von einer Woche vorher. Nach 21 Tagen stieg das Verhéltnis auf 3,9 an und blieb bis
zum 28. Tag konstant (p > 0,05). Nach 35 Tagen stieg das Verhéltnis erneut auf 4,4 an. Zwi-
schen dem 21. und 35. Tag war das Chlorophyll a / Carotenoid-Verhéltnis signifikant hoher
als das vom Ansatz. Das Maximum des Verhiltnisses wurde nach 35 Tagen berechnet

(Abb. 18¢).
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Abb. 18a-b: Chlorophyll a — Carotenoid-Verhéltnis (Chl a/ Car) in Scytonema hofmanni in Abhin-
gigkeit von der Temperatur iiber 42 Tage, 20 °C (a), 25 °C (b), 25 pmol Photonen m™s™,
H:D 12:12 Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n = 3)
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Abb. 18c: Chlorophyll a — Carotenoid-Verhéltnis (Chl a/ Car) in Scytonema hofinanni in Abhingig-
keit von der Temperatur iiber 42 Tage, 30 °C (c), 25 pmol Photonen m™s™', H:D 12:12 Be-

liftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n = 3)

SRP-Umsatz:

Im frischen Medium betrug die Konzentration an SRP 129,8 uM (n  6). Drei Stunden nach
Beimpfen des Mediums mit Zellen von S. hofmanni wurden 67,9 uM SRP (Max 74,4
Min 51,0; n  9) gemessen ( c¢o). Das entspricht einer Aufnahme von 48% des im Medium
zur Verfiigung stehenden Phosphates innerhalb dieser Zeit. Bei allen Temperaturen wurde
SRP aus dem Medium nach 35 Tagen vollstindig aufgenommen. Die Umsatzrate betrug

0,036 d ' (Abb. 19).
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Abb. 19: Verlauf der SRP-Konzentration im Kulturmedium von Scyfonema hofmanni, 25 pmol Pho-
tonen m™ ™', H:D 12:12, 25 °C, Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n=3, R* =
0,8827)

Nitrat- und Ammoniumumsatz bei 25 °C:
Im frischen Medium betrug die Nitratkonzentration (co) 14,7 mM (Max: 15,4 Min: 13,3; n
6). Nach 35 Tagen wurden 52% des im Medium vorhandenen Nitrates aufgenommen. Die

Aufnahmerate betrug 0,036 d '. Nach 6 Wochen unterschied sich die Nitratkonzentration im
Medium nicht signifikant von der des frischen Mediums (Abb. 20a).
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Bis zur dritten Woche nahm die Konzentration an Ammonium im Medium von 2,4 uM bis
1,9 uM kontinuierlich ab. Von der dritten bis zur sechsten Woche wurde ein Anstieg der
Ammoniumkonzentration bis auf 3,2 uM beobachtet. Dabei war die Konzentration signifikant

hoher als im frischen Medium (Abb. 20b).
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Abb. 20: Verlauf der Nitrat- (a) und Ammoniumkonzentration (b) im Kulturmedium von Scyfonema
hofmanni, 25 pmol Photonen m?s”, H:D 12:12, 25 °C, Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med,
Max, Min, n = 3)

o Zusammenfassung Temperatur

Bei 25 °C waren das exponentielle Wachstum von Scytonema hofmanni mit 0,111 d ' und die
Abundanz nach 35 Tagen mit 740 mg TM1' (maximal erreichbare Abundanz Ky 1300 mg
TM 1) am gréBten. Das Maximum des Chlorophyll a / Carotenoid-Verhiltnisses wurde hier
nach 24 Tagen ermittelt. Nach 35 Tagen wurden bei 25 °C 52% des im Medium vorhandenen
Nitrates aufgenommen. Die Ammoniumkonzentration sank bis zum 21. Tag ab, danach stieg
sie jedoch bis zum 42. Tag iiber den Ausgangswert hinaus an. Unabhéingig von der Tempera-

tur war SRP im Medium nach 35 Tagen verbraucht.

