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1 Einleitung

Der anthropogene Treibhauseffekt beschreibt die durch den Menschen verursachte Veranderung des
Klimas. Besonders hervorzuheben ist dabei die erhdhte Freisetzung verschiedener Treibhausgase, die
mit Einsetzen der Industrialisierung begann. Verglichen mit der Luftzusammensetzung vor der
Industrialisierung 1750 war beispielsweise der CO,-Anteil im Jahr 2018 um etwa 47 % hoéher (World
Meteorological Organization, 2019). Um eine weitere Klimaerwarmung zu verhindern, ist eine
Reduktion der CO,-Emissionen unabdingbar (Umweltbundesamt, 2020). Dazu missen bestehende
Prozesse effizienter und neue Prozesse CO,-neutral gestaltet werden (Schenk et al., 2008). Um den
Einsatz fossiler Ressourcen zu verringern, ist die Nutzung von Mikroalgen ein vielsprechender Ansatz,
da sie in der Lage sind, das Treibhausgas CO, als Kohlenstoff- und Sonnenlicht als Energiequelle zu
nutzen (Chiu et al., 2008; Karube et al., 1992; Wang et al., 2008). Diese nachhaltige Herstellung von
Mikroalgen oder deren Produkte kann in passenden Klimazonen {iber das gesamte Jahr hinweg
stattfinden (Quinn et al., 2011). Dariber hinaus kann die Kultivierung auf nicht urbaren Flachen
durchgefiihrt werden, wodurch verglichen mit Olpflanzen eine Konkurrenz im Rahmen des ,Teller-
Tank-Konflikts“ vermieden wird (Hannon et al., 2010). Weitere Vorteile gegeniiber den meisten
Pflanzen sind die Trinkwassereinsparung durch die Nutzbarmachung von Salz- oder Abwasser (Cantrell
et al., 2008; Wijffels & Barbosa, 2010) sowie ihre hoheren Solarenergieausbeuten (Chisti, 2007; Mata
etal., 2010; Tredici, 2010).

Neben diesen energie- und umweltbezogenen Griinden weisen Produkte aus Mikroalgen zusatzlich
Vorteile in ihren Eigenschaften auf. Beispielsweise ist die chemische Synthese des Pigments B-Carotin
zwar moglich (Bogacz-Radomska & Harasym, 2018), bei natiirlich hergestelltem B-Carotin ist allerdings
die antioxidative Kapazitdt hoher (Chidambara Murthy et al., 2005). Bereits 2015 betrug der globale
Marktwert von -Carotin 432,2 Millionen US-Dollar, von denen 164,2 Millionen US-Dollar auf B-Carotin
aus Mikroalgen entfielen (Grand View Research, 2016). B-Carotin kann sehr vielseitig als Farbstoff,
Futter- und Lebensmittelzusatzstoff genutzt werden oder kénnte als Vorlaufermolekdl fir Additive in
Flugzeugkraftstoffen Anwendung finden (Chidambara Murthy et al., 2005; Dufossé et al., 2005;
Woortman et al.,, 2020). Da B-Carotin von Mikroalgen intrazelluldr produziert wird und daher ein
Aufschluss sowie eine Extraktion der Biomasse notwendig wird, ist eine effiziente Herstellung in
glnstigen Produktionssystemen und eine einfache Gewinnung von B-Carotin notwendig, um die

Wertschopfung des Gesamtprozesses zu gewahrleisten.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Mikroalgen kénnen photoautotroph eine breite Palette an Wertstoffen produzieren. Daher stellen sie
eine nachhaltige Alternative zu oftmals energieaufwendigen chemischen Herstellungsverfahren dar.
Gerade die Verwendung von Lipiden aus Mikroalgen als Rohstoff zur Treibstoffherstellung ist in den
letzten Jahren in den Fokus der Forschung gertickt (Posten & Walter, 2012). Da Lipide aus Mikroalgen
allerdings bezogen auf die Herstellungskosten eine niedrige Wertschopfung aufweisen, ist die
Nutzbarmachung hochwertiger intrazellularer Mikroalgenprodukte sinnvoll. Zu diesen zdhlen
beispielsweise Carotinoide, mehrfach ungesattigte Fettsduren, Polysaccharide, Vitamine und Proteine
(Chmiel & Weuster-Botz, 2018; Michalak & Chojnacka, 2015; Posten & Walter, 2012). Um
Mikroalgenprozesse grundsatzlich 6konomisch konkurrenzfahiger gestalten zu kdnnen, ist es wichtig,

Produktionskosten zu reduzieren.

Der halotolerante Algenstamm Dunaliella salina ist fur die Produktion von B-Carotin bekannt und wird
in groBen Salzseen oder in durch Schaufelrader durchmischten Raceway Ponds kultiviert (Ben-Amotz,
1999). Freilandkultivierungen unterliegen dynamischen Verdnderungen der Umgebungsbedingungen.
Es treten Uber den Tag hinweg Variationen der Temperatur sowie des Lichteintrags auf. Zusatzlich
bestimmen die Jahreszeiten ebenfalls die taglichen Licht- und Temperaturverlaufe. Die iblicherweise
mit Feuchtigkeit ungesattigte Luft in Verbindung mit auftretendem Wind und hohen Temperaturen
flhrt zur Verdunstung von Wasser und dadurch zu einem Anstieg der Salinitdt im Reaktor. Bisher
werden jedoch die meisten Studien im Labormalistab mit D. salina unter konstant gehaltenen
Prozessbedingungen (Licht, Temperatur, Salinitdt) durchgefihrt (Khadim et al., 2018; Kim et al., 2012;
Morowvat & Ghasemi, 2016; Roopnarain et al., 2014; Wongsnansilp et al., 2016). Daher war die erste
Zielsetzung dieser Arbeit die Charakterisierung von D. salina-Stammen im Hinblick auf Wachstum und
B-Carotin-Produktion unter typischen Klimabedingungen (Tag-Nachtganglinien von Temperatur und

Licht).

Um definierte Reaktionsbedingungen zu gewahrleisten, ist die Nutzung geschlossener Photo-
bioreaktoren sinnvoll. Um den taglichen Lichtverlauf nachzustellen, ist die steuerbare Beleuchtung des
Photobioreaktors mit Leuchtdioden, deren Spektrum dem von Sonnenlicht dhnelt, notwendig.
Zusatzlich ist eine Temperierung wichtig, um Tagesganglinien der Temperatur realitdtsgetreu
abzubilden. Daher werden geschlossene Flachplatten-Photobioreaktoren mit steuerbarem
Lichteintrag und Temperaturregelung verwendet, deren Begasung und Durchmischung nach einem

gas lift-Verfahren mit innerem Umlauf stattfindet.

Die Herstellung von D. salina in Salzseen oder Raceway Ponds findet bei hohen Schichtdicken von etwa

30 cm statt. Eine daraus resultierende Herausforderung liegt in der geringen Lichtverfligbarkeit in der
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Mikroalgensuspension, durch die nur niedrige Biomassekonzentrationen zwischen 0,33-1,2 ggtm L
erreicht werden (Borovkov et al., 2020; Wu et al., 2017). Eine Alternative zu Raceway Ponds stellen
offene Photobioreaktoren mit einer deutlich verringerten Schichtdicke dar. Im am Lehrstuhl fir
Bioverfahrenstechnik der Technischen Universitdt Miinchen entwickelten Flachgerinnereaktor (Apel,
2017) wird die Zellsuspension durch eine Kreiselpumpe in ein Becken geférdert, aus dem sie
schwerkraftgetrieben Uber zwei Gerinne lauft. Die Beleuchtung der Flachgerinnereaktoren findet
durch eine Kombination von Sonnenlicht und LED-Beleuchtung statt. Die Temperierung der
Zellsuspension wird durch die Temperatur der Raumluft beeinflusst. So koénnen typische
Klimabedingungen (Tagesganglinien) angewendet werden. Die Dimensionierung und Neigung der
Gerinne in Verbindung mit dem geférderten Reaktionsvolumen fiihrt zu einer Schichtdicke der
Algensuspension von 0,6 cm, die es bereits erlaubte, sehr hohe Biotrockenmassekonzentrationen von
> 50 getm L mit einem Nannochloropsis salina-Stamm zu erzielen (Apel et al,, 2017). Mit diesem
Mikroalgenstamm konnte zudem die Ubertragbarkeit von Prozessen aus Flachplatten-Photobio-
reaktoren in offene Flachgerinnereaktoren gezeigt werden (Pfaffinger, 2017; Pfaffinger et al., 2019).
Im Gegensatz zu dem erfolgreich in Flachgerinnereaktoren kultivierten Mikroalgenstamm N. salina (2-
4 um) ist D. salina mit 5-29 um gréRer und besitzt keine Zellwand (Borowitzka & Siva, 2007; Oliveira et
al., 1980). D. salina kann durch die fehlende Zellwand als scherempfindlicher Mikroalgenstamm

eingeordnet werden (Kokkinos et al., 2016; Michels et al., 2016).

