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Kurzbeschreibung

Die Entwicklung von biotechnologischen Prozessen und die Optimierung der Kulturfiih-
rung erfordert ein ausgedehntes, oftmals teures Screening von neuen Organismen und
Kulturparametern. Bei photosynthetisch aktiven Organismen wie beispielsweise Mikroal-
gen konnen keine herkdmmlichen Screeningsysteme wie beispielsweise Mikrotiterplatten
eingesetzt werden. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Photobioreaktorsystems
aus Einwegmaterialien fiir die Kultur von Mikroalgen. Das zu entwickelnde System sollte
einen hohen Probendurchsatz bei moglichst hoher Reproduzierbarkeit gewahrleisten.

Das Einweg-Photobioreaktorsystem besteht aus einer Bioreaktormatte und einem Sen-
sorsystem. Die Bioreaktormatten bestehen aus lichtdurchldssigem Polyethylen (PE) mit
einer Innenbeschichtung aus Ethylenvinylacetat (EVA) mit 25 identisch verschweiBten
Reaktorrohren (100 mL). Die Bestimmung der Biomasse erfolgt iiber ein optisches Sen-
sorssystem, welches automatisch an den einzelnen Rohren gefiihrt wird und Extinkti-
onspektren (Ocean Optics) der Algensuspension im Bereich zwischen 300 bis 800 nm be-
stimmt. Weiterhin beinhaltet das Sensorsystem ein Chlorophyll Flourometer (Mini PAM,
Heinz Walz GmbH), mit dem die photosynthetische Aktivitat der Algen ermittelt wird.
Mit Hilfe einer Vorrichtung fiir die exakte automatische Positionierung von Spektrometer
und Chlorophyll-Flourometer kdnnen Analysen in Echtzeit realisiert werden. Die Funk-
tionalitat des Screeningsystems wurde anhand von ausgewahlten Experimenten aus den
Bereichen Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen Habitaten, Stoff-
stromanalysen in Mikroalgensuspensionen bei Nitrat- und Phosphatverlagerungen und
Phano- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse der Vergleichs- sowie Funktionalitatsuntersuchungen zeigten, dass das entwickelte
Screeningsystem eine Alternative bei Hochdurchsatzuntersuchungen im Mikroalgenbe-
reich ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Kultivierung von Mikroalgen mog-
lich, sowie ein reproduzierbar arbeitendes Sensorsystem vorhanden ist.

Schlagworte: Mikroalgen, Hochdurchsatz-Screening-System, Einweg-Photobioreaktor



A successful algal biotechnology mainly depends on screening and choosing the adequate
algae with desired characteristics along with the design of optimal culture conditions like
temperature range, light intensity, airflow and different growth media. Thus, screening can
be performed with comparable photo bioreactor technique. For a lot of applications the
growth medium is determined and demands designation of the most suitable algae for this
specific medium. For maximizing industrial microalgae productivity optimization of high-
density cell cultivation conditions is important and culture conditions for maximal growth
are certified by screening experiments. To reduce the optimization process a screening
method, that determines optimized values with a limited number of experiments, is highly
desirable.

For screening experiments an airlift type screening rack was developed. Each rack con-
sisted of 25 identical air bags (100 mL) welded to each other. They are composed of
polyethylene with an inside ethylene vinyl acetate-coating. These bags allowed testing of
25 different growth media compositions in a minimum of space under identical culture
conditions, like temperature and light intensity. Airflow was put into effect by injected
tubes inside the bags connected via valves to a conventional air pumping system. Airflow
through the tubes was balanced by airflow valves. The determination of the biomass with
an optical sensor system runs automatically at each probe and determined absorbance
spectra (Ocean Optics) of algal suspension in the range between 300 to 800 nm. Fur-
thermore, the sensor system includes a chlorophyll flourometer (Junior-PAM, Heinz Walz
GmbH). Herewith the photosynthetic activity of microalgae is determined. With the help
of a device for precise automatic positioning of spectrometer and chlorophyll-flourometer

analysis can be realized in real time.

The functionality of the screening system was carried out using selected experiments from
the areas of tolerance studies of microalgae in saline habitats, analysis of nutrientsflow

of microalgae suspension and pheno-and genotyping of an unknown algaespecies.

The results of the comparison as well as functionality tests showed that the developed
screening system is an alternative for high-throughput studies in the field of microal-
gae. Furthermore, it was shown that a cultivation of microalgae is possible, as well a

reproducible sensor-working system is available.
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1 Einleitung

Ein wichtiger Bestandteil jedes biotechnologischen Prozesses ist ein Bioreaktor. Biore-
aktoren existieren in verschiedenen Bauformen und GroBen, um mit den Anforderungen
verschiedener Prozesse oder Organismen zu harmonisieren. Bioreaktoren sind aus diesem
Grund nicht nur in der wissenschaftlichen Forschung sondern auch bei industriellen
Anwendungen in Gebrauch. Photobioreaktoren sind Bioreaktoren fiir photosynthetisch
aktive Organismen. Die Besonderheit gegeniiber klassischen Bioreaktoren ist, dass
Photobioreaktoren Lichtquellen besitzen, damit die in ihnen vermehrten Organismen

Photosynthese betreiben kdnnen.

Ein Beispiel fiir einen photosynthetisch aktiven Organismus sind Mikroalgen. Mikroalgen
haben das Potential, produktiv und effizient Biomasse aufzubauen. Sie sind photo-
synthetisch autotrophe Organismen und haben bei der Erzeugung von Biomasse eine
hohere Photosyntheseleistung als konventionelle Landpflanzen. Die Lichtausbeute in der
Primarreaktion, bis zur Synthese von Zuckern, ist bei Mikroalgen und konventionellen
Landpflanzen vergleichbar (Raven et al., 2000]). Unterschiede ergeben sich durch Schutz-
reaktionen gegen einen Lichtiiberschuss und durch die Notwendigkeit eines Stiitzgewebes
bei konventionelllen Landpflanzen. Ein weiterer Vorteil von Mikroalgen ist, dass diese
nicht mit der klassischen Lebensmittelproduktion um Ackerflichen konkurrieren (Raja
et al., 2008)). Mikroalgenbiomasse kann vielféltig verwendet werden, wie zum Beispiel
als Nahrungsmittel, als Nahrungserganzungsmittel, zur Gewinnung von Pharmazeutika,
zur Abwasserreinigung, als Quellen fiir Bioenergie, Feinchemikalien oder Hormone (Be-
cker, 1994; Munoz and Guieysse, [2006). Eine Ubersicht iiber Mikroalgen, welche zur
Zeit industriell verwendet werden ist in der Literatur vorhanden (Raja et al., 2008; Hu
et al., 2008). Von den bekannten 25000 - 50000 Spezies sind derzeit nur 15 Spezies in
einer industriellen Nutzung, in der Regel im Bereich der Biotechnologie. Grund hierfiir
sind die fehlenden Kenntnisse zu den Einsatzpotentialen, Inhaltsstoffen, und optimalen

Kulturfiihrungsstrategien.
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Einleitung

Eine innovative Algenbiotechnologie kann somit nur durchgefiihrt werden, wenn fiir spe-
zifische Anwendungsmdglichkeiten die jeweils bestmogliche Mikroalge bekannt ist. Ein
Screening, welches auf potentielle Algenkandidaten, auf notwendige Kultivierungsverfah-
ren und auf die Reaktion der Algenbiomasse auf Stressfaktoren fokussiert, ist unumgang-
lich. Dabei spielen Sterilitat, hoher Probendurchsatz, Reproduzierbarkeit und geringe Kos-
ten, bei gleichzeitig nahezu anwendungsorientiertem GréBenmaBstab, die zentrale Rolle.
Bisher ist ein derartiges Screening von Mikroalgen aufgrund der fehlenden Bioreaktoren
nicht etabliert, gleichzeitig aber in nahezu allen Applikationen notwendig (Eriksen| 2008;
Ugwu et al., 2008)).
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2 Stand des Wissens

2.1 Mikroalgen

2.1.1 Taxonomie und Physiologie
2.1.1.1 Aligemeines

Mikroalgen sind pro- oder eukaryotische Mikroorganismen. Sie sind entweder einzellig
oder weisen einfache mehrzellige Strukturen auf, mit deren Hilfe sie auch unter extre-
men Bedingungen leben kénnen (Mata et al., 2010)). Beispielsweise sind Cyanobakterien
(Cyanophyceae) als prokaryotische Mikroorganismen und Griinalgen (Chlorophyta) als
eukaryotische Mikroalgen zu nennen (Richmond, 2004)). Mikroalgen sind photosynthe-
tisch autotrophe Organismen (Metting, |1996)) und kommen in allen wassrigen Habitaten
vor: von SiiB- liber Brack- bis hin zu marinen und hypersalinen Gewassern (Falkowski and
Raven| 2007)). Es wird davon ausgegangen, dass mehr als 25000 Arten weltweit exis-
tieren, von denen aber bisher nur eine kleine Anzahl bekannt ist (Richmond, 2004; Hu
et al., 2008). Mittels Photosynthese wandeln sie Lichtenergie in chemische Energie um
und nutzen diese fiir ihren Wachstumszyklus, welcher nach wenigen Tagen durchlaufen
ist. Durch ihre Anspruchslosigkeit wachsen Mikroalgen unter einfachsten Bedingungen.
Verbessern sich die Umweltbedingungen zum Beispiel hinsichtlich spezifischer Nahrstof-
fe oder zusatzlicher Kohlendioxid-Begasung, so sind sie in der Lage, ihre Wachstumsrate
erheblich zu steigern. Mikroalgen haben das Potential, als photoautotrophe Mikroorganis-
men alternativer Wertstofflieferant zu werden. Beispiele hierfiir sind: Biodiesel, mehrfach
ungesattigte Fettsauren, Vitamine, Toxine und Antibiotika (Sheehan et al.,|1998; Durmaz
et al., 2007]). Da Mikroalgen viele Eigenschaften haben, die kommerzielle und technische
Vorteile mit sich bringen, ist es wichtig, sich ein besseres Wissen liber die vielfaltigen

Kulturanspriiche individueller Arten anzueignen.
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2.1 Mikroalgen Stand des Wissens

2.1.1.2 Photosynthese

Wie schon im vorhergehenden Abschnitt erldutert, ist die Photosynthese ein bestimmen-
des Merkmal vieler Algenarten. Im Folgenden wird ein genereller Uberblick zur Photo-
synthese und ein detaillierter Einblick in die Photosynthese der Mikroalgen angefiihrt.
Photosynthese ist der Prozess, welcher Lichtenergie in Form von Photonen fiir die Pro-
duktion von organischen Bestandteilen als zellulare Bausteine und als Energiereserven

nutzbar macht.

In der ersten Phase der Sauerstoff produzierenden Photosynthese, bekannt als Lichtreak-
tion, wird die vom Chlorophyll a der Reaktionszentren aufgenommene Lichtenergie in ATP
und NADPH umgewandelt. Diese Prozesse finden Proteinkomplexen der Thylakoidmem-
bran statt. Am Photosystem Il (PS II) findet dabei die Reaktionsfolge der Wasserspaltung
statt, bei der molekularer Sauerstoff freigesetzt wird. Als Nebenprodukt der Photosynthe-
se diffundiert dieser groBtenteils aus der Zelle. Die Absorption eines Lichtquants liberfiihrt
ein Chlorophyll-a-Molekiil im Reaktionszentrum der Photosynthese in einen angeregten
Zustand. Dieser Zustand zeichnet sich durch ein negatives Redox-Potential aus. Aus die-
sem Zustand wird ein Elektron in die photosynthetische Elektronentransportkette iliber-
geben. An dem Ende der Kette entsteht das Coenzym NADPH. Hierdurch liegt ein Tell
der absorbierten Lichtenergie in Form des Redox-Potentials von NADPH vor. Wahrend
des photosynthetischen Elektronentransportes werden Protonen iiber die Thylakoidmem-
bran in die Thylakoidvesikel {iberfiihrt. Hierdurch wird ein pH-Gradient aufgebaut. Dieser
Gradient enthdlt einen weiteren Teil der absorbierten Energie, welcher in einer Folgere-
aktion von der ATPase der Thylakoidmembran genutzt wird, um ATP zu synthetisieren.
Die primaren Reaktionen der Photosynthese legen die absorbierte Lichtenergie voriiber-
gehend in Form von Redox-Energie des NADPH und Hydrolyse-Energie des ATP fest. Im
Calvin Zyklus werden diese beiden Coenzyme zur Fixierung von Kohlendioxid verbraucht.
Hierdurch stehen sie als NADP* und ADP den Chloroplasten wieder zur Aufnahme von
Energie zur Verfiigung (Raven et al., 2000)).

Die Photosynthese von Mikroalgen im aquatischem Lebensraum bringt Herausforderun-
gen mit sich, wie Beispielsweise die Toleranz gegeniiber variierenden Lichtbedingungen
und die Fixierung von Kohlendioxid in sauerstoffreichen Lebensraumen (Raven et al.,
2000)).

Im Vergleich zu Landpflanzen steht den Mikroalgen wiederum nur ein Teil des an der
Erdoberflache ankommenden Spektrums des Sonnenlichts zur Verfligung. Manche Wel-
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2.1 Mikroalgen Stand des Wissens

lenlangen werden vom Wasser und von im Wasser gelosten Stoffen absorbiert. Algen,
ausschlieBlich Flagellaten, 16sen dieses Problem, indem sie sich durch die Benutzung
eines Photorezeptors in optimale Lichtumgebungen bewegen (Phototaxis). Ein weiterer
Losungsweg der Algen ist die Entwicklung eines breiten Spektrums verschiedener aber fiir
den jeweiligen Lebensraum der Algenspezies spezifischer Begleitpigmente (engl.: Acces-
sory Pigments). Diese Pigmente sind in der Lage, Licht auch auBerhalb des Absorptions-
Spektrums von Chlorophyll a zu absorbieren. Die Energie wird dann durch einen Resonanz-
transfer an das Chlorophyll a Reaktionszentrum iiberfiihrt. Beispiele fiir Begleitpigmente
sind Chlorophyll b und Beta-Carotin (Takaichi, 2011; Young et al., 1993} |Gantt, 1975)).
Chlorophyll wird durch Lichtabsorption angeregt. Je nach absorbierten Lichtquanten wird
ein Singulet oder Triplet Zustand erreicht. Durch Absorption von Lichtquanten des Wel-
lenlangenbereiches um 700 nm wird ein Anregungszustand erreicht, dessen Halbwertszeit
ausreichend lang ist, um Elektronen an einen primaren Akzeptor abzugeben. Dies bedeu-
tet, dass durch Lichtabsorption das Chlorophyll sein Redox-Potential andert. Im angereg-
ten Zustand ist Chlorophyll in der Lage, ein Elektron auf Sauerstoff zu iibertragen. Hierbei
wird ein Sauerstoffradikal gebildet, das unkontrolliert mit anderen Verbindungen (Pigmen-
ten, DNA oder ungesattigten Fettsduren) reagieren und der Zelle Schaden zufiigen kann.
Bei einer direkten Exposition von konventionellen Landpflanzen oder Algen bei sehr ho-
hen Lichtbedingungen ist Licht im Uberschuss schidlich fiir den Photosyntheseapparat.
Ein Uberschuss liegt dann vor, wenn absorbierte Lichtenergie nicht ausreichend schnell
iiber den photosynthetischen Elektronentransport abgefiihrt und in der Photosynthese
zum Aufbau von Biomasse genutzt werden kann. Eine Radikalbildung findet nicht statt,
wenn die angeregten Elektronen schneller abgefiihrt werden, als sie zur Radikalbildung
fahig sind. Mikroalgen und konventionelle Landpflanzen besitzen in ihren Hilfspigmenten
Schutzmechanismen. Hierbei kann Anregungsenergie auch auf Hilfspigmente iibertragen
werden. Gleichwohl kdnnen Hilfspigmente bei ungiinstigen Lichtbedingungen das Absorp-
tionsspektrum erweitern und Energie aufnehmen und an das Chlorophyll weiterleiten. Die
Hilfspigmente sind in ihrem angeregten Zustand weniger elektronegativ als Chlorophyll.
Aus diesem Grund konnen sie keine Elektronen auf Sauerstoff iibertragen und eine Bildung
von Sauerstoffradikalen wird verhindert. Kehren diese Pigmente in ihren Grundzustand
zuriick, wird die absorbierte Energie als Warmeenergie abgegeben. Neben den typischen
Hilfspigmenten der Mikroalgen ist auch Betacarotin an derartigen Schutzreaktionen be-
teiligt (Falkowski and Raven|, 2007)).

Eine weitere Herausforderung im Lebensraum Wasser ist die Versorgung mit ausreichend
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Kohlendioxid. Dieses breitet sich in Wasser aufgrund des geringeren Diffusionskoeffizi-
enten langsamer aus als in Luft (Rammert and Pahl, 1991). Fiir die photosynthetische
Kohlendioxid-Fixierung (Calvin Zyklus) werden groBe Mengen an Kohlendioxid benotigt.
Um sicherzustellen, dass immer geniigend Kohlendioxid fiir die Photosynthese vorhanden
ist, haben Algen Mechanismen und Enzyme fiir die Regulation der Kohlendioxidkonzen-
tration entwickelt. Als Beispiel sei hier das Enzym Carboanhydrase genannt, das die
Gleichgewichts-Einstellung zwischen gelostem CO, und HCOj3 beschleunigt.

Rubisco katalysiert letztlich den Einbau von Kohlendioxid-Molekiilen in organischen Ver-
bindungen. Je nach Temperatur und Aktivierungszustand zeigt Rubisco unterschiedliche
Affinitaten fiir Sauerstoff und Kohlendioxid. Sauerstoff trifft haufiger auf als Kohlendioxid
und konkurriert mit diesem um die katalytischen Zentren von Rubisco (Caemmerer and
Quick, 2004)). Falls Sauerstoff am katalytischen Zentrum von Rubisco bindet, resultiert
dies in dem Prozess der Photorespiration. Dabei wird O, an Stelle von CO, auf das
Akzeptermolekiil Ribulose-1,5-bisphosphat iibertragen. Es entstehen an Stelle von 2C;
Korpern ein C3 und ein C, Korper. Der gebildete C, Korper ist zudem toxisch. Zwei dieser
C, Korper werden auf dem Wege der Photorespiration zu dem im Calvin Zyklus beno-
tigten C3 Korper umgesetzt, wobei CO, freigesetzt wird. Dies hat eine Verringerung der
organischen Kohlenstoff Menge zur Folge (Falkowski and Raven, [2007; |Graham et al.,
2009)).

2.1.1.3 Vermehrung und Wachstum

Die Fortpflanzung von Algen kann sexuell sowie vegetativ erfolgen. Durch die sexuelle Ver-
mehrung wird die genetische Variabilitat und somit die Anpassung an wechselnde Umwelt-
bedingungen gefordert. Die vegetative Vermehrung beinhaltet nicht die Verschmelzung
der Gameten oder eine Meiosis. Die Mehrzahl einzelliger Algen vermehren sich vegetativ
durch eine einfache longitudinale oder transversale Zellteilung. Unter optimalen Kultur-
bedingungen fiihrt die vegetative Vermehrung zu einem schnellen Populationswachstum
(Sheehan et al., 1998} |Graham et al., 2009). Das Wachstum von einzelligen Mikroalgen
wird nicht wie bei hoheren Pflanzen in GroBe oder Gewicht bestimmt, sondern in der
Erhohung der Zellzahl. Formell wird diese als Zellkonzentration bezeichnet, die definiert
ist als die Anzahl von Zellen pro Volumeneinheit. Dabei durchlauft das Wachstum der
Algen verschiedene Phasen (Raven et al/, 2000)). In Abbildung [2.1]sind die verschiedenen
Wachstumsphasen dargestellt. Die einzelnen Phasen sind wie auch bei anderen Mikroor-

ganismen:
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1. Lag-Phase (Adaptionsphase)

2. Log-Phase (Exponetielle Phase)
3. Stationdre Phase

4. Absterbephase

Zellzahl ( mL™"
N
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----------

.
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Abbildung 2.1: Wachstumsphasen von Algenkulturen

Lag-Phase: Nachdem die Algen in das Medium inokuliert werden, benotigen diese fiir die
Adaption an die neue Umgebung eine gewisse Zeit. Nach dieser Adaptionszeit beginnt
das Algenwachstum (Raven et al., [2000)).

Log-Phase: Nach der Adaptionsphase beginnt das exponentielle Wachstum, solange alle
Wachstumsfaktoren in ausreichendem MaBe zur Verfligung stehen. Sobald ein Wachs-
tumsfaktor limitierend wird oder ein weiterer Faktor das Wachstum hemmt, klingt die
Wachstumskurve ab (Raven et al.| 2000)).

Stationdre Phase: Licht ist ein limitierender Faktor geworden und es stellt sich ein
Gleichgewicht zwischen Algenzuwachs und Algendegradation ein. Die Wachstumskurve
erreicht bei einem geschlossenem System in dieser Phase ihr Maximum (Raven et al.,
2000]).

Absterbephase: In dieser Phase nimmt die Wachstumskurve ab, da die Geschwindigkeit
der Abnahme durch Seneszenzvorgange die Teilungsrate iibersteigt. Die Seneszenz wird

von internen Botenstoffen gesteuert. Dies ist ebenso wichtig, wie auch auftretende
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Infektionen eine Rolle spielen, da sterbende Zellen Stoffe freisetzen, die Beispielsweise
Bakterien als Nahrmedien dienen. Am Ende dieser Phase ist ein exponentielles Absterben
zu verzeichnen, welches letztendlich zu einem Ende der Kultur fiihrt (Raven et al., 2000)).

2.1.1.4 Stoffaufnahme und zelluldre Transportmechanismen

Fiir das Algenwachstum ist neben Licht, Wasser und Kohlendioxid ein breites Spektrum an
mineralischen Nahrstoffen erforderlich. Fiir die beiden wichtigsten Nahrstoffe Phosphat
und Nitrat sollen im Folgenden die Transportwege erleutert werden. Die Nahrelemente
werden iiber Transportproteine der Plasmamembran aufgenommen. Der Transfer von Ni-
trat durch die Plasmamembran wird durch einen H*/NO; -Symport gewdhrleistet (Glass
and Siddiqi, |1995]). Ein Symport ist ein gleichzeitiger Transport von zwei Substanzen in
die gleiche Richtung. Bei einem sekundar-aktiven Transport ist die Triebkraft ein elektro-
chemisches Potential iiber eine Membran. Im einfachsten Fall besteht das Potential aus
einem Protonengradienten der von einer HTATPase aufgebaut wird (Richter, [1998)).
Die Aufnahme von P; lduft iiber einen H™ Symport ab. Dieser Symport ist auf die Funktion
einer H* ATPase der Plasmalemma angewiesen. Hierdurch wird H* unter Verbrauch von
ATP (primar-aktiver Transport) aus der Zelle ausgeschieden und es entsteht ein Mem-
branpotenzial. GemaB des elektrochemischen Gradienten findet die P-Aufnahme iiber
einen H™/P; Symport statt (sekundar-aktiver Transport) (Rausch and Bucher, 2002)).
Die Transporterproteine fiir Phosphat (P;) werden in drei Gruppen eingeteilt: Phtl, Pht2
und Pht3. Phtl- und Pht2-Proteine sind in der Plasmamembran und der inneren Hiille
von Plastiden lokalisiert, wihrend Pht3 mitochondriale Phosphattransporter sind (Karan-
dashov and Bucher, 2005)).

2.1.2 Stoffliche und energetische Nutzung

Mikroalgen bilden eine groBe Gruppe photosynthetisch autotropher Organismen, von de-
nen ca. 15 Organismen in kommerzieller Nutzung sind (Raja et al., |2008). Biomasse
aus Algen kann vielfdltig eingesetzt werden. Einsatzmaoglichkeiten sind: Nahrungsmittel,
Tierfutter, biologische Diinger, Mittel zur Bodenverbesserung, Therapeutika, Pigmen-
te, Hormone, Feinchemikalien und Biodiesel. Einige Mikroalgen binden Schwermetalle,
Pathogene und Nahrstoffe. Ferner sind sie Rohstoffe fiir Biogasanlagen (Munoz and
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Guieyssel, 2006)). Studien zeigen weiter, dass Mikroalgen fiir die biologische Reinigung

von Abwadssern genutzt werden kdnnen (Becker, [1994)).

2.2 Bioreaktoren

2.2.1 Allgemeines

Bioreaktoren sind die wichtigsten Komponenten in jedem biotechnologischen Pro-
duktionsprozess. In ihnen konnen Mikroorganismen in einer kontrollierten Umgebung
heranwachsen. Da verschiedene Prozesse hohe spezifische Anforderungen haben, gibt
es Bioreaktoren in verschiedenen Bauarten und GroBen. Auch wenn Bioreaktorsysteme
bereits weitreichend beschrieben wurden, so erfordert die stetige Weiterentwicklung
biotechnologischer Anwendungsgebiete eine laufende Anpassung bestehender und die
Erforschung neuer Bioreaktorsysteme. Nicht nur bei industriellen Anwendungen sondern
auch in der wissenschaftlichen Forschung sind Bioreaktoren unersetzbar. Sie sind in
einer Vielzahl von GroBen und Varianten erhiltlich. Die Auswahl eines Bioreaktorsystems
ist besonders abhdngig von dem Organismus und den Randbedingungen des jeweiligen
biotechnologischen Prozesses.

Tabelle gibt einen allgemeinen Uberblick iiber Bioreaktoren und ihre Eigenschaften
wieder, welche in der Biotechnologie im Einsatz sind. Es werden Bioreaktoren der Bau-
arten Open-Pond, Riihrreaktor, Rohrenreaktor, Airliftreaktor und Schiittelreaktor vergli-
chen. Im weiteren Verlauf dieses Abschnittes werden diese Bioreaktoren im Detail be-
schrieben.

Wichtige Eigenschaften von Bioreaktortypen sind das Oberflaichen/Volumen-Verhaltnis
(O/V-Verhaltnis) (Materialverbrauch, Lichtnutzung), die Mdoglichkeit des Up-Scalings
(Ubertragbarkeit auf ein anderes System), die Lichteffizienz (Nutzung der Lichtenergie fiir
die Photosynthese), der hydrologische Stress (Stresserzeugung bei der Durchmischung
der Kultur), die Sterilisierbarkeit (Handhabung bei der Sterilisierbarkeit), die Durchmi-
schung (Durchmischung ohne Ablagerungen), die Temperaturkontrolle (Regelung der
Algensuspensionstemperatur) und der Gasaustausch (Austauschfdhigkeit von Gasen aus

der bzw. in die Algensuspension).
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2.2 Bioreaktoren Stand des Wissens

2.2.2 Open-Pond-Systeme

Open-Ponds sind offene Systeme, die das photoautotrophe Wachstum von Algen ermdg-
lichen. Einerseits kdnnen Open-Ponds in der natiirlichen Umwelt vorkommen, wie zum
Beispiel Seen, Teiche oder Stauseen. Andererseits sind aber auch kiinstliche Anlagen wie
Becken oder Container moglich. Die am haufigsten verbreiteten Systeme sind kiinstliche
Systeme wie ,raceway ponds* (Suh and Lee, 2003)). In diesen zirkuliert die Kultur in ei-
nem verbundenen schlaufenartigen Becken. Durch ein Paddel wird die Algensuspension
durchmischt und die Algen gelangen hierdurch regelmaBig an die lichtreiche Oberflache.
Vorteile von Open-Ponds sind die gilinstige Bauweise und der einfache Betrieb. Nachteile
sind die geringe Lichteffizienz, Verluste durch Verdunstung, schlechte Kontrolle der Kul-
turbedingungen, keine Sterilisierbarkeit und sehr geringes Oberflachen-Volumenverhaltnis.
Der wesentliche Unterschied von Open-Pond-Systemen zu Riihrreaktor-Systemen ist das
hohere Oberflachen-Volumenverhaltnis bei Open-Pond-Systemen und die Moglichkeit der
Temperaturregulierung bei Riihrreaktor-Systemen (Borowitzka, 1999} |Suh and Lee, [2003;
Posten, 2009)).