3.1.3 Variation von Néahrstoffen und Spurenelementen

3.1.3.1 Phospat und Nitrat

Bei den Untersuchungen zum Einfluss von Néahrstoffen auf das Wachstum von S. hofmanni
betrug die Abundanz der Kontrollkulturen 334 mg TM1'. Sowohl bei Verwendung des
Vollmediums (+N+P) als auch im nitratfreien Medium (-N+P) betrug die Abundanz das Dop-
pelte (+N+P: 615 mg TM 1 '; (-N+P: 609 mg TM 1"). Im phosphatfreien Medium (+N-P) war
die Abundanz mit 348 mg TM 1' gegeniiber der Kontrolle geringfiigig erhdht. Im Vergleich
mit der Abundanz des Vollmediums wurden hier 57% erhalten. Im phosphatangereicherten

Medium (+N+10P) wurde gegeniiber der Kontrolle 1,4-mal so viel (p < 0,05) Biomasse pro-
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duziert (478 mg TM 1'). Gegeniiber dem Vollmedium betrug die Abundanz 78%. Im nitrat-
angereicherten Medium wuchs S. hofinanni nicht (Abb. 21).
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Abb. 21: Abundanz [mg TM I"'] von Scytonema hofmanni in Abhingigkeit von der Verfiigbarkeit der
Nihrstoffe Phosphat und Nitrat nach 28 Tagen, 25 umol Photonen m™s™ H:D 12 h:12 h, Be-
liiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n = 3) (vgl. 2.3.1.3 zu Nihrstoffkonzentrationen)

Abundanz [mg TM I'"]

3.1.3.2 Spurenelemente

In den Kontrollkulturen wurden bei Untersuchungen zum Einfluss von Spurenelementen auf
das Wachstum von S. hofinanni bei 20 °C 851 mg TM 1! produziert. Gegeniiber der Kontrolle
betrug die Abundanz im Medium mit allen Spurenelementen 68% (580 mg TM 1'). Bei Mo-
lybddn- und Manganmangel war die Abundanz gegeniiber der Kontrolle signifikant geringer
(Mo: 728 mg TM 1!, Mn: 504 mg TM 1) und war mit der bei 25 °C vergleichbar. Ohne Bor
entsprach die Abundanz der der Kontrolle (950 mg TM 1'). Bei Mangel an Zink betrug die
Abundanz 69% und bei Mangel an Kobalt 60% gegeniiber der Kontrolle (Zn: 585 mg TM 1",
Co: 495 mg TM 1'). Bei Mangel an Kupfer wurden 75% (640 mg TM 1') der Biomasse je Li-
ter der Kontrolle geerntet (Abb. 22a).

Bei 25 °C betrug die Abundanz in der Kontrolle ohne Zusatz von Spurenelementen (-all)
795 mg TM 1'. Wurde das Medium mit allen Spurenelementen angereichert (+all), wurden
582 mg TM 1" produziert. Das war tendenziell etwas weniger als in der Kontrolle (p  0,127).
Die Abundanz beider Ansétze entsprach der bei 20 °C (p > 0,05). Fehlten die Spurenelemente
Zink, Molybdédn und Kobalt, unterschied sich die Abundanz nicht signifikant gegeniiber der
Kontrolle. Bei Kupfermangel wurden 83% (662 mg TM 1") der Abundanz der Kontrolle er-
reicht. Diese Abundanz entsprach der bei 20 °C (p > 0,05). Demgegeniiber wurde bei Mangel
an Bor und Mangan das 1,7fache der Abundanz (B: 1365 mg TM 1'; Mn: 1478 mg TM 1)
produziert. Die Abundanz bei Kupfermangel unterschied sich nicht signifikant von +all
(p > 0,05). Fehlte jeweils eines der anderen Spurenelemente, war die Abundanz signifikant

hoher als bei +all. (Abb. 22b)
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Abb. 22: Abundanz [mg TM 1"'] von Scytonema hofinanni in Abhingigkeit von der Verfiigbarkeit von
Spurenelementen (+ mit, - ohne) bei 20 °C (a) und 25°C (b), 25 pmol Photonen m™s™
H:D 12:12, 35 Tage, Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n = 3)

o Zusammenfassung Nihrstoffe und Spurenelemente

Sowohl im Vollmedium als auch im nitratfreien Medium wurde gegeniiber der Kontrolle mit
615 mg TM 1' das Doppelte an Biomasse produziert. Im phosphatfreien Medium unterschied
sich die Abundanz nicht signifikant von der Kontrolle.