Da es bisher keine Literaturdaten zum Wachstum von D. salina in Flachgerinnereaktoren gibt, war die
zweite Zielsetzung der vorliegenden Arbeit die Malstabsibertragung von Flachplatten-
Photobioreaktoren in Flachgerinnereaktoren zur Herstellung von D. salina. Dazu werden vergleichbare

Satzprozesse in beiden Reaktortypen bei Tagesganglinien (Licht, Temperatur) durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung von Mikroalgenbiomasse zur Gewinnung intrazelluldr produzierter Stoffe wie B-
Carotin stellt bei Bioprozessen einen groRen Kostenpunkt dar. Unterschiedliche Vorgehensweisen bei
der Extraktion von B-Carotin mit Losemitteln aus D. salina-Biomasse sind bereits bekannt. Zur
Extraktion werden sowohl schwer verdampfbare Pflanzendle (Nonomura, 1987; Rose et al., 1994) als
auch nicht mit Wasser mischbare organische Losemittel (Riegg, 1984) in aufwendigen Prozessen
verwendet. Die Algenbiomasse liegt in den etablierten Extraktionsprozessen meist stark konzentriert
oder getrocknet vor (Nonomura, 1987; Riegg, 1984). Soll Chlorophyll entfernt werden, wird eine
Vorbehandlung der Biomasse mit Calciumhydroxid bei Inertgasatmosphdre unter Erhitzen
durchgefiihrt. Nach einem anschliefenden Filtrationsschritt kann der Filtrationsriickstand getrocknet
werden, um Wasserreste zu entfernen. Die Extraktion erfolgt im Anschluss mit einem organischen
Lésemittel aus dem getrockneten Riickstand (Riegg, 1984). Wird die Konzentrierung der Biomasse
durch Flokkulation angestrebt, werden Koagulationsmittel zugegeben. Die Entfernung des

Koagulationsmittels findet durch Azidifizierung und Erhitzen statt. Gleichzeitig wird das pflanzliche Ol
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als Losemittel zugegeben. Durch Homogenisation wird eine Emulsion zur Extraktion gebildet. Als
weitere Schritte werden eine Neutralisierung und Kithlung der Emulsion durchgefiihrt. Das Ol mit den
darin enthaltenen Carotinoiden wird abschlieBRend durch Zentrifugation gewonnen (Nonomura, 1987).
Eine Moglichkeit, Prozessschritte zu vermeiden, ist die direkte Extraktion aus Mikroalgensuspension.
Diese wurde mit Pflanzendl durchgefiihrt, wobei eine Erhitzung zur Steigerung der B-Carotin-
Loslichkeit im Ol und der Lyse der Zellen genutzt wurde. Eine anschlieBende Ultrafiltration wurde zur
Trennung des Ols mit den darin enthaltenen Stoffen von der wissrigen Lésung angewendet (Rose et
al., 1994). Die Verwendung von Pflanzendl erschwert die Rlickgewinnung des Losemittels stark. Zudem
werden bei den bisher bekannten Extraktionsverfahren energieaufwendige Schritte wie Erhitzen der
gesamten Zellsuspension oder Trocknung genutzt. Der hohe Energieaufwand fiir die Trocknung von
Biomasse kann alleine bis zu 30 % der Gesamtkosten an der Produktion von Mikroalgen ausmachen

(Tiburcio et al., 2007).

Daher wird als dritte Zielsetzung die direkte Extraktion von B-Carotin aus einer wassrigen D. salina-
Suspension untersucht. Wichtige Anforderungen an das verwendete Losemittel sind eine schlechte
Mischbarkeit mit Wasser und eine gute Riickgewinnbarkeit. Bei der Extraktion wird aufgrund des

hohen Energieaufwands auf Erhitzen und Trocknung verzichtet.
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3 Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tiber Aufbau, Merkmale und Stoffwechselwege von Mikroalgen
sowie deren Klassifizierung. Zusatzlich werden Anpassungsmechanismen von Mikroalgen bei ver-
schiedenen moglichen Einflussfaktoren beschrieben und wie das Wissen dariiber bei der industriellen
Kultivierung von Mikroalgen genutzt werden kann. In diesem Zusammenhang werden auch
Modellierungsansatze zur Beschreibung von phototrophem Wachstum zusammengefasst. Abschlie-

Rend werden Grundlagen zur Gewinnung von Produkten aus Mikroalgenbiomasse dargelegt.

3.1 Mikroalgen

Als Algen werden im Allgemeinen photosynthetisch aktive Organismen bezeichnet, denen im
Gegensatz zu Pflanzen eine Differenzierung in Wurzeln, Blatter und Stamm fehlt (Gualtieri & Barsanti,
2006). Es kann zwischen bis zu mehreren Metern langen Makroalgen und ein- oder mehrzelligen

Mikroalgen unterschieden werden.

3.1.1 Merkmale von Mikroalgen

Die zahlenmalig am haufigsten vertretenen Mikroalgen sind in der Lage, in unterschiedlichen Lebens-
rdumen zu leben. Sie besiedeln Giberwiegend SiR-, Salz- und Brackwasser, konnen teilweise aber auch
Eis, heille Quellen, Boden oder Felsen besiedeln. Zudem finden sich Mikroalgen oftmals in Symbiosen
wie beispielsweise Flechten wieder (Borowitzka, 2007; Lee, 2008). Mikroalgen sind Ublicherweise
zwischen 3 und 10 um grof und liegen einzellig oder filamentds vor (Rosello Sastre, 2012). Ihre Form
variiert stark und kann amoboid, capsal, kokkenahnlich, begeillelt oder sarkinoid sein (Andersen,

2013). Zusatzlich gibt es motile und nicht-motile Formen (Borowitzka, 2007).

Auch der Aufbau von Mikroalgen variiert stark. Es gibt sowohl prokaryotische als auch eukaryotische
Mikroalgen. Der Aufbau der prokaryotischen Cyanobakterien dahnelt dem von Bakterien stark (Lee,
2008). Der komplexere Aufbau eukaryotischer Mikroalgen ldsst auf einen evolutiv langeren Ent-
wicklungszeitraum schlieRen (Andersen, 2013). Die Endosymbiontentheorie beschreibt einen
Entwicklungsprozess, bei dem ein phagozytotischer Eukaryot ein Cyanobakterium aufnahm und dieses
als Organell nutzte (Lee, 2008). Das Organell, in dem auch die Photosynthese stattfindet, wird
Chloroplast genannt. Neben diesem Hauptorganell besitzen eukaryotische Mikroalgen zusatzlich
Mitochondrien, Zellkern, Golgi-Apparat, endoplasmatisches Retikulum sowie Vakuolen. Die
intrazellular liegenden Organellen sind von Zellwanden aus Cellulose umgeben, die zusatzlich verkalkt,
verkieselt, proteinds oder organisch verstarkt sein kbnnen (Borowitzka, 2007). Die Fortbewegung wird
durch Lichtunterschiede am Augenfleck — dem Stigma — gesteuert und durch Rotation der Flagellen

ausgefihrt (Andersen, 2013). Die Vermehrung von Mikroalgen erfolgt vegetativ durch Zellteilung oder
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Fragmentierung einer Kolonie, asexuell durch die Produktion von Sporen oder sexuell (Gualtieri &

Barsanti, 2006).

Wachstum und Vermehrung von Mikroalgen kénnen bei Anwendung unterschiedlicher Arten der
Energiegewinnung stattfinden. Fir heterotrophes Wachstum missen alle Nahrstoffe im Medium
bereitgestellt werden, allerdings gibt es nur wenige obligat heterotrophe Algen. Werden nur einige
wenige organische Stoffe bendtigt, wird das Wachstum photoauxotroph genannt. Die interessanteste
Stoffwechselform fiir nachhaltige Prozesse ist die Photoautotrophie. Hier wird auRer anorganischen
Nahrstoffen nur Licht und CO; bendtigt, um alle Zellbestandteile herzustellen. Eine Mischform ist die
Mixotrophie, bei der sowohl CO, assimiliert werden kann, als auch organische Stoffe zum Zellaufbau

genutzt werden kdénnen (Borowitzka, 2007).

3.1.2 Klassifizierung von Mikroalgen

Historisch bedingt wurde die Einteilung von Mikroalgen anhand von ultrastrukturellen Unterschieden
festgemacht, die durch Lichtmikroskopie identifiziert werden konnten (Andersen, 2013). Zu den
Hauptkriterien der Klassifizierung zahlten unter anderem die verschiedenen akzessorischen Pigmente,
bei der Photosynthese aufgebaute Speicherstoffe, der Aufbau der Zellwand, das Vorhandensein sowie
der Aufbau der BegeifRelung und verschiedene weitere biochemische Merkmale (Gualtieri & Barsanti,

2006; van den Hoeck et al., 1993).

Cyanobakterien zdhlen zu den prokaryotischen Mikroalgen und sind naher mit Bakterien verwandt als
mit eukaryotischen Mikroalgen (Lee, 2008). Genau wie Bakterien fehlen ihnen Zellkern, Mito-
chondrien, Golgi-Apparat und endoplasmatisches Retikulum (van den Hoeck et al, 1993). Als
akzessorische Pigmente besitzen sie Chlorophyll a, Phycobiliproteine und das Speicherprodukt
Glykogen. Die Zellwande entsprechen der von Gram-negativen Bakterien und enthalten meist
Aminozucker und Aminosauren (Lee, 2008). Ihre Thylakoide (Membranstrukturen, in denen die
Lichtreaktionen der Photosynthese stattfinden) sind einzeln in gleichem Abstand voneinander
angeordnet (van den Hoeck et al, 1993). Die Einteilung der einzelnen Gruppen innerhalb der
Cyanobakterien nach morphologischen Aspekten spiegelt keine monophyletische Einteilung wider

(Andersen, 2013).

Die eukaryotischen Mikroalgen kdénnen in weitere 9 Abteilungen gegliedert werden. Dazu zdhlen
Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta sowie Chlorophyta. Eine weitere Unterteilung kann in Klassen erfolgen (van den

Hoeck et al., 1993).
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Die Entstehung der Archaeplastida, die Glaucophyta, Rhodophyta und Chlorophyta zusammenfasst, ist
auf eine primare Endosymbiose zuriickzufiihren. Hierbei wird von der Aufnahme eines Cyano-
bakteriums durch einen heterotrophen Eukaryoten ausgegangen. Diese Annahme wird durch das
Bestehen von zwei Hiillmembranen um die Plastiden gestiitzt. Im Falle einer zweiten Endosymbiose
nimmt ein Eukaryot eine eukaryotische Mikroalge auf und lbernimmt deren Plastide. Die Plastide

dieser Abteilungen weisen drei bis vier Membranen auf (Friedl et al., 2012).

Als Beispiel fiir eukaryotische Mikroalgen wird im Folgenden auf die Abteilung der Chlorophyta
eingegangen. Die sogenannten Griinalgen sind Giberwiegend SiiBwasseralgen, nur etwa 10 % leben in
Salzwasser (Lee, 2008). Innerhalb von 500 Gattungen gibt es etwa 8000 Arten in dieser Abteilung (van
den Hoeck et al, 1993). Sie nutzen Chlorophylla und b als akzessorische Pigmente fir die
Photosynthese und kénnen die Carotinoide B-Carotin und verschiedene Xanthophylle zum Schutz vor
hoher Lichteinstrahlung bilden (Friedl| et al., 2012). Das Speicherprodukt Starke wird im Chloroplast
gebildet, nicht im Cytoplasma wie bei anderen Algen (Lee, 2008). Die Thylakoide in den Chloroplasten
liegen gestapelt als Grana oder Pseudograna vor (van den Hoeck et al., 1993). Die Zellwand besteht

zumeist aus dem Polysaccharid Cellulose (Lee, 2008).