2.2.3 Riihrreaktor-Systeme

Riihrreaktoren besitzen einen zentralen Riihrmechanismus sowie Offnungen an den Sei-
ten. An dieser Stelle wird mit zahlreichen Sensoren und Motoren eine spezifische Pro-
zessiiberwachung und -regelung realisiert (Schuegerl, 1997). Mit einem Riihrreaktor ist
es moglich, Bioreaktorprozesse zuverlassig zu betreiben. Oftmals stehen Anwendern nur
Riihrkesselbioreaktoren im LabormaBstab (1 bis 100 L) zur Verfiilgung. Als ein Beispiel
fiir einen Riihrkesselbioreaktor ist der Spinner Flask zu nennen (Sl, 2011)). Wird in ei-
nem frithen Stadium einer Bioprozessentwicklung mit solchen Geraten eine Vielzahl von
Experimenten mit Wiederholungen durchgefiihrt, so ist der finanzielle, technische und
zeitliche Aufwand sehr groB. Diese kleineren Systeme haben eine Reaktorvolumen von
weniger als 100 mL. Dies ermoglicht eine einfachere und kostengiinstigere Kulturfiih-
rung als mit Reaktoren im gréBerem MaBstab (1 bis 100 L). Trotzdem ist der sehr hohe
Anschaffungspreis negativ zu bewerten (SI, 2011)).
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2.2.4 Airliftreaktor-Systeme

Airliftreaktoren gehdren zu den meist verwendeten Reaktortypen in der Mikroalgenbio-
technologie (Borowitzka, [1999). Diese Reaktoren basieren auf einem einfachem Prinzip,
bei dem die Durchmischung des Reaktorvolumens nicht durch einen Riihrer, sondern durch
die Begasung am Boden des Kulturgefales sichergestellt wird. Wenn der Airliftreaktor
mit Filtern als geschlossenes System betrieben wird, hat dieser Reaktor alle positiven
Eigenschaften eines Riihrreaktors. In den meisten Fallen bestehen diese Reaktoren aus
Polyethylen- oder Glasmaterialien, welche eine hohe Transmission aufweisen. Ein Scale-
up dieser Systeme ist moglich. Scherkrafte, die beim Platzen von Gasblasen auftreten
konnen allerdings problematisch sein. Die Algenkultur wird durch Scherkrafte mechanisch
belastet. Es kommt zu Schaumbildung von alteren Kulturen mit negativen Einfluss auf
das Wachstum.

Carvalho et al| (2006) zeigen in ihrer Verdffentlichung eine Ubersicht iiber mogliche
Begasungseinheiten bei Photobioreaktoren fiir Mikroalgen. Die in Abbildung C-E dar-
gestellte Begasung ist die am haufigsten benutzten Begasungsvariante (Carvalho et al.,
2006)). Mit Hilfe der Begasung werden Ablagerungen am Reaktorboden vermieden. Hier-
fiir muss diese aber eine kontinuierliche Stromung erzeugen (Becker, [1994)).
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Abbildung 2.2: Mdgliche Begasungseinheiten bei Photobioreaktoren fiir Mikroalgen. Begasung
iiber (A) Oberflache, (B) Hohlfasermembrane, (C) Loop-Airlift, (D) Blasensaule,
(E) Rihrereinheit und (F) Gaswechselsystem (verdndert nach |Carvalho et al

2006)
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2.2.5 Schiittelreaktor-Systeme

Bei geschiittelten Bioreaktoren sorgen ein- bzw. zweidimensionale Bewegungen einer
Plattform fiir eine Bewegung der Algensuspension. Hierdurch wird eine Durchmischung
erreicht und zugleich die Oberflache des Kulturmediums kontinuierlich verandert. Dies
ermoglicht einen blasenfreien Gasaustausch des Kulturmediums iiber die Oberflache. Auf
dem Markt existieren verschiedene Bauformen von Schiittelreaktoren. Die dltesten und
meist verwendeten ReaktorgefialBe sind Erlenmeyerkolben aus Glas. Weiterhin werden Kul-
turflaschen aus Kunststoff sowie Kulturbeutel aus Folienmaterialien eingesetzt. Der Anteil
an Kulturbeuteln aus Folienmaterialien steigt (Eibl, 2009). Die Durchmischung kann ent-
weder durch eine horizontale Bewegung (Schiittler) oder vertikale Bewegung (Wippe)
erzeugt werden. Vorteile dieser Kulturform sind die einfache Handhabbarkeit, sowie der
flexible Einsatz. Nachteilig wirkt sich jedoch der schlechte Gasaustausch, der hohe Platz-
bedarf und die hohen Anschaffungskosten aus. Zudem miissen die wiederverwendeten

KulturgefaBe gewaschen und sterilisiert werden.

Mikrotiterplatten kdnnen ebenfalls als Schiittelbioreaktoren verwendet werden und sind
seit den 1950er Jahren liberwiegend fiir analytische Zwecke, spater auch in der pharma-
zeutischen und chemischen Produktion im Einsatz (Manns, |[1999). Sie bieten die Moglich-
keit, vollautomatisch eine hohe Anzahl an parallelen Experimenten im MiniaturmaBstab
durchzufiihren. Anwendungsbeispiele sind in der Zellkultur und high-throughput-screening
(HTS) zu finden (Nakayama, 1998)). Es sind eine Vielzahl an verschiedenen Mikrotiter-
platten erhaltlich. Die Anzahl von ,wells” variiert von 6 bis 1536 kombiniert mit verschie-
denen Bauformen sowie Volumina. Weiterhin sind Mikrotiterplatten mit Online-Sensoren
fiir pH-Wert und geldsten Sauerstoff erhaltlich (Weiss et al.| 2002; John et al., |2003;
Stitt et al 2002). Nachteile einer Mikrotiterkultur sind die Kontaminationsméglichkei-
ten der einzelnen ,wells" und die niedrigen Gasaustauschraten (Duetz and Witholt, 2001)).
Geringe Schiittlerbewegungen haben eine schlechte Durchmischung zur Folge, was eine
Online-Messung der Kulturparameter erschwert (Weiss et al., 2002)). Des Weiteren ist ei-
ne Verdunstung des Kulturmediums bei sehr langsam wachsenden Kulturen ein Problem.
Dies kann aber durch Abdeckungen verringert werden (Duetz and Witholt, 2001} [Zim-
mermann et al., [ 2003). Um Proben fiir weitergehende Analysen zu entnehmen, muss der
Schiittelvorgang unterbrochen werden. Durch das geringe Probenvolumen sind lediglich
Mikro-Analysen moglich. Da bei sehr geringen Durchmessern der Mikrotiterplatten die

Oberflachenspannung des Mediums erhoht wird, ist weder die Durchmischung noch der
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Gasaustausch zufriedenstellend (Zimmermann, 2005)).

2.2.6 Photobioreaktor-Systeme

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, sind Bioreaktoren in verschiedenen Bauarten
und GroBen erhaltlich. Fiir die Kultivierung von Mikroalgen sind Photobioreaktoren
unumganglich, da Mikroalgen photosynthetisch aktive Organismen sind. Fiir die Photo-
synthese wird Lichtenergie bendtigt, welche entweder natiirlich (Sonnenlicht) oder auch
kiinstlich (Leuchtmittel) bereitgestellt werden kann. Photobioreaktoren mit natiirlicher
Belichtung sind in der Regel Open-Pond- und Flachplatten-Systeme. Photobioreaktoren
im LabormaBtab sind in der Regel kiinstlich belichtet (Ugwu et al., 2008)). Fiir jede Kultur
muss ein Kompromiss zwischen optimalem Gasaustausch, optimaler Durchmischung und
Erhalt der Integritat der Algenzellen getroffen werden. Die Auswahl eines Photobiore-
aktors fiir einen spezifischen biotechnologischen Prozess umfasst Kenntnisse iiber die
zu kultivierenden Organismen und mikrobiologischen und biochemischen Anforderungen
(Zimmermann, 2005)).

Abbildung 2.3: Multicultivator MC 1000 OD der Firma Photon Systems Instruments (verdandert
nach |PhotonSystemslinstruments, [2011)

Alternative Photobioreaktoren, welche fiir ein Screening von Mikroalgen geeignet sind,
stellt die Firma Photon Systems Instruments her. Der Multi-Cultivator MC 1000 (Abbil-
dung besitzt acht Reagenzglaser mit einem Arbeitsvolumen von 85 mL. Die Tem-
perierung erfolgt liber ein Wasserbad, in dem die Reagenzglaser eingestellt sind. Die Be-
lichtung erfolgt liber ein LED-Pannel und die Begasung erfolgt durch einen Begasungs-
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schlauch, der durch einen VerschluB-Stopfen gefiihrt wird. Die OD (Optische Dichte)
kann bei 680 nm und 735 nm gemessen werden.

Weiterhin ist als Photobioreaktor der Minibioreaktor zu nennen (Abbildung [2.4)). Dieser
kann die Kulturbedingungen in jeder Reaktorkassette kontrollieren, da in jedem ,well” pH-
Wert, geloster Sauerstoff und Temperatur gemessen wird. Eine Begasung findet iiber eine
sterile 0,2 4 Membran statt. Die aus klarem Polystyrol bestehenden Kassetten des Mini-

bioreaktors kdnnen mit einer gaspermeablen, selbstklebenden Folie verschlossen werden

Cilute ©

Opfical pH
Sensar o Joweer pet

Abbildung 2.4: Der Minibioreaktor: (a) Schematischer Aufbau des Minibioreaktors; (b) Foto des
Minibioreaktors (verandert nach Tang et al., 2006)

Der Photobioreaktor FMT 150/400 und FMT 150/1000 von Photon Systems Instru-
ments beinhaltet eine Kombination aus Kultivierungs- und Sensoreinheiht (siehe Abbil-
dung [2.5)). Dieser Photobioreaktortyp ist in zwei Versionen mit unterschiedlichen Vo-
lumina (0,4 L und 1 L) erhdltlich. Ausgestattet ist der FMT 150 mit einer LED-
Belichtung, Chlorophyll-Flourometer und verschiedenen Kulturfiihrungssensoren (Nedbal

| 29 |




2.2 Bioreaktoren Stand des Wissens

et al} 2008).
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Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau: Photobioreaktor FMT 150 von Photon Systems Instru-
ments (PSI) (verandert nach Nedbal et al., 2008)
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2.2.7 Einweg-Photobioreaktoren

Aus okonomischen Griinden werden bei der Entwicklung und Herstellung von Biopharma-
zeutika zurzeit vermehrt Einweg-Photobioreaktoren genutzt. Nach Abschluss der Algen-
produktion werden die KulturgefaBe entsorgt und somit nicht wiederverwendet. Heutzu-
tage werden Einweg-Photobioreaktoren in fast allen Bioprozessen verwendet. Sie sind in
verschiedenen Formen und Volumina je nach Anwendungszweck erhaltlich. Die verschie-
densten Einweg-Photobioreaktoren konnen anhand ihres Prinzips fiir die Durchmischung
und der verwendeten Kulturen unterschieden werden (Eibl, 2009)). Prinzipiell sind alle
Bauformen, auBer Open-Ponds, als Einwegreaktoren herstellbar.

Da diese Arbeit auf Einwegsysteme fokussiert, sind in Tabelle 2.2] die Eigenschaften ver-
schiedener Photobioreaktoren aus Einwegmaterialien gegeniibergestellt.
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2.3 Hochdurchsatzuntersuchungen (Screening)

2.3.1 Definition

Unter einem biologischem Screening versteht man die Suche nach Substan-
zen/QOrganismen mit einer bestimmten Wirkung (Reaktion oder Wachstum). Beispiels-
weise nutzt man einen Plattendiffusionstest um deskriptive Aussagen liber Wachstums-
raten machen zu kdnnen. Unter einem chemischem Screening versteht man die Suche
nach unbekannten chemischen Verbindungen in biologischen Organismen. Diese Suche
steht nicht in direkter Verbindung mit einem physiologischem Effekt. Beispielsweise nutzt
man Chromatographie- und Massenspektroskopie-Verfahren, um die Zusammensetzung

und die Konzentrationsverhaltnisse in einer Probe zu analysieren.

2.3.2 Analysemoglichkeiten

Die Entwicklung von biotechnologischen Prozessen und die Optimierung der Kulturfiih-
rung erfordert ein ausgedehntes, oftmals teures Screening neuer Arten und angepasster
Kulturparameter. Eine erfolgreiche Algenbiotechnologie hangt maBgeblich von der Aus-
wahl der richtigen Alge fiir die jeweilige Anwendung ab. Des Weiteren ist die Wahl geeig-
neter Wachstumsparameter, wie zum Beispiel des Temperaturbereichs, der Belichtungs-
starke, der Begasung und der Kulturmedien in Photobioreaktortechnologien bedeutend
(Eriksen|, 2008} [Ugwu et al.| [2008)). Aufgrund der Kombinations- und Validierungsmog-
lichkeiten dieser Faktoren erhoht sich die Anzahl notwendiger Experimente stark. Somit
wird deutlich, dass ein Hochdurchsatzscreeningsystem Vorteile bei der Durchfiihrung von
vielen parallelen Experimenten mit sich bringt (Halama, 2009). In Abbildung ist die
Analysemoglichkeit bei einem Einzelexperiment gegeniiber Parallelexperimenten bei ei-
nem Einsatz von verschiedenen Photobioreaktoren dargestellt. Jeder biotechnologische
Prozess muss dabei im LabormaBstab studiert und optimiert werden, bevor ein ,upsca-
ling” hinsichtlich des zu erwarteten Endproduktes bzw. der zu erwarteten Produktionsrate
durchgefiihrt wird. Mittels eines Massenscrennings kann dieses kosteneffizient durchge-
fiihrt werden (Hoffmann, 2010)).
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Abbildung 2.6: Darstellung der Analysemdglichkeiten bei einem Einzelexperiment gegeniiber Par-
allelexperimenten bei einem Einsatz von verschiedenen Photobioreaktoren (veran-
dert nach Betts, [2006} Voelkening et al., 2004)

2.3.3 Einsatzgebiete

Die Screening-Einsatzgebiete lassen sich in verschiedene Gruppen unterteilen. Bei einem
biologischen Screening von Algen bestehen diese aus:

1. Toleranzuntersuchungen
Ein Toleranz-Screening hat das Ziel, Grenzwerte fiir Wachstum und Vitalitat der Mi-
kroalgen in bestimmten Umgebungen zu ermitteln. Hierzu gehort beispielsweise die

Optimierung von Wachstumsparametern in industriellen Prozessen.

2. Stoffanalysen

Ein Stoff-Screening hat das Ziel, einerseits bekannte Inhaltsstoffe und deren Verlage-
rungen zu untersuchen und andererseits neue Inhaltsstoffe zu finden. Beispiele fiir ein
Stoff-Screening findet man bei der Reinigung von Abwassern (Schwermetalle, Nahrstof-
fe wie Phosphat) sowie bei der Herstellung von Stoffen wie Carotinoide oder Astaxanthin.

3. Phano- und Genotypisierungen
Ein Screening im Bezug auf eine Phano- und Genotypisierung hat zum Ziel, eine
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unbekannte Algenspezies zu charakterisieren sowie taxonomisch und phylogenetisch Ein-
zuordnen. Auch physiologische Untersuchungen werden sehr haufig im Zusammenhang
mit Phano- und Genotypisierungen durchgefiihrt. Diesbeziigliche Untersuchungen werden

vorzugsweise von Kultursammlungen durchgefiihrt.

2.4 Optische Online-Analytik

2.4.1 Definition Online-Analytik

Unter Online-Analytik versteht man die Erfassung von Prozessinformationen (,ex-situ”
oder ,in-situ”) in Reaktorsystemen, welche einerseits fiir die Prozessfiihrung und anderer-

seits fiir die Produktuntersuchung bend&tigt werden (Schiigerl et al., |1987)).

2.4.2 Kopplung von Sensoren und Bioreaktoren

In Abbildung [2.7] sind die unterschiedlich méglichen Kopplungen von Sensoren und Biore-
aktoren dargestellt. Einerseits sind Unterscheidungskriterien im Hinblick auf den Messort
(in-situ vs. ex-situ) erkennbar. Andererseits wird bei der Art der Messung zwischen einer
direkten und indirekten bzw. sterilen und unsterilen Vorgehensweise unterschieden.

b
B —»
v | L LD ™ [ TQ—_

——

Bioreaktor Filtrationsmodul
Messort in-situ in-situ ex-situ ex-situ ex-situ
Art der Messung direkt & stenl direkt & stenl direkt & stenl direkt & steril indirekt & unsteril

Abbildung 2.7: Darstellung méglicher Kopplungen von Sensoren und Bioreaktoren (verandert nach
Beutel, 2011} Bluma et al., [2011; |Chmiel, 2011; Rehbock et al., 2008])
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2.4.3 Optische Messverfahren

Optische Messverfahren werden beispielsweise fiir die Erfassung von Prozessinformatio-
nen in Reaktorsystemen verwendet. Fiir die Erfassung werden bei diesen Verfahren hadufig
elektromagnetische Spektren benutzt. Es bezeichnet die Gesamtheit aller elektromagne-
tischen Wellen unterschiedlicher Energie. Das gesamte Spektrum wird zur besseren Un-
terscheidung in verschiedene Bereiche unterteilt. Abbildung zeigt einen Ausschnitt
aus dem gesamten Spektrum (Skrabal, [2009)).

Bezeifhnung de; UV: Ultraviolett  VIS: sichtbares Licht NIR: nahes Infrarot IR: Infrarot Bezeif:hnung de_s
Wellenlangenbereichs Wellenlangenbereichs

Wellenlange in nm 200 -420 420-780 780 - 2500 2500 - 20000 Wellenlénge in nm

Abbildung 2.8: Ausschnitt aus dem elektrom. Spektrum (verandert nach [Skrabal, [2009)

Es sind die Bereiche Ultraviolett (UV), sichtbares Licht (VIS), Nah-Infrarot (NIR) und
Infrarot (IR) dargestellt. Bei der UV/VIS-Spektroskopie werden Absorptionsspektren
im sichtbaren und ultravioletten Bereich gemessen. Durch die wellenlangenabhangige
Absorption von Licht werden die Molekiile der Algensuspension aufgrund ihrer Wechsel-
wirkung mit den elektromagnetischen Wellen angeregt. Anhand der Absorptionsbanden
des eingestrahlten Lichtes konnen die funktionellen (chromophoren) Gruppen eines Mo-
lekiils qualitativ analysiert werden. Maximale Anregung der verschiedenen Gruppen findet
jeweils bei charakteristischen Wellenlangen statt (Skrabal, 2009)). Wird die Transmission,
die Abschwachung (Extinktion) bzw. die Absorption bei bestimmten Wellenlangen ge-
messen, werden die resultierenden Signale zur Bestimmung der optischen Dichte (OD)
und damit zur Konzentrationsbestimmung verwendet. Im allgemeinen gilt dann das
Lambert-Beersche Gesetz (Perkampus, 1986)):

Ex=1g1 = exxcxd mit

E,: Extinktion (Absorption des Materials fiir Licht der Wellenlange X\) (-)

lp: Intensitét des transmittierten Lichtes (W x m=2)

I;: Intensitit des einfallenden (eingestrahlten) Lichtes (W * m=2)

¢ Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fliissigkeit (mof x L)

€x: spektraler Absorptionskoeffizient bei der Wellenlange A (-)

d: Schichtdicke des durchstrahlten Materials (m).
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Durch Vergleich mit einer Kalibrierreihe liber einen definierten Konzentrationsbereich ist
es so moglich, eine Probe unbekannter Konzentration quantitativ zu analysieren. Neben
der Extinktion wird die Fluoreszenz von Stoffen hdufig zur quantitativen und qualitativen
Analyse genutzt. Die Fluoreszenz ist dabei die Folge der Photolumineszenz:

Molekiile absorbieren Energie durch eine Strahlungsanregung im ultravioletten bis infra-
rotem Wellenlangenbereich. Nach einer gewissen Zeit geben sie diese Energie wieder als
Strahlungsenergie ab. Bei der Fluoreszenz wird die absorbierte Energie innerhalb von 0,1
ns bis 100 ns nach Anregung wieder abgegeben (Richter, 1998). Schematische Uberbli-
cke iiber die Absorption und Emission von Energiebiindeln geben Jablonski-Diagrammé]
wieder ([Forster, 1982} |Atkins and de Paulal, [2006). Sie zeigen die Energien der Elektro-
neniibergange, die bei Absorption und Emission von Photonen auftreten (siehe Abbildung

2.9).

Die Methode der Chlorophylifluoreszenzmessung ist eine weit verbreitete Technik fiir

1Ein Atom oder Molekiil hat mehrere Energieniveauschemata, die sich unterteilen in Singulettzustinde
(Sp...S,) mit einem Gesamtelektronenspin von Null und in Triplettzustanden (7g...T,) mit einem Ge-
samtelektronenspin von Eins. Zwischen benachbarten elektronischen Energiezustanden befinden sich
Schwingungs- und Rotationsniveaus mit jeweils abnehmender Energiedifferenz zwischen den einzelnen
Niveaus (Forster, |1982)). Die Energieaustauschprozesse lassen sich in drei Gruppen unterteilen:

e Absorption elektromagnetischer Strahlung

e Innere Umwandlung, ohne Photonenemission

e Emission von elektromagnetischer Strahlung verursacht durch Energieiibergang von einem héheren
zu einem niedrigeren Niveau (Fluoreszenz oder Phosphoreszenz)

Eine Anregung liegt vor, wenn ausreichend Lichtenergie im ultravioletten (UV), sichtbaren (VIS) oder
infrarotem (IR) Wellenldngenbereich absorbiert wird. Hierbei geht ein Elektron von dem energetisch
niedrigen Grundzustand Sy, also dem duBersten besetzten Molekiilorbital, in einen energetisch hoheren
Singulett-Zustand S, iiber. Dabei dndert sich nicht der Atomabstand innerhalb des Molekiils, da dieser
Elektroneniibergang schnell ablauft (Jaffe and Miller, [1966)). Es gibt im Folgenden drei Mdglichkeiten
des Ubergangs vom untersten nicht besetzten Molekiilorbital S; in den Grundzustand So:

1. Das Elektron fillt vom angeregten Zustand (S;) unter Abgabe eines Photons (Fluoreszenzemission)
in den Grundzustand Sg zuriick.

2. Erfolgt die Riickkehr des Elektrons in den Grundzustand (Sy) iiber einen strahlungslosen Ubergang
(strahlungslose Desaktivierung) vom angeregten Singulett-Zustand (S;) durch Spinumkehr zu
einem Triplett-Zustand (7y), wird die iiberschiissige Energie bei einem wesentlich langsameren
Ubergang durch erneute Spinumkehr von T; zu Sy als Phosphoreszenzstrahlung freigegeben.

3. Eine strahlungslose Alternative stellt die Ubergangsmoglichkeit durch innere Umwandlung dar.
Die Fluoreszenzemission muss demnach mindestens genauso schnell verlaufen wie die dazu im
Wettbewerb stehenden strahlungslosen und photochemischen Prozesse, damit Fluoreszenzstrahlung
auftreten kann (Forster, (1982} |Atkins and de Paulal [2006)).
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S,: Singulett-Zustande
s 2 Sp: Grundzustand
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2 Y -
Se ] a 2 —

Abbildung 2.9: Jablonski-Diagramm (verandert nach Jaffe and Miller, |1966)

Pflanzen- und Okophysiologen geworden, da sie besonders bei Stressbedingungen ei-
ne schnelle, nicht invasive Mdglichkeit zur Bewertung der photosynthetischen Aktivitat
bietet (Lin and Hsul 2004)). Bei den Messungen werden die Eigenschaften des Photo-
syntheseapperates genutzt, wobei die Strahlungsenergie absorbiert wird, um diese fiir die
Photosynthese zu nutzen. Uberschiissige Energie wird in Form von Warme freigegeben
oder als Strahlung reemittiert (Chlorophyllfluoreszenz). Mit Hilfe der Chlorophyllfluo-
reszenzbestimmung kann durch eine Korrelation der drei Prozesse Information iliber die
Veranderung der photochemischen Effizienz gewonnen werden. Verdanderungen der Chlo-
rophylifluoreszenz wurden erstmals von [Kautsky et al.| (1960]) entdeckt (Kautsky-Effekt).
Nach der Belichtung dunkeladaptierter Blatter wird ein Anstieg der Chlorophyllfluores-
zenz iiber einen Zeitraum von etwa einer Sekunde beobachtet. Dieser Anstieg kann durch
die Reduktion von Elektronenakzeptoren im Verlauf der Photosynthese, dem Herunter-
fahren des Photosystems I, erkldrt werden (Raven et al.} [2000). Wenn das Photosystems
Il nach Anregung durch Lichtenergie ein Elektron auf einen primaren Akzeptor iibertra-
gen hat, kann eine zweite Elektroneniibertragung erst wieder erfolgen, wenn der primare
Akzeptor das erste Elektron auf den folgenden Akzeptor der photosynthetischen Elek-
tronentransportkette iibertragen hat. Wahrend der Zeit, in der ein Elektron auf dem
primaren Akzeptor verweilt und eine Aufnahme von Elektronen aus dem Photosystem
Il verhindert, bezeichnet man das Reaktionszentrum von PS Il als geschlossen. Da ein
geschlossenes Reaktionszentrum absorbierte Energie nicht in Form von Redox-Energie
(Elektronenabgabe) abfiihren kann, zeigt es bei Belichtung maximale Fluoreszenz. Nach-

dem die Komponenten der photosynthetischen Elektronentransportkette aus dem Dunkel-
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Zustand in den fiir Elektronentransport optimierten Licht-Zustand iibergetreten sind, er-
reicht die beobachtete Fluoreszenz einen Maximalwert. Der Riickgang der Fluoreszenz
wird Fluoreszenz-Quenching genannt und ist auf zwei Arten zu erkldren:

Dem photochemischen und dem nichtphotochemischen Quenching. Photochemisches
Quenching beruht darauf, dass der Elektronentransport zunimmt, wenn das Enzymsystem
des Calvin Zyklus, und der Zucker-Export aus dem Chloroplasten durch Licht aktiviert
werden. Der Verbrauch von NADPH steigt und die Verweildauer von Elektronen auf den
jeweiligen Akzeptoren sinkt mit Zunahme der Elektronentransport-Rate. Nichtphotoche-
misches Quenching geht darauf zuriick, dass iiberschiissige Energie auf Hilfspigmente
iibertragen werden kann. Die Hilfspigmente, zum Beispiel Anthocyane, emittieren Ener-
gie in Form von Warme. Die Nachbarschaft zwischen Hilfspigmenten und Chlorophyllen
wird enger, wenn der pH-Wert innerhalb der Thylakoidmembran sinkt. Engere Nachbar-
schaft erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass angeregtes Chlorophyll Energie auf Hilfspig-
mente lbertragt. Der pH-Wert innerhalb der Tylakoide wird um so saurer, je hoher die
Lichtintensitat ist. Somit steigt nichtphotochemisches Quenching mit steigender Lichtin-
tensitat (Maxwell and Johnson|, 2000). Eine spezielle Form des nichtphotochemischen
Quenching stellt die Mehler-Reaktion dar. In diesem Fall iibertragt angeregtes Chloro-
phyll ein Elektron direkt auf Sauerstoff unter Bindung eines Sauerstoff-Radikals (Mehler,
1951)). Nichtphotochemisches Quenching stellt somit einen Schutz vor der Bildung toxi-

scher Radikale dar.