Unabhéngig von der Temperatur war die Abundanz im Medium, angereichert mit allen Spu-
renelementen, geringer als in der Kontrolle ohne Spurenelemente mit 800 mg TM 1'. Bei
Kupfermangel betrug die Abundanz mit 660 mg TM 1" 83% der Kontrolle. Sie unterschied

sich nicht signifikant von der im Medium mit allen Spurenelementen.

3.1.4 Korrelationen der Abundanz
3.1.4.1 Korrelation der Abundanz mit der Chlorophyll a Fluoreszenz

Die Chlorophyll a Fluoreszenz und die Abundanz korrelierten. (Spearman-Rang (zweiseitig),
p<0,0001);y 0,0494x (n 42;R* 0,8932), Abb. 23.
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Abb. 23: Korrelation von Abundanz [mg TM 1] und Chlorophyll a Fluoreszenz von Scytonema hof-
manni bei 25 pmol Photonen m™s™”', unabhingig von Temperatur und Zeit; y = 0,0494x;
n=42 (R*=0,8932)
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3.1.4.2 Korrelation der Abundanz mit dem pH-Wert

Unabhéngig von PFD, Temperatur und Spurenelementen korrelierte die Abundanz von
S. hofmanni nach 35 Tagen mit der CO,-Anreicherung in der Luft (n 88; Spearman Rang,
P <0,0001) und somit mit dem pH-Wert im Medium (n 88; Spearman Rang, P 0,001).

X~ ¥max 2
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Mit Hilfe der Gauss’schen Gleichung (y =y, . +ae , R*  0,2426) konnte das A-

bundanzmaximum von 860 mg TM 1 ' bei pH 8,24 abgeschiitzt werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Korrelation der Abundanz von Scytonema hofmanni [mg TM I''] mit dem pH-Wert nach
35 Tagen, gepoolte Daten unabhingig von PFD, Temperatur, Spurenelementen und zusétzli-
cher CO»-Beliiftung; (n = 89, R* = 0,2426)

3.2 Optimierung der erzielbaren CB-Konzentration in S. hofmanni-
Kulturen

3.2.1 Variation der Photonenflussdichte und der CO.-Verfligbarkeit

3.2.2.1 Kultivierung ohne Beliiftung

Fiir eine TBE Extraktion konnte unter den gegebenen Bedingungen ohne Beliiftung der Kul-
turen nicht geniigend Trockenmasse gewonnen werden.

Im DMF-Extrakt wurde die signifikant hochste CB-Konzentration bei 25 pmol Photonen m >
s' mit 2,8 mg CB g TM ' bestimmt. Die niedrigste Konzentration betrug 1,3 mg CB g TM '
bei 125 pmol Photonen m s '. Sie unterschied sich nicht signifikant von den Konzentrationen
bei 10 und 50 pmol Photonen m s '. Bei 75 pmol Photonen m *s ' lag die CB-Konzentration
bei 1,8 mg CB g TM ' und bei 100 pmol Photonen m s ' bei 1,9 mg CB g TM '. Die ermittel-
ten Konzentrationen lagen im Bereich von 2 mg CB g TM ' (Abb. 25).
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Abb. 25: CB-Konzentration [mg CB g TM™'] in Scytonema hofmanni aus unbeliifteten Kulturen in
Abhéngigkeit von der PFD, H:D 12:12, nach 20 Tagen, DMF-Extrakt (Med, Max, Min,
n=23)

3.2.2.2 Kultivierung mit Beliiftung ohne CO,-Anreicherung

Im Bereich von 10 bis 75 pmol Photonen m *s ' wurde zeitunabhingig eine CB-Konzentration
von 0,05 mg CB g TM ' (p > 0,05) gemessen. Nach 35 Tagen unterschieden sich die Konzent-
rationen an Cyanobacterin zwischen 10 und 100 pmol Photonen m s ' nicht signifikant von
einander. Unabhingig von PFD und Zeit konnte CB nicht in allen Replikaten nachgewiesen

werden (Abb. 26).
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Abb. 26: CB-Konzentration [mg CB g TM™'] in Scytonema hofmanni bei Beliiftung ohne Anreiche-
rung von CO, in Abhingigkeit von der PFD, H:D 12:12, tiber 35 Tage, (Med, Max, Min,
n=73)