3.1.3 Dunaliella salina

Die Art D. salina gehort zur Gattung Dunaliella, die der Familie Dunaliellaceae angehoért. Wie andere
freilebende, einzellige oder koloniebildende begeilRelte Chlorophyten wird sie zur Ordnung Volvocales
gezahlt (Borowitzka & Siva, 2007). Volvocales sind im Allgemeinen von einer Glykoproteinwand ohne
Cellulose umgeben. Bei einigen Vertretern sind allerdings nur noch Reste von der Glykoproteinwand
vorhanden (van den Hoeck et al., 1993). Dazu z&hlt ebenfalls D. salina. Statt einer Zellwand kann eine
Hallschicht aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und Glykolipiden, die Glykokalyx, auftreten
(Borowitzka & Siva, 2007; Oliveira et al., 1980). Die Form der Zellen variiert stark zwischen kugelférmig,
ellipsoid bis ei- und birnenférmig. Die beweglichen Zellen besitzen zwei Flagellen und die Thylakoide
sind ungleichmalig gestapelt. Die ZellgroRe kann zwischen 5-29 um Lange und 4-20 um Breite
schwanken, wobei die Lange der Flagellen der Zelllange entspricht. Die Fortpflanzung erfolgt vegetativ

oder sexuell (Borowitzka & Siva, 2007).

Im Gegensatz zu den meisten der 1000 Arten der Ordnung Volvocales ist D. salina halotolerant und
kann Salzgehalte bis zu 300 g L Uberleben (Borowitzka & Borowitzka, 1990). Zwei Mechanismen
helfen selbst starke osmotische Unterschiede auszugleichen (Lee, 2008). Zum einen kdnnen vermehrt
lonenpumpen gebildet werden, die durch Einlagerung in die Zellmembran intrazelluldre
lonenkonzentrationen regulieren kénnen, wenn der osmotische Druck auRerhalb der Zelle steigt

(Fisher et al., 1994). Zum anderen kdnnen Schwankungen des osmotischen Drucks durch die fehlende
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Zellwand und die damit verbundene Flexibilitat der Zelle kurzfristig mit einer GroBenanderung
ausgeglichen werden. Nach diesem ersten Anpassungsmechanismus wird intrazellular Glycerin
gebildet (bei Salzerhéhung) oder abgebaut (bei Salzverringerung) (Lee, 2008). Je hoher der Salzgehalt
ist, desto mehr extrazellulare Polymere Substanzen werden von D. salina als Schutz vor hohen
Temperaturen und Austrocknung gebildet. Diese bestanden aus Alkylaminen und/oder zyklischen
Aminen mit Polysacchariden mit den Monosacchariden Galactose, Glucose, Xylose und Fructose

(Kumar et al., 2018; Mishra & Jha, 2009; Mishra et al., 2011).

Darliber hinaus ist D. salina dafur bekannt, bei hohen Salzkonzentrationen, hoher Lichtintensitat und
Nahrstofflimitierungen B-Carotin akkumulieren zu kénnen (Ben-Amotz & Avron, 1983; Borowitzka &
Borowitzka, 1990; Loeblich, 1982). Die bereits beschriebene hohe Salztoleranz von D. salina ist bei
Freilandproduktionen in offenen Bioreaktoren von Vorteil, da die meisten Organismen, die Prozesse

kontaminieren konnten, entsprechende Salzkonzentrationen nicht tolerieren.

Maximal bestimmte B-Carotin-Gehalte in D. salina liegen bei bis zu 10 % an der Biotrockenmasse (Ben-
Amotz & Avron, 1983; Borowitzka & Borowitzka, 1990). Stammabhangig werden verschiedene
geeignete Salzkonzentrationen zur Herstellung von B-Carotin beschrieben. Die angegebenen
Salinitdten betragen 125-250 g L (Ben-Amotz & Avron, 1983; Gémez et al., 2003; Loeblich, 1982; Pisal
& Lele, 2005; Prieto et al., 2011; Tamman et al., 2011).

Bei gleicher Salinitat fihrte zudem eine Erh6hung der Eingangsphotonenflussdichte in Schiittelkolben
zu einer Steigerung des B-Carotin-Gehalts von 0,5 auf 8 % (Ben-Amotz & Avron, 1983). Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass eine Steigerung der Salinitat allein fir die B-Carotin-Anreicherung in
der Zelle nicht ausreicht, sondern nur in Verbindung mit hoher Lichtstarke eine Erhéhung des B-

Carotins auslost (Lamers et al., 2010).

Zudem spielen verschiedene N&hrstoffe eine groRe Rolle bei der B-Carotin-Biosynthese. Zum Einfluss
eines Stickstoffmangels gibt es verschiedene Literaturangaben. Zum einen wurde keine Veranderung
des B-Carotin-Gehalts in Abhangigkeit der Nitratkonzentration beobachtet (Ben-Amotz & Avron,
1983), zum anderen wurden Steigerungen des B-Carotin-Gehalts bei Nitratmangel beschrieben
(Lamers et al., 2012; Marin et al., 1998; Pisal & Lele, 2005; Saha et al., 2013). Trotz einer Steigerung
des B-Carotin-Gehalts bei Stickstoffmangel wurde allerdings nicht zwingend die [B-Carotin-

Konzentration erhéht (Mojaat et al., 2008).

Die hochsten berichteten B-Carotin-Gehalte von D. salina liegen bei 10 % der Biotrockenmasse und
wurden in geschlossenen Rohrreaktoren (60 L) bei einer Salinitidt von 125 g L™ NaCl mit dem Stamm
D. salina UTEX2538 erreicht. Die dabei ermittelte Carotinoidkonzentration lag bei 82 mg L (Prieto et

al., 2011). Da die Konzentration allerdings spektrometrisch ermittelt wurde, kdnnen die Angaben der
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Gehalte aufgrund von Uberlagerungen der Absorptionsspektren verschiedener Carotinoide (vgl.

Abbildung 3.3) fehlerbehaftet sein.

Mit D. salina CCAP19/18 wurden in Satzprozessen mit Schiittelkolben bzw. Roux-Flaschen B-Carotin-
Konzentrationen von 8,6 mg L nach 21 d und 21 mg L nach 7 d unter Zugabe von Acetat und Eisen-
sulfat erreicht (Fazeli et al., 2006; Mojaat et al., 2008). In einem Flachplatten-Photobioreaktor (0,8 L)
wurde mit D. salina CCAP19/18 kontinuierlich im Turbidostat-Betrieb ein maximaler B-Carotin-Gehalt
von 27 mg getm* erreicht. Dazu wurde zunichst nicht-limitiert fiir 15 d kultiviert und im Anschluss der
Zulauf durch Stickstoff-freies Medium ersetzt (Lamers et al., 2012). In offenen Raceway Ponds wurden
maximal 19-20 mg Lt B-Carotin nach 7-21 d in Satzprozessen erreicht (Borovkov et al., 2020; Wu et al.,

2017).

3.1.4 Industrielle Nutzung von Mikroalgen

Die hohe Variabilitat in den Eigenschaften von Mikroalgen und die daher sehr vielseitigen Bioprodukte
machen Mikroalgen zu interessanten Mikroorganismen fiir die Herstellung diverser Stoffe wie
beispielsweise Antioxidantien, Pigmente und Lipide. Da zudem der Aspekt der Nachhaltigkeit immer
weiter in den Fokus der Offentlichkeit riickt, ist die Nutzung photoautotropher Mikroalgen zur CO,-
neutralen Gewinnung von Wertstoffen interessant. Von Mikroalgen kdnnen entweder die Biomasse
direkt als Futter- oder Nahrungserganzungsmittel oder darin enthaltene Bioprodukte nach Extraktion

genutzt werden (Khan et al., 2018).

Mikroalgenbiomasse wird aufgrund ihrer proteinreichen Zusammensetzung vor allem als Nahrungs-
oder Futtermittelzusatz verwendet. Als Ergdnzung der menschlichen Erndhrung wird Algenbiomasse
hauptsachlich als sprih- oder sonnengetrocknetes Pulver, tablettiert, verkapselt oder in Form von
Pastillen angeboten. Bei den am weitesten verbreiteten, genutzten Stammen handelt es sich um
Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Nostoc und Aphanizomenon (Pulz & Gross, 2004; Rosello Sastre, 2012).
Darliber hinaus wird Algenbiomasse als direkte Nahrungsquelle beispielsweise fiir Fische in der
Aquakultur oder zur Anreicherung von Bestandteilen der Nahrungskette verwendet (Zmora et al.,
2013). Aufgrund hoher Lipidgehalte von bis zu 80 % (Chisti, 2007; Thompson, 1996) kdnnen manche
Mikroalgen als Kandidaten fiir die Produktion von Biokraftstoffen angesehen werden. Da die
Produktion von Biokraftstoffen aus Mikroalgen aufgrund teurer Photobioreaktoren und aufwendiger
Behandlung der Biomasse noch nicht wirtschaftlich ist, kann die Nutzbarmachung hochwertigerer
Nebenprodukte in Mikroalgenbiomasse zu einer besseren Wirtschaftlichkeit fiihren (Barbosa &

Wijffels, 2013).

Beispiele fiir Nebenprodukte mit hoher Wertschopfung in Mikroalgen sind unter anderem Pigmente

(z.B. Carotinoide), Sterine, Enzyme/Proteine, mehrfach ungesattigte Fettsduren sowie Vitamine (Khan
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et al., 2018). Zu den am héaufigsten mit Mikroalgen hergestellten Carotinoiden zdhlen B-Carotin — ein
Carotin, das mit D. salina produziert wird (Borowitzka, 2013) — und Astaxanthin — ein Xanthophyll, das

aus Haematococcus pluvialis gewonnen werden kann (Han et al., 2013).

3.1.5 Photobioreaktoren

Zur Kultivierung phototropher Mikroorganismen muss Licht als Energiequelle in die Mikroalgen-
suspension eingetragen werden. Photobioreaktoren, die als geschlossene sowie offene Systeme
existieren, missen dariber hinaus den Eintrag von CO, sowie den Abtransport von Sauerstoff
gewahrleisten (Chmiel & Weuster-Botz, 2018). Die Nutzung geschlossener Photobioreaktoren ist zur
Aufrechterhaltung klar definierter Reaktionsbedingungen unter Abgrenzung zur Umgebung und somit
zur Vermeidung von Kontaminationen von Vorteil (Zittelli et al., 2013). Bauformen sind Schittelkolben,
Blasensaulenreaktoren, Flachplatten-Photobioreaktoren, Rihrkesselreaktoren, Plastiksdcke sowie

Rohrreaktoren.