2.4.4 Sensorsysteme
2.4.4.1 Allgemeines

Wie aus Tabelle ersichtlich, basiert ein groBer Teil moderner Online-Analytik auf
spektrometrischen Methoden.

39



Stand des Wissens

2.4 Optische Online-Analytik

PPRJIP ‘NIS-Xd Heyab|Q
(1TT0Z ||E 10 1B)YUDA) Z pue|yosIN_( ‘snuoieg Wwu 40T-G55S uableouyi|A ‘a1doysoieds ‘9s00n|9
-uewey ‘assewiolg
( |6 10 eoInaIeZE|A|) Jakowusg ‘uaq|o wu - uaye PRI “NHISX9 950N
700¢| | | ! N 4 M3 ‘usqioy 00SZT-0009 JoH “a1d0s011PdS-| ‘loueylg
PPRJIP ‘NAS-UI
(z00Z| |'1e 19 plouwiy) G'T Hola el wu 0052-00% usLaPeg ‘21doysoipRds assewolg
‘|o1IsSNpu| 31U D1II9G . . .
~4IN/SIA
( JLERERSSTEYIEIN)) usbunsppy ‘uneag- wu uabjeosy PRRAIP “NJS-xd 9ssewol
00| |l [S41PIN 4 PN SRS 0SS [BODHA ‘a1doxs0i4edS-S A 'g
| i ) PRAIP ‘NUS-X 1eANIAH
(000g] |'Ie 10 0%e9) 4 1ofswuag ‘usqioy wu ove UsjoH 9LI3WLINO| LY
‘ | _ ) uaoH DPRIIP ‘NUS-UI
(9861 |4ebnydS pue Jodaydg) 0C usbunsp|y ‘uneig g wu §9¢ UeuoB(eg aLIPWLINO HAVN
| ‘le 10 uiopabeH)) : ZIomyos 'Oy dews UOH Pf2AIput ‘nais-x ._Mmﬁmu;:m_
(¥002| |'Ie 30 utopaben 0z/s'e 1BMYOS DY ud SIA/AN UsuemEg LTOWLINOL h 19
. . . assewolg
Injessn () Jopjeasolg punbaauy anynyy losuag 1a1aweled

USWIN|OAI0 ey

U9g0IBsSaz04 UaYDSIBOjOUYIR10IG UOA BUNSSI|A USYISIAdO INZ SW9ISASIOSUSS QUIPSIYISIDA (€°¢ dj19qe |

40



2.4 Optische Online-Analytik Stand des Wissens

2.4.4.2 ,jin-situ“-Sensorsysteme

In-situ-Sensoren befinden sich direkt im Kulturmedium. Hierdurch miissen diese Senso-
ren vor der Kultur sterilisiert und in den Bioreaktor eingebaut werden. Dieses setzt hohe
Anforderungen an den verwendeten Sensor voraus. Vorteilhaft ist bei diesen Systemen,
dass die Daten fiir eine Prozessregelung ohne Zeitverzogerung zur Verfiigung stehen.
Andererseits ist der Einsatz von in-situ-Sensoren bei kleinen Bioreaktoren schwierig, da
diese aufgrund ihrer GroBe die Reaktorfunktionalitat beeinflussen. Hier muss der Biore-
aktor iiber einen Bypass den In-situ-Sensor mit der Probe kontinuierlich umstrémen. Ein

Nachteil dieser Methode ist die zeitverzogerte Prozessinformation (Chmiel, 2011)).

2.4.4.3 ,ex-situ“-Sensorsysteme

Bei diesen Systemen ist der Sensor auBerhalb des Bioreaktors. Einerseits ist es moglich,
dass die Probe iiber geeignete Systeme dem Bioreaktor entnommen wird und manuell
auBerhalb des Reaktors analysiert wird. Hierbei kdnnen mit entsprechenden Geraten fast
alle Bestandteile, physikalische sowie chemische und biologische Parameter einer Kultur
bestimmt werden. Nachteillig ist bei diesem zeitaufwendigen Verfahren, dass die Daten fiir
eine Prozessregelung erst mit einer Zeitverzogerung zur Verfiigung stehen. Die Schwie-
rigkeit bei diesem System besteht zudem in der adaquaten Bereitstellung der Probe.
Andererseits ist es moglich, mit Hilfe eines optischen Sensors die Probe innerhalb des
Bioreaktors durch die Bioreaktorwand zu messen, so dass Prozessdaten direkt ,,Online”
zur Verfiigung stehen (Beutel, 2011} Bluma et al., [2011)).
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3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Photobioreaktorsystems aus Einwegmateriali-
en, welches fiir die Kultur von Mikroalgen geeignet ist. Das zu entwickelnde System soll
einen hohen Probendurchsatz bei moglichst hoher Reproduzierbarkeit gewahrleisten. Die
Vorteile einer Mikrotitierplatte (preiswerter hoher Probendurchsatz) sollen mit den Vor-
teilen eines vollausgestattetem Riihrreaktors (groBtmogliche Analysemoglichkeit) vereint

werden.

Der Funktionstest des Screeningsystems soll anhand von Screening-Experimenten in den

drei Hauptgruppen des biologischen Screenings stattfinden:

1. Toleranzuntersuchungen von salztoleranten Algenarten in einem extrem salzhalti-
gem Abwasser. Hierbei sollen nicht nur die Wachstumsraten sondern auch physiolo-
gischen Hintergriinde, sowie die biotechnologische Anwendbarkeit erforscht werden.

2. Stoffstromanalysen von abwassertoleranten Algenspezies gegeniiber vorgeklartem
Abwasser. Hierbei sollen die Stoffstrome von Nitrat und Phosphat untersucht wer-
den.

3. Phdno- und Genotypisierungen einer unbekannten Algenart.
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4 Material und Methoden

4.1 Entwicklung eines Screeningsystem-Prototyps

4.1.1 Photobioreaktor-Prototyp
4.1.1.1 Allgemeiner Aufbau Standardreaktor

Das entwickelte Einweg-Photobioreaktor-System (siehe Abbildung besteht aus ei-
nem Gehaduse und einem Klemmprofil. Das Gehduse hat die Abmessungen Hohe 120 cm,
Breite 90 cm, Tiefe 25 cm. In dem Gehause ist ein Heiz- und Kiihlaggregat unterhalb
einer Belichtungseinheit sowie ein Klemmprofil fiir die Bioreaktormatte untergebracht.
Eine Begasungseinheit (Seliger, 2011)) ist zusammen mit einer Luftbefeuchtungsflasche
und Sterilfiltern (Sartorius-Stedim|, 2011)) ebenfalls an dem Gehduse befestigt. Eine Fahr-
schiene mit einem Sensorkopf ist unterhalb des Klemmprofils am Gehduse angebracht.
Das System verfiigt iiber 25 identische verschweiBte Reaktorschlauche (100 mL) (Hsin,
2006)).
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Beluftungseinheit
Gehause

Bioreaktormatte Klemmprofil

Belichtungseinheit _ _
Fahrschiene mit

Sensorkopf

Sensorik

Heiz- und
Klhlaggregat

Abbildung 4.1: Frontfoto des entwickelten Screeningsystems

4.1.1.2 Allgemeiner Aufbau Wippreaktor

Die Abmessungen des entwickelten Wippreaktors (siehe Abbildung betragen in der
Hohe 180 c¢m, in der Breite 200 cm und in der Tiefe 120 cm. Ahnlich wie beim Standard-
reaktor ist ein Heiz- und Kiihlaggegat unterhalb der Bioreaktormatte untergebracht. Die
Bioreaktormatte wird bei diesem System nicht durch ein Klemmprofil befestigt, sondern
liegt frei auf der Wippe. Bei diesem System kdnnen ebenfalls 25 identische Reaktorschlau-
che (100 mL) verwendet werden.

Belichtungseinheit

Gehduse
Wippe

Exzentermotor

Bioreaktormatte

Heiz- und
Kihlaggregat

Abbildung 4.2: Frontfoto des zum Wippreaktor veranderten Screeningsystems
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4.1.1.3 Material der Bioreaktormatte

Die in dem Einweg-Photobioreaktor-System verwendeten Bioreaktormatten bestehen aus
Polyethylen (PE) mit einer Innenbeschichtung aus Ethylenvinylacetat (EVA). In der kom-
merziellen Anwendung werden diese Plastikmatten fiir die Verpackungsindustrie herge-
stellt. Das Luftbefiillventil dieser Plastikmatte ist durch ein Deutsches Patent (DE 20
2006 004 463 U1l) geschiitzt. Dieses Ventil wurde bei den Versuchen nicht verwendet
(Hsin, [20006)).

4.1.1.4 Heiz- und Kiihlaggregat

In dem Gehause ist ein Heiz- und Kiihlaggregat (Selbstbau Biosystem- und Gartenbau-
technik) unterhalb der Belichtungseinheit eingebaut. Das Heiz- und Kiihlaggregat bein-
haltet zwei Heizliifter mit einer Anschlussleistung von jeweils 750 W und einer wasserba-

sierten Kiihlung (siehe Skizze).

4.1.1.5 Belichtung

Die Belichtungseinheit ist oberhalb des Heiz- und Kiihlaggregates an dem Gehauseprofil
befestigt. Diese hat einen Abstand von 10 cm zur Bioreaktormatte. Das Screeningsys-
tem kann wahlweise mit zwei verschiedenen Belichtungsquellen ausgestattet werden. Zum
einen konnen Philips-Leuchtstofflampen des Typs Philips Master TL-D 58W /840 cool-
white (Philips Deutschland GmbH, Hamburg) zum anderen LUXEON Rebel Leuchtdioden
der Firma Philips (San Jose, USA) verwendet werden.

Um beide Arten von Lichtquellen vergleichen zu konnen, wurden sie nach der Qualitat des
emittierten Lichts ausgewahlt. Es handelte sich bei beiden Lichtquellen um ,cool white"
Leuchtmittel, deren Emmissionsmaxima im blauen Spektralbereich um 450 nm sowie im
roten von circa 550 nm bis 600 nm liegen. In Abbildung ist die spektrale Verteilung
des Photonenflusses der beiden Lichtquellen dargestellt. Die Leuchstofflampe hatte ih-
ren maximalen Photonenfluss bei den Wellenlangen 430 nm, 540 nm und 630 nm. Die
Leuchtdiode hatte Maxima im Bereich von 450 nm und 630 nm (Bornwasser, 2011)).
Gemessen wurden die Werte mittels Li-Cor Li-250A Quantenzahler (Li-Cor Biosciences,
Lincoln, USA) fiir jeden Messpunkt innerhalb der Reaktorrohre. Die relative Lichtvertei-

lung ergab sich, indem jeder Messwert prozentual auf den Sollwert bezogen wurde. Wie
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Abbildung 4.3: Spektraler Photonenfluss der Belichtungen mittels Leuchtstofflampe (a) und

Leuchtdioden (b) liber den sichtbaren Wellenldngenbereich (verandert nach Born-
wasser|, 2011]))

in Abbildung zu erkennen ist, war die Verteilung der Photosynthetischen Photonen-

flussdichte bei der Belichtung mittels Leuchtdioden gleichmaBig und variierte nur gering

mit einer mittleren Abweichung von 3 %. Bei der Belichtung mittels Leuchtstofflampe

varrierte die PPFD stark mit einer mittleren Abweichung von 22 %.
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Abbildung 4.4: Relative Verteilung der Photosynthetischen Photonenflussdichte (PPFD) im
Screeningsystem bei einer Belichtung mittels Leuchtstofflampe und Leuchtdioden
(LED). Die relative PPFD bezieht sich auf den eingestellten Sollwert

4.1.2 Sensorik

4.1.2.1 Eingesetzte Sensoren

In dem verwendeten Einweg-Photobioreaktor-System wurden folgende Sensoren verwen-

det:

e Die Kulturtemperatur wurde mittels NT C-Fiihlern (Thermokon, Mittenaar) gemes-

sen.
e Die Chlorophyllfluoreszenzmessung wurde mittels Junior-PAM (Walz, Effeltrich)

ermittelt.
e Absorptionsspektren wurden mit Hilfe des USB-4000-Spektrometers (Ocean Op-

tics, USA) aufgenommen.

4.1.2.2 Sensorschiene der Sensorik

Zur Bewegung der Sensorik wurde eine Sensorschiene eingesetzt. Bei der Sensorschie-
ne handelte es sich um eine Laufschiene der Firma Igus (Koln, Deutschland), welche

mit Hilfe der Software ProfiLab-Expert bedient wurde. Als mobiles Element diente ein
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Schlitten, welcher durch einen Gummiriemen auf einer Schiene bewegt wurde. Auf diesen
Schlitten war der Messkopf auf einer Zange montiert und beinhaltete die Sensoren der
photosynthetische Aktivitat und der Absorptionsspekteren.

4.1.2.3 Steuerung und Regelung der Sensorik

Fiir die Regelung der Kulturfiihrungsparameter Belichtung, Begasung, Temperatur, sowie
fiir die Erfassung der Messdaten wurde ein LabJack U12 (Fa. LabJack Corporation, USA)
mit der Software ProfiLab-Expert (Fa. Abacom, Ganderkesee) verwendet. Durch einen
Soll-Ist Vergleich der ProfiLab-Expert-Software wurde die Temperatur durch das kombi-
nierte Heiz- und Kuhlaggregat unterhalb der Bioreaktormatte geregelt. Durch die direkte
Eingabe der Solltemperatur auf der ProfiLab-Expert-Oberflache, konnte jede gewiinschte
Temperatur eingestellt werden. Die Prinzipskizze der Sensoren und des LabJack U12 ist
in Abbildung dargestellt.

Temperatur- Regelung

messwerte \ @ Kulturfihrungsparameter
Sollwerte /

Temperatur /

Belichtung \/

Begasung

)

Steuerungs- > 0 Ansteuerung

algorithmen Messschiene

Regel- (\\

algorithmen \\

N
Schnittstelle y
zur Sensorik Ansteuerung

Sensoren

LabJack U12
(ProfiLab Expert 4.0)

Abbildung 4.5: Schnittstelle der ProfiLab-Software fiir die Regelung der Kulturfiihrungsparameter
und die Datenerfassung mittels LabJack U12

Weiterhin wurde mit Hilfe der Software ProfiLab-Expert und dem LabJack U12 die
Belichtungsregelung iiber einen Timer, die Temperaturregelung zwischen Sollwerten
sowie die Steuerung der Antriebsschiene mit Fahrtrichtungswechsel fiir den Messkopf
geregelt. Die Steuerung der Kulturfiihrungsparameter erfolgte mittels eines ProfilLab-
Expert-Makros, welches speziell entwickelt wurde. Dieses Makro wurde auch in anderen
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Arbeiten verwendet (Fuljahn, [2010). Fiir die Steuerung der Sensorschiene wurde ein
ProfiLab-Expert-Makro verwendet, welches einen Schrittmotor (Fa. Sanyo Denki mit
RN-Stepp 297, Brall Software) und einen Funktionsgenerator (Fa. TTi, TG330) mittels
eines Messprotokolls steuerte. Der Funktionsgenerator diente als Taktgeber fiir den

Antrieb der Sensorschiene durch den Schrittmotor.

Die Steuerung des Junior-PAM (Fa. Walz, Effeltrich) wurde iiber eine Verbindung zwi-
schen ProfiLab-Expert und WinControl, der Software fiir die Steuerung des Junior-PAM
(Walz, Effeltrich), hergestellt. Die Verbindungen zwischen den Windows-Anwendungen
konnten mit Hilfe eines dynamischen Datenaustausches (DDE) realisiert werden. Fiir
die DDE-Konversation musste eine DDE-Client-Anwendung und eine DDE-Server-
Anwendung definiert werden. Innerhalb der ProfiLab-Expert Anwendung konnte so auf
alle Funktionen des Junior-PAM Messgerates zugegriffen werden. Die Messergebnisse

wurden Ulber diese Schnittstelle visualisiert und abgespeichert.

4.2 Systemvergleich

4.2.1 Allgemeines

Bei dem Systemvergleich wurden verschiedene Reaktortypen mit dem neu konzipiertem
Screeningsystem verglichen. Fiir den Vergleich wurden Kulturflaschen (nicht beliifteter
Erlenmeyerkolben 100 mL), Mikrotiterplatten (96 Well-Platte), Reaktorbeutel (geschlos-
sener und nicht beliifteter Bioreaktorbeutel) und der neu konzipierte Mattenreaktor (siehe

Tabelle [4.1)) eingesetzt.
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Tabelle 4.1: Verwendete Photobioreaktoren fiir den Systemvergleich

Reaktorbeutel

Photobioreaktorsysteme

Mikrotiterplatte Kulturflasche

entwickeltes
Screeningsystem

Eigenschaften

Reaktortyp Schiittlelreaktor
Reaktormaterial Bioreaktormatte
Volumen [L] 0,1
Kultivierungs- o8

dauer [Tage]

Hersteller (Hsin|, 2006))

4.2.2 Algenspezies

Schiittlelreaktor Schiittlelreaktor

Polypropylen Glas
0,0002 0,1
8 28

Carl Roth Schott Duran

Airliftreaktor
Bioreaktormatte
0,1

28
(Hsin|, [2006)

Fiir die Vergleichsuntersuchungen wurde Chlorella vulgaris (211-11) als Referenzalge

kultiviert. Die Kultur wurde von der Experimentellen Phykologie und Sammlung von Al-
genkulturen der Universitat Gottingen bezogen (SAG, 2010).

4.2.3 Kulturmedien

In den Experimenten wurde bei der ,Kontrollvariante® ein ,Diinger-Medium* als Standard

eingesetzt. Hierbei handelte es sich um destilliertes Wasser mit einem Anteil von 20
mLL ™! reinem Flissig-Griinpflanzendiinger des Herstellers Max Bahr (Tabelle [4.2)).
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Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Fliissig-Griinpflanzendiingers vom Hersteller Max Bahr

Element Volumenanteil in mLL™?

N 70
P>,0O, 50
K>O 60
MgO 4

S 10
B 0,1
Cu 0,02
Fe 0,2
Mn 0,1
Mo 0,01
Zn 0,02

4.2.4 Transmissionsmessungen

Die Transmissionseigenschaften der verwendeten Materialien bei den unterschiedlichen
Reaktortypen wurden mit Hilfe eines Perkin Elmer 900 Spektrometers ermittelt. Gemes-
sen wurde das einfache flache Reaktormaterial im Wellenlangenbereich von 300 nm bis
2500 nm.

4.2.5 Berechnung der Wachstumsraten

Die spezifische Wachstumsrate wurde nach einer einfachen Wachstumsfunktion berech-
net (Levasseur et al 1993} lJiang et al., 2011)):

Xy = ebt
Bei Beriicksichtigung eines Startwertes gilt:
Xe = Xo + et
X — Xo = eklt=h)
In(Xy — Xo) = u(t — to)

w= In(X: — Xo)

— (4.1)

mit;

w: spezifische Wachstumsrate (d—1)
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X:: Zellzahl am Ende der exponentiellen Phase (Zellen mL~1)

Xo: Zellzahl am Anfang der exponentiellen Phase (Zellen mL™1)

to: Beginn der exponentiellen Phase (d)

t: Ende der exponentiellen Phase (d)

Bei den Validierungsversuchen wurden fiir den Beginn und das Ende der exponentiellen
Phase feste Zeitpunkte angenommen.

4.3 Systemvalidierung anhand von Screeningbeispielen

4.3.1 Einfithrung und Allgemeines

Die Funktionalitat des Screeningsystems soll anhand von ausgewahlten Experimenten
aus den Bereichen Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen Habitaten,
Stoffstromanalysen in Mikroalgensuspensionen bei Nitrat- und Phosphatverlagerungen
und Phano- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies durchgefiihrt werden.

4.3.2 Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen
Habitaten

4.3.2.1 Einfiihrung und Allgemeines

Besonders die Toleranz gegeniiber Extremstandorten ist haufig eine wichtige wissen-
schaftliche Fragestellung. Deswegen wurde die Toleranz gegeniiber salinen Habitaten un-
tersucht. Bei Toleranzuntersuchungen wird analysiert, wie lange ein Organismus in einer
Umgebung besteht, zwischen welchen Grenzwerten sich die typischen Eigenschaften eines
Organismus dndern und welche quantitativen Auswirkungen dies fiir die an das Habitat
angepassten Organismenpopulation hat. In diesem Teilbereich soll fiir das Screening-
System iiberpriift werden, ob die Bioreaktormatte diesen erxtremen salinen Bedingungen
standhalt und wie sich abgestorbene Algenzellen verhalten. Als saline Habitate und Ex-
tremstandorte wurden Abwasser aus der Diingerproduktion gewahlt.

Mikroalgen sind sehr oft in salinen Gewassern dieser Erde zu finden. Ein Beispiel, dass
Mikroalgen in salinen Habitaten und an Extremstandorten iiberleben, ist an der Spezies
Dunaliella zu erkennen. Sie hat eine beachtliche Salztoleranz und wurde erstmals 1931
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beschrieben (Baas-Becking, 1931)). Beobachtungen zeigen, dass die Mikroalge unter na-
tiirlichen Bedingungen in Gewadssern mit einer Natriumchloridkonzentration von 1 bis 5
mol L1 wachst. Auch in einem pH-Wertbereich von 6 bis 11 ist ein Wachstum zu ver-
zeichnen (Avron and Ben-Amotz, 1992)), (Oren| |2010). Dunaliella salina toleriert unter
natiirlichen Bedingungen Temperaturen zwischen 8 und 35 °C und wadchst optimal bei
Temperaturen zwischen 14 und 30 °C ((Gibor, 1956). 1964 konnten im Toten Meer Du-
naliella Zelldichten von bis zu 40000 Zellen pro mL gezahlt werden. Im GroBen Salzsee
dokumentierte man 1970 maximale Zelldichten von 30000 bis 100000 Zellen mL~! bei
einem Gesamtsalzgehalt von 330 g L™t (Seckbach, [2007]).

4.3.2.2 Algenspezies

Es wurden Mikroalgen verwendet, welche in der Literatur als tolerant gegeniiber extrem
halophilen Umweltbedingungen beschrieben wurden, siehe Tabelle (Seckbach|, 2007)).
Die limnische Alge Chlorella vulgaris (211-11) wurde als Kontrolle verwendet. Die Kul-
turen wurden von der Experimentellen Phykologie und Sammlung von Algenkulturen der
Universitat Gottingen bezogen (SAG, 2010)).
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4.3.2.3 Kulturmedium

Fir die verwendeten Kulturen wurden die Kulturmedien mit destilliertem Wasser und
Chemikalien der Hersteller Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Seelze,
Deutschland) nach den in Tabelle [4.4 und [4.5] abgebildeten Rezepten prapariert. Vor ihrer
Verwendung wurden die frischen Medien bei 121 °C autoklaviert, um einen mdglichst
groBen Schutz vor Kontaminationen zu gewahrleisten. Wie in Tabelle zu erkennen
ist, wurde bei allen Kulturen bis auf Dunaliella salina und Chlorella vulgaris Seawater
als Kulturmedium verwendet. Bei Dunaliella salina wurde das modified Johnson Medium
(siehe Tabelle und bei Chlorella vulgaris das Diingermedium (siehe Tabelle

verwendet.

Tabelle 4.4: Modified Johnson-Medium

Stoff Menge
NaCl 60 g/L
MgCl, * 6 H,O 1,5¢/L
KCl 0,2 g/L
CaC|2 * 2 HgO 0,2 g/L
KNO; 1,4 g/L
NaHCO3; 0,043 g/L
KH,PO, 0,035 g/L
Eisenlosung 10 mL/L
Spurenelemente 10 mL/L
dest. H,O 980 mL/L

Eisenlosung Spurenelemente

Stoff Menge Stoff Menge
NaEDTA 0,189 g/L H3BOs 0,061 g/L

CuCly x 5H,0 0,006 g/L
CoCh x6H,O  0,0051 g/L
ZnCl 0,0041 g/L
MnCl x 4H>O 0,0041 g/L
ph-Wert auf 7,5 einstellen

Die untersuchten Salzstress-Varianten wurden durch den Austausch von destilliertem
Wasser mit salzhaltigem Abwasser erzeugt. Das verwendete Abwasser stammte aus der
Kaliproduktion der K+S AG, Kassel und hatte folgende Salzgehalte: NaCl (122 g L™1),
KCl (37 g L), MgCh (58 g L~ '). Die Wachstumsmedien wurden mit salzhaltigem
Abwasser bis zu der entsprechenden Salzkonzentration aufgesalzen. Der Gesamtsalzge-
halt der einzelnen Varianten ist in Tabelle dargestellt. Es wurden fiinf verschiedene
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Tabelle 4.5: Seawater-Medium

Stoff Menge
NaCl 60 g/L
KCl, 1,5¢g/L
CaS0O, 2g/L
KNO;3 0,1 g/L
KoHPO4 0,1g/L
Bodenextrakt, siehe unten 15 mL/L
Mikrondhrstoffe, siehe unten 2,5 mL/L
dest. H,O 982,5 mL/L

Mikronghrstoffe (1 L)

Stoff Stammldsung Medium
ZnSO4*7H,O 0,1 g/100 mL 1 mL/L
MnSQO4*4H,0 0,1 g/100 mL 2mL/L
H3BO3 0,2 g/100 mL 5 mL/L
Co(NO3)2*6H,0 0,02 g/100 mL 5 mL/L
Nas; MoO,*2H,O 0,02 g/100 mL 5 mL/L
CuSO4*5H,0 0,0005 g/100 mL 1mL/L
destilliertes H,O 981 mL
FeSO,*7H,O 0,7 mL/L
EDTA (Titriplex III) 0,8 mL/L

Bodenextrakt (1 L)
Fir die Herstellung von 1 L Bodenextrakt muss 2 L herkommlicher
Boden in ein GefaB gegeben und mit destilliertem Wasser bis 5 cm
oberhalb des Bodens aufgefiillt werden. Das Gemisch wird innerhalb von
24 Stunden zwei Mal fiir eine Stunde autoklaviert und anschlieBend filtriert.
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Abwasserkonzentrationen getestet: 0 % (Kontrolle), 12,5 %, 25 %, 50 % und 75 %
(LL™') (bezogen auf das Volumen des Kulturmediums). Tabelle stellt die daraus
resultierenden Salzgehalte tabellarisch dar.