3.2.2.3 Kultivierung mit 5% (v/v) CO,

Bei 25 pmol Photonen m?s ' betrug die CB-Konzentration nach 35 Tagen 12,7 mg CB g
TM '. Mit 0,8 mg CB g TM ' wurde bei 50 pmol Photonen m *s ' die geringste Konzentration
ermittelt. Mit weiter steigenden PDF stieg die CB-Konzentration wieder signifikant an. Bei
75 umol Photonen m *s ' wurden 4,2 mg CB g TM ' und bei 100 pmol Photonen m s ' wur-
den 7,7 mg CB g TM ' synthetisiert. Zwei Replikate bei 125 pmol Photonen m* s ! enthielten
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4,8 und 5,9 mg CB g TM '. Im dritten war die Konzentration mit 45,1 mg CB g TM ' zehn
Mal hoher (Abb. 27).
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Abb. 27: CB-Konzentration [mg CB g TM™'] in Scytonema hofinanni bei Beliiftung mit 5% (v/v) CO,
in Abhéngigkeit von der PFD, H:D12 h : 12 h, nach 35 Tagen, (Med, Max, Min,n=3;n=>5
bei 25 pmol Photonen m™s™)

Ccg [mg CB g TM]

o Zusammenfassung PFD und CO,-Verfiigbarkeit

Ohne COs-Anreicherung enthielt die Trockenmasse von S. hofinanni unabhéngig von der
Photonenflussdichte weniger als 0,5 mg CB g TM '. Mit 5% (v/v) CO, betrug die Cyanobac-
terinkonzentration bei 25 pmol Photonen m”s ' nach 35 Tagen mit 13 mg CBgTM ' das
250fache gegentiiber der Kultivierung ohne CO,-Anreicherung. Die Cyanobacterinkonzentra-
tionen in der Biomasse unterschieden sich bei 25 und 125 pmol Photonen mZs! (5% (v/v)
CO,) nicht signifikant von einander. Bei 125 pmol Photonen m *s ' betrug die Konzentration
in einem Replikat 45 mg CB ¢ TM '. Das entsprach der 3,5fachen Konzentration, die bei

25 pmol Photonen m * s ' erhalten wurde.

3.2.2 Variation der Wachstumstemperatur

Cyanobacterinkonzentration:

Bei einer Wachstumstemperatur von 20 °C konnte bis zum 14. Tag kein Cyanobacterin nach-
gewiesen werden. Die Cyanobacterinkonzentration dnderte sich vom 21. bis zum 42. Tag
nicht mehr signifikant (0,5 mg CB g TM '). Das berechnete Kcp betrug 0,61 mg CB g TM !
(Abb. 28a).

Bei 25 °C war in den ersten 14 Tagen wiederum kein CB nachweisbar. Nach 28 Tagen betrug
die Konzentration 2,4 mg CB g TM '. Ein sprunghafter Anstieg der Cyanobacterinkonzentra-
tion um das Siebenfache (14,3 mgCBgTM h erfolgte nach 35 Tagen (p <0,05). Mit
11,7 mg CB g TM ! veriinderte sich diese Konzentration bis zum 42. Tag nicht mehr signifi-
kant. Das berechnete Kcp betrug 13,4 mg CB g TM ' (Abb. 28b).
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Bei 30 °C erfolgte der Cyanobacterinnachweis ebenfalls erst ab dem 21. Tag. Nach 35 Tagen

wurden 0,5 mg CB g TM ' bestimmt. Das berechnete Kcp betrug bei 30 °C 0,5 mg CB

g TM . Die Werte bei 20 und 30 °C unterschieden sich nicht signifikant von einander (Abb.

28¢).
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Abb. 28: CB-Konzentration [mg CB g TM™'] in Scytonema hofimanni in Abhiingigkeit von der Tem-
peratur iiber 42 Tage, 20 °C (a), 25 °C (b — mit abweichender Skalierung), 30 °C (c),
25 pmol Photonen m?s!, H:D 12:12, Beliiftung mit 5% (v/v) CO, (Med, Max, Min, n = 3)

Konzentration freier geloster Aminosduren im Medium bei 25 °C:

Zwischen dem 7. und 21. Tag unterschieden sich die Konzentrationen freier geloster Amino-

sduren im Medium mit 9,9 uM nicht signifikant von einander. Nach 28 Tagen verringerte sich

die Konzentratio