Bei Blasensaulenreaktoren erfolgt der Leistungseintrag ausschlieBlich durch die Dispersion von
Gasblasen in der Flissigphase — mechanisch bewegte Einbauten fehlen vollstandig (Chmiel & Weuster-
Botz, 2018). Im einfachsten Fall wird die Flissigphase in einem stehenden Zylinder Gber den Boden
gleichmaRig begast. Der Stofftransport (CO,/0,) erfolgt Gber die Phasengrenze zwischen Gas- und
Flussigphase. Der Dichteunterschied zwischen dispergierter Gasphase und FlUssigphase fiihrt im
Schwerefeld zur Durchmischung. Neben dieser einfachen Bauform gibt es auferdem
Blasensdulenreaktoren mit Leitrohren. Die teilweise Begasung der Bodenflache in Kombination mit
Leitrohren fuhrt zu einem definierten Stromungsprofil und wird als Airlift-Reaktor bezeichnet (Chmiel

& Weuster-Botz, 2018).

Der volumetrische Leistungseintrag setzt sich bei Blasensdulen aus den Termen der Expansionsarbeit
und der Blasenbildung zusammen (Chisti & Moo-Young, 1987; Weuster-Botz et al., 2001) und ist in
Gleichung 3.1 gezeigt. Liegen im industriellen MalRstab sehr hohe Blasensaulenreaktoren vor, kann der

Term der Blasenbildung vernachlassigt werden (Weuster-Botz, 1999).
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E = W—RT In (p—b> + 6'W—'GG Gleichung 3.1
Vv Vy-H Do H-dg

g: volumetrischer Leistungseintrag, W m?3

w: Gasleerrohrgeschwindigkeit, m s

R: universelle Gaskonstante, J mol* K

T: Temperatur, K

Vi molares Volumen des idealen Gases (22,41 - 103), m® mol*

H: Hohe der Flussigkeitssaule tiber Gaseintritt, m

Dp: Druck auf Hohe des Gaseinlasses, bar

Do: Druck im Kopfraum, bar

O¢: Grenzflichenspannung, N m™

dg: mittlerer Blasendurchmesser, m

Entscheidend fiir den volumetrischen Leistungseintrag sind also die Gasleerrohrgeschwindigkeit w
sowie die Hohe der Flissigkeitssaule H. Je hoher die Gasleerrohrgeschwindigkeit und je hoher die
FlUssigkeitssaule ist, desto hoher ist der Leistungseintrag, da der Druck der Wassersaule und damit py

mit zunehmender Héhe stark steigen.

Beim Flachplatten-Photobioreaktor handelt es sich um eine spezielle Art der Blasensaule. Hier wird
eine Schicht der Algensuspension von zwei transparenten Flachen eingegrenzt, wobei die Begasung
ebenfalls von unten erfolgt. Die Durchmischung der Suspension erfolgt somit auch durch Dichte-

unterschiede von Flissigphase und dispergierter Gasphase.

Rohrreaktoren bestehen aus in Mdandern verlaufenden Glas- oder Kunststoffrohren mit einem
Durchmesser von etwa 5 cm und sind verbreitet fir die Kultivierung von Mikroalgen in geschlossenen
Photobioreaktoren im ProduktionsmaRstab (Tredici et al., 2010). Aufgrund ihrer Lange von bis zu
mehreren Kilometern kann es durch die photosynthetische Aktivitat der Zellen jedoch zur Ausbildung
starker Gradienten von pH und pO; kommen. Darliber hinaus wird durch den Einsatz von
Kreiselpumpen zur Aufrechterhaltung der Strémung ein hoher volumetrischer Leistungseintrag von bis

zu 500 W m3 erreicht. (Chmiel & Weuster-Botz, 2018)

Wegen des Kostenaufwands aufgrund teurer Materialien wie Glas sowie Schwierigkeiten bei der
MalstabsvergroBerung in geschlossenen Photobioreaktoren finden die meisten Produktionsprozesse
mit Mikroalgen in offenen Photobioreaktoren statt. Bei den verschiedenen (iblichen offenen
Reaktoren wird zwischen passiv durchmischten Reaktoren wie groRen, flachen Teichen oder Becken,
und aktiv durchmischten Reaktoren, wie Raceway Ponds oder Rundbecken, unterschieden. Passive

Durchmischung erfolgt durch Uberstrémung mit Luft, die aktive Durchmischung in Raceway Ponds
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Uber angetriebene Schaufelrdader. Alle genannten Photobioreaktoren weisen relativ hohe
Schichtdicken auf, wodurch der geringe Lichteintrag zu niedrigen Biomassekonzentrationen fihrt.
Zusatzlich stellen Kontaminationen in offenen Photobioreaktoren ein grolRes Problem dar, das nur
durch extreme Kultivierungsbedingungen wie erhéhten pH oder erhéhte Salinitat zu handhaben ist.

(Borowitzka, 1999; Chmiel & Weuster-Botz, 2018; Tredici et al., 2010)

Als weiterer offener Photobioreaktor werden Flachgerinnereaktoren verwendet. Durch die deutlich
verringerte Schichtdicke von 6-8 mm ist die Lichtverfiigbarkeit in der Zellsuspension héher, was zu
hoheren Biotrockenmassekonzentrationen fiihren kann (Doucha & Livansky, 2014). Die Berechnung
des hydraulischen Leistungseintrags erfolgt in diesem Reaktortyp iber die Energie, die benétigt wird,

ein Fluid um eine bestimmte Hohe zu heben und kann mit Gleichung 3.2 berechnet werden.

M Gleichung 3.2
%

<o

volumetrischer Leistungseintrag, W m=3

Dichte des Fluides, kg m™

Volumenstrom, m3s?

9 < b <o

Erdbeschleunigung, m s2

AH: Hohendifferenz, m

3.2 Photoautotropher Metabolismus

Mikroalgenstamme konnen zusatzlich zum photoautotrophen Stoffwechsel heterotrophe Stoff-
wechselwege besitzen. Da in der vorliegenden Arbeit zusatzlich zu CO, keine weiteren Kohlen-
stoffquellen genutzt wurden, wird im Folgenden nur auf den photoautotrophen Stoffwechsel
eingegangen. Dabei wird zunachst der Hauptstoffwechselweg zur Energiegewinnung — die Photo-
synthese — beschrieben. Im Anschluss wird die Carotinoidbiosynthese genauer betrachtet. Eine

Darstellung der Einflussfaktoren auf den photoautotrophen Metabolismus schliefSt das Kapitel ab.

3.2.1 Photosynthese

Bei der Photosynthese wird Lichtenergie in Form von Photonen zur Fixierung von Kohlenstoffdioxid
(CO,) genutzt, wobei Sauerstoff freigesetzt wird. Sie gliedert sich in zwei Reaktionsschritte — die Licht-
und die Dunkelreaktion, deren schematischer Ablauf und Zusammenhang in Abbildung 3.1 gezeigt

sind.
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Abbildung 3.1: Uberblick {iber die Reaktionen der Photosynthese. In den Lichtreaktionen wird Wasser (H,0) zu
Sauerstoff (O2) oxidiert. Dabei werden die Elektronen Giber NADPH und die Energie Gber ATP bereitgestellt. Beide
werden in den Dunkelreaktionen genutzt, um lber die Fixierung von Kohlenstoffdioxid (COz) die Algenbiomasse
aufzubauen.

Die lichtabhangigen Reaktionen, die unter Oxidation von Wasser die chemisch gebundene Energie als
ATP und die Elektronen als NADPH bereitstellen, werden Lichtreaktionen genannt. Lichtunabhangig
wird im Anschluss in der Dunkelreaktion (Calvin-Zyklus) unter Verwendung der zuvor bereitgestellten
Transportmetabolite ATP und NADPH Kohlenstoffdioxid zu verschiedenen Zellbestandteilen fixiert

(Berg et al., 2018b).

Die Photosynthese findet in speziellen Organellen statt. Diese sogenannten Chloroplasten bestehen,
wie in Abbildung 3.2 gezeigt, aus einer inneren und duBeren Membran mit einem dazwischen
liegenden Stroma. Die im Stroma vorliegenden Thylakoide sind scheibenférmige Membranstrukturen,
von denen sich mehrere stapelformig zu einem Granum zusammenlagern kénnen. Die Organisation
von Thylakoiden in Mikroalgen findet meist in Stapeln von zwei bis drei Stilick statt (Masojidek et al.,
2013). Die Grana sind untereinander durch Stromalamellen verbunden. An der Thylakoidmembran
befinden sich alle bei der Lichtreaktion beteiligten Bestandteile wie Lichtsammelkomplexe, Reaktions-
zentren der Photosysteme | und |Il, Elektronentransportketten sowie die ATP-Synthase. Die

Dunkelreaktion lauft im Stroma ab (Berg et al., 2018b).
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines Chloroplasten. Im Inneren, dem sogenannten Stroma, befinden
sich Thylakoide. Diese sind stapelférmig angeordnet, ihre Membran umschlieBt das innere Lumen. Die Grana
sind durch Stromalamellen verbunden. Umgeben wird der Chloroplast von einer inneren und einer dufleren

Membran (nach Berg et al. (2018b)).

Bei héheren Pflanzen handelt es sich bei den Lichtsammelkomplexen hauptsachlich um Chlorophyll g,
bei eukaryotischen Mikroalgen und Cyanobakterien koénnen zusatzlich zu den Chlorophyllen
Carotinoide und Phycobiliproteine als Antennenpigmente genutzt werden. Bei Griinalgen werden
neben Chlorophyll a vor allem Chlorophyll b sowie verschiedene Xanthophylle als akzessorische

Pigmente genutzt (van den Hoeck et al, 1993). Beispielhaft sind die Absorptionsspektren

verschiedener Pigmente von Mikroalgen in Abbildung 3.3 gezeigt.
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Abbildung 3.3: Absorptionsspektren von Chlorophyll a (griin), dem Xanthophyll Lutein (orange) und dem Carotin
B-Carotin (rot) zwischen 330 und 730 nm (Pfaffinger, 2017).

Chlorophylle bestehen aus einem Tetrapyrrol-Ring mit zentral eingelagertem Magnesium sowie einem
langkettigen Alkohol, dem Phytol. Letzterer entféllt bei Chlorophyll c. Carotinoide setzen sich aus zwei

Hexacarbonringen zusammen, die (iber eine Kette von konjugierten Doppelbindungen verbunden sind.
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Phycobiline bestehen aus vier linear verbundenen Pyrrolringen (Masojidek et al., 2013). Ausgewahlte

akzessorische Pigmente sind in Abbildung 3.4 gezeigt.