Tabelle 4.6: Salzkonzentration und Abwasseranteil in Wachstumsmedien

Grundmedium Anteil des Abwassers im Wachstumsmedium [% (LL™Y)]
0 12,5 25 50 75

Salzkonzentration im Wachstumsmedium [g L™?]
Seawater 61 92 123 186 249
modified Johnson 62 93 124 187 249
Diingermedium 61 54 93 171 249
destilliertes Wasser 01 54 93 171 249

4.3.2.4 Salzanalytik

Die Salzanalythik wurde mit einem optischen Emissionsspektrometer mit induktiv gekop-
peltem Plasma (ICP-OES) durchgefiihrt. Um den intrazelluldren Magnesiumgehalt zu
bestimmen, wurden die Algen lyophilisiert und anschlieBend mittels ICP-OES analysiert.
Natrium- und Kaliumgehalt wurden mittels Flammenphotometer (FPM) bestimmt, um
eine Interferenz der Emmission, verursacht durch hohe Plasmatemperaturen des |CP-
OES, zu vermeiden (Robinson et al., 2005)). Fiir beide Methoden wurden 50 mg der
Proben fiir 12 Stunden bei 480 °C verascht. Nach der Abkiihlung wurde 1 mL Salpeter-
saure (1:3) hinzugegeben. Nach weiteren 10 Minuten wurden 9 mL destiliertes Wasser

hinzugegeben und die Probe im AnschluBB gefiltert.

4.3.2.5 Datenanalyse

Die Datenanalyse wurde mittels Linearer Regressions-Modelle mit Hilfe der Statistik Soft-
ware R durchgefiihrt (R, 2006)). Da in der Wachstumsphase fiir einen gewissen Zeit-
abschnitt ein lineares Wachstum unterstellt werden konnte wurden fiir diesen Zeitraum
lineare Modelle genutzt um einen salzgehaltabhangigen Wachstumsvergleich wahrend der
Wachstumsphase zu zeigen. Dies wurde mit Hilfe der Funktion 'Im’ des Packetes 'stats’
errechnet (R, 2006).
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4.3.2.6 Durchfiihrung der Experimente

Die Versuche wurden in dem neu entwickelten Einweg-Photobioreaktor durchgefiihrt.
Die Salztoleranz der Mikroalgen wurde dabei mit zwei verschiedenen Versuchsansadtzen
untersucht: (i) Salzschockexperimente und (ii) Aufsalzungsexperimente.

(i) Salzschockexperimente:

Fiir die Salzschockexperimente wurden die Mikroalgen zunachst in ,Seawater-Medium®
kultiviert, bevor die gewiinschte Salzkonzentration im Kulturmedium eingestellt wurde.
In parallelen Versuchen wurden die Effekte von Temperatur, Belichtung und Abwasser-
konzentration auf das Algenwachstum untersucht. Die Temperaturvarianten betrugen
23 °C und 30 °C, die PPFD 15 umol m=2s~! und 37 umol m=2s~1. In jeder Variante
wurden vier verschiedene Wachstumsmedien angewendet. Die Anzahl der Wiederholun-
gen pro Variantenkombination war zwei. Jedes Wachstumsexperiment dauerte 10 Tage.
In den Experimenten wurde die Populationsdichte am Anfang auf 15 x 10° Zellen mL~!
vereinheitlicht. Dies ermdglichte die Messung der Salzeffekte auf die Wachstumsphase

(maximale Wachstumsrate).

(ii) Aufsalzungsexperimente:

Die Aufsalzungsexperimente wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben auf einem Schiitt-
ler (100 min~!) durchgefiihrt, da eine tagliche Aufsalzung in dem neu entwickelten
Einweg-Photobioreaktor zu dem Zeitpunkt noch nicht realisierbar war. Die getesteten
Kulturen wurden anhand der Ergebnisse des vorherigen Schockexperimentes ausgewahlt.
Es wurden die Kulturbedingungen gewahlt, welche ein maximales Wachstum bei groBt-
moglichem Salzanteil zeigten (23 °C und 37 umol m2s~' PPFD). Die Anzahl der
Wiederholungen pro Variantenkombination war zwei. Die Kultur der Algenarten wurde
vergleichend zum Salzschockexperiment kultiviert. Im Abstand von zwei Tagen wurde
der Salzwasseranteil des Wachstumsmediums von 0 % (Kontrolle) auf 90 % (LL™!)
um 10 % (LL™') erhoht. Ebenso wurde die Biomassekonzentration der Algensuspensi-
on bestimmt. Insgesamt wurden die Mikroalgen in diesen Experimenten 30 Tage kultiviert.

Die Biomassekonzentration wahrend der Kulturdauer wurde durch die Messung der opti-
schen Dichte (Extinktion) bei 850 nm bestimmt. Die Kalibrierung der Extinktionsmessun-
gen wurde mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer durchgefiihrt. Fiir die Umrechnung von
der Extinktion auf Zellen pro mL wurde eine lineare Umrechnungsfunktion bestimmt.
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Die Kultivierung von D. salina wurde in beiden Experimenten (i und ii) in einem Wippre-
aktor ohne Begasung durchgefiihrt. In diesem System wurden die gleichen Einwegmatten
verwendet, die auch im neu entwickelten Screening-System verwendet wurden. GroBe
und Volumen waren jeweils identisch, lediglich eine Begasung der Algensuspension wur-
de nicht durchgefiihrt. Die dadurch resultierende geringere Kohlendioxidkonzentration in
dem geschlossenem Wippreaktor wurde durch die kurze Wachstumsperiode und durch die
Zugabe von einem Carbonatpuffer (Ammoniumcarbonat 345 mg L~!) ausgeglichen.

4.3.3 Stoffstromanalysen in Mikroalgensuspensionen bei Nitrat-

und Phosphatverlagerungen
4.3.3.1 Einfiihrung und Allgemeines

Ein wichtiges Kriterium fiir die Funktionalitat eines Screnningreaktors ist die Einsetzbar-
keit unter nicht sterilen und mikrobiologisch belasteten Medien. Besonders die Sensorik
und die mégliche Auswertbarkeit der Sensorikdaten ist dabei von Bedeutung. Zur Uber-
prifung dieser wichtigen Kriterien wurde ein Abwasserscreening beziiglich wichtiger
Nahrstoffe (Nitrat und Phosphat) durchgefiihrt.

Seit 50 Jahren wird im Bereich Abwasserreinigung durch Mikroalgen geforscht (Oswald
and Golueke, [1960f Oswald et al., 1978} [Tam and Wong| 1989, |1990; [Lau et all,
1995; Woertz et al., 2009} Li et al) 2011). Diese Studien beinhalten Behandlungen
von Abwasser in verschiedenen Stadien des Reinigungsprozesses einer Kldaranlage mit
Mikroalgen. Die Abwasser sind zum Beispiel Belebtschlamme, Faulschlamme, Abfliisse
aus Nachklarbecken, industrielle Abwasser sowie Haushaltsabwasser. Eine Zusammenfas-
sung dieser Arbeiten gibt Tabelle [4.7] wieder. Die meisten Studien beschaftigen sich mit
SiiBwasseralgen wie Chlorella vulgaris. Da verfiigbare Wasserressourcen zum gréBten Teil
in den Meeren als Salzwasser zu finden sind, hdtte eine Abwasserbehandlung mit marinen
Mikroalgen den Vorteil, dass diese auch in salinen Abwassern iiberleben und dass hier-
durch bei einer notigen Verdiinnung nicht mit Trinkwasser gearbeitet werden miisste. Die
Organismen in salzhaltigen Gewassern sind zudem besser an extreme Habitate angepasst.
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Tabelle 4.7: Vergleichende Untersuchungen zu Stoffstromanalysen in Mikroalgensuspensionen bei
Nitrat- und Phosphatverlagerungen

Organismen Abwasser Analysen Kulturdauer (d) Quelle
limnische marine P NOZ weitere
NHy,
Chlorella Hau§halts— X N, 14 Li et al 2011
sp. abwasser CSB
Chlorella
. Belebt- und
g;/renO/do— Faulschlamm X N 11 Cheung and Wong, |1981
vorgeklartes
Chiorella Haushalts- X X NH,, 10 Lau et al} |1995
sp. CSB
abwasser
geklartes Abwas-
Chiorella ser X N 18 Woertz et al., 2009
sp. aus dem Nach-
kldrbecken
vorgeklartes
Botry?coccus Haushalts- X NH,, 10 Sawayama et al., 1992
braunii NO>
abwasser
Chlorella vorgeklartes
pyrenoido- Haushalts- X X NH, 6-10 Tam and Wong| {1989, {1990
sa abwasser
Scenedesmus vorgeklartes
s Haushalts- X X NH, 6-10 Tam and Wong, |1989} 11990
p- abwasser
vorgeklarter
Botryococcus Schweine- X NH, 12 An et al., 2003
braunii o N
fllissigmist
Phormidium )
bohneri Fischfarm- X X N, 27 Dumas et al., 1998
) abwasser CSB
(Cyanobakterium)
Chlorella
vulgaris, vorgeklarter
Scene- Schweine- X X NH, 9 Gonzalez et al., [1997
desmus fliissigmist
dimorphus
Scenedesmus
intermedi- BOld.S Basal X NH, 10 Jimenez-Perez et al., 2004
Medium N
us
Nanno-
chloropsis BO|d.S Basal X NH, 10 Jimenez-Perez et al., 2004
Medium N
sp.
Nanno- Haushalts-
chloropsis abwdsser,  Sea- Lipide 10 Jiang et al.l 2011
sp. water Medium

60




4.3 Systemvalidierung anhand von Screeningbeispielen Material und Methoden

Aufgrund steigender Bevdlkerungsdichten und der Industrialisierung treten besonders in
Entwicklungslandern immer haufiger Probleme auch mit herkommlichen Haushaltsabwas-
sern auf. Kldranlagen in Entwicklungslandern fehlen haufig biologische Reinigungsstufen.
Durch die Nachbehandlung von Haushalts- und Industrieabwassern kann verhindert wer-
den, dass eine hohe Menge an Nahrstoffen, besonders Phosphat und Nitrat, direkt in die
Umwelt gelangt. Dies verhindert eine Euthrophierung von Fliissen, Seen und Meeren (Lau
et al., (1995 Trépanier et al., [2002) und eine direkte Verschmutzung der Trinkwasser-
Ressourcen im groBen MaBstab (Montaigne, 2002)). Neben diesen Gesichtspunkten ist
eine Riickgewinnung von Phosphaten und Nitraten ebenfalls von Interesse. Mikroalgen
konnen bei der Abscheidung dieser beiden Nahrstoffe einen Beitrag leisten (Di Termini
et al., 2011)).

Ziel des Teilbereiches dieser Arbeit war die Einsetzbarkeit des Reaktorsystems fiir die
Abwasserreinigung. Der spezielle Fokus lag hier bei der Sensorik. Weiterhin sollten die
Wachstumsraten, Biomassekonzentrationen, photosynthetische Aktivitaten und das Rei-
nigungspotential im Hinblick auf Nitrat und Phosphat erarbeitet werden. Ferner sollte bei
Vorhersagemodellen beziiglich der Phosphat- und Nitratgehalte mittels spektrometrischen

Methoden (Extinktion) entwickelt werden, um ein in-situ Screening zu ermdglichen.

4.3.3.2 Algenspezies und Kulturmedium

Bei der Untersuchung der Stoffstrome von Phosphat und Nitrat in Abwassern wurde
Nanochloropsis salina (40.85) in Seawater-Medium vorkultiviert. Die Kultur wurde von der
Experimentellen Phykologie und Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottingen,
bezogen (SAG, 2010)

Die Abwasserproben stammten aus einer Kldranlage fiir herkdmmliche Haushaltsabwasser
der VIT University, Vellore, Tamil Nadu, Indien. Die Abwasserproben wurden nach der
mechanischen Reinigungsstufe entnommen und fiir die Versuche bei 4 °C gelagert, damit

Abbauprozesse bakterieller Art vermindert wurden.

4.3.3.3 Phosphatanalyse

Bei dieser Methode bildet Ammoniumheptamolybdat mit dem Phosphat einen Komplex,
der durch das Sulfit zu Molybdanblau reduziert wird. Das Hydrochinon unterbindet
dabei die Polymerisation der Molybdate. Die Intensitat der Molybdanblaufarbung ist
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proportional zum komplexgebundenen Phosphat. Fiir die Analyse wurden zundchst drei
Stammldsungen angesetzt.

Losung A: 0,825 g Ammoniumheptamolybdat gelost in 17,5 mL destilliertem Wasser
und 12,5 mL Schwefelsdure (3,75 M).

Losung B: 0,75 g Eisen(ll)-Sulfat, 12,35 mL destilliertes Wasser und 0,15 mL Schwefel-
saure (3,75 M).

Kalibrierlosung: Fiir die Erstellung der Kalibrierfunktion wurde eine 10 mM
Natriumdihydrogenphosphat-Stammldsung erstellt.

Fir die Messung wurden 1,5 mL der gefilterten Probe mit 1,2 mL von Losung A und 0,6
mL von Losung B vermischt. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde im
Anschluss die Extinktion bei 546 nm gemessen. Als Referenz diente destilliertes Wasser.
Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurde als Stammlésung 10 mM Natriumdihydro-
genphosphat benutzt. Die Daten wurden mit Hilfe eines Modellansatzes von |Fiske and
Subbarow, (1925)) ausgewertet. (Vereinfachung nach Homeyer et al.| (1989))).

4.3.3.4 Nitratanalyse

Die Vor-Ort-Nitratanalyse wurde nach |Perkampus (1986)) und Kolle (2001)) durchgefiihrt.
Natriumsalicylat reagiert mit Nitrat-lonen in einem saurem Milieu durch die Zugabe von
Schwefelsaure zu Nitrosalicylsdaure. Durch Zugabe von alkalischer Seignettesalzldsung
wird das Medium basisch und es entsteht gelbes Nitrosalicylat. Ahnlich wie bei der
Phosphatbestimmung erzeugt hier die Nitrosalicylatkonzentration die konzentrationsab-
hangigen Farbungen. Die Auswertung der Daten erfolgt in gleicher Weise wie bei der
Phosphatanalyse.
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4.3.3.5 Chlorophyll-Fluoreszenzmessung

Fiir die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz der Algensuspension wurde das Chlorophyll-
Fluorometer Junior-PAM (Walz, 2011) eingesetzt. Die photochemische Aktivitdt des
Photosystems Il (PS Il) wurde durch die maximale Quantenausbeute des PS Il nach
einer Dunkeladaption von 15 Minuten gemessen:

(Fm — Fo)/Fm = F,/F,: maximale Quantenausbeute des PS I (-)

Fo: Grundlevel der Chlorophyll-Fluoreszenz (-)

F,: variable Chlorophyll-Fluoreszenz (-)

F: maximale Chlorophyll-Fluoreszenz (-)

4.3.3.6 Datenanalyse

Zur Feldanalyse der Daten wurde die Korrelation der Extinktionspektren mit den Nitrat-
und Phosphatgehalten (Laborwerte) berechnet und in ein Vorhersagemodell beziiglich
Phosphat- und Nitratgehalte iiberfiihrt.

In Tabelle ist der Aufbau eines Datensatzes dargestellt, welcher aus den Messun-
gen des Nitrat- und Phosphatgehaltes sowie den dazugehorigen Absorptionspektren re-
sultierte. Jede Datensatznummer bzw. jede Zeile im Datensatz spiegelte eine separate
Messung wieder. Die Spalten Phosphat und Nitrat gaben die Vor-Ort-Messergebnisse
der Nitrat- und Phosphatgehalte wieder. In allen weiteren Spalten wurde das Absorp-
tionspektrum wellenlangenspezifisch (Wellenlangenbereich: 340 bis 860 nm) dargestellt.
Fir die Bestimmung der Nitrat- und Phosphatgehalte mittels Absorbtionspektren im Wel-
lenlangenbereich von 350 nm bis 860 nm wurde der Datensatz in einen Lern- und einen
Testdatensatz aufgeteilt.

Der Lerndatensatz wurde zufallig aus dem gesamten Datensatz ausgewahlt. Der Lern-
datensatz hatte 104 Datenzeilen und beinhaltete 74 % der Gesamtdaten. Die zufillig
nicht gewahlten Daten bilden den Priifdatensatz mit 36 Datenzeilen.

Die gemessenen Spektraldaten des Lern- bzw. Priifdatensatzes wurden mit dem Statis-
tikprogramm R (R, 2006)) verarbeitet und ausgewertet. Nach Einlesen der Daten wurde
sie iiber den jeweiligen Spaltenmittelwert normiert. Im Anschluss wurde der Savitzky-

Golay Filter mit der 1. Ableitung angewendet. Als weiterer Verarbeitungschritt wurde die
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Tabelle 4.8: Datensatz der Nitrat- und Phosphatgehalte und deren Absorptionsspektren

Datensatz-Nummer Phosphat

mM
1 0.198
0.143
3 0.209
139 0.102
140 0.027

Nitrat
mM
0.668
0.476
1.932

0.393
0.345

Absorption bei Wellenldnge (nm)

350
0.120
0.171
0.134

0.969
1.167

351 ... 860
0.120 ...... 0.082
0.171 ... 0.101
0.134 ... 0.901
0.969 ..... 0.707
1.166 ..... 0.778

Orthogonale-Signal-Korrektur [[| gewahlt. Nach diesen Vorverarbeitungsschritten wurde

eine ,Partial Least Squares Regression” (PLSR) [ mit Hilfe der Funktion ,plsr* angewen-

det. Eine zusatzliche Validierung wurde liber das ,Leave one out” Prinzip realisiert. Um

eine optimale erklarte Varianz mit der Funktion RandomForrest zu erreichen, wurden die

Vorverarbeitungsschritte getrennt angewendet. Eine Kombination der drei Vorverarbei-
tungsschritte wurde nicht durchgefiihrt (R, 2006]).

!Die Orthogonale Signal Korrektur (OSC) ist eine Datenvorverarbeitungstechnik, die Informationen ent-
fernt, die nicht mit der gewahlten Zielvariable korrelieren. Sie wurde von |Wold et al.| (1998]) eingefiihrt,
um die systematische Varianz der Spektraldaten die unkorreliert oder orthogonal zur ZielgréBe sind, zu
untersuchen. Die Technik basiert auf einer Hauptkomponentenanalyse (PCA). Da durch experimentelle
Fehler die Relation der Hauptkomponenten zueinander gestort werden kann, werden durch den OSC
Filter die unkorrelierten Informationen entfernt und die Struktur der Hauptkomponenten verbessert.

2Partial Least Squares ist eine in der Chemometrik oft genutzte Regressionsmethode. Das Prinzip der
multivariaten Kalibrierung ist die simultane Benutzung unabhangiger Variablen x4, ...., X, um eine oder
mehrere abhangige Variablen yy, ...., ¥» zu quantifizieren. Die Methode basiert auf der Zerlegung einer
latenten Variable die in Relation zu zwei Variabelblocken steht, die Spektrale aber auch ZielgroBen
beinhalten. Durch eine multivariate Kalibrierungsmethode wie Partial Least Squares (PLS) Regression
ist es moglich, ein Modell adjustiert zu einer Zielvariable zu erstellen (Wold et al., [1998)).
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4.3.4 Phdno- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies
4.3.4.1 Einfithrung und Allgemeines

Bei wissenschaftlichen Untersuchungen sind in vielen Fdllen die Organismen nicht be-
kannt. Aus diesem Grund wurde eine Untersuchung durchgefiihrt, um eine unbekannte
Mikroalge mit Hilfe des Screeningsystems zu Geno- und Phanotypisieren (Goering|, [2000)).
Durch ein phdnotypisches Verfahren wird die Charakterisierung eines Organismus auf der
Grundlage seines momentanen Erscheinugsbildes erstellt. Verschiedene Methoden kon-
nen als Grundlage fiir die Phanotypisierung eingesetzt werden, wie beispielsweise Wachs-
tumsparameter, elektronenmikroskopische Aufnahmen, biochemische Eigenschaften usw.
Ein Nachteil der phanotypischen Verfahren basiert auf der teilweise stark variablen Ex-
pression der Gene, deren Genprodukte fiir die Phanotypisierung herangezogen werden
(Arbeit, 1995)). Beispielsweise kann eine Veranderung der Kulturparameter die Expres-
sion von vielen Genen und dadurch auch den Phadnotyp beeinflussen (Nazarowec-White
and Farber, [1999). Diese Variationen lassen sich durch standardisierte Kulturbedingun-
gen verringern aber nicht komplett ausschlieBen. Ein weiterer Nachteil ist die reduzierte
Differenzierbarkeit von Mikroorganismen durch eine phanotypische Methode (Diinnebier,
2006)).

Bedingt durch die Nachteile bei phanotypischen Verfahren ergibt sich ein Bedarf an wei-
teren Methoden fiir die Charakterisierung von Organismen. Seit den 80er Jahren wurden
aus diesem Grund molekularbiologische Verfahren entwickelt und eingesetzt um diesen
Bedarf zu decken (Schaberg et al., [1981)). Diese Verfahren dienen der Beschreibung des
Genotyps eines bestimmten Organismus. In dem Genom werden alle Charakteristika be-
schrieben, welche in der genomischen DNA niedergelegt sind (Goering|, 2000)). Fiir eine
genotypische Einordnung von Mikroalgen sind ribosomale RNAs (rRNA) sowie ihre kodie-
renden Gene (rDNA) gut geeignet. Die rRNAs bilden zusammen mit weiteren Proteinen
die Ribosomen, welche die Proteinsynthese aus der DNA verantwortlich sind. Die Gene
sind daher in allen Lebewesen stark konserviert und lassen sich so fiir phylogenetische Stu-
dien universell nutzen. Die hoch konservierten Sequenzbereiche der rRNAs bieten einen
groBen Vorteil in phylogenetischen Studien. Die Sequenzen in den konservierten Berei-
chen blieben iiber viele Generationen und Organismengruppen unverdandert, so dass das
Amplifizieren der rDNA mittels universeller PCR-Primer moglich ist. In der Literatur wird
haufig mit der Sequenz der 18S rRNA gearbeitet. Mit Hilfe der Sequenz der 185 rRNA

und universellen Primern konnten Sequenzen von Arten gefunden werden, die zuvor noch
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unbeschrieben waren (Lépez-Garcia et al., 2001; Moon-van der Staay et al|, [2001)).

IST-1 IST-2
NTS ETS 18s \ 58s/ 288
/L

1 kb

Abbildung 4.6: rDNA-Transkriptionseinheit (verandert nach Hillis and Dixon|, [1991)

In Abbildung ist eine rDNA-Transkriptionseinheit eines eukaryotischen Genoms darge-
stellt. Sie werden von NTS-Bereichen getrennt. Zwei |'TS-Bereiche unterteilen die Gene
fiir die 18S; 5,8 S und 28S -rDNA. Hiervor liegt der ETS-Bereich, welcher zu dem nicht-
funktionalen Teil des Genoms gehort. Ein DNA-Abschnitt kann in vitro sehr stark mit
einer Polymerasekettenreaktion (PCR) vermehrt und mittels Agarose-Gel-Elektrophorese
getrennt und detektiert werden (Reinhard, 2010)).

Die Nukleotid-Abfolge in einem DNA-Molekiil wird durch eine DNA-Sequenzierung
bestimmt. Seit 1995 konnte durch DNA-Sequenzierung das Genom von iiber 1000
(Stand: 2010) verschiedenen Organismen analysiert werden. Dariiber hinaus ist die DNA-
Sequenzierung als analytische Schliisselmethode aus einem molekularbiologischen Labor-
betrieb heute nicht mehr wegzudenken (Pettersson et al., 2009)). Es gibt heute mehrere
Verfahren zum Ablesen der Sequenzinformation von einem DNA-Molekiil. Die Didesoxy-
methode nach Sanger stellt eine enzymatische Methode dar (Sanger et al., [1978)). Eine
Bestimmung von Organismen ist mdglich, indem ein Sequenzvergleich der erhaltenen
rDNA-Sequenzen mit bereits veroffentlichten Sequenzen durchgefiihrt wird. Hierfiir ste-
hen wiederum verschiedene Methoden zur Verfiigung. Ein haufig benutzter Algorithmus
zur Suche nach Sequenzdhnlichkeiten ist der BLAST-Algorithmus. Dieses ,Basic Local
Alignment Search Tool” geht auf bioinformatische Arbeiten am NCBI (National Center
for Biotechnology Information) zuriick (Altschul et al., [1990)). Der Erfolg dieser Methode
ist in der Geschwindigkeit begriindet,in der die groBen Datenmengen durchsucht werden
(Knoop and Miiller, [2008). Das Verfahren hat Grenzen, da durch die Bestimmung mit
rDNA nur eine grobe Zuordnung maoglich ist.
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4.3.4.2 Wachstumsuntersuchungen

Fir die Phanotypisierung wurden verschiedene Wachstumsraten bestimmt, wobei die spe-
zifischen Wachstumsraten in den ersten neun Kultivierungstagen nach Formel [4.1] berech-

net wurde.

4.3.4.3 Mikroskopische Untersuchungen

Bei den mikroskopischen Untersuchungen wurden lichtmikroskopische, sowie rasterelek-
tronenmikroskopische Aufnahmen verwendet. Die Aufnahmen wurden mit einem Licht-
mikroskop bei 400-facher und 1000-facher-VergroBerung gemacht. Die rasterelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen konnten im Laser Zentrum Hannover durchgefiihrt werden,
wobei zwei verschiedene Methoden verwendet wurden (Mulisch, 2010; |[Rottmayr, 2001)).
Bei der ersten Methode wurde die Algensuspension direkt auf einen Objekttrager gegeben
und mit Gold in folgender Weise besputtert:

1. Auftragung der Algensuspension (50 % (LL™!) K+S-AbstoBlosung) auf einen spe-
ziellen Objekttrager

2. Trocknung mittels Raumluft (24 Stunden)

3. Besputterung (5000M, Polaron) mit Gold

4. Aufnahme im Rasterelektronenmikroskop (Quanta 400FE, FEI)

Bei der zweiten Methode wurden zwei Fixierungs-Schritte und eine Trocknung mittels
Kritischer-Punkt-Trocknung durchgefiihrt. Die Fixierung wurde in zwei Fixierungsschrit-
te getrennt. Der erste Fixierungsschritt wurde direkt im Kulturmedium durchgefiihrt.
Ohne Zentrifugation wurde 100 plL einer Glutaraldehyd-Lésung (250 mLL™!) zu 400
pL Algensuspension (in Kulturmedium: 500 mLL~! K+S-AbstoBlésung) hinzugegeben.
Hierdurch wurde ein Vorfixierungsgemisch aus Glutaraldehyd (50 mLL™!) in 500 mLL?
K+S-AbstoBlosung erzeugt. Die Fixierung erfolgte 15 Minuten bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde diese fixierte Losung auf einen Objekttrager aufgetropft, mit einem
Deckglas abgedeckt und in fliissigem Stickstoff eingelegt. Mit Hilfe einer Rasierklinge
wurde das Deckglas wiederum entfernt. In einem zweiten Fixierungsschritt wurde der
Objektriger in ein Fixierungsgemisch aus 2 % LL™! OsO, in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer
(pH 7,2) fiir 15 Minuten inkubiert. Die Entwasserung erfolgte nacheinander fiir jeweils
5 Minuten in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen (25 % (LL™1), 50 % (LL™!), 75 %
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(LL™1) und 99 % (LL™1)). AnschlieBend erfolgte die Trocknung mittels Kritische-Punkt-
Trocknung. Zusammenfassend ergaben sich folgende Arbeitsschritte:

1. Erste Fixierung in Kulturmedium mit 5 % (LL™!) Glutaraldehyd

2. Auftragung der Probe auf einen speziellen Objekttrager

3. Zweite Fixierung in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,2) mit 2 % (LL™!) Osmium-
tetroxid

4. Trocknung mittels Kritischer-Punkt-Trocknungsanlage

5. Besputterung Sputter (5000M, Polaron) mit Gold

6. Aufnahme im Rasterelektronenmikroskop (Quanta 400FE, FEI)

4.3.4.4 DNA-Extraktion und PCR mit Agarosegelelektrophorese

Fiir die Genotypisierung wurden molekularbiologische Standardverfahren angewendet. Bei
der Extraktion und Aufreinigung der DNA aus der Ursprungsprobe wurde das Kit ZR
Plant/Seed DNA MiniPrep verwendet (Research, 2011). Fiir die DNA Extraktion aus
den Organismen des Probenmaterials, die sich in flissigem Medium befanden, wurden
die festen Bestandteile zuerst abzentrifugiert. Die Zentrifugation wurde fiir 5 Minuten in
15 mL Zentrifugenréhrchen mit einer Bench-Top Zentrifuge bei 8000 x g durchgefiihrt.

Fiir die Vervielfaltigung der 18S rRNA kodierten Regionen der genomischen DNA wurde
ein PCR-Ansatz wie folgt erstellt: 10 uL 2x Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix (Finnzymes| 2011)), 8,5 uL H,O, 0,5 uL Primer (2683: AACCTGGTTGATCCT-
GCCAGT), 0,5 uL Primer (2684: TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC) und 0,5 ulL
DNA-Losung.

Es wurden PCR-Reaktionen mit Primern [Eurofins (2011]) durchgefiihrt, die unspezifisch
an die 18S-Bereiche eukaryotischer DNA binden, sogenannte modifizierte Primer (Medlin
et al., [1988)). Im einzelnen:

2683 Primer A 5'-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3" (Medlin et al., 1988)

2684 Primer B 5'-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3" (Medlin et al., 1988)

Die PCR wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt, siehe Tabelle [4.9]

Mittels einer Agarosegelelektrophorese wurde die Durchfiihrung der PCR iberpriift. Die
DNA-Proben wurden auf ein 1-prozentiges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch

aufgetrennt (Aaij and Borst, [1972)). Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer angesetzt. Als
Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die DNA-Proben wurden mit dem 0,1fachen Volumen
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Tabelle 4.9: Standard PCR-Programm in einem Thermocycler (Tpersonal, Biometra) in 0,2 mL
ReaktionsgefiaBen

Arbeitsschritt Temperatur (°C) Zeit (S)
1 Initiale Denaturierung 98 60
2 Denaturierung 98 5
3 Primerhybridisierung 57 5
4 Primerverlangerung 72 40
Schleife mit 40 Zyklen ab Schritt 2
5 Exponentielles Anwachsen 72 60
6 Pause 10 -

an 10x Ladepuffer versetzt und die Geltaschen beladen. An das Gel wurde eine Spannung
von 80 - 120 V angelegt. Die aufgetrennten Banden konnten ausgeschnitten und die
Nukleinsaure daraus eluiert werden. Fiir die Extraktion der DNA aus dem Gelstiick wurde
das Kit NucleoSpin Extract Il verwendet (Macherey-Nagel, 2011}).

Folgende chemische Komponenten und Konzentrationen wurden eingesetzt:

e Agarose

e Ethidiumbromidldsung (Endkonzentration im Gel: 13 ng/mL)

e 50x TAE-Puffer (48,4 g Tris-Base, 11,42 mL Eisessig, 20 ml 0,5 M EDTA)

e 1x TAE-Puffer (1 mM Guanosin (0,28 g/L))

e 5x Proben-/Laufpuffer (60 mL destilliertes Wasser, 36 ml Glycerin, Spatelspitze
Bromphenolblau)

e DNA-GroBenmarker: Lamda/Pstl, (Fermentas, 2011))

4.3.4.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von einer Sequenzierungsfirma (Seqlab, 2011) durch-
gefiihrt. Hierfiir wurde in einem 0,2 mlL ReaktionsgefaB 5 wl der aufgereinig-
ten Plasmid-DNA mit 2 ulL des Sequenzierungsprimers [2684] Primer B 5'-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3' versetzt (Medlin et al., [1988)
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4.3.4.6 Datenanalyse

Der Vergleich der ermittelten Sequenzdatenf| mit Datenbankeintrigen wurde mit dem
Blast-Algorithmus (Altschul et al., |1990) durchgefiihrt. Dieser ist iiber die Internet-
Seiten des NCBI (NCBI, 2011)) abrufbar. Die Suche erfolgte mit Standardeinstellungen
des BLASTn-Algorithmus in der ,Nucleotide collection” (nr/nt)-Datenbank. Mit dem
Programm MEGA wurde die Daten phylogenetisch analysiert (Tamura et al| 2011)). Bei
dem frei verfiigbaren Programm wurden die Parameter auf den Standardeinstellungen
gelassen (gap opening penalty 15, gap extension penalty 6,66). Durch eine Bootstrap-
Analyse wurden 1000 zufadllige Datensatze erstellt, die fiir eine Stammbaumberechnung
genutzt wurden. Die prozentualen Bootstrapwerte an den Knoten gaben an, wie oft dabei

ein gegebener Ast des Stammbaums wiedergefunden wurde (Knoop and Miiller, 2008)).

3Die bioinformatische Analyse der Sequenzierungsdaten beinhaltet einerseits einen Vergleich der ermit-
telten Sequenzdaten mit Datenbankeintrdgen und zum anderen eine phylogenetische Einordnung.
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5 Ergebnisse

5.1 Entwicklung des Screeningsystem-Prototyps

5.1.1 Photobioreaktor-Prototyp
5.1.1.1 Systemaufbau Standardreaktor

Das entwickelte Einweg-Photobioreaktor-System besteht aus einem Gehduse und einem
Klemmprofil. Abbildung[4.1]zeigt das Komplettsystem. In Abbildung[5.2]ist ein Ausschnitt
des Screening-Systems mit zehn Reaktorschlauchen ohne Gehduse- und Klemmprofil in

Seiten- und Frontansicht dargestellt.

5.1.1.2 Systemaufbau Wippreaktor

Fiir scherkraftanfallige Mikroalgen ist das neu entwickelte Screeningsystem abgeandert
worden (siehe Abbildung [5.1]). Die Durchmischung wird bei diesem System nicht durch
die Begasung gewahrleistet sondern durch eine von einem Exzentermotor erzeugte Wipp-
bewegung. Eine Begasung findet hierbei nicht statt.

5.1.1.3 Systemeigenschaften Reaktormatten

Diese Reaktormatten bestehen aus Polyethylen (PE) mit einer Innenbeschichtung aus
Ethylenvinylacetat (EVA). In der kommerziellen Anwendung werden diese Plastikmatten
fiir die Verpackungsindustrie hergestellt. Dies ermdglicht auch den sehr geringen Herstel-
lungspreis. Die Skizze [5.2] verdeutlicht die Anordnung des Messkopfes auf der beweglichen
Messschiene. In der Seitenansicht ist zu erkennen, wie die Begasungsluft iiber die Beliif-

tungsregler reguliert wird.

Abbildung [5.3] zeigt die Transmissionseigenschaften der verwendeten PE-EVA Matten. Im
Mittel iber den gesamten Messbereich (300 nm - 2500 nm) liegt die Transmission bei 87
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Algensuspension
g P Exzentermotor

Abbildung 5.1: Skizze des eingesetzten Wippreaktors

— Luftzufuhr _—

¢ Beliaftungsregler 3
(wiederverwendbar)

= =
o il Wi
TR

Seitenansicht Frontansicht

Abbildung 5.2: Seiten- und Frontskizze der eingesetzten Reaktorschlauche
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Abbildung 5.3: Transmission der PE-EVA-Matten

%. Fiir die einzelnen Strahlungsbereiche unterteilt, ergibt sich fiir die UV-Strahlung (300
nm - 420 nm) eine Transmission von 87 %, fiir die VIS-Strahlung (420 - 780 nm) eine
Transmission von 90 % und fiir die NIR-Strahlung (780 nm - 2500 nm) eine Transmission
von 87 %. Im photosynthetisch wichtigen Spektralbereich wird die Lichtintensitdt durch
das Material um ungefihr 10 % geschwicht.

5.1.1.4 Begasung und Durchmischung

Die Funktionsweise des Einweg-Photobioreaktor-Systems beruht auf dem Airliftprinzip.
Wie in Abbildung [5.4] dargestellt, wird die Raumluft mittels einer Pumpe (Seliger], [2011))
angesaugt, anschlieBend sterilgefiltert und liber eine Befeuchtungsflasche befeuchtet
a). Die Durchflussmenge wird reaktorrdhrenspezifisch mittels Beliiftungsregler gleichma-
Big auf 13 L h™! bei 0,014 10° Pa eingestellt und in die Matten einseitig eingedriickt.
Die in die Reaktorrohre einstromende Raumuft verdrangt die Algensuspension bis zur

Knickfalte b-c).

In dem Moment, wenn die gesamte Algensuspension auf einer Schlauseite ist, ist der

73



5.1 Entwicklung des Screeningsystem-Prototyps Ergebnisse

ReaktorrGhren-
auslass
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Pumpe
Knickfalte

Abbildung 5.4: Begasungsprinzip der Einzelschlauche
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Druck der einstromenden Raumluft maximal und gleich der Gewichtskraft der Algen-
suspension. Da die Pumpe weiterhin Raumluft in die Reaktormatte driickt, verandert die
Pumpe ihre Kennlinie und ermdoglicht, dass Luftblasen an der Knickfalte entstehen und in-
nerhalb der Algensuspension aufsteigen, was zu einer Durchmischung der Algensuspension
fiihrt. Zudem wird eine Ablagerung von Mikroalgen am Reaktorrohrenboden verhindert
(5.4]d). Der Reaktorrohrenauslass kann wiederum mit einem Sterilfilter versehen werden,
so dass ein steriles Entweichen der Begasungsluft ermdglicht wird.

5.1.1.5 Systemvergleich (Wachstum)

In Abbildung ist ein Wachstumsvergleich von C. vulgaris in unterschiedlichen Re-
aktorsystemen dargestellt. Die verwendeten Reaktoren waren eine Kulturflasche (nicht
beliifteter Erlenmeyerkolben), eine Mikrotiterplatte (96 Well-Platte), ein Reaktorbeutel
(geschlossener und nicht beliifteter Bioreaktorbeutel) und der neu konzipierte Scree-
ningreaktor. Das Wachstum der Mikroalge wurde iiber einen Zeitraum von 28 Tagen
beobachtet.

Kulturflasche Mikrotiterplatte Reaktorbeutel Screeningsystem

250

Zellzahl (Mio. Zellen)

25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit (Tage)

Abbildung 5.5: Algenwachstum von Chlorella vulgaris in unterschiedlichen Reaktorsystemen

Die Zellzahl lag am Anfang der Kultur bei allen Reaktorsystemen bei 6 x 10° Zellen mL 1.
Bei der Kultur in der Kulturflasche stieg die Zellzahl in 28 Tagen auf 58 x 10° Zellen mL ™1
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mit einer Wachstumsrate von u = 0, 194 d~! an. die Wachstumsrate wurde nach Formel
[4.1] vom 5. bis zum 25. Tag berechnet, bis auf die Messungen in der Mikrotiterplatte.
Hier endete die Kultur nach acht Tagen. Bei der Mikrotiterplatte stieg die Zellzahl in
acht Tagen auf 17,3 x 10° Zellen mL~"! an. Bei der Kultur in der Mikrotiterplatte zeigte
sich nach acht Tagen ein Absterben der Mikroalgen. Im Reaktorbeutel konnte ein Anstieg
der Zellzahl auf 72 x 10° Zellen mL !, mit einer Wachstumsrate von u = 0,178 d !
verzeichnet werden. Wie in der Abbildung zu erkennen ist, liegt die Wachstumsrate bei
der Kultur im Screeningsystem mit u = 0,267 d~! am héchsten. Die Zellzahl stieg hier
in 28 Tagen auf 253 x 10° Zellen mL~! an.

Tabelle 5.1: Wachstumsraten beim Systemvergleich der verwendeten Photobioreaktoren

Reakor Reaktorbeutel Mikrotiterplatte Kulturflasche Screeningsystem

Wachstumsrate [d 7] 0,178 - 0,194 0,267

5.1.2 Sensorik
5.1.2.1 Aufbau und Funktionsweise

Bei dem entwickeltem Sensorsystem handelt es sich um eine zangendhnliche Konstrukti-
on (siehe Abbildung[5.6]a-b), welche eine Messung der PE-EVA Matten im Lichtweg mit
definierter Lange und Positionierung der Detektoren zwischen Lichtquelle und Detektor
ermoglicht. Die in Abbildung a-c dargestellte Fahrschiene des Sensorsystems wur-
de aus Aluminium gefertigt. In die jeweils vorderen Enden der Aluminiumvierkantprofile
wurden zwei sich gegeniiber liegende Bohrungen eingefiigt, so dass sich die Enden der
Lichtleiter (von der Lichtquelle bzw. zum Spektrometer) stets gegeniiber standen. Eine
weitere Bohrung diente zur Positionierung des Lichtleiters fiir die Chlorophyllfluoreszenz-
messung. Madenschrauben fixierten den Lichtleiter ortsfest. Die Lange der Zange betrug
insgesamt 60 cm. Hierdurch konnte der Messkopf die gesamte Mattenbreite fiir Messun-
gen abtasten. Die Halterung aus Aluminium am hinteren Ende der Zange garantierte,
dass die Arme verlasslich zueinander ausgerichtet blieben. An dieser Stelle war die Zange
mit der fahrbaren Schiene verbunden. Durch einen Lichtleiterwinkel (Modell 74-90-UV,
(OceanOptics, 2011))) welcher an der Zange verbaut war, war das Vierkantprofil lediglich

4 cm breit, wodurch es problemlos in den Raum zwischen den Matten fahren konnte. Das
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Ergebnisse
PE-EVA Matten Detektor
Madenschraube
Lichtleiter des
Lichtleiter des Spektrometers
Chlorophyll Flucrometers
Lichtleiter der
Lichtquelle
Fahrschiene des Sensorsystems {Spektrometer)
aus Aluminiumvierkantprofilen
. Detektor
Entfemung Lichtquelle - Detektor: 1 cm
PE-EVA Matten, befiillt mit Lichtleiterwinkel
ciner Algensuspension
Lichtleiter der )
Lichtquelle Detektor mit
Madenschraube
Fahrschiene des Sensorsystems

as Aluminiumvierkantprofilen

Abbildung 5.6: Sensorsystem bestehend aus einem Spektrometer (OceanOptics, 2011)), einem
Chlorophyll Fluorometer (Walz, 2011) und einem fahrbaren Messsystem
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Messsystem wurde in ein Prototyp integriert, welcher eine autonome Positionierung des
Messkopfes an die zu untersuchende Probe ermdglichte.
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5.1.2.2 Extinktionsmessungen

In Abbildung ist die Reproduzierbarkeit der mit dem System realisierten Extinktions-
messungen bei T. thetrathele, mit/ohne Begasung bei einer Wiederholung von n = 13
abgebildet. Die Messung der Extinktion mit der neu entwickelten Messschiene ist links
(mit Begasung) und in der Mitte (ohne Begasung) abgebildet. Rechts ist das Spektrum
der herkdommlichen Kiivettenmessung (Plastik-Kiivette, gemessen im Perkin Elmer 900)
zu sehen. Bei allen drei Spektren handelt es sich um skalierte Rohspektren im Wellenlan-
genbereich von 400 nm bis 800 nm. Im Bereich ab 700 nm weisen die Extinktionsspektren
der neu entwickelten Messschiene eine hohere Streuung auf als das Referenzspektrum bei
der Kiivettenmessung. Der Chlorophyll-Peak bei 660 nm ist bei der Zangenmessung star-
ker ausgepragt. Insgesamt sind die Verlaufe der Spektren als sehr dhnlich zu bewerten.
Eine neue Messmethode mit einer etablierten Messmethode zu vergleichen, kann durch
die Quantifizierung der Differenzen der Beobachtungen erreicht werden (Bland and Alt-
man, |1999)).

Screeningsystem Screeningsystem Kivette
mit Begasung ohne Begasung ohne Begasung

Extinktion (-)
Extinktion ()
Extinktion (-)

500 600 700 800 500 600 700 800 500 600 700 800

Wellenlange (nm) Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 5.7: Extinktionsmessung bei T. thetrathele mit und ohne Begasung mit n=13
Wiederholungen

In Abbildung [5.8] sind die standardisierten Abweichungs-Residuen der Extinktionsmessun-
gen gegeniiber der Wellenlange aufgetragen. Die Extinktionsmessungen teilen sich in die

Zangenmessung mit Begasung (links) und ohne Begasung (rechts) auf.
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Im optimalen Fall sollten die Residuen innerhalb des 95 %igen Konfidenzintervalls liegen.

¥ mit Begasung s A

ohne Begasung

standardisierte Residuen (-)
standardisierte Residuen (-)

-8
|
-8
|

I T T I I T I I
500 600 700 800 500 600 700 800

Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 5.8: Standardisierte Abweichungs-Residuen in Screeningreaktoren der Extinktionsmes-
sungen aufgetragen gegen die Wellenlange. Punkte auBerhalb des 95 % igen Kon-
fidenzintervalls befinden sich lber- und unterhalb der gestrichelten Linie. Die linke
Abbildung gibt die Extinktionsmessungen mit Begasung, die rechte Abbildung die
Extinktionsmessungen ohne Begasung wieder.

Die Residuen sollten gleichmaBig und ohne Struktur rund um die Nulllinie verteilt sein. In
der linken Halfte der Abbildung (mit Begasung) ist zwischen den Wellenldngen 450 nm
bis 600 nm eine Struktur und keine gleichmaBige Verteilung um die Nulllinie zu erkennen.
Die Struktur ist in der rechten Abbildung (ohne Begasung) nicht so stark ausgepragt.
Bei beiden Abbildungen unterliegen die niedrigen und die hohen Wellenlangenbereiche
einer starken Streuung. Die Residuen sind hier zwar gleichmaBig verteilt jedoch liegen
einige Residuen auBerhalb des 95 % Konfidenzintervalls. Insgesamt liegen in der rech-
ten Abbildung (ohne Begasung) weniger Residuen auBerhalb des Vertrauensintervalls.
Dies spiegelt auch die Aufsummierung der standardisierten Residuen wieder. Die Sum-
me der Residuen der Messmethode mit eingeschalteter Begasung hat einen Wert von

Bmir = >, & = 1423.74, wobei die Summe der Residuen mit ausgeschalteter Bega-
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sung mit einem Wert von Boppe = 1y € = 1399.35 etwas niedriger ist. Dies bedeutet,
dass hinsichtlich der Extinktionsmessung kein Unterschied zwischen mit Begasung und
ohne Begasung zu erkennen ist. Die standardisierten Residuen wurden wie folgt berechnet
(Precht and Kraft, 1993):

(5.1)

mit

é;: standardisierte Residuen (-)

Z;: Extinktion der Zangenmessung (-)

K;: Extinktion der Kiivettenmessung (-)

s;: Standardabweichung je Wellenldnge bei Z; — K; (-)
i: Wellenlange (nm)

5.1.2.3 Chlorophyll-Fluoreszenzmessung

Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsuntersuchungen zu den  Chlorphyll-
Fluoreszenzmessungen sind in Abbildung dargestellt. Besonders der Unterschied
einer Chlorophyll-Fluoreszenzmessung mit und ohne Begasung sollte analysiert werden.

1.0

O mit Begasung
B ohne Begasung

0.8
1

S o —
L —_ —— ==
=H = BT T
s 2{ =D -
o= = =g =
E B
w —
= !
-5 =
3
o
o~
S
<
o
T T T T T
N. salina T. thetrathele D. salina C. vulgaris T. marina

Abbildung 5.9: Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen bei verschiedener Mikroalgen, mit und ohne
Begasung im Screeningreaktor (n=15)
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Es wurde der Fv/Fm - Wert der Chlorphyll-Fluoreszenz bei verschiedenen Mikroalgen
wiederholend mit und ohne Begasung aufgenommen. Die Messungen bei den Mikroalgen
N. salina, T. thetrathele, C. vulgaris und T. marina zeigen einen maximalen Wert fiir die
Quantenausbeute des Photosystems Il (Fv/Fm - Wert) zwischen 0,58 und 0,73. Hierbei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Varianten mit und ohne Bega-
sung. Bei D. salina lag der Fv/Fm-Wert der Chlorophyll-Fluoreszenz im Mittel zwischen
0,35 und 0,41. Auffallend ist, dass die Standardabweichung bei den Messungen mit Be-
gasung mindestens genauso groB, oft aber auch groBer als die Standardabweichung bei
den Messungen ohne Begasung ist (sieche Abbildung .

5.2 Systemvalidierung anhand von Screeningbeispielen

5.2.1 Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen
Habitaten

5.2.1.1 Einsatz des Screeningsystems

Bei diesen Untersuchungen mit stark salinen Abwassern hielt die Bioreaktormatte den ex-
tremen Bedingungen stand. Durch die hohen Salzkonzentrationen kristalisierten die Salze
am Reaktorboden aus. Aufgrund von abgestorbenen Algenzellen war bei einigen Versuchs-
varianten eine Schaumbildung und eine Anheftung des abgestorbenen Algenmaterials an
der Bioreaktorwand zu erkennen. Die Begasung der Bioreaktormatte funktionierte, ob-
wohl Salzkristalle und abgestorbenes Algenmaterial sich abgesetzt hatten. Generell war

ein Mikroalgenwachstum zu erkennen.

5.2.1.2 Wachstum und Uberlebensraten der Salzschock- und

Aufsalzungsexperimente

Die Ergebnisse der Salzschock- und Aufsalzungsexperimente sind in Abbildung ZU-
sammengefasst. Bei dieser Darstellung ist die Uberlebensrat gegeniiber dem Abwas-
sergehalt fir jede Mikroalge aufgetragen. Unterschieden werden weiterhin die Ergebnisse

der Salzschock- und Aufsalzungsexperimente. T. tetrathele hat bei diesem Experiment

IDie Uberlebensrate ergibt sich aus dem Quotienten der Anzahl an Versuchswiederholungen mit Wachs-
tum zu der Anzahl an durchgefiihrten Versuchswiederholungen in Prozent.
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den hochsten Toleranzlevel (75 % Abwassergehalt) und die beste Wachstumsrate bei den
Salzschockexperimenten. C. vulgaris, T. weissflogii, A. platensis und S. bacillaris sind gar
nicht in dem Abwasser gewachsen. Daher wurden diese Algenarten in den weiteren Ex-
perimenten nicht mehr beriicksichtigt. Bei den Aufsalzungsexperimenten erwies sich D.

salina als die salztoleranteste Alge.

Fiir die verschiedenen Temperatur- und Lichtvarianten wurden unterschiedliche Wachs-
tumsraten in der exponentiellen Phase festgestellt und mit Hilfe eines linearen Modells
vereinfacht. Fir die Alge T. tetrathele mit der hochsten Wachstumsrate bei hochstem
Abwassergehalt sind die Interaktionen der Temperatur- und Lichtvarianten in Abbildung
dargestellt. Fiir die Variante mit 20 (mLL~') Diingermedium zeigten sich hohere
Wachstumsraten als bei steigender Temperatur (30 °C) und geringeren Lichtintensitaten
(PPFD: 15 wmol m—2s~1). Unter diesen Bedingungen wuchs die Alge sehr gut bis zu
einer Abwasserkonzentration von 75 %. In destilliertem Wasser tendierten die Algen zu
einer hoheren Wachstumsrate als bei hdheren Lichtintensitaten. Durch dieses Screening-
experiment konnte die maximal tolerierbare Abwasserkonzentration von 75 % (LL™1)

festgestellt werden.
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Ergebnisse
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Abbildung 5.10: Uberlebensrate verschiedener Algenarten in Abhingigkeit von der Abasserkon-

zentration (n=b)
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5.2.1.3 Wachstum und Uberlebensrate in Aufsalzungsexperimenten

In den Aufsalzungsexperimenten wurden Startpopulationen mit Zelldichten von
0.568 x 10° Zellen mL~! hergestellt. D. salina zeigte dabei die beste Wachstumsrate
von allen 10 verwendeten Algenarten (siehe auch Abbildung . Eine Aufsalzung
des Mediums von D. salina fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung der Uberlebensrate
bei einem Abwassergehalt von 75 % (LL™1). Bei anderen Algenarten wie zum Beispiel
N. salina konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Die Entwicklung des Biomasse-
zuwachses ist fiir D. salina in Abbildung dargestellt. In der 90 % Variante enthielt
das Kulturmedium nach 18 Tagen Aufsalzung 90 % Abwasser.

Abwasser-
gehalt (% v/iv)

-0
—=10
——20
—=<=30
——40
—=50
——60
70
+-80
—--90

normierte Biomasse (-)
N

Zeit (d)

Abbildung 5.12: Biomasse von D. salina bei stetiger Aufsalzung des Mediums

D. salina in modified Johnson-Medium verdoppelte ihre Biomasse innerhalb von 10 Ta-
gen. Im Vergleich dazu wurde die Wachstumsrate durch den Zusatz von geringen Kon-
zentrationen Abwasser leicht erhoht. Bei hohen Abwasserkonzentrationen konnte der
zunachst beobachtete Effekt nicht bestatigt werden. Bei Abwasserkonzentrationen iiber
60 % verringerte sich die Wachstumsrate im Vergleich zur Kontrolle. Erhoht sich die
Abwasserkonzentration auf tiber 90 %, wurde keine signifikante Wachstumsrate festge-
stellt. Durch die stufenweise Anhebung der Abwasserkonzentration konnte offensichtlich
die Abwassertoleranz von D. salina erhéht werden.
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Die Ergebnisse der Messung des intrazellularen lonengehaltes von D. salina sind in Abbil-
dung[5.13|dargestellt. Es wird deutlich, dass gerade der Kalium- und Magnesiumgehalt der
Algen mit zunehmender Abwasserkonzentration steigt. Der Kaliumgehalt von D. salina,
gewachsen in 50 % Abwasserkonzentration, ist dreimal hoher als der des Standardme-
diums ohne Abwasserzusatz. Bei sehr hohem Gesamtsalzgehalt im Medium wurde ein
200 fach hoherer Magnesiumgehalt gemessen. Fiir Natrium wurde ein generell hoher in-
trazellularer Gehalt festgestellt. Dieser lag im Mittel bei 55 mg g~ Trockenmasse. Eine

Korrelation mit steigendem Salzgehalt ist bei Natrium daher nicht zu beobachten.
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Abbildung 5.13: Intrazelluldrer lonengehalt von D. salina (n=3)

5.2.2 Stoffstromanalysen (Nitrat und Phosphat) in
Abwasser-Algensuspensionen

5.2.2.1 Einsatz des Screeningsystems in den Untersuchungen

Nach der Auswertung der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass ein Wachstum der
Mikroalgen im neuen Screeningsystem moglich war. Das Screeningsystem war trotz des
Abwassereinsatzes funktionstiichtig, wobei Begasungs- Licht- und Temperaturregelung
ohne Probleme funktionierte. Der Einsatz und die Validierung der Sensorik (Extinktions-

und Chlorophyllfluoreszenzmessungen) konnten stérungsfrei durchgefiihrt werden.
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5.2.2.2 Wachstum und Vitalitat

Bei den Experimenten wurde die Mikroalge N. salina in dem Screening-Reaktor beziiglich
ihrer Fahigkeit, Nahrstoffe (Phosphat und Nitrat) aus Haushaltsabwassern zu reduzieren,

untersucht.
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Abbildung 5.14: Wachstumsverlauf von N. salina bei 5 verschiedenen Abwasserkonzentrationen.
Die Abkiirzungen N 0, N 25, N 50, N 75 und N 100 spiegeln die Versuchsvarianten
0 %; 25 %:; 50 %; 75 %; 100 % Abwasserzusatz wieder.