A B

1A

Chlorophyll a

|

Lutein

Phycocyanobilin

Abbildung 3.4: Chemische Struktur ausgewahlter photosynthetisch aktiver Pigmente (Berg et al., 2018b;
Masojidek et al., 2013). Dargestellt sind das Hauptpigment Chlorophyll a, ein zyklisches Tetrapyrrol (A) sowie die
akzessorischen Pigmente Chlorophyll b, das sich durch eine Formylgruppe leicht von Chlorophyll a unterscheidet
(B), das Xanthophyll Lutein, ein oxygeniertes Carotinoid (C) sowie Phycocyanobilin, ein aus vier linear
verbundenen Pyrrolringen bestehendes Phycobilin, das kovalent an ein Protein gebunden ist (D).

Hauptaufgabe dieser Pigmente ist die Aufnahme der Lichtquanten sowie der Energietransfer zu den
Reaktionszentren (Masojidek et al., 2013). Der Mechanismus zur Energienutzung beruht auf
photoinduzierter Ladungstrennung, die im Reaktionszentrum stattfindet, sobald ein angeregtes
Elektron des speziellen Paares von einem Akzeptor aufgenommen wird. Das spezielle Paar beschreibt
dabei meist zwei assoziierte Chlorophylimolekiile, die im angeregten Zustand Elektronen lbertragen

(Berg et al., 2018b).
Reaktionen in Photosystem | und Il

Bei Photosystem | (PS 1) und Photosystem Il (PS Il) handelt es sich um lichtempfindliche Komplexe, die
in der Thylakoidmembran gebunden sind. Sie sind durch eine Elektronentransportkette verbunden und

setzen unter Aufbau von NADPH Wasser zu Sauerstoff um.

In Abbildung 3.5 oben sind diese Vorgange schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.5: Darstellung der lichtabhdngigen Reaktionen in den Photosystemen | und Il (PS I, PS Il) (oben)
sowie Z-Schema des Elektronentransports bei der Photosynthese (unten) (nach Berg et al. (2018b), Masojidek et
al. (2013), Gualtieri & Barsanti (2006)). Bei der Oxidation von Wasser am Mangan(Mn)-Zentrum werden
Elektronen freigesetzt. Dargestellt ist die Elektronentransportkette durch die Photosysteme | und Il ber die
verschiedenen Elektronenakzeptoren. 4Fe-4S: Eisen-Schwefel-Cluster, Ao, A1: Elektronenakzeptoren von P700%;
Cyt bf: Cytochrom bsf-Komplex, FD: Ferredoxin; Mn: Mangan; PC: Plastocyanin; PH: Phdophytin; PQ:
Plastochinon; Z: Tyrosinrest

Das aus mehr als 20 Untereinheiten bestehende PS Il wird durch Licht mit einer Wellenldange von
weniger als 680 nm angeregt. Die Gesamtreaktion des dabei stattfindenden Elektronentransports von

H,0 auf Plastochinon (PQ) lautet wie folgt.

Licht
2 PQ + 2 H,0 —— 0, + 2 PQH,

Dabei wird zunachst das spezielle Paar von Chlorophyllmolekiilen P680 durch Licht mit einer

Wellenldange von 680 nm angeregt, wie ebenfalls in Abbildung 3.5 (unten) dargestellt ist. Die Nutzung
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von Licht fihrt daher zum Ablauf der Reaktion in ein héheres Potenzial, bei der ein Elektron an
Phdophytin (PH) lGbertragen wird. Das dem P680 fehlende Elektron wird ausgeglichen, indem dem
Tyrosinrest (Z) ein Elektron entzogen wird. Das fehlende Elektron des dabei entstehenden
Tyrosinradikals wird im Anschluss aus dem Mangan im wasseroxidierenden Komplex entnommen.
Nach Auftreffen von vier Photonen fiihren die vier fehlenden Elektronen zur Oxidation von Wasser zu
Sauerstoff. Die dabei freiwerdenden Elektronen dienen wiederum dem Ausgleich am entstandenen
Tyrosinradikal. Von Phdophytin geht der Elektronentransfer Uber ein festes und ein mobiles
Plastochinon weiter. Erreicht ein zweites Elektron das Plastochinon, entsteht unter Aufnahme von zwei
Protonen aus dem Stroma Plastochinol (PQH,). Da dies auf Seiten des Stromas stattfindet, die
Reduktion von Wasser jedoch im Thylakoidlumen, baut sich ein pH-Gradient Uber die Thylakoid-

membran auf.

Die Reaktionen des PS Il sind liber den Cytochrom bf-Komplex mit denen des PS | verbunden. Die

Elektronen werden hier nach folgender Reaktion von PQH, auf Plastocyanin (PC) libertragen.
PQH, + 2 Pc(Cu?*) > PQ + 2 Pc(Cu') +2 H;fhylakoidlumen

Die dabei entstehenden Protonen werden im Thylakoidlumen frei, auBerdem werden bei der
Reduktion von Plastochinon mit anschlieRender Reoxidation zwei weitere Protonen vom Stroma ins

Lumen eingebracht. Somit tragt Cytochrom bf ebenfalls zur Entstehung des Protonengradienten bei.

Auch im PS| kommt es zu einer photoinduzierten Ladungstrennung. Hierbei wird der Transmem-
brankomplex P700 von Photonen angeregt (Absorption bei einer Wellenldange von 700 nm). Das
Elektron wird iber mehrere Schritte (Ao, A1, 4Fe-4S) auf Ferredoxin (FD) ibertragen. Das lbertragene
Elektron wird dann dem reduzierten Plastocyanin entzogen. Die vom PS | katalysierte Gesamtreaktion

wird wie folgt beschrieben.

Licht
PC(Cu*) +FD,,, —— PC(Cu?*) +FD,.q

Die Ferredoxin-NADP*-Reduktase (FNR) katalysiert im Anschluss durch Oxidation von FDreq den Aufbau
von NADPH. Der an das Enzym gebundene FAD-Rest erhélt zwei Elektronen von zwei Molekiilen
reduziertem Ferredoxin, wobei FADH, entsteht. Im Anschluss wird ein Hydridion auf NADP*
Ubertragen, wobei NADPH entsteht. Das bei der Reaktion beteiligte Proton wird dem Stroma entzogen,

wobei erneut der Aufbau des pH-Gradienten unterstiitzt wird.

Der beschriebene pH-Gradient kann nur aufrechterhalten werden, weil die Thylakoidmembran nahezu
undurchlassig fir Protonen ist. Die daraus resultierende protonenmotorische Kraft treibt die ATP-
Synthase an. Der Durchfluss von Protonen durch eine Untereinheit der ATP-Synthase beeinflusst die

zweite Untereinheit, an der die Phosphorylierung von ADP stattfindet.



18 Theoretische Grundlagen

Zusatzlich zum beschriebenen linearen Elektronenverlauf Gber beide Photosysteme kann es bei einem
sehr hohen Verhaltnis von NADPH zu NADP* zu einem zyklischen Elektronenfluss kommen. Da NADP*
dann nicht in der Lage ist, Elektronen aufzunehmen, werden diese genutzt, um die ATP-Synthase
anzutreiben. Bei dieser ohne PS Il stattfindenden Reaktion Ubertragt ein reduziertes Ferredoxin das
Uberschissige Elektron auf den Cytochrom-bf-Komplex. Im Anschluss wird Plastocyanin reduziert,
welches das Elektron wieder an PS | abgibt. ATP kann dann durch den entstandenen Protonen-
gradienten gebildet werden. Bei der zyklischen Photophosphorylierung entstehen weder NADPH noch

Sauerstoff.

Die Gesamtbilanz der linearen Photophosphorylierung und ATP-Bildung kann zu folgenden

Gleichungen zusammengefasst werden.

2 H,0 + 2 NADP* 4+ 10 Hd roma — 0, + 2 NADPH + 12 H 1o
3ADP3~ +3P? +3HY+12H}ppen = 3ATP* +3 H,0 4+ 12 Hroma

2 NADP* + 3 ADP3~ +3P?~ + H* — 0, + 2 NADPH + 12 H}f ypon + 3 ATP*™ + H,0

Im Gesamten betrachtet, werden beim linearen Elektronentransport der Lichtreaktionen der
Photosynthese also 8 Photonen genutzt, um 2 Molekiile NADPH in den beiden Photosystemen und 3
Molekiile ATP durch den Aufbau des Protonengradienten zu erzeugen. Bezogen auf die ATP-Synthese
ist der zyklische Elektronentransport etwas effizienter. Vier absorbierte Photonen fiihren hier zu
Bildung von 8 Protonen. Die Nutzung der 8 Protonen fiihrt zur Bildung von zwei ATP-Molekilen. Damit
werden beim zyklischen Elektronentransport pro ATP zwei Photonen bendétigt, beim linearen 2,7. (Berg

et al., 2018b; Gualtieri & Barsanti, 2006; Masojidek et al., 2013)
Die Dunkelreaktionen der Photosynthese

Um schlielRlich ein Molekil CO; zu fixieren, werden die zuvor in der Lichtreaktion produzierten drei
Molekiile ATP und zwei Molekile NADPH bendtigt. Die dazu ndtigen Reaktionen werden auch
Dunkelreaktionen oder Calvin-Zyklus genannt, weil sie ohne Lichteinfluss stattfinden. Sie sind im

Folgenden in Abbildung 3.6 dargestellt.

Der Calvin-Zyklus gliedert sich in drei Phasen, die Carboxylierung, die Reduktion sowie die
Regeneration. In der ersten Phase wird Ribulose-1,5-bisphosphat unter Bildung einer instabilen C6-
Verbindung carboxyliert. Durch Hydrolyse entstehen dabei zwei Molekiile 3-Phosphoglycerat. Die stark
exergonische Fixierung von CO, wird dabei von der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/-Oxygenase
(Rubisco) an der Thylakoidmembran auf Stromaseite katalysiert und ist der geschwindigkeits-

bestimmende Schritt des Calvin-Zyklus.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Calvin-Zyklus (nach Berg et al. (2018a), Gualtieri & Barsanti (2006),
Masojidek et al. (2013)). Die im Stroma der Chloroplasten ablaufende lichtunabhangige Reaktion kann in die drei
Phasen Carboxylierung, Reduktion und Regeneration eingeteilt werden.

Wahrend der Reduktionsphase kommt es anschlieend unter Einsatz von ATP und NADPH (iber zwei
Molekiile 1,3-Bisphosphoglycerat zur Bildung von Glycerinaldehyd-3-phosphat. Diese Reaktion wird
von der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase katalysiert. Im Anschluss erfolgt eine Um-
wandlung in die Isomere Fructose-6-phosphat, Glucose-1-phosphat sowie Glucose-6-phosphat aus

dem Hexosemonophosphatpool.

Die Schwierigkeit in der Regenerationsphase besteht darin, aus Cs3- und Cs-Kohlenhydraten Cs-
Kohlenhydrate aufzubauen. Dies geschieht (iber komplexe Reaktionen, die durch Aldolasen und
Ketolasen katalysiert werden. Eine Transketolase sowie eine Aldolase katalysieren den Aufbau von
Ribulose-5-phosphat. Daraus wird unter Verwendung von ATP das Ausgangsprodukt Ribulose-1,5-

bisphosphat mit der Phosphoribulose-Kinase regeneriert.
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Insgesamt werden also 3 Molekiile ATP und 2 Molekiile NADPH verwendet, um CO; zu fixieren. Um
eine Hexose zu generieren, mussen also 6 Molekiile CO; fixiert werden. Die Gesamtbilanz des Calvin-

Zyklus lasst sich also folgendermalien darstellen.
6 CO, + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H,0 —» CcH,,0, + 18 ADP + 18 P, + 12 NADP* + 6 H*

Neben dem eigentlichen Hauptprodukt der Photosynthese, den Kohlenhydraten, kann in der
Produktionsphase unter verschiedenen Bedingungen eine Vielzahl an Endprodukten wie Fettsauren,

Aminosauren und Carbonsduren gebildet werden. (Berg et al., 2018a; Masojidek et al., 2013)
Die Photorespiration

Die Photorespiration bezeichnet den Katabolismus von organischen Kohlenstoffverbindungen unter
Freisetzung von CO; und ist somit das Gegenteil der Dunkelreaktionen. Die Oxygenasereaktion wird
genauso wie die CO,-Fixierung von der Rubisco katalysiert. Sie findet immer zu einem bestimmten
Prozentsatz neben den Dunkelreaktionen statt, da das aktive Zentrum ebenfalls flir O, zuganglich ist.
Dabei entstehen 2-Phosphoglykolat und 3-Phosphoglycerat. 2-Phosphoglykolat wirkt hemmend auf
Enzyme des Calvin-Zyklus und kann nur schlecht metabolisiert werden. Unter Abatmung von CO; kann
es zumindest teilweise im Stoffwechsel verwertet werden. Dabei wird Uber die Zwischenprodukte
Glykolat und Glyoxylat schlieBlich Glycin gebildet. In den Mitochondrien entsteht aus zwei Glycin-
Molekilen unter Freisetzung eines Ammoniumions Serin. In den Chloroplasten wird Serin Uber

verschiedene Nebenprodukte wieder zu 3-Phosphoglycerat, das dann in den Calvin-Zyklus eintritt.

Beeinflusst wird die Photorespiration vor allem von dem Verhaltnis von Sauerstoff zu Kohlenstoff-
dioxid. Ein sehr hohes 0,/CO,-Verhiltnis férdert diese Reaktion, da die Oxygenasereaktion nur in
Anwesenheit von CO, gehemmt wird. Um hohe Ertrdage bei der Biomasseproduktion von Algen zu
erzielen, muss also darauf geachtet werden, dass der Effekt der Photorespiration moglichst klein
gehalten wird. Erreicht wird das durch eine hohe Zufuhr von CO; sowie eine geringe Konzentration an

Sauerstoff. (Berg et al., 2018a; Masojidek et al., 2013)

3.2.2 Carotinoidbiosynthese

Die Biosynthese von Carotinoiden ldsst sich in drei Reaktionen gliedern — die Biosynthese von Geranyl-
geranylpyrophosphat, von Lycopin und die Herstellung von Carotinoiden mit Cyclohexenring. Das
Ausgangsprodukt bei der Biosynthese von Carotinoiden — Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) — wird
mithilfe der GGPP-Synthase aus Produkten des Methylerythritolphosphatwegs gebildet. Die beiden

weiteren Reaktionen sind in Abbildung 3.7 zusammengefasst.
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Abbildung 3.7: Ablauf der Carotinoid-Biosynthese (Alcaino et al., 2016; Rosas-Saavedra & Stange, 2016; Ye et al.,
2008). Die Enzyme Phytoensynthase (PSY), Phytoendesaturase (PDS), {-Carotin-Isomerase (Z-1SO), {-Carotin-
Desaturase (ZDS), Carotinoidisomerase (CRTISO), e-Lycopincyclase (LCYE), B-Lycopincyclase (LCYB), Carotinoid-e-
Hydroxylase (CHYE), Carotinoid-B-Hydroxylase (BCH), B-Carotin-Hydroxylasen (BCH1, BCH2), Zeaxanthin-
Epoxidase (ZEP) und Neoxanthinsynthase (NSY) sind an der Biosynthese von Carotinoiden in héheren Pflanzen
und Algen beteiligt.

Der erste Schritt der Biosynthese von Lycopin wird von einer Phytoensynthase (PSY) katalysiert. Dabei
werden zwei GGPP zu dem 15-cis Isomer von Phytoen kondensiert. Im Anschluss daran wird Phytoen
durch die Phytoendesaturase (PDS) doppelt entsattigt. Die dabei entstandenen Doppelbindungen
werden von der {-Carotin-lsomerase (Z-ISO) isomerisiert. Der Einbau zweier weiterer Doppel-
bindungen in Z-Carotin wird von der {-Carotin-Desaturase (ZDS) katalysiert. Das entstandene Isomer
des Lycopins wird im Anschluss durch die Carotinoidisomerase (CRTISO) zu All-trans-Lycopin
umgebaut. Es gibt zwei bekannte Enzyme, die die Zyklisierung der Enden von Lycopin zur Herstellung
der Cyclohexenringe katalysieren. Die B-Lycopincyclase (LCYB) kann sowohl ein als auch beide Enden
zyklisieren, sodass entweder y- oder B-Carotin entsteht. Die e-Lycopincyclase (LCYE) fiihrt zur
Zyklisierung eines Lycopin-Endes, wobei monozyklisches 6-Carotin entsteht. 6-Carotin kann durch LCYB

weiter zu a-Carotin umgesetzt werden. Lutein entsteht durch die Hydroxylierung der - und B-
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lononringe von a-Carotin durch zwei Ham-enthaltende Enzyme (Carotinoid-e-Hydroxylase: CHYE,
Carotinoid-B-Hydroxylase: BCH). Die B-Ringe von B-Carotin kénnen durch zwei B-Carotin-Hydroxylasen
(BCH1, BCH2) hydroxyliert werden, wobei Zeaxanthin entsteht. Im Xanthophyllzyklus katalysiert die
Zeaxanthin-Epoxidase (ZEP) die reversible Reaktion von Zeaxanthin Uber Antheraxanthin zu
Violaxanthin. Die Riickreaktion wird durch das Enzym Violaxanthin-Deepoxidase katalysiert. Die
Umlagerung zu Neoxanthin erfolgt (iber das Enzym Neoxanthinsynthase (NSY). (Alcaino et al., 2016;

Rosas-Saavedra & Stange, 2016; Ye et al., 2008)

3.2.3 Einflussfaktoren auf den Metabolismus

Eine Beeinflussung des Stoffwechsels — und damit des Wachstums und der Bildung verschiedener
Molekiile — kann sowohl von physikalischen Variablen wie der Lichtverfiigbarkeit sowie der
Temperatur, als auch vom Medium beeinflusst werden. Hierbei sind vor allem die N&hrstoff-
verfligbarkeit, die Salinitdat und der vorliegende pH zu nennen. Dariliber hinaus sind reaktorspezifische

StellgréRen wie die Schichtdicke sowie die Durchmischung der Kultur zu bericksichtigen.

Lichtverfiigbarkeit

Um Photosynthese betreiben zu kénnen, muss der photosynthetisch aktiven Zelle — neben Kohlen-
stoffdioxid und Wasser — Licht als Energiequelle zur Verfligung stehen. Licht ist also ein entscheidender
Einflussfaktor auf den phototrophen Metabolismus. Als MaR fir Licht wird Ublicherweise die
Photonenflussdichte herangezogen. Diese beschreibt die Anzahl an Lichtquanten, die in einer

bestimmten Zeit auf eine bestimmte Flache treffen (umol Photonen m2s?).

In Abhangigkeit der Photonenflussdichte lasst sich die Lichtantwort photosynthetisch aktiver
Organismen in drei Phasen unterteilen — Lichtlimitierung, Lichtsattigung und Photoinhibition.

Graphisch zusammengefasst ergibt sich daraus die in Abbildung 3.8 gezeigte P/I-Kurve.

Wahrend der ersten Phase fiihrt eine Steigerung der Photonenflussdichte zu einer Erhéhung der
Photosyntheserate. Bei Photonenflussdichten knapp tber 0 reicht das Licht nicht, um den Erhaltungs-
stoffwechsel abzudecken, weswegen eine negative Photosyntheserate — die sogenannte Dunkel-
respiration (Ry) — vorliegt. Der Kompensationspunkt (/) stellt jene Photonenflussdichte dar, bei der die
Nettoproduktion von Sauerstoff bei O liegt. Bei weiterer Erhohung der Photonenflussdichte stellt sich
wahrend der Lichtlimitierung (1) ein linearer Anstieg der Photosyntheserate ein. Die Steigung a
entspricht dabei der maximalen photosynthetischen Effizienz. Zu Ende dieser ersten Phase beginnt
durch Absinken der photosynthetischen Effizienz eine Abflachung, die dann am Ubergangspunkt /x in
die zweite Phase — die Lichtsattigung (Il) — miindet. Ab dem Sattigungspunkt /s kann trotz steigender

Photonenflussdichte die Photosyntheserate nicht weiter erhoht werden. Stattdessen tritt ab dem
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Inhibitionspunkt (/}) die Phase der Photoinhibition (I11) ein. Durch ein Uberangebot an Photonen kénnen
Schadigungen der Photosysteme auftreten. (Grobbelaar, 2010; Richmond, 2013; Torzillo & Vonshak,
2013)

Pmax /
;
/
;
/
/
/
F

Photosyntheserate

Dunkelrespiration
R, | |
J,c: Ik "s "i

Photonenflussdichte

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Abhangigkeit der Photosyntheserate von der Photonenflussdichte
(P/1-Kurve, nach Grobbelaar (2010); Richmond (2013)). Bei sehr niedrigen Photonenflussdichten reicht die
Energie nicht fiir den Erhaltungsstoffwechsel aus, weshalb Dunkelrespiration (Rs) betrieben wird. Im
Kompensationspunkt (/) liegt die Netto-Photosyntheserate bei null. Mit steigender Photonenflussdichte wird die
Phase der Lichtlimitierung (I) erreicht, in der die Photosyntheserate linear mit der Steigung a zunimmt. Der
Ubergang von Lichtlimitierung zu Lichtsattigung (I1) wird von Ik beschrieben. Am Sittigungspunkt (/s) wird die
maximale Photosyntheserate (Pmax) erreicht, die konstant bleibt und erst ab dem Inhibitionspunkt (/) bei
Ubergang in die Phase der Photoinhibition (111) sinkt.

Da Licht als Substrat den phototrophen Metabolismus stark beeinflusst, besitzen Mikroalgen vielfaltige
Anpassungsreaktionen auf Verdanderungen der Lichtverfiigbarkeit. Diese werden unter dem Begriff
Photoakklimation zusammengefasst und zielen darauf ab, ein Gleichgewicht zwischen Licht- und
Dunkelreaktionen zu erhalten (Grobbelaar, 2010). Als kurzfristige Adaptionsmechanismen, die
innerhalb von Sekunden bis Minuten Wirkung zeigen (Torzillo & Vonshak, 2013), sind Zustands-
Ubergdnge der Lichtsammelkomplexe sowie die Energieabfuhr durch nicht-photochemische Prozesse
bekannt (Gualtieri & Barsanti, 2006). Wird das Photosystem Il bei Anderung des Lichtspektrums
deutlich starker angeregt als Photosystem |, flihrt eine Phosphorylierung des Lichtsammelkomplexes
von PS Il zu einer Umlagerung desselben an PS | (Bonaventura & Myers, 1969; Murata, 1969; Wollman,
2001). Nicht-photochemische Energieabfuhr kann beispielsweise im Xanthophyllzyklus beobachtet
werden (Torzillo & Vonshak, 2013). Bei erhéhter Photonenflussdichte wurde gezeigt, dass das

Xanthophyll Violaxanthin iber das Zwischenprodukt Antheraxanthin zu Zeaxanthin de-epoxidiert wird



24 Theoretische Grundlagen

(Hager, 1967a). Die Violaxanthin-Deepoxidase wird durch einen Protoneniiberschuss im Thylakoid-
lumen bei Lichtiberschuss aktiviert und bendtigt Ascorbat als Co-Substrat (Goss & Jakob, 2010; Hager,
1969). Die Rickreaktion findet bei Lichtmangel durch die Zeaxanthin-Epoxidase katalysiert statt
(Hager, 1967b). Dabei wird neben NADPH und Sauerstoff auch FAD als Co-Substrat bendtigt (Blich et
al., 1995). Durch diese Reaktionen kann (iberschiissige Energie von den energiereichen Zustdnden
Triplett-Chlorophyll sowie Singulett-Sauerstoff aufgenommen werden und durch nicht-
photochemische Loschung als Warmeenergie abgegeben werden (Heldt & Piechulla, 2015), wodurch

Inaktivierung und Schaden am Photosyntheseapparat vermieden werden (Torzillo & Vonshak, 2013).

Als langerfristige Anpassungen an verschiedene Lichtbedingungen setzen Algen Verdnderungen der
Pigmentzusammensetzungen ein. Bei niedrigen Photonenflussdichten werden vermehrt Chlorophyll a
sowie weitere Antennenpigmente gebildet, um eine maximale Nutzung der eingehenden Photonen zu
gewahrleisten (Dubinsky et al., 1986; Dubinsky & Stambler, 2009; Falkowski et al., 1985). Mit der
Steigerung der Pigmente geht ebenfalls eine Zunahme der Thylakoidstapel, der relativen GréRe der
Chloroplasten sowie eine VergrofRerung der Thylakoidoberflache einher (Fisher et al.,, 1998). Bei
hoéherem Licht kehren sich diese Effekte um. Zusatzlich werden vermehrt Carotinoide gebildet, die als

Schutz in Fetttropfchen auBerhalb der Chloroplasten eingelagert werden (Torzillo & Vonshak, 2013).

Reichen die Adaptionsmechanismen bei hohen Photonenflussdichten nicht aus, den Energieliber-
schuss zu neutralisieren, und kénnen die resultierenden Schaden nicht mehr ausreichend schnell
behoben werden, tritt Photoinhibition ein. Eine weit verbreitete Theorie besagt, dass durch die
Reduktion von Plastochinon (Vass et al., 1992) oder Ladungsverschiebungen am Photosystem Il (Keren
et al., 1997) reaktive Sauerstoffspezies entstehen kénnen, die direkt am PS Il Schaden verursachen.
Murata et al. (2007) postulieren jedoch unter Zusammenfassung verschiedener Studien eine
Hemmung der Nachbildung verschiedener Proteine. Das bedeutet, dass Photoinhibition immer
auftritt, aber erst ab einer bestimmten Menge reaktiver Sauerstoffspezies keine Nachbildung der
relevanten Enzyme mehr stattfinden kann. Je nach Zellzusammensetzung kénnen in Folge von
Photoadaption Verschiebungen in der P/I-Kurve auftreten. Die Anpassungen wirken sich dadurch

direkt auf Wachstum und Biomasseausbeuten aus. (Grobbelaar, 2010)

Zusatzlich zur Lichtstarke spielt auch die Frequenz von Licht-Dunkel-Zyklen eine grofRe Rolle bei der
Photosynthese. Dabei kann zwischen niedriger Frequenz im Bereich von Stunden und Tagen, mittlerer
Frequenz im Bereich von Sekunden und Minuten sowie hoher Frequenz im Millisekundenbereich
unterschieden werden (Grobbelaar, 2010). Gerade eine sehr hohe Frequenz der Lichtverflgbarkeit
(stammabhangig zwischen 0,02-100 Hz (Abu-Ghosh et al, 2016)) steigert verglichen mit
kontinuierlicher Bestrahlung die Effizienz der Photosynthese (Janssen et al., 2001). Dieser Effekt wird

auch flashing light effect genannt und beschreibt die Fahigkeit der Speicherung von Elektronen im
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Photosystem, die bei Eintritt in eine dunkle Phase oder Zone genutzt werden kénnen (Chmiel &

Weuster-Botz, 2018).

Temperatur

Die Temperatur kann sowohl Einfluss auf Reaktionsraten chemischer und biochemischer Prozesse
nehmen, als auch die Verteilung von fixiertem Kohlenstoffdioxid auf verschiedene Klassen von
Makromolekiilen beeinflussen. Durch die Verdnderung metabolischer Raten kann auch die
Wachstumsrate beeinflusst werden. Allgemein gilt fiir Mikroorganismen, dass zunachst mit steigender
Temperatur die Wachstumsrate zunimmt, bis die hochste Wachstumsrate bei einer optimalen
Temperatur erreicht wird. Bei dieser Temperatur weist die Algenzelle die geringste GréRe sowie die
niedrigsten Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte auf (Goldman & Mann, 1980; Hu, 2013). Bei
Uberschreitung der optimalen Temperatur findet meist ein schnelles und starkes Absinken der
Wachstumsrate statt (Weuster-Botz & Takors, 2018). Eine stark temperaturabhadngige Reaktion bei
Mikroalgen ist die Elektronenabgabe einer Untereinheit des P680-Dimers im Photosystem Il (Reinman
& Mathis, 1981). Da photoautotrophe Organismen auf den Ablauf der Photosynthese und den damit
verbundenen Aufbau von Energiedquivalenten sowie Makromolekilen angewiesen sind, beeinflusst
der Elektronentransport den gesamten Metabolismus. Unter anderem wird bei Steigerung der
Temperatur der Anteil des verschwenderischen Vorgangs der Photorespiration an der Rubisco erhéht.
Das liegt an einer starkeren Steigerung der Halbsattigungskonstante von CO; verglichen mit O, bei
steigender Temperatur (Berry & Raison, 1981). Zusatzlich sinkt bei steigender Temperatur das
Verhaltnis von geléstem CO; zu O,, was ebenfalls zu einer verstarkt stattfindenden Photorespiration

fihrt (Raven & Geider, 1988).

Ein wichtiger Adaptionsmechanismus von Mikroalgen an Temperaturschwankungen ist die Anpassung
der Membranzusammensetzung, um die Stabilitat der Zelle sowie die Durchlassigkeit verschiedener
Substrate zu gewahrleisten. Unterhalb der optimalen Temperatur sinkt der Gesamtgehalt an Lipiden,
dafir steigt der Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren in den Membranen. Die dadurch erhdhte
Stabilitat und Fluiditat der Thylakoidmembranen schiitzt das Photosystem Il vor Photoinhibition, die
bei niedrigen Temperaturen auftreten kann (Hu, 2013; Nishida & Murata, 1996). Liegen Temperaturen
unter dem Optimum vor, werden zudem einige Enzyme vermehrt gebildet, um die Aktivitat bei
photosynthetischen und respiratorischen Prozessen zu erhalten (Hu, 2013). Bei Versuchen mit
Chlorococcum sp. konnte aullerdem bei einer Temperatursteigerung von 20°C auf 35°C beinahe eine
Verdopplung des Gesamtgehalts an Carotinoiden beobachtet werden (Liu & Lee, 2000). Dieser
Mechanismus ist aufgrund von steigender Bildung von Sauerstoffradikalen bei erhéhter Temperatur
notwendig. Durch Oxidation der Carotinoide werden diese fixiert und die Photosysteme werden vor

Inaktivierung geschiitzt (Boucher et al., 1977). Auch das Verhaltnis verschiedener Carotin-Spezies, wie
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a-Carotin zu B-Carotin, bzw. 9-cis-B-Carotin zu all-trans-B-Carotin, wird von der Temperatur beeinflusst

(Gémez & Gonzalez, 2005; Orset & Young, 1999).

Die Temperatur kann zusatzlich direkt Einfluss auf die Photosyntheserate nehmen. Bei Hitzestress wird
der Sauerstoff-erzeugende Komplex inaktiviert, da Mangan aus dem Zentrum verloren geht (Murata
et al., 2007; Nash et al.,, 1985). Bei niedrigen Temperaturen wurde gezeigt, dass die Synthese
verschiedener, in der Photosynthese aktiver Proteine gehemmt wird (Allakhverdiev & Murata, 2004).
Die Folge ist eine scheinbare Erhéhung der Photoinhibition, da die Photosyntheserate bereits bei
niedrigeren Eingangsphotonenflussdichten sinkt. Das resultiert allerdings aus einer Reduktion der

Reparaturmechanismen bei niedriger Temperatur (Murata et al., 2007).

Das Temperaturoptimum der meisten Mikroalgen liegt zwischen 22 °C und 35 °C (Singh & Singh, 2015).
Auch wenn ein Algenstamm unter konstanten Laborbedingungen bei hohen Temperaturen kein
Wachstum mehr aufweist, bedeutet das nicht zwingend, dass noch héhere Temperaturen im Freiland
nicht kurzfristig toleriert werden kénnen (Soeder, 1971). Trotzdem sollte die Temperatur groRtenteils

im oder nahe am Optimum liegen, um eine hohe Produktivitat zu gewahrleisten.

Salinitat

Je nach Habitat bevorzugen Mikroalgen unterschiedliche Salzgehalte. StiBwasseralgen besitzen ihr
Optimum bei 0gL? NaCl (Borowitzka, 2005), wiahrend marine Mikroalgen am besten bei leicht
unterhalb ihres urspriinglichen Habitats liegenden Salinitdten zwischen 20-24 g L'* NaCl wachsen
(Gualtieri & Barsanti, 2006). Zusatzlich gibt es halotolerante Mikroalgen, die sehr hohe Salzgehalte
Uberleben kénnen. Bei dem wohl bekanntesten Vertreter handelt es sich mit Dunaliella salina um

einen Stamm, der Salzgehalte bis 350 g L'* NaCl tolerieren kann (Borowitzka, 2005).

Durch Abbau oder Einlagerung von kleinen Molekiilen oder osmoregulatorischen Substanzen — den
Osmolyten — sind Mikroalgen in der Lage, sich schnell an veranderte Salzgehalte anzupassen. Zumeist
handelt es sich bei diesen Substanzen um Glycerin, Mannitol, Galactitol, Sorbitol oder weitere Polyole.
Darliber hinaus zeigt der Salzgehalt der Umgebung stammabhangig Einfllisse auf den Lipid- sowie
Carotinoidstoffwechsel (Hu, 2013). Bei D. salina konnten bei sprunghaftem Anstieg der Salinitat starke
Steigerungen der Carotinoidproduktion beobachtet werden, wobei auch der Anteil an 3-Carotin am
Gesamtcarotinoidgehalt erhoht wurde (Borowitzka et al., 1990). Durch Salzstress wird zudem der
Mechanismus zur Reparatur lichtgeschadigter PS lI-Komplexe gehemmt. NaCl stort dabei die de novo-
Synthese nahezu aller Proteine, unter anderem auch des D1-Protein des Photosystems (Allakhverdiev

et al., 2002; Allakhverdiev & Murata, 2004; Murata et al., 2007).

Gerade fir Kultivierungen in offenen Reaktorsystemen ist die Toleranz gegeniiber Salzschwankungen

essentiell. Niederschlage fihren zu einer Verdiinnung der Medienkomponenten, Verdunstungen zu
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einer Konzentrierung. Gerade bei halotoleranten Mikroalgenstammen ist eine erhohte Salinitat

winschenswert, um weniger Salz-tolerante Kontaminanten zu vermeiden (Borowitzka, 2005).

Anorganisches Kohlenstoffdioxid und pH

Fir den photoautotrophen Aufbau von Speicherstoffen in der Zelle ist CO, als Kohlenstoffquelle
unabdingbar. Dieses liegt im Wasser gelost in folgendem Gleichgewicht als Kohlenstoffdioxid (CO,),

Hydrogencarbonat (HCOs') sowie Carbonat (COs%) vor.
CO,+ H,0 = HCO; +H* = €05~ +2H*

Das Gleichgewicht mit den resultierenden Verteilungen der Kohlenstoffspezies ist stark vom pH sowie

der Salinitat des Mediums abhangig und in Abbildung 3.9 zusammengefasst.

Relativer Molanteil, -

pH; o

Abbildung 3.9: Darstellung des Bicarbonat-Puffersystems. Dargestellt ist der relative Molanteil der Kohlen-
stoffspezies Kohlenstoffdioxid (CO2, gepunktete Linie), Hydrogencarbonat (HCOs, durchgezogene Linie) und
Carbonat (COs%, gestrichelte Linie) bei 0 g L'* NaCl (- ), 60 g L™ NaCl (— ) und 280 g L' NaCl (=) und einer
Temperatur von 25 °C. Die Berechnung erfolgte tGber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung mit Dissoziations-
konstanten nach Millero et al. (2007) (vgl. Abschnitt A.1).

Unter pH 4 liegt unabhangig vom Salzgehalt im Wasser fast ausschlieBlich CO, vor. Bei etwa pH 8,0
wird das Maximum an Hydrogencarbonat in Losung erreicht. Bei einem pH > 12 ist nur noch Carbonat
verfligbar. Die Salinitat beeinflusst die Gleichgewichtskonstanten der Dissoziationsreaktionen und
somit den Anteil an vorliegenden Kohlenstoffspezies leicht. Besonders das Gleichgewicht beim
Ubergang von Hydrogencarbonat zu Carbonat, bei dem beide Spezies zu gleichen Teilen vorliegen, wird
bei Steigerung der Salinitdt von 0 auf 60 g L'* NaCl von pH 10 zu pH 9,5 verschoben. Bei weiterer
Erhohung der Salinitat liegt eine Steigerung des pKs-Wertes vor (Millero et al., 2007), womit die
Verteilungen wieder leicht verschoben werden. Einen weiteren Einflussfaktor auf die Gleich-
gewichtskonstanten des Bicarbonat-Puffersystems stellt die Temperatur dar. Bei niedriger Temperatur

liegt eine hohere Loslichkeit von Gasen in Wasser vor.
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Die Art der vorliegenden Kohlenstoffspezies ist entscheidend fiir das Wachstum. Alle Algen sind in der
Lage diffusiv CO; aufzunehmen, zur Aufnahme von HCOs™ hingegen werden aktive Aufnahmesysteme
benétigt, die viele Algen besitzen. COs* kann nicht von Algen aufgenommen werden. Algen, die bei
hochsalinen Bedingungen wachsen, sind also verglichen mit marinen Mikroalgen vermehrt Kohlen-

stofflimitierungen ausgesetzt. (Borowitzka, 2007)

Um solche Limitierungen und einen Anstieg des pH durch eine Akkumulation von OH™-lonen zu
vermeiden, ist eine Zugabe von CO; sinnvoll. Eine verbreitete Methode ist dabei die automatische pH-
Regelung durch Zudosierung von CO; (Grobbelaar, 2013). Das dabei zu berlicksichtigende pH-Optimum
der meisten Mikroalgen liegt im leicht basischen Bereich (Gualtieri & Barsanti, 2006). In einem
bestimmten Toleranzbereich des pH wird der interne pH der Zelle konstant gehalten. Wird dieser
Bereich unter- oder liberschritten, kommt es ebenfalls zu starken Veranderungen des zellinternen pH.
Bei zu starkem Abweichen des internen pH vom Optimum kénnen Enzyme nur mit deutlich verringer-
ter Aktivitdt oder schliefllich gar nicht mehr arbeiten. Dieser Bereich liegt bei Mikroalgen etwa

zwischen pH 7 und pH 9. (Coleman & Colman, 1981; Gehl & Colman, 1985)

Bei verschiedenen Spezies kann eine pH-Erh6hung zu einer Steigerung des Gesamtlipidgehalts sowie

des Gehalts an Triacylglycerolen fiihren (Gardner et al., 2011; Santos et al., 2012).

Sauerstoff

Durch die Herstellung von Sauerstoff wahrend der Photosynthese kann es in dichten Mikroalgen-
kulturen zu dessen Akkumulation kommen (Borowitzka, 2007). Der Uberschuss an Sauerstoff be-
glinstigt die Photorespiration, wodurch eine Reduktion der Photosynthese beobachtet werden kann
(Moheimani & Borowitzka, 2007). Zusatzlich fiihrt eine Anreicherung des reaktiven Singulett-
Sauerstoffs im Zellinneren zu einer Hemmung der Herstellung der D1-Untereinheit des Photosystems |l

und einer damit verbundenen Erhéhung der Photoinhibition (Nishiyama et al., 2004).

Nahrstoffe

Neben Kohlenstoffdioxid als Kohlenstoffquelle bendtigt die Algenzelle vor allem Stickstoff und
Phosphor zur Aufrechterhaltung des Stoffwechsels. Mikroalgentrockenmasse besteht dabei zu tber
99 % aus Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel und Phosphor. Weitere Elemente wie Calcium,
Kalium, Natrium, Chlor, Magnesium, Eisen und Silicium sowie weitere Spurenelemente werden nur in

geringen Mengen bendtigt (Grobbelaar, 2013; Gualtieri & Barsanti, 2006).

Stickstoff wird im Stoffwechsel zum Aufbau von Enzymen, Chlorophyllen, ATP/ADP und RNA/DNA
genutzt und macht in Mikroalgenbiotrockenmasse einen Anteil zwischen 7-10 % aus (Gualtieri &

Barsanti, 2006; Hu, 2013). Nur wenige Mikroorganismen sind in der Lage, atmosphérischen Stickstoff
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zu reduzieren. Daher muss bei der Kultivierung der meisten Mikroalgen Stickstoff in Form von Nitrat,
Ammonium(hydroxid) oder Harnstoff zugegeben werden (Grobbelaar, 2013; Hu, 2013). Stickstoff kann
von Mikroalgen schlecht gespeichert werden, sodass sich ein Mangel direkt auf den Stoffwechsel
auswirkt (Hu, 2013). Durch Stickstoffmangel kann beispielsweise der Stoffwechsel von der Protein-
synthese hin zur Produktion von neutralen Lipiden wie Triacylglycerolen verschoben werden (Hu et al.,
2008; Li et al., 2011; Thompson, 1996). Einen weiteren Adaptionsmechanismus an Stickstoffmangel
stellt die Einlagerung von Kohlenhydraten durch D. salina dar (Ben-Amotz et al., 1985). Darliber hinaus
wurde eine Erhéhung von Gesamt-Carotinoid-Gehalt sowie [