Abbildung gibt die Zellzahl tiber die Zeit fiir fiinf verschiedene Abwasserkonzentra-
tionsstufen (N O als Kontrolle ohne Abwasserzusatz) wieder. Es ist zu erkennen, dass die
Wachstumsrate, berechnet nach Gleichung (4. bis 13. Tag), bei den Varianten mit
Haushaltsabwasser (N 25 - N 100) héher sind als bei der Kontrolle (N 0). Uber einen
Zeitraum von 13 Tagen steigt die Zellzahl bei Variante N 25 von 3,8 x 10° Zellen mL 1
auf 36,6 x 10° Zellen mL~1 an. Bei dieser Variante ist auch die héchste Wachstumsrate
mit 4 = 0,375 d~! zu verzeichnen. Bei der Kontrolle stieg die Zellzahl zunichst sehr
langsam an. Nach 13 Tagen war die Wachstumsrate mit u = 0,320 d~! aber fast auf
dem Niveau der anderen Varianten. Insgesamt stieg die Zellzahl auf nur 21,7 x 10° Zellen
mL~1 an. Die Varianten N 50 und N 75 zeigten mit einer gleichen Wachstumsrate von
p = 0,363 d~! ein dhnliches Wachstum, wobei die Variante N 50 auf eine Zelldichte von
33,5 x 10° Zellen mL~! und N 75 auf eine Zelldichte von 34,8 x 10° Zellen mL~"! an
stieg. Die Variante N 100, bei der die Mikroalgen in reinem Abwasser kultiviert wurden,
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lag mit einer Wachstumsrate von u = 0, 348 d~'zwischen der Kontrolle und den anderen

Versuchsvarianten. Insgesamt stieg hier die Zellzahl auf 31,7 x 10° Zellen mL~* an.

Chlorophyll-Fluoreszenzmessung Die Ergebnisse der Chlorophyll-Fluoreszenzmessung
sind in Abbildung dargestellt. In den Tagen 1-3 war keine messbare Chlorophyll-
Fluoreszenz vorhanden. AuBer bei der Variante N 75 lagen die Fv/Fm Werte am vierten
Tag dicht zusammen. Es war bei allen Versuchsvarianten ein Anstieg vom vierten auf den
fiinften Tag zu erkennen. Am fiinften Tag erreichten alle Chlorophyll-Fluoreszenzwerte
ithren maximalen Wert und fielen bis zum achten Tag wieder gemeinsam ab, wo sie auf

einem Niveau stagnierten.
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Abbildung 5.15: Potentielle Quantenausbeute des PSII, dargestellt als Fv/Fm Wert lber die Kul-
turzeit. Die Abkiirzungen N 0, N 25, N 50, N 75 und N 100 spiegeln die Ver-
suchsvarianten 0 %; 25 %; 50 %; 75 %; 100 % Abwasserzusatz wieder.

5.2.2.3 Stoffstrome von Nitrat und Phosphat

Die folgenden Abbildungen geben die Nitratkonzentration (KNO3z in mg/L) bzw. die
Phosphatkonzentration (NA,HPO4inmM) im Medium iiber den Versuchszeitraum von
11 Tagen wieder. Die Abkiirzungen N 0, N 25, N 50, N 75 und N 100 spiegeln die Ver-
suchsvarianten 0 %; 25 %; 50 %; 75 %; 100 % Abwasserzusatz wieder. Es ist zu erkennen,
dass die Varianz bei den Nitratmessungen hoher ist als bei den Phosphatmessungen. Zu-

dem ist bei allen Varianten, auBer bei der Variante Nitratmessung N 100, insgesamt iiber
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11 Tage eine Reduktion der Nitrat- und Phosphatkonzentration zu erkennen. Besonders

in den Tagen 4 bis 6 kommt es bei allen Varianten zu einer starken Abnahme.
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Abbildung 5.16: Nitratkonzentration (KNOs in mg/L) (A) und Phosphatkonzentration
(NAyHPO4 in mM) (B) im Kulturmedium tber den Versuchszeitraum von 11
Tagen (n=4). Abwasserkonzentration: 0 % Abwasserzusatz

Im Detail lag bei der Versuchsvariante 0 % Abwasserzusatz (siehe Abbildung der
Nitratgehalt der Kulturlésung anfangs bei 0,7 4 0,225 mg L~ KNOs und verringerte
sich im Mittel um 67,9 %. Der Phospatgehalt reduzierte sich bei dieser Variante um
42,5 %.

Bei der Versuchsvariante 25 % Abwasserzusatz (siehe Abbildung lag die Abnahme
der Nitratkonzentration im Mittel bei 40,4 %. Auffdllig war hier die sehr hohe Varianz
der Nitratmessung am flinften Tag. Der Phospatgehalt sank bei dieser Variante von
0,201 + 0,005 mM Na,HPO4 um 64 %.

Mit einer prozentualen Abnahme der Nitratkonzentration von 60,1 % lag die Versuchs-
variante 50 % Abwasserzusatz (siehe Abbildung im unteren Drittel aller Varianten.
Es verringerte sich bei dieser Variante die Phosphatkonzentration von 0,206 + 0,01 mM
Na;HPO,4 um 88,3 %.
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Abbildung 5.17: Nitratkonzentration (KNOs in mg/L) (A) und Phosphatkonzentration
(NAHPO4 in mM) (B) im Kulturmedium Uber den Versuchszeitraum von 11
Tagen (n=4). Abwasserkonzentration: 25 % Abwasserzusatz
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Abbildung 5.18: Nitratkonzentration (KNOsz in mg/L) (A) und Phosphatkonzentration
(NAHPO4 in mM) (B) im Kulturmedium iber den Versuchszeitraum von 11
Tagen (n=4). Abwasserkonzentration: 50 % Abwasserzusatz
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Abbildung 5.19: Nitratkonzentration (KNOs in mg/L) (A) und Phosphatkonzentration
(NAHPO4 in mM) (B) im Kulturmedium tber den Versuchszeitraum von 11
Tagen (n=4). Abwasserkonzentration: 75 % Abwasserzusatz

Die Versuchsvariante 75 % Abwasserzusatz (siehe Abbildung zeigte eine Abnahme
der Nitratkonzentration um 27,3 % und eine Abnahme der Phosphatkonzntration um
91,7 %.

Nur die Nitratkonzentration in der Versuchsvariante 100 % Abwasserzusatz (siehe Ab-
bildung hatte einen Anstieg um 16,8 % zu verzeichnen. Im Gegensatz hierzu fiel
die Phosphatkonzentration bei der gleichen Variante um 57,8 % ab.
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Abbildung 5.20: Nitratkonzentration (KNOs in mg/L) (A) und Phosphatkonzentration
(NAHPO4 in mM) (B) im Kulturmedium Uber den Versuchszeitraum von 11
Tagen (n=4). Abwasserkonzentration: 100 % Abwasserzusatz

5.2.2.4 Extinktionsmessung zur Bestimmung der Stoffstrome von Nitrat und
Phosphat

Fiir die Bestimmung der Nitrat- und Phosphatgehalte tiber Extinktionsspektren wurde
die am Screening-Reaktor integrierte Sensorschiene benutzt. Die Korrelation der an der
Sensorschiene ermittelten Spektraldaten mit den Nahrstoffgehalten der Algensuspen-
sion, welche durch insitu-Messungen ermittelt wurden (siehe Kapitel [5.2.2.3)), wird im
folgenden Abschnitt erldutert. Im wesentlichen geht es darum, ob aus den ermittelten
Extinktionsdaten ein Vorhersagemodell erstellt werden kann, welches die Stoffstréme
(hier Nitrat und Phosphat) adequat vorhersagen kann. Hierzu werden die entwickelten
Extinktionsmodelle anhand der gemessenen Phosphat- und Nitratgehalte liberpriift.

Abbildung[5.21]links zeigt einen Abfall des Vorhersagefehlers der Kreuzvalidierung bei stei-
gender Anzahl an Modellkomponenten (Wellenlangenkombination). Der geringste Vor-
hersagefehler wird bei zwei Modellkomponenten erreicht. Das optimale Modell fiir die
Phosphatgehaltvorhersage beinhaltet somit zwei Modellkomponenten. Angewendet auf
den Priifdatensatz ergibt sich die Vorhersagequalitat, welche in Abbildung rechts
dargestellt ist. Aufgetragen sind die gemessenen Phosphatgehalte gegen die vorhergesag-
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Abbildung 5.21: Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung aufgetragen gegen die Anzahl an Kompo-
nenten des PLS-Modells (links) und Vorhersagequalitat des optimalen Modells
fiir Phosphat mit zwei PLS-Modellkomponenten (rechts)

ten Phosphatgehalte. Im optimalen Fall wiirden die Punkte auf der Winkelhalbierenden
(graue Linie) liegen. In diesem Fall liegen die Punkte gleichmé&Big verteilt um diese Linie.
Ein PLS-Modell mit zwei Komponenten kann 52 % der Varianz erklaren.

In Tabbelle ist die Vorhersagegiite fiir die spektrale Bestimmung der Phosphat- und
Nitratgehalte dargestellt. Mit Hilfe von zwei Modellkomponenten im Modell fiir die Vor-
hersage des Phosphatgehaltes liegt der Vorhersage fehler bei 0,043 mM bei einem Mit-
telwert der Vorhersagen von 0,138 mM mit einem Bestimmtheitsmal von 64 %. Bei der
Vorhersage des Nitratgehaltes kann durch das Model (eine Modellkomponente) 13 % der
Varianz erklart werden. Hier liegt der Vorhersagefehler bei 0,433 mg~" bei einer mittleren
Vorhersage von 0,635 mg~*.

Tabelle 5.2: Ergebnisse der Vorhersagegiite fiir den Phosphat- und Nitratgehalt

Vorhersagefehler R? Anzahl an Modell- Mittelwert der
komponenten Vorhersagen
(mM bzw. mg=t) (%) (-) (mM bzw. mg~")
Phosphat 0,043 64,65 2 0,138
Nitrat 0,433 13,20 1 0,635
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5.2.3 Phdno- und Genotypisierung unbekannter Algenspezies
5.2.3.1 Einsatz des Screeningsystems bei Mikoalgen mit Flagellen

Das Screeningsystem bildete die Grundlage fiir die Phanotypisierung der unbekannten
Algenspezies. Es stellte sich heraus, dass die unbekannte Mikroalgenspezies sich mittels
Flagellen fortbewegt. Dies bedeutet, dass trotz der erhchten Scherkrafte durch die Bega-
sung im neu entwickelten Screeningsystem ein Wachstum von Mikroalgen mit Flagellen
moglich ist. Es war zu erkennen, dass in der Algensuspension sehr wenig Mikroalgen vor-
handen waren. Aus diesem Grund starben vermehrt Mikroalgen ab und setzten sich an

der Reaktorwand ab.

5.2.3.2 Wachstum

Mit Hilfe des Screening-Reaktors konnten die Ergebnisse der Wachstumsversuche, wel-
che in Tabelle dargestellt sind, ermittelt werden. Es wird deutlich, dass die spe-
zifische Wachstumsrate ihr Maximum bei der Versuchsvariante 50 % Abwasserzusatz-
Konzentration, einer Temperatur von 30 °C und einer Belichtung von 40 pmol m=2s™1
hatte. Das Minimum der Wachstumsrate lag bei einer Abwasserzusatz-Konzentration von

75 %, einer Temperatur von 20 °C und einer Belichtung von 20 umo/ m—2s™1.

Tabelle 5.3: Spezifische Wachstumsrate der Phano- und Genotypisierungsversuche gemessen per
Extinktionsmessungen in der exponentiellen Wachstumsphase (1. Tag bis 9. Tag)

spez. Wachstumsrate Konzentration Temperatur Belichtung

d! (L L) °C wmol m2s~1
0.1800 0,75 20 20
0.1897 0,50 20 20
0.1800 0,75 30 20
0.1886 0,50 30 20
0.1238 0,75 20 40
0.1901 0,50 20 40
0.2593 0,75 30 40
0.4067 0,50 30 40
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5.2.3.3 Phdnotypisierung

Die Ergebnisse der Phdnotypisierung sind in Abbildung dargestellt. Die licht- und
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine Mikroalge mit zwei Flagellen. Die Mi-
kroalge ist 8,5 wm lang und hat eine Breite von 3,6 um. Die zwei Flagellen haben eine
Lange von 12 wm und eine glatte Oberflache. Auf dem elektonenmikroskopischen Bild
ist neben der Mikroalge auch ein Salzkristall und andere Verunreinigungen zu erkennen.

5.2.3.4 Genotypisierung

Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden durch PCR-Ansatze mit verschiedenen Pri-
merpaaren nach einer Aufreinigung der Gesamt-DNA erstellt. In Abbildung [5.23]sind die
Amplifikate der PCR elektrophoretisch aufgetrennt auf einem Agarosegel zu erkennen.
Auf der Laufbahn M ist der DNA-GréBenmarker Lamda/Pstl aufgetragen. Laufbahn 1
und 2 zeigt die DNA, welche mit dem Primerpaar 2683/2684 amplifiziert wurde. Da
die DNA-Fragmente beider Ansatze bei etwa 1800 bp liegen, kann davon ausgegangen
werden, dass die PCR ohne Storungen gelaufen ist. In Laufbahn 1 ist eine kleine Bande
unterhalb der groBen Bande zu erkennen. In Laufbahn 2 ist diese kleinere Bande nicht
zu finden. Die DNA wurde aus dem Agarosegel der beiden Laufbahnen ausgeschnitten,

eluiert und der Sequenzierungsfirma libergeben.

Die BLASTn-Ergebnisse der Sequenzierungsdaten sind in Tabelle [5.4] und [5.5] dargestellt.
In der ersten Spalte ist die Zugangsnummer der Sequenz abgebildet. Mit dieser Nummer
kann die Sequenz in einer Datenbank identifiziert werden. In der zweiten Spalte wird
die Sequenz kurz beschrieben. Oftmals wird auch der Organismus genannt, zudem
die Sequenz gehort. Die dritte Spalte ,Max-Wert" gibt die maximale Punktzahl der
Ubereinstimmung wieder. Die Hohe des Max-Wertes spiegelt die Linge und Qualitit
der Ubereinstimmung wieder. Die Spalte der Deckungsgleichheit gibt die prozentuale

Ubereinstimmung der neuen Sequenz gegeniiber der Sequenz aus der Datenbank wieder.
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Abbildung 5.22: Aufnahmen im Rahmen der Phanotypisierung einer unbekannten Algenspezies.
(A) Mikroalge im Lichtmikroskop, 1000-fache VergroBerung; (B)Mikroalge im
Rasterelektronenmikroskop, 10000-fache VergoBerung, ohne Vorbehandlung der
Probe; (C) Mikroalge im Rasterelektronenmikroskop, 10000-fache VergoBerung,
Vorbehandlung: 2 stufiges Fixierungsverfahren und kritische-Punkt-Trocknung
(D) Mikroalge im Rasterelektronenmikroskop, 100000-fache Verg6Berung, Vor-
behandlung: 2 stufiges Fixierungsverfahren und Kritische-Punkt-Trocknung
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Abbildung 5.23: Agarosegelelektrophorese von zwei PCR-Amplifikaten mit der Primerkombina-
tionen 2683/2684. Laufbahn M enthélt den DNA-GroBenmarker Lamda/Pstl.
Laufbahn 1-2 enthalten die amplifizierte DNA von zwei Wiederholungen
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Die neue Sequenz der 1. Laufbahn deckt sich zu 97 % mit der Sequenz in der Daten-
bank. Der BLASTn Algorithmus gibt zusatzlich einen E-Wert heraus. Dieser Wert gibt die
Wahrscheinlichkeit der zufalligen Trefferquote wieder. In Beispiel aus Tabelle lag der
Wert bei allen Ergebnissen bei 0. Dies bedeutet, dass ein Zufallstreffer sehr unwahrschein-
lich ist. Die maximale Ubereinstimmung wird in der Spalte ,Max-ldentitdt* abgebildet.
Dieser Wert zeigt die wihrend des Berechnungsverfahrens héchste prozentuale Uberein-
stimmung an. In diesem Beispiel deckten sich die beiden prozentualen Ubereinstimmungs-
merkmale mit einem Wert von 97 %. Dies besagt, dass 97 % der neuen Sequenz mit einer
Sequenz in der Datenbank iibereinstimmen. Die Sequenz in der Datenbank ist unter der
Nummer GU170210.1 hinterlegt und wird der Stramenopile Spezies zugeordnet (siehe
Tabelle [5.4)) (Park and Simpson, 2010]).

Die ermittelte Sequenz der 2. Laufbahn hat 93 % der Lange einer Sequenz in der Daten-
bank. Die hochste prozentuale Ubereinstimmung liegt bei 98 %. Die ermittelte Sequenz
in der Datenbank wird der Spezies Dunaliella zugeordnet und ist unter der Nummer
M62998.1 hinterlegt (siehe Tabelle [5.5]).

Die Ergebnisse der Genotypisierung zeigten, dass im vorliegenden Fall eine Mischprobe

aus Stramenopile und Dunaliella vorlag.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung eines Einweg-Photobioreaktor-
System fiir das Massenscreening von Mikroalgen. Es sollte ein Photobioreaktor-System
aus Einwegmaterialien entwickelt werden, welches fiir die Kultur von Mikroalgen geeig-
net ist. Um das Ergebnis der Entwicklung des Einweg-Photobioreaktor-Systems sowie
den Einfluss der Wachstumsbedingungen zu beurteilen, wurden mit dem System drei Va-
lidierungsversuche durchgefiihrt.

In dem ersten Abschnitt dieses Kapitels wird das Einweg-Photobioreaktor-System disku-
tiert. AnschlieBend werden die Ergebnisse der Validierungsversuche mit anderen Verof-
fentlichungen verglichen und der Einfluss des Einweg-Photobioreaktor-Systems diskutiert.

6.1 Entwicklung des Screeningsystem-Prototyps

6.1.1 Photobioreaktor-Prototyp
6.1.1.1 Systemeigenschaften

Auf dem Markt sind Screening-Systeme fiir Mikroalgen nicht erhaltlich. Einige Autoren
schlagen Mikrotiterplatten als eine alternative Screening-Plattform vor (Eriksen, 2008)).
Mikrotiterplatten sind fiir die Kultur nur bedingt geeignet. Mangelhafter Gasaustausch so-
wie kurze Wachstumsdauer und eine unbefriedigende Analysemaoglichkeit lassen ein Scree-
ning von Mikroalgen nicht zu. Um vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erzie-
len, ist es wichtig, dass die Parameter eines Screenings (beispielsweise Kulturfiihrungspa-
rameter) gleich sind. Das vorgestellte System ist besser fiir Screening-Anwendungen ge-
eignet als Erlenmeyerkolben oder Plastik-Flatpanel-Reaktoren, welche von Eriksen (2008))
beschrieben werden, da es aus Einwegmaterialien bestehen und die Vergleichbarkeit jeder
einzelnen Kulturrohre gegeben ist. Mit einer Erhdhung der Parallelexperimente verringern

sich die Analysemdoglichkeiten eines Einzelexperimentes, wenn beispielsweise bei einem
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Einzelexperiment ein Riihrreaktor und bei vielen Parallelexperimenten eine Mikrotiter-
platte verwendet wird. Bei einem Riihrreaktor ist die Kulturfiihrung aufwendig und die
Online-Analytik stark ausgepragt. Dies hat zur Folge, dass bei begrenzten Mdoglichkeiten
(finanziell oder bautechnisch) eine geringe Anzahl an Parallelexperimenten mdglich ist.
Bei vielen Parallelexperimenten, beispielsweise in Mikrotiterplatten, kann nur eine einfache

Online-Analytik aufgrund des geringen Reaktorvolumens durchgefiihrt werden.
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Abbildung 6.1: Vergleich der Analysemdglichkeiten eines Einzelexperimentes bzw. der Anzahl
an Parallelexperimenten von kommerziell erhaltlichen und dem neu entwickelten
Einweg-Photobioreakor-System, verandert nach [Betts| (2006)); Voelkening et al.
(2004).

In Abbildung ist das neu entwickelte Einweg-Photobioreaktor-System als Vergleich zu
den kommerziell erhdltlichen Systemen dargestellt. Mit Hilfe des neu entwickelten Sys-
tems kann eine Optimierung des Screenings ermoglicht werden. Durch die Optimierung
steigt die Anzahl an Parallelexperimenten als auch die Analysemdoglichkeit der Einzelex-
perimente. In der Literatur werden anstatt der Analysemdglichkeit des Einzelexperiments
die erhaltlichen Prozessinformationen bewertet und mit der Anzahl an Parallelexperimen-
ten korreliert. Aufgrund des neu entwickelten Screening-Systems wurde die Bewertung
von Screening-Systemen in Abbildung erweitert (Betts|, [2006; Voelkening et al., 2004]).
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6.1.1.2 Wachstum

Wie sich zeigte, war das neu entwickelte Screeningsystem als Anzuchtsystem den ge-
schiittelten Referenzkulturen (Kulturflasche, Mikrotiterplatte und Reaktorbeutel) deut-
lich tberlegen. Fiir C. vulgaris schlug sich dies in vielfach hcheren Zellzahlen am Ende
der Kulturdauer nieder. Der Grund hierfiir lag wahrscheinlich an der Durchmischung der
Kulturen durch das am Screeningsystem installierte Airlift-System. Dies wirkte sich in
zweierlei Weise auf das Wachstum der Kulturen aus. Einerseits kam es, gerade bei hohe-
ren Zelldichten, zu einer erhohten Lichtexposition der einzelnen Algenzellen. Durch die
Durchmischung der Algensuspension mittels aufsteigender Luftblasen der Begasung wur-
den die Algenzellen immer wieder von dem mit wenig Licht durchfluteten Raum im inneren
des Reaktors an den duBeren, stark belichteten Rand des Reaktors transportiert. Wachs-
tumshemmungen infolge verminderten Lichteintrags in die Kulturen wurden hierdurch
minimiert. Dies konnte auch durch die Arbeit von |Grobbelaar et al.| (1996]) bestatigt wer-
den. Hier wurde veroffentlicht, dass sich hohere Frequenzen von hell/dunkel-Zyklen posi-
tiv auf das Zellwachstum auswirken. Da das im Screeningsystem verwendete Airliftprinzip
diese hoheren Frequenzen verursacht, kdnnte dies eine Begriindung fiir die vielfach hohe-
ren Zelldichten sein. Auch die geringe Schichtdicke des Screeningsystems fordert einen
hohen Lichteintrag in den inneren Raum des Reaktorsystems und die dadurch resultieren-
den hohen Zelldichten. Neben dem Lichttransfer ist die Versorgung mit CO,, sowie die
Entfernung des produzierten Sauerstoffs aus der Algensuspension die wichtigste Aufgabe
eines Photobioreaktors (Posten, [2009). Die im Screeningsystem verwendete Begasungs-
einheit fiihrte zu einem verbesserten Gasaustausch zwischen Algen, Kulturmedium und
Umwelt im Vergleich zu den Schiittelkulturen, wodurch sich eine weitere Wachstums-
steigerung ergeben haben diirfte. Das im neu entwickelten Screening-System gemessene,
vermehrte Wachstum bis zum 11. Versuchstag ist durch Begasungseffekte zu erklaren.
C. vulgaris zeigte in den Schiittelkulturen, bis auf die Versuche in Mikrotiterplatten, ein
kontinuierliches Wachstum liber die Versuchsdauer.

In der vorliegenden Arbeit ist in der Mikrotiterplatte ein geringes Wachstum zu beob-
achten. Dies deckt sich mit Beobachtungen aus anderen Studien (Tillich et al |2012)).
Hier wurde ebenfalls eine Abnahme des Wachstums in den ersten fiinf Versuchstagen bei
der Kultivierung des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 beobachtet. Jedoch

erfolgte in der erwdhnten Studie anschlieBend ein starkes Wachstum.

Generell ist zu konstatieren, dass die neuen Reaktorbeutel, wenn diese auf einem Wipp-
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reaktor verwendet wurden, starke Tendenzen zu Verklumpung und Anheftung der Algen
an die Mattenoberflache zeigten, vermutlich als Konsequenz der geringen Schiittelraten.
Die im Reaktorbeutel aufgetretenen Kontaminationen waren wahrscheinlich durch man-
gelnde Hygiene bei der Probenentnahme zu begriinden und sind kein systemspezifisches
Problem.

Die im neu entwickelten Screening-System auftretenden Streuungen der Zellzahlen sind
durch leicht unterschiedliche Begasungsraten innerhalb der verschiedenen Mattenkompar-
timente zu begriinden. Der Einfluss verschiedener Begasungsstarken wurde bereits von
anderen Autoren beschrieben (Changhai et al., 2005). Die Autoren beriicksichtigten bei
ihren Untersuchungen zwar nicht das neu entwickelte Screening-System, trotzdem kann
aus der Literatur abgeleitet werden, dass ein gewisser Nachteil des Screening-Systems
hinsichtlich der Vergleichbarkeit einzelner Wiederholungen im Vergleich zu Schiittelkul-
turen besteht. Diese Schwierigkeit konnte noch nicht ganzlich gelost werden.

Die Korrelation von optischer Dichte und Zellzahl unterliegt zudem verschiedenen Fak-
toren. Der Entwicklungszyklus kann durch Nahrstoffmangel und ungiinstige Kulturbe-
dingungen verlangsamt bzw. unterbrochen werden, woduch die Synchronitat der Kultur
verloren gehen kann (Senger|, [1961)). Hierdurch kann es vorkommen, dass zum Zeitpunkt
der Messung der optischen Dichte und der Zellzahlbestimmung die Algenzellen sich kurz
vor der Teilung befinden, oder sich bereits geteilt haben. Auch wenn der Messzeitpunkt
stets gleich gewadhlt wird, kann es vorkommen, dass die Teilungsverhaltnisse nicht kon-
stant abgebildet werden. Gerade bei Algenspezies mit hohem Zellvolumen ist dieser Ef-
fekt von Bedeutung, da in der Regel nur wenige Algenzellen in der Probe vorhanden sind.
Weitere Messungenauigkeiten werden durch die fiir die Photometermessung notwendigen
Verdiinnungsreihen hervorgerufen. Auch bei der Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der
Thoma-Kammer kann es durch unterschiedliche Verteilungen der Algensuspension unter
dem Deckglas zu Messungenauigkeiten kommen.

6.1.1.3 Begasung und Durchmischung

In Vorstudien wurden Begasungsvarianten getestet, die mittels eines im Einzelreaktor
vorhandenen Schlauch oder iiber eine Nadel die Begasung durchfiihrten. Diese Bega-
sungsvarianten erwiesen sich in dem entwickelten Einweg-Photobioreaktor-System als
ungliinstig, da sich die Begasungseinheiten nach einer gewissen Zeit zusetzten. Da das
Screening-System mit dem Airlift-Prinzip arbeitet, kommt es zu keiner Sedimentation der
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Mikroalgen am Reaktorboden. Ebenso wird ein Anhaften der Mikroalgen an die Reaktor-
wand (fouling) verhindert. Dieses Phanomen wurde selbst bei einer Wachstumsperiode
von 30 Tagen nicht beobachtet. Die Regelung der Luftversorgung der 25 Einzelreakto-
ren wurde mittels Schlauchklemmen durchgefiihrt. Die Einstellung der Durchflussmenge
gestaltete sich in den Vorversuchen mit Beliiftungsreglern anderer Fabrikate sehr schwie-
rig. Erst der Einsatz der Schlauchklemmen ermdglichte eine gleichmaBige Begasung aller
25 Einzelreaktoren. Die Grundeinstellung jeder einzelnen Schlauchklemme bedarf eine
gewisse Zeit, aber daflir musste nicht nach einem Wechsel der verschweiten Einzelre-
aktoren die Begasung neu eingestellt werden. Bel identischem Fillvolumen konnte die

Begasungseinstellung vom Vorversuch libernommen werden.

Laut |Carvalho et al. (2006)) ist die Begasung vom Reaktorboden aus die am haufigsten
benutzte Begasungsvariante. Um Ablagerungen am Reaktorboden zu vermeiden kann
die Begasung benutzt werden. Hierfiir muss diese aber eine kontinuierliche Stromung
erzeugen (Becker| [1994). Eine Begasung vom Reaktorboden hat den Nachteil, dass die
Verstopfungsgefahr durch ein Anhaften der Algenbiomasse (Biofouling) erhéht ist (Boro-
witzka, 1996)). Die entwickelte Begasungseinheit bietet den Vorteil, dass der Luftauslass
nicht mit der Kultur in Bertihrung kommt und somit die Kontaminationsgefahr im neu
entwickelten Screening-System verringert ist. Auch der beschriebene Nachteil der Ver-
stopfungsgefahr ist bei dem neu entwickelten System nicht gegeben, da durch die Knick-
falz am Reaktormattenboden eine Verstopfung bei allen Versuchen verhindert wurde.

Algen, die sich mittels ihrer Flagellen selbst fortbewegen oder in ihrer Struktur sehr an-
fallig sind, reagieren gestresst auf eine Begasung (Silva et al., [1987; |Camacho et al.,
2000). Diese Algen eignen sich nicht fiir eine Kultivierung in Airliftreaktoren. Aus die-
sem Grund wurde eine Kultivierung von D. salina in einem Wippreaktor ohne Begasung
erfolgreich durchgefiihrt. Hierdurch wurde der hydrodynamische Stress auf die Mikroalge
vermindert. Die geringere Kohlendioxidkonzentration in dem geschlossenen Wippreak-
tor wurde durch die kurze Wachstumsperiode und durch Zugabe eines Carbonatpuffers
(Ammoniumcarbonat 345 mg L™!) ausgeglichen. Es ist bekannt, dass D. salina eine Car-
bonanhydraseaktivitat besitzt und somit den Carbonatpuffer nutzen kann (Avron and
Ben-Amotz, 1992)).
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6.1.1.4 Belichtung

Die PE-EVA-Matten haben eine sehr gute Transmission im PAR-Bereich von knapp tiber
90 %. In der Literatur werden fiir Photobioreaktoren aus Polycarbonat Werte von 90 %
und fiir Photobioreaktoren aus Glas Werte kleiner als 90 % Transmission angegeben
(Matzenberger|, 2009)). Da die Literaturwerte nicht spektral aufgelost sind, konnen diese
Werte nur sehr schwer mit der Transmission der PE-EVA-Matten verglichen werden. Aus
diesem Grund wurde fiir mogliche Screeningreaktoren die Transmission, wie schon in
Abschnitt beschrieben, einheitlich bestimmt (siehe Abbildung [6.2)).
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Abbildung 6.2: Transmission von Screeningreaktoren

Vergleicht man das neu entwickelte Einweg-Photobioreaktor-System mit einem Kulturfla-
schenreaktor (Erlenmeyerkolben), einem Einweg-Riihrkesselreaktor (Spinner-Flask) und
einem wassergekiihlten Riihrkesselreaktor aus Glas (Biostat M, Braun Biotech), so er-
gibt sich, eine Transmission im PAR-Bereich bei dem Kulturflaschenreaktor von 88,5 %,
bei dem Einweg-Riihrkesselreaktor von 67,4 % und bei dem wassergekiihlten Riihrkes-
selreaktor von 44,4 %. Die Transmissionseigenschaften der verschiedenen Reaktortypen
unterscheiden sich auch in der Transmission im UV-Wellenlangenbereich sowie im NIR-
Bereich. Der Vergleich zeigt, dass die Transmission im PAR-Bereich bei dem neu ent-
wickelten Einweg-Photobioreaktor-System hoher ist als bei den verglichenen Systemen.
Lediglich die Erlenmeyerkolben haben eine dhnliche Transmissionskurve. Durch die hohe

107



6.1 Entwicklung des Screeningsystem-Prototyps Diskussion

Transmissionseigenschaft des Einweg-Photobioreaktor-Systems kann bei Zusatzbelich-

tung mit geringeren photosynthetischen Photonenflussdichten gearbeitet werden.

6.1.2 Sensorik-Prototyp
6.1.2.1 Aufbau

Durch den in Abbildung [5.6] dargestellten Messkopf konnte eine geeignete Positionierung
der Lichtleiter sichergestellt werden. Da der Messkopf eine glatte Oberflache besitzt,
gleitet dieser sehr gut an der Anzuchtmatte, bei der Positionierung des Sensorsystems,
entlang. Eine Positionsveranderung der Anzuchtmatte war auch bei mehrfacher Positi-
onsanderung des Sensorsystems nicht zu beobachten. Auch die runde Form der einzelnen
Matten bereitete keine Schwierigkeiten, da der Messkopf wie schon erwdhnt sehr gut
entlang der Anzuchtmatte glitt und die runde Anzuchtmatte somit immer plan vor dem
Messkopf lag. Die Reproduzierbarkeit der Extinktions- und Chlorophyllfluoreszenzmes-
sungen mit und ohne Begasung des Screeningsystems werden in Kapitel und
Kapitel beschrieben. Hieraus geht hervor, dass die Begasung keinen Einfluss auf
Extinktions- und Chlorophyllfluoreszenzmessungen hat.

Die Lichtleiter wurden in passgenau gearbeiteten Bohrungen mit Madenschrauben fi-
xiert, so dass die beiden Lichtleiter sich in der gleichen horizontalen Ebene befanden.
Hierdurch kam es zu keiner Abweichung vom geraden Lichtweg. Fiir die Umlenkung am
Zangenende wurde ein 90°-Winkelstiick verwendet, womit eine Messung zwischen den
umgeschlagenen Mattenhalften ohne eine Verkantung des Lichtleiters ermoglicht wurde.
Eine selbststandige Einspannung der Anzuchtmatte in den Zwischenraum des Messkop-
fes konnte nicht realisiert werden. Somit musste die Anzuchtmatte zu Versuchsbeginn
jeweils per Hand einmal eingespannt werden. AnschlieBend wurde das Sensorsystem da-
hingehend programmiert, dass der Messkopf nach erfolgten Messungen nicht komplett
aus der Matte entfernt, sondern an den Rand gefahren wurde, so dass die Matte ein-
gespannt blieb, ohne dass es zu einer Beschattung der Kulturen durch die Zangenarme
gekommen ware. Die Zangenarme wurden aus Aluminiumstaben gefertigt und waren starr
genug gearbeitet, dass eine Ebenenverschiebung der beiden Zangenarme nicht auftrat.
Dies war ein Grundbaustein fiir die exakt gegeniiberliegende Positionierung der Lichtleiter

und garantierte eine praxistaugliche und robuste Online-Messung.
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6.1.2.2 Funktionsweise

Die Handhabung der Messschiene fiir das Sensorsystem erwies sich als verldsslich und
stabil. Das Gewicht des Messkopfes, sowie die Anbringung der Lichtleiter fiihrte nicht
zu einem Schleifen oder Stocken. Die zunachst in einer Vorstudie per Handrad und in
der Endstudie automatisch durchgefiihrte Positionierung erwies sich als sehr genau und
reproduzierbar. Betrug bei mehrmaliger Anfahrt der Positionierung per Handrad die Ab-
weichung noch bis zu zwei Millimeter, so verringerte sich diese Abweichung durch die
Verwendung eines Schrittmotors zur Justierung auf deutlich unter einen Millimeter.

6.2 Systemvalidierung anhand von Screeningbeispielen

6.2.1 Toleranzuntersuchungen
6.2.1.1 Funktionalitiat des Screening-Systems bei Toleranzuntersuchungen

Ziel von Toleranzuntersuchungen ist die Analyse typischer Wachstumsparameter (op-
timale Wachstumsrate bei Veranderung der PPFD, Temperatur und Begasungsstarke)
eines Organismus und welche quantitativen Auswirkungen dies fiir die an das Habitat
angepassten Organismenpopulationen hat. Mit dem neu entwickelten Screening-System
war es moglich, die typischen Eigenschaften zu ermitteln. In dem zur Systemvalidierung
gewahlten Beispielsversuch (Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen
Habitaten) wurden die Uberlebensraten verschiedener Algenarten in Abhingigkeit eines
salinen Abwassers sowie die Entwicklung der Biomasse ermittelt.

Die im Stand des Wissens in Tabelle und Tabelle beschriebenen Eigenschaften
von Bioreaktoren bzw. Photobioreaktoren aus Einwegmaterialien dienen im Folgenden als
Grundlage fiir die Bewertung des neu entwickelten Screening-Systems bei Experimenten

aus dem Bereich der Toleranzuntersuchungen.

Lichteffizienz

Die Lichteffizienz des Gesamtsystems spielt bei der Untersuchung von salinen Habitaten
zunachst eine untergeordnete Rolle, da es wie in der obigen Diskussion schon erwahnt,
eher zu einem Lichtiiberschuss als zu einem Lichtmangel in der Algensuspension kommt.
Natiirlich ist die effiziente Nutzung der eingesetzten Energie wichtig, damit die Betriebs-

kosten nicht unnotig erhoht werden. Der Fokus der Lichteffizienz soll hierbei aber nicht
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bei den Energiekosten liegen, sondern bei der Umsetzung der eingebrachten Lichtenergie
durch die Photosynthese der Mikroalgen. Da, wie in der Diskussion schon erwahnt, die
Mikroalgen eher bei einem Lichtiiberschuss nicht wachsen, kann auf eine eventuell sehr
aufwendige Lichteffizienzsteigerung im Voraus verzichtet werden. Ein wesentlicher Punkt
bei einem Screeningsystem ist die Vergleichbarkeit der Wiederholungen. Durch das Aus-
kristallisieren der Salze, Schaumbildung und Anheftung von abgestorbenen Mikroalgen
wurde teilweise der Lichteintrag in den Reaktor durch diese Art der Beschattung verrin-
gert. Dieses Phanomen wurde durch das extrem saline Abwasser besonders hervorgerufen

und resultierte in einem unregelmaBigen Lichteintrag.

Durchmischung und hydrologischer Stress

Der durch die Begasung der Mikroalgenkultur erzeugte hydrologische Stress erhohte den
schon durch das Abwasser bedingten Salzstress dermaBen, dass speziell bei einer Mi-
kroalgenart (D. salina) ein Wachstum im neu entwickelten Screening-System nicht er-
folgreich durchgefiihrt werden konnte. Aus diesem Grund wurde diese Versuchsreihe in
einem Wippreaktor ohne Begasung durchgefiihrt. Bei allen anderen Algenarten trat diese
Besonderheit nicht auf. Die Durchmischung war bei den mit dem Airliftprinzip durch-
mischten Suspensionen immer gegeben. Sogar bei Salzablagerungen am Reaktorboden

konnte eine Durchmischung der Algensuspension gewahrleistet werden.

Volumen und Up-Scaling

Das Volumen einer Versuchseinheit des neu entwickelten Screening-Systems war fiir die
Ermittlung der Uberlebensrate und der Biomasse groB genug. Jedoch fiir die Messung
des intrazelluldren lonengehaltes reichte die im Screening-System produzierte Biomasse
nicht aus. Hierfiir wurde ein Up-Scaling durchgefiihrt, wobei sich eine Veranderung der

Wachstumsparameter nicht zeigte.

Sterilitdt und Sterilisierbarkeit

Bei den durchgefiihrten Versuchen mit salinen Abwassern wurde teilweise mit Bakterien
kontaminiertes Abwasser verwendet. Trotz dieser Verunreinigungen wurden die Versuche
unter quasi sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Wenn zukiinftig in dem Screening-Reaktor
Aufsalzungsexperimente durchgefiihrt werden sollten, kann eine sterile Abwasserzufiih-
rung nicht gewahrleistet werden. An dieser Stelle hat das neue Screening-System noch
Schwachen und muss verbessert werden. Denkbar waren sterile Spritzensysteme, welche

auch in der Humanmedizin eingesetzt werden.

Temperaturkontrolle
Versuchsbedingt gab es bei den Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegentiber sali-
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nen Habitaten keine besonderen Auffalligkeiten bei der Temperaturkontrolle.

Platzbedarf
Versuchsbedingt erhohte sich der Platzbedarf bei der Durchfiihrung der Experimente
mit dem Wippreaktor. Es wurde ungefahr die doppelte Flache fiir die gleiche Anzahl an

Versuchswiederholugen benotigt im Vergleich zum Standardreaktor.

6.2.1.2 Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen Habitaten

In den Salzschockexperimenten zeigten drei von zehn Algenarten ein Wachstum im Bel-
sein des extrem salzhaltigen Abwassers (Abwassergehalt 50 - 75 %). Es konnte gezeigt
werden, dass die Algen iliberleben und mit einer geringen Wachstumsrate ein Biomassezu-
wachs zu verzeichnen war. Von hoheren Pflanzen ist bekannt, dass Nitrate und Chloride
die gleichen Aufnahmmechanismen benutzen. Fiir die kombinierte Nitrat- und Chloridauf-
nahme wurden schon die verschiedensten Interaktionen beschrieben (Grattan and Grie-
ve, 1994} Leidi et al [1991). Durch den hohen Chloridgehalt im Medium, setzte eine
Wachstumsdepression aufgrund der verringerten Nitrataufnahme ein. Ein weiterer Be-
weis fiir diese These geben die Versuche mit T. tetrathele. Hier zeigte die Mikroalge ein
verbessertes Wachstum bei hoheren Temperaturen und geringen Lichtintensitaten. Die
Pigmentierung der Alge unter hohen Lichtintensitaten deutet auf ein Verbleichen durch
Sauerstoff-Radikale (ROS) hin. Durch Schatzungen des C/N-Verhaltnisses der Algenbio-
masse kann berechnet werden, dass bei einer optimalen Nahrstoffversorgung circa 30 %
der Elektronen des photosynthetischen Elektronentransports fiir die Stickstoffreduktion
bendtigt wird. Unter Nitratmangel und einer hohen Lichtintensitat ist die Wahrscheinlich-
keit hoch, dass dies bei einem geringen Verbrauch an Elektronen in einer Mehler-Reaktion
resultiert (Mehler, |1951; [Makino et al., 2002)). ROS werden angesammelt und kdnnen
hierdurch zu einem Verbleichen der Pigmente oder anderen Zellschaden der Algen fiih-
ren.

Nach einer Anpassungsperiode zeigte D. salina hohere Toleranzen zu dem verwende-
ten Abwasser und den beinhaltenden Salzkonzentrationen im Vergleich zu den Salz-
Schockexperimenten. Die Anpassungsperiode kann die Expression neuer Enzyme ermdgli-
chen, was zu einer Veranderung des Metabolismus fiihrt und beispielsweise eine Erhohung
der Antioxidantien mit sich bringt. Auf diese Weise kann eine lonen-Homeostase und
Osmoadaption erreicht werden. Beispielsweise wurden Rubisco und Rubiscoactivase als
Proteine bei der Stresskontrolle identifiziert (Liska et al. 2004)). Ein effizienterer Calvin-
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zyklus konkuriert mit der Mehler-Reaktion um Elektronen, bietet mehr Zucker, ATP und
Redoxenergie fiir den lonentransport und der Glycerinproduktion, was eine erfolgreiche
Osmoregulation ermdglicht (Liska et al., [2004).

Eine Analyse des intrazelluldren lonengehaltes von Mikroalgen, welche in sehr salzhaltigen
Medien gewachsen sind, ist anspruchsvoll. Auf der einen Seite ist eine Messmethode ohne
,Waschschritt® moglich. Diese Methode, welche auch in der vorliegenden Studie verwen-
det wurde, iiberschatzt besonders bei hohen extrazelluldaren lonengehalten und Salzan-
haftungen den intrazelluldren lonengehalt von Mikroalgenzellen. Auf der anderen Seite
birgt eine Messmethode mit ,Waschschritt® den Nachteil, dass eine Lyse der Algenzelle
oder eine Unterschatzung des intrazellularen lonengehaltes stattfindet. AuBerdem kann
eine Verschiebung des Natrium zu Kalium-Verhaltnisses durch den Waschschritt erfolgen.
Aus diesem Grund wurde eine eventuelle Uberschitzung des intrazelluldren lonengehal-
tes in Kauf genommen. Wahrend der intrazellulare Natriumgehalt von D. salina nicht
signifikant von dem externen Salzgehalt beeinflusst wird, steigt der Kalium- und Magne-
siumgehalt bei steigender Salzkonzentration im Wachstumsmedium. Dies unterstiitzt die
These, dass saline Mikroalgen spezielle lonentransporter besitzen, welche spezifische lo-
nen vom Transport ausschlieBen, um die Funktionalitat der sensitiven Enzyme zu schiitzen
(Avron and Ben-Amotz, 1992; |Gimmler, 2000; |Pick et al., 1986| 2006]). Ein konstan-
ter intrazellularer Natriumgehalt ist besonders wichtig fiir D. salina, da wichtige Enzyme
wie Rubisco, Glucose-6-phosphat-dehydrogenase und Pentosephosphatisomerase bei zu
hohen intrazelluldren Natriumgehalten gehemmt werden (Johnson et al., |1968)). Aus die-
sem Grund entfernt D. salina Natrium aus der Zelle. Mit zunehmendem Salzgehalt des
Wachstumsmediums findet eine Verschiebung des Kationengleichgewichtes von Natrium
zu physiologisch kompatiblen Kalium- und Magnesiumionen statt.

6.2.2 Stoffstromanalyse

6.2.2.1 Funktionalitat des Screening-Systems bei Stoffstromanalysen

Eine Stoffstromanalyse hat das Ziel, bekannte Inhaltsstoffe zu finden und deren Verlage-
rung zu untersuchen. Fiir die Systemvalidierung des neu entwickelten Screening-Systems
wurde aus diesem Teilbereich des Screenings ein Beispielsversuch gewahlt, welcher sich
mit der Stoffstromanalyse der Nitrat- und Phosphatverlagerung in Algensuspensionen be-
schaftigt. Mit Hilfe des neu entwickelten Screening-Systems konnten bei verschiedenen
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Algenarten der Wachstumsverlauf und die potentielle Quantenausbeute des PSII bei un-
terschiedlichen Abwasserkonzentrationen (Haushaltsabwasser) ermittelt werden. Weiter-
hin war es moglich die Verlagerung der Nitrat- und Phosphatkonzentration des Abwassers

aufgrund von Extinktionsmessungen in die Algensuspension abzubilden.

Lichteffizienz

Bei der Analyse der Nitrat- und Phosphatverlagerung in Algensuspensionen in dem neu
entwickelten Screening-System ist die Lichteffizienz von besonderer Bedeutung. Durch die
im Haushaltsabwasser befindlichen Phosphate konnten hohe Biomassezuwachse erreicht
werden. Aus diesem Grund ist ein ausreichender und gleichmaBiger Lichteintrag besonders
wichtig. Durch den Einsatz von vorgeklarten Haushaltsabwassern gab es unterschied-
liche Tribungen und somit auch unterschiedliche Lichteintrage bei den verschiedenen
Versuchsvarianten. Dieses Phanomen ware auch bei anderen Screening-Systemen aufge-
treten. Weiterhin wurde bei den Experimenten beobachtet, dass durch das Haushalts-
abwasser vermehrt eine Anheftung von Organismen an den Reaktorwdnden stattfand.
Diese Verringerung des Lichteintrags ist alleine der Funktionalitat des neu entwickelten
Screening-Systems geschuldet. Hierdurch wird die Anheftung durch das Reaktormaterial
gefordert und kann mit Hilfe der Begasung nicht wieder von der Reaktorwand geldst

werden.

Durchmischung und hydrologischer Stress

Ein hydrologischer Stress, hervorgerufen durch die Begasung, konnte bei diesem Teil-
experiment nicht beobachtet werden. Jedoch erfolgte durch die Begasung keine voll-
standige Durchmischung, da die groben Bestandteile des Haushaltsabwasser im Reaktor
sedimentierten. Dieser Nachteil des Airliftprinzips ware bei einem anderen Reaktortypen
wie beispielsweise einem ,Spinner Flask” nicht aufgetreten.

Volumen und Up-Scaling

Das Volumen einer Versuchseinheit des neu entwickelten Screening-Systems war fiir die
Ermittlung der Biomasse groB genug. Auch die Phosphat- und Nitratanalysen konnten
mit dem bereitgestellten Medium durchgefiihrt werden. Ein Up-Scaling des Reaktortyps
wurde bei dieser Versuchsreihe nicht durchgefiihrt. Ob die Ubertragbarkeit der Versuche
auf ein System in Indien gegeben ist, bleibt fraglich obwohl keine hohen technischen

Voraussetzungen an das neu entwickelte Screening-System gestellt werden.

Sterilitat und Sterilisierbarkeit
Bei den durchgefiihrten Versuchen mit Haushaltsabwassern wurde teilweise mit Bakteri-

en kontaminiertes Abwasser verwendet. Durch die Begasung der Suspension konnte ein

113



6.2 Systemvalidierung anhand von Screeningbeispielen Diskussion

Wachstum der Bakterien nicht verhindert werden. Dies ist jedoch nicht dem System ge-
schuldet, sondern dem spezifischen Abwasser. Die Probenentnahme konnte hierbei nicht
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden. Zukiinftige Systeme sollten in diesem
Punkt verbessert werden.

Temperaturkontrolle
Versuchsbedingt gab es bei den Stoffstromanalyse der Nitrat- und Phosphatverlagerung
in Algensuspensionen keine besonderen Auffalligkeiten bei der Temperaturkontrolle.

Sensorik

Eine Messung der potentiellen Quantenausbeute des PSII konnte in den ersten drei
Versuchstagen nicht durchgefiihrt werden. Nach Angaben der Firma Walz muss fiir ei-
ne Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz wenigstens eine Chlorophyll-Konzentration von
500 wg L~! vorhanden sein (Walz, 2011)).

Es ist zu beobachten, dass besonders zwischen dem vierten und fiinften Tag der Kultur
die Nahrstoffkonzentration im Medium sank. Wahrend dieser Kulturzeit befanden sich
die Mikroalgen in der exponentiellen Wachstumsphase (siehe Abbildung und die
potentielle Quantenausbeute des PSII hatte hier auch ihr Maximum (siehe Abbildung
[5.15). Das Maximum der Lichtabsorption von Nitrat liegt bei 210 nm. Problem hierbei
sind die organischen Verbindungen (Kolle, 2009). Die Modellierung der Nitrat- und Phos-
phatgehalte erfolgte auf der Basis der reproduzierbaren Extinktionsmessungen an den
Reaktormatten.

6.2.2.2 Stoffstromanalyse der Nitrat- und Phosphatverlagerung in
Algensuspensionen

Es wurde festgestellt, dass die Mikroalge N. salina sowohl in der Kontrolle als auch in al-
len Versuchsvarianten einen Biomassezuwachs verzeichnete. Die Versuchsvarianten N 25
bis N 100 zeigten einen anfanglich starkeren Biomassezuwachs als die Kontrolle ohne
Abwasserzusatz im Seawater-Medium. Dies konnte an der Verfiigbarkeit der Nahrstoffe
gelegen haben. So waren wahrscheinlich die Nahrstoffe in den Medien mit Abwasser

einfacher verfiigbar als im Seawater-Medium.

Die Nitrat- und Phosphatkonzentration im Medium reduzierte sich bei allen Varianten,
auBer bei der Variante N 100. Eine Nitrat- und Phosphatreduktion im Medium kdnnte aus
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zwei Griinden zu Stande gekommen sein. Zum einen hatte der von den Mikroalgen pro-
duzierte Sauerstoff im Abwasser gelost und hier von Bakterien benutzt werden kdnnen,
welche dann wiederum fiir die Reinigung des Abwassers verantwortlich gewesen waren.
Zum anderen hatten die Mikroalgen Nitrat und Phosphat fiir den Aufbau ihrer eigenen
Biomasse nutzen kdnnen. Durch ihre hohen Wachstumsraten wird sehr viel Biomasse
produziert, wodurch sehr viele Nahrstoffe benotigt werden. Eine mogliche Quelle kdnnen
hierfiir Abwasser sein (De-Bashan and Bashan| 2010)).

Bei der Messung der Nitrat- und Phosphatkonzentration wurde ein Verfahren angewen-
det, welches die Nahrstoffkonzentrationsveranderungen im Medium gemessen hat. Es
muss daher berilicksichtigt werden, dass bei dieser Methode nicht zwischen einer Nahr-
stoffreduktion im Medium durch Aufnahme von Mikroalgen und anderen Formen des
Nahrstoffverlustes (bakterieller oder chemischer Verlust) unterschieden werden konnte
(Jimenez-Perez et al., 2004)).

Am Ende der Kulturzeit starben die Mikroalgen ab, wobei hierdurch die eingelagerten
Nitrate wieder an das Medium abgegeben wurden. Dies erklart den leichten Konzentra-
tionsanstieg an Nitrat bei manchen Versuchsvarianten zwischen dem sechsten und elften

Kulturtag.

Im Gegensatz zur Nitratreduktion ist die Entfernung von Phosphaten der schwierigere
Teil der Abwasserreinigung. Kommerziell eingesetzt werden heutzutage chemische Me-
thoden mittels Einsatz von Eisen, Alluminium oder Kalk (Donnert and Salecker, 1999
Penetra et al., 1999). Biologische Methoden wie die Ausfallung von Phosphaten kon-
nen nur unter ganz bestimmten Bedingungen durchgefiihrt werden (Bashan et al., 2004;
Stratful et al., |1999; Van der Houwen and Valsami-Jones, 2001)). Eine weitere Moglich-
keit der biologischen Reinigung kann durch die Beliiftung anaerober Abwasser mit CO,
geschehen (Kalyuzhnyi et al., |2003).

Bei diesen Methoden werden die Phosphationen in eine feste Phase liberfiihrt und somit
aus dem Abwasser entfernt. Ein Recyceln des Phosphates wird hierdurch jedoch nicht
erreicht, da das Phosphat nur in andere Abfallprodukte umgewandelt wird. Der einzige
Weg, Phosphat biologisch zu reinigen, wird durch Bakterien und Mikroorganismen er-
reicht (Bashan et al., 2004). Im Vergleich zur Nitratreduktion ist die Phosphatreduktion
weniger effizient und verlduft sehr langsam (Aslan and Kapdan| 2006]). Andere Studien

zeigen bei landwirtschaftlichen Abwassern und dem Einsatz von C. vulgaris und S. dimor-
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phus eine Phosphatreduktion von 55 % (Gonzalez et al., |1997). Eine weitere Studie mit
einem anderen Scenedesmus-Stamm erreichte eine Phosphatreduktion von mehr als 50 %
(Voltolina et al., [2005)). Bei dem Einsatz von S. platensis konnte eine Phosphatreduktion
von iiber 99 % erreicht werden (Phang et al., 2000)).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Mikroalgen in der Lage sind, organische- und
anorganische Substanzen vom Abwasser zu entfernen. Zum Beispiel benutzten Aslan and
Kapdan| (2006)) Chlorella vulgaris fiir die Phosphat- und Nitratreinigung. Weitere Al-
genarten, die fiir die Abwasserreinigung eingesetzt werden, sind Nannochloris, Spirulina
und Scenedesmus (Mata et al., 2010). Durch die hohe Salzkonzentration im Wachs-
tumsmedium und die lonentransportmechanismen der Algenzellen findet nur ein leichtes
Wachstum unter diesen extremen Bedingungen statt. Aus diesem Grund ist eine direkte
Abwasserreinigung in Abwassern mit sehr hohem Salzgehalt nicht moglich. Dieser hohe
Salzgehalt muss zu einer verbesserten bzw. effizienteren schrittweisen Abwasserreinigung
fiihren (Reinigung durch Umkehrosmose oder durch eine Reinigungs-Kaskade). Ein Pro-
blem der Abwasserreinigung durch Mikroalgen ist, dass die Mikroalgen in einer Suspension
vorliegen. Dies erschwert in besonderem MaBe die Algenernte bzw. die Abwassernach-
behandlung. Durch Filterung oder Zentrifugation entsteht ein hoher finanzieller sowie
zeitlicher Aufwand, welcher bei hohen Abwassermengen nicht realisierbar ist (De-Bashan
and Bashan|, 2010)). Eine Immobilisierung der Mikroalgen ist die bisher beste Technik,
eine Separation kostengiinstig zu erreichen (Olguin, |2003)).

6.2.3 Phadno- und Genotypisierung
6.2.3.1 Funktionalitat des Screening-Systems bei Phino- und Genotypisierungen

Phano- und Genotypisierungen haben das Ziel, unbekannte Organismen zu charakteri-
sieren und taxonomisch bzw. phylogenetisch einzuordnen. Durch das neu entwickelte
Screening-System konnte der Teil der Phanotypisierung bei dem Beispielsversuch zur
Systemvalidierung (Phano- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies) abge-
arbeitet werden. Bei der Phdnotypisierung spielen die physiologischen Untersuchungen
eine zentrale Rolle. In dem Beispielsversuch konnten fiir den Teilbereich der Phano- und
Genotypisierung die spezifischen Wachstumsraten bei unterschiedlichen Kulturparame-
tern ermittelt werden.

Wachstum und Beeinflussung durch den Screening-Reaktor
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Durch die wenigen Mikroalgen in der Suspension neigte die Mikroalgenkultur eher zu einer

Anheftung an die Reaktorrohrenwand.

Durchmischung und hydrologischer Stress

Ein hydrologischer Stress, hervorgerufen durch die Begasung, war bei diesem Teilexpe-
riment von besonderer Bedeutung. Durch eine zu hohe Scherkraftbelastung hatte es
zu Beschadigungen der Mikroalgen kommen kdnnen. Dies hatte zur Folge gehabt, dass
die Aufnahmen des Rasterelektronenmikroskops nicht verwertet werden konnten. Die
Durchmischung erfolgte wiederum mit dem Airliftprinzip durch die Begasung. Durch die
Genotypisierung wurde eine Mischprobe aus zwei Algenarten festgestellt. Eine dieser Al-
genarten war die scherkraftanfillige D. salina, welche im ersten Teilexperiment schon
erfolgreich im Wippreaktor kultiviert wurde. Wichtig in einem solchen Screeningversuch
ist, dass nicht eine Mikroalge der Mischkultur durch die Kulturbedingungen bevorteilt
wird und eine andere dadurch abstirbt. Hierdurch kdnnte eine Trennung von Mischproben

herbeigefiihrt werden.

Volumen und Up-Scaling
Das Volumen einer Versuchseinheit des neu entwickelten Screening-Systems war fiir die

Ermittlung der Biomasse groB genug.

Sterilitdt und Sterilisierbarkeit
Bei diesem Teilexperiment war die Sterilitat einer der wichtigsten Faktoren der Untersu-
chung. Ein unsteriler Reaktor hatte dazu gefiihrt, dass moglicherweise im Untersuchungs-
zeitraum ein fremder Organismus in den Reaktor gelangt ware. Dies hatte eine falsche
DNA-Sequenz zur Folge gehabt.

Temperaturkontrolle
Versuchsbedingt gab es bei der Phano- und Genotypisierung keine besonderen Auffallig-
keiten bei der Temperaturkontrolle.

6.2.3.2 Phdno- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies

Die Aufnahmen des Rasterelektronenmikroskops geben einen Uberblick iiber den Pha-
notypen der Mikroalge. Auffallend sind die vorhandenen glatten Flagellen und der rote
Augenfleck. Aufgrund des hohen Salzgehaltes der Algensuspension und der direkten Auf-
tragung dieser auf den Objektrager haben sich Salzkristalle gebildet, welche die Qualitat
der Aufnahmen verschlechterten. Weiterhin sind lediglich die Umrisse der Mikroalgen und

keine plastischen Strukturen zu erkennen. Eine verbesserte Qualitat bei der Aufnahme im
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Elekronenmikroskop kdnnte durch eine vorherige Fixierung mit entsprechenden Fixaten
verbessert werden (Mulisch, 2010)). Neben der rasterelektronenmikroskopischen Unter-
suchung zeigte sich bei Betrachtung im Lichtmikroskop eine zweite seltene Mikroalge,
die keine der iiblichen Farbemethoden intakt lberstand und ungefarbt wenig Kontrast
gab.

Eine Charakterisierung der unbekannten Algenspezies auf der Grundlage von phanotypi-
schen Daten erfordert sehr viel Erfahrung des Betrachters. In diesem Fall kommen fiir
die unbekannte Mikroalge mit zwei glatten Flagellen, einem roten Augenfleck und einer
hohen salinen Toleranz mehrere Spezies in Frage.

Um die Ergebnisse der Phanotypisierung zu erganzen, wurde eine Aufreinigung mit einer
anschlieBenden PCR und einer direkten Sequenzierung des PCR-Produktes durchgefiihrt.
Diese direkte Methode birgt den Vorteil, dass schnell Ergebnisse erzielt werden gegen-
iiber einer aufwendigen Klonierung. Diese wurde zwar auch durchgefiihrt um bessere
Sequenzdaten zu erhalten, jedoch konnte rDNA der salzhaltigen Proben nicht kloniert
werden. Wahrscheinlich kam es zu einer letalen Rekombinationen mit dem verwendeten
Bakterienstamm. Die anschlieBende Sequenzierung erfolgte iiber Nacht bei einer Sequen-
zierungsfirma. Diese direkte und schnelle Methode hat den Nachteil, dass die Qualitat
der Sequenzierung gering ist. Ein Hintergrundrauschen auf den Chromatogrammen lasst
sich nicht verhindern, was eine Leseweite von meist unter 700 bp zur Folge hat. Da
der Sequenzierungsprimer direkt am PCR-Amplifikat ansetzt, ist eine Sequenzierung der
ersten 10 bis 50 bp nicht moglich. Hiervon ist sowohl der Anfang wie auch das Ende der
Sequenz betroffen. Dies konnte durch einen Zwischenschritt nach der PCR verbessert
werden. Hierbei wird das PCR-Ergebniss in ein Plasmid integriert. Hierdurch wird eine
vollstandige Sequenzierung des PCR-Produktes gewahrleistet, da die Sequenzierungspri-
mer komplett vor bzw. nach dem PCR-Produkt anlagern (Reinhard, |2010]).

Mit der vorgestellten direkten Methode wurden Teilstiicke der 18S rDNA aufgedeckt.
Zwei Wiederholungen fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen. Es wurden die DNA-
Sequenz einer Stramenopilen-Spezies als auch die einer Dunaliella-Spezies gefunden.
Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass es sich bei der untersuchten Algensuspension
um eine Mischprobe aus zwei Algenspezies handelt, wie auch schon die lichtmikroskopi-
sche Betrachtung vermuten lieB.

Da die universellen Primer 2683 und 2684 unspezifisch an die 185-Bereiche eukaryoti-
scher DNA binden, ist es reiner Zufall an welche vorhandene eukaryotischer DNA diese in
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einer Mischprobe binden (Medlin et al.,|1988)). Soll eine bestimmte DNA ndher untersucht
werden, helfen die universellen Primer nicht weiter (Lépez-Garcia et al., 2001)). Abhilfe
konnen hier selbst erstellte spezifische Primer geben. Mit Hilfe der durch die universellen
Primer sequenzierten 185-Bereiche kdnnen variable Bereiche der rDNA als Primerbinde-
stelle gewadhlt werden. Diese spezifischen Primer sind nicht wie die universellen Primer
sehr erprobt. Zwar kdnnen selbst erstellte Primer mit dem Programm , OlidoCalc” gepriift
werden, aber dennoch kann eine falsche Annealing-Temperatur zu einem Scheitern der
PCR fiihren (Kibbe, 2012)).

Die ermittelte Sequenz der 1. Laufbahn ist als Isolat ME280100 von Park und Simpson
(2010) hinterlegt worden. Diese Stramenopilen-Spezies wurde in Sorae, Siidkorea aus
einem stark salinen Habitat (280 %o) isoliert. Die Spezies hat eine Zelllinge von 5,8
+ 1,0, eine Zellbreite von 3,7 = 0,6 und zwei Flagellen ohne Mastigonema mit einer
Lange von 1,5 mal der Zelllainge (Park and Simpson|, 2010]). Diese Daten stimmen gut
mit denjenigen der hier untersuchten Spezies iiberein.
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7 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurde ein Photobioreaktor-System aus Einwegmaterialien, welches fiir
die Kultur von Mikroalgen geeignet ist, erfolgreich entwickelt. Ein Systemvergleich
mit anderen Reaktoren zeigte ein besseres Wachstum im neu entwickelten Screening-
Reaktor. Die Kombination aus hohem Probendurchsatz und hoher Reproduzierbarkeit

konnte anhand von Vergleichsuntersuchungen belegt werden.

Die Funktionalitat des Screeningsystems wurde anhand von ausgewahlten Experimenten
aus den Bereichen Toleranzuntersuchungen von Mikroalgen gegeniiber salinen Habita-
ten, Stoffstromanalysen in Mikroalgensuspensionen bei Nitrat- und Phosphatverlagerun-
gen und Phano- und Genotypisierung einer unbekannten Algenspezies durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Vergleichs- sowie Funktionalitatsuntersuchungen zeigten, dass das entwi-
ckelte Screeningsystem eine Alternative bei Hochdurchsatzuntersuchungen im Mikroal-
genbereich ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Kultivierung von Mikroalgen
in dem System moglich ist und ein reproduzierbar arbeitendes Sensorsystem (Spektral-

analyse und Chlorophylifluorimetrie) vorliegt.
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8 Ausblick

Eine kommerzielle Anwendung des Einweg-Photobioreaktor-Systems fiir Screeningaufga-
ben ist mittelfristig denkbar. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Prototyp des Scree-
ningsystems verwendet. Samtliche Bauteile, Vorrichtungen und Messinstrumente wurden
einzeln hergestellt und auf das System abgestimmt. Um einen storungsfreien und immer
reproduzierbaren Ablauf garantieren zu kdnnen, miissen die folgenden Punkte iiberarbeitet

werden:

Bioreaktormatte: Die Bioreaktormatte, welche fiir dieses Screeningsystem verwendet
wurde, wird industriell als Verpackungsmaterial hergestellt. Obwohl Material sowie die
Abmessungen der Einzelreaktorrohren sehr gut sind, haben die Reaktorréhren keinen fes-
ten Zugang lber die die Algensuspension zugefiihrt und beliiftet werden kann. Fiir eine
einfachere, sichere und sterile Benutzung des Screeningsystems ist eine Verbesserung der
Bioreaktormatte unumganglich. Fiir zukiinftige Versuche mit diesem System muss eine
Bioreaktormatte mit dhnlichen Eigenschaften gefunden werden, die aber Anschliisse an
den jeweiligen Enden der Reaktorréhren besitzt.

Des Weiteren ist ein wichtiger Bestandteil des Screeningsystems das Airliftprinzip, wel-
ches durch einen Druckabfall an der Knickfalte der Bioreaktormatte ausgeldst wird. Bei
den durchgefiihrten Versuchen stellte sich heraus, dass bei unsachgemaBer Anbringung
der Bioreaktormatte, die Knickfalte nicht sauber ausgebildet war und hierdurch ein unter-
schiedlicher Druckabfall in benachbarten Reaktorréhren entstand. Hierdurch veranderte
sich die Begasung und musste manuell angepasst werden. Fiir eine zukiinftige Bioreak-
tormatte sollte die Knickfalte zuvor industriell gefertigt werden um gleichbleibende und
reproduzierbare Begasungsintensitaten zu gewahrleisten.

Begasung: Bedingt durch die unsachgemaBe Ausfiihrung der Knickfalte, musste manuell
die Begasungsintensitat angepasst werden. Die Regulierung des Volumenstroms tiber
Schiffsklemmen erweist sich nach der erstmaligen Grundeinstellung als praktikabel. Trotz
der sehr hohen Investitionskosten sollte jede Reaktorrohre mit einem Durchflussmesser

versehen werden.
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Ausblick

Belichtung: Wie die Ergebnisse gezeigt haben, eignen sich Leuchtstofflampen nicht fiir
eine gleichmaBige Belichtung aller Reaktorrohren. Eine Belichtung mittels LEDs verbes-
sert nicht nur die Verteilung, sondern es konnen auch verschiedene Intensitaten und durch

farbige LEDs auch andere Belichtungsspektren erzeugt werden.

Temperaturkontrolle: Die Temperatur konnte in allen Beispielsversuchen gleichmaBig
gehalten werden. Es wurde eine Genauigkeit von £1K zur Solltemperatur erreicht. Bei

hoheren Anspriichen kann der Temperatursensor in die Reaktormatte integriert werden.

Sensorik: Das verwendete Sensorsystem auf der gesteuerten Messschiene arbeitete ge-
nau und reproduzierbar. Hierfiir mussten mehrere Programme der einzelnen Sensoren und
Steuerungen aufeinander abgestimmt werden. Dieses wurde bisher mit dem Programm
ProfiLab Expert realisiert. Lediglich eine automatische Datenerfassung aller Messpara-
meter konnte mit diesem Programm nicht realisiert werden, da es nicht moglich war auf
das Spektrometer zuzugreifen. Bei den durchgefiihrten Versuchen mussten die Spektral-
daten extra erfasst und gespeichert werden. Fiir zukiinftige Versuche wadre eine automa-
tische Datenerfassung alle Parameter mit nur einem Programm wiinschenswert. Dies gilt
im Blick auf die Grundlagenforschung insbesondere auch fiir die Daten der Chlorophyll-
Fluoreszenz. Es sollte die Mdoglichkeit bestehen, zundchst alle Rohdaten aufzunehmen
und erst bei der Auswertung entsprechend zu verrechnen. So konnte man zum Beispiel
priifen, ob fiir eine bestimmte Fragestellung eher Fy/F,,, die Elektronentransportrate oder
ein anderer Parameter als Indikator geeignet ist.

Weiterhin sollte gepriift werden, ob sich der Gas-Strom vor bzw. nach Durchlauf durch
die Algensuspension online analysieren lasst. Es sollte auch iiberlegt werden, ob die Mog-
lichkeit besteht, den pH-Wert und gelosten Sauerstoff online zu messen und nicht nach

Entnahme einer Probe zu bestimmen.
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9 Anhang

9.1 Genotypisierung

Sequenz der 1. Laufbahn:
GCTGCNAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCCCTTGTACGGTGAAACT
GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAATTTATTTGATAGTCTCTCTACTTGGA
TAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGTTAAATCCCTGTCAAGGGTGT
GTTTATTAGATCCTAACCAACACTTAAGGTGAATCATGATAACCGAACGAATC
GCCATTTGGCGATGTTTCATTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAG
GGTATTGGCCTACCATGGCTTTAACGGGTAACGGAGAATTAGGGTTCGATTCC
GGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGT
AAATTACCCAATCCTAACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATACGGAA
CCCATCGGGTTTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAT
CCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAG
CGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTANNTGAATTTCTGGGAGGT
TCCANTCGCATGCNTGATTGCNTGNCNTGCTGTTGGATCTCCCCTCCTCGNAN
GGAANGTGTGTCGTTAATTCNTCNNANANTGNAANTGCNTCTTTTWNTGTGAA
AAANNTNNANTGNTT

Sequenz der 2. Laufbahn:
CTGNNAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTATACTGTGAAACT
GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTACCTTTACTCGGA
TAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGAAGG
GACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGGCGAATC
ATGATAACTTCACGAATCGCACGGCTTCGTGCCGGCGATGTTTCATTCAAATT
TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGG
GTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACC
ACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCAACACGGGGAGG
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TAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCATTTTTGTCTGGTAATTGGAATGAGT
ACAATCTNANTCCCTTAANNAGNATCCNTTGNANGGNNNGNCTNNTGCCNNCA
NCNNNGNTNA

9.2 R-Code fiir die Vorhersage der Nahrstoffgehalte

library(pls)

library(signal)

library(randomForest)

library(msProcess)

library(rms)

# Daten einlesen

setwd("G:\\Auswertung Statistik\\Versuch_2")

dat_abs<- read.table("Rohdaten_menke.txt", header=TRUE, sep="\t",na.strings = "NA", dec=",")
dat_abs_tr<-rbind(dat_abs[1:3,],dat_abs[5:7,],dat_abs[9:11,],dat_abs[12:13,],dat_abs[15:20,],dat_abs[21,],dat_abs[23:26,],dat_abs[28:32,] ,dat_abs[34:38,],
dat_abs[40,],dat_abs[42:43,] ,dat_abs[45:52,] ,dat_abs[64:69,],dat_abs[71:81,],dat_abs[83:87,],dat_abs[89,],dat_abs[91:94,],dat_abs[96:98,],dat_abs[100:102,],dat_abs[10
dat_abs[109:111,],dat_abs[113:116,],dat_abs[118:119,] ,dat_abs[121:124,],dat_abs[126:128,],dat_abs[130:133,] ,dat_abs[136:137,] ,dat_abs[139:140,])
dat_abs_test<-rbind(dat_abs[4,],dat_abs[8,],dat_abs[14,],dat_abs[22,],dat_abs[27,],dat_abs[33,],dat_abs[39,],
dat_abs[41,],dat_abs[44,],dat_abs[63:63,],dat_abs[70,],dat_abs[82,],dat_abs[88,],dat_abs[90,],dat_abs[95,] ,dat_abs[99,] ,dat_abs[103,],dat_abs[108,],
dat_abs[112,] ,dat_abs[117,],dat_abs[120,],dat_abs[125,],dat_abs[129,],dat_abs[134,],dat_abs[135,],dat_abs[138,])

matabs_tr <- dat_abs_tr[,-c(1:7)]

matabs_test <- dat_abs_test[,-c(1:7)]

mat_abs_s_tr<- scale(matabs_tr, scale = FALSE, center = colMeans(matabs_tr))

mat_abs_s_test<- scale(matabs_test, scale = FALSE, center = colMeans(matabs_test))

mat_abs_tr <- apply(mat_abs_s_tr, 1, sgolayfilt, m = 1)

mat_abs_test <- apply(mat_abs_s_test, 1, sgolayfilt, m = 1)

mat_abs_tr<-as.matrix(mat_abs_tr)

mat_abs_test<-as.matrix(mat_abs_test)

matabs_tr<-as.matrix(matabs_tr)

matabs_test<-as.matrix(matabs_test)
datmatabs_tr<-data.frame(Nitrat=dat_abs_tr$Nitrat,Phosphat=dat_abs_tr$Phosphat,NIR=I(matabs_tr))
datmatabs_test<-data.frame(Nitrat=dat_abs_test$Nitrat,Phosphat=dat_abs_test$Phosphat,NIR=I(matabs_test))
datmat_abs_tr<-data.frame(Nitrat=dat_abs_tr$§Nitrat,Phosphat=dat_abs_tr$Phosphat,NIR=I(t(mat_abs_tr)))
datmat_abs_test<-data.frame(Nitrat=dat_abs_test$Nitrat,Phosphat=dat_abs_test$Phosphat,NIR=I(t(mat_abs_test)))

datmat_abs_p.pls_tr <- plsr(Phosphat ~ NIR, data = datmat_abs_tr, ncomp = 5, validation = "L0OO")

datmat_abs_p.pls_test <- plsr(Phosphat ~ NIR, data = datmat_abs_test, ncomp = 5, validation = "LOO")

plot(datmat_abs_p.pls_tr, "validation", estimate = "CV") #3 comp

datmat_abs_n.pls_tr <- plsr(Nitrat ~ NIR, data = datmat_abs_tr, ncomp = 5, validation = "L0OO")

datmat_abs_n.pls_test <- plsr(Nitrat ~ NIR, data = datmat_abs_test, ncomp = 5, validation = "LOO")

plot(datmat_abs_n.pls_tr, "validation", estimate = "CV") #3 comp

ww <- datmat_abs_p.pls_tr$loading.weights[,1]

pp <- datmat_abs_p.pls_tr$loadings[,1]

w.ortho <- pp - crossprod(ww, pp)/crossprod(ww) * ww

t.ortho <- datmat_abs_tr$NIR %*% w.ortho

p.ortho <- crossprod(datmat_abs_tr$NIR, t.ortho) / c(crossprod(t.ortho))

Xcorr_p <- datmat_abs_tr$NIR - tcrossprod(t.ortho, p.ortho)

ww <- datmat_abs_n.pls_tr$loading.weights[,1]

pp <- datmat_abs_n.pls_tr$loadings[,1]

w.ortho <- pp - crossprod(ww, pp)/crossprod(ww) * ww

t.ortho <- datmat_abs_tr$NIR %*% w.ortho

p.ortho <- crossprod(datmat_abs_tr$NIR, t.ortho) / c(crossprod(t.ortho))

Xcorr_n <- datmat_abs$NIR - tcrossprod(t.ortho, p.ortho)

datmat_abs.oscl <- data.frame(Phosphat = datmat_abs_tr$Phosphat, Nitrat = datmat_abs_tr$Nitrat, NIR_p = Xcorr_p, NIR_n = Xcorr_n)
validation = "L0OD")

datmat_abs.oplsi_n <-plsr(Nitrat“NIR_n, data=datmat_abs.oscl, ncomp = 5, validation = "L0OO")

datmat_abs.oplsi_p <-plsr(Phosphat™NIR_p, data=datmat_abs.oscl, ncomp = 5

ww <- datmat_abs_p.pls_tr$loading.weights[,1]

pp <- datmat_abs_p.pls_tr$loadings[,1]

w.ortho <- pp - crossprod(ww, pp)/crossprod(ww) * ww

t.tst <- datmat_abs_test$NIR %*% w.ortho

p-tst <- crossprod(datmat_abs_test$NIR, t.tst) / c(crossprod(t.tst))

Xtst_p <- datmat_abs_test$NIR - tcrossprod(t.tst, p.tst)
datmat_abs_test_pred <- predict(datmat_abs.oplsi_p, newdata=Xtst_p, ncomp=3)
mean(datmat_abs_test_pred )
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RMSEP(datmat_abs_p.pls, newdata=datmat_abs_test, ncomp=3, intercept=FALSE)
R2(datmat_abs_p.pls, newdata=datmat_abs_test, ncomp=3, intercept=FALSE)
par (mfrow = c(1,2))

plot(datmat_abs.oplsl_p, "validation", estimate = "CV",pch=16,ylab=("Vorhersagefehler (-)"),xlab=("Anzahl an Modellkomponenten (-)"),main=("")) #comp=2
plot(t(dat_abs_test[6]),datmat_abs_test_pred[1:36], pch=16,x1im=c(0,0.5),ylab=("vorhergesagter Phosphatgehalt (mM)"),ylim=c(0,0.5),xlab=("gemessener Phosphatgehalt (m

abline(0, 1, col = "gray")

plot(datmat_abs.oplsi_p,"loading", comps = 1:2, xaxt="n", lty = c(1, 3), col = c(1, 1),ylab=("Ladungs-Vektor (-)"),xlab=("Wellenldnge (nm)"),main=(""))
axis(1, at=c(1,100,200,300,400,500), labels=c(350,450,550,650,750,850))

legend("topleft", 1ty = c(1,3), col = c(1,1), legend = c("Komponente 1 (84,0 %)","Komponente 2 (2,1 %)"))
par(mfrow = c(1,2))

plot(scores(datmat_abs.oplsi_p)[,1],Yscores(datmat_abs.oplsi_p)[,1],xlab="X-Scores (-)",ylab="Y-Scores (-)")
abline(h=0,v=0,col="gray")
plot(scores(datmat_abs.oplsi_p)[,2],Yscores(datmat_abs.oplsi_p)[,2],xlab="X-Scores (-)",ylab="Y-Scores (-)")
abline(h=0,v=0,col="gray")

ww <- datmat_abs_n.pls_tr$loading.weights[,1]

pp <- datmat_abs_n.pls_tr$loadings[,1]

w.ortho <- pp - crossprod(ww, pp)/crossprod(ww) * ww

t.tst <- datmat_abs_test$NIR %*% w.ortho

p.tst <- crossprod(datmat_abs_test$NIR, t.tst) / c(crossprod(t.tst))

Xtst_n <- datmat_abs_test$NIR - tcrossprod(t.tst, p.tst)

datmat_abs_test_pred <- predict(datmat_abs.oplsl_n, newdata=Xtst_n, ncomp=1)

mean(datmat_abs_test_pred )

RMSEP(datmat_abs_n.pls, newdata=datmat_abs_test, ncomp=1, interceptZFALSE)

R2(datmat_abs_n.pls, newdata=datmat_abs_test, ncomp=1, intercept=FALSE)

par(mfrow = <(1,2))

plot(datmat_abs.oplsi_n, "validation", estimate = "CV",pch=16,ylab=("Vorhersagefehler (-)"),xlab=("Anzahl an Modellkomponenten (-)"),main=("")) #comp=2
plot(t(dat_abs_test[7]),datmat_abs_test_pred[1:36], pch=16,xlim=c(0,1),ylab=("vorhergesagter Nitratgehalt (mM)"),ylim=c(0,1),xlab=("gemessener Nitratgehalt (mM)"))
abline(0, 1, col = "gray")

plot(datmat_abs.oplsi_n,"loading", comps = 1:2, xaxt="n", 1ty = c(1, 3), col = c(1, 1),ylab=("Ladungs-Vektor (-)"),xlab=("Wellenldnge (nm)"),main=(""))
axis(1, at=c(1,100,200,300,400,500), labels=c(350,450,550,650,750,850))

legend("topleft", 1ty = c(1,3), col = c(1,1), legend = c("Komponente 1 (78,6 %)","Komponente 2 (1,4 %)"))

par (mfrow = c(1,2))

plot(scores(datmat_abs.oplsi_n)[,1],Yscores(datmat_abs.oplsi_n)[,1],xlab="X-Scores (-)",ylab="Y-Scores (-)")

abline(h=0,v=0,col="gray")

plot(scores(datmat_abs.oplsi_n)[,2],Yscores(datmat_abs.oplsi_n)[,2],xlab="X-Scores (-)",ylab="Y-Scores (-)")

abline(h=0,v=0,col="gray")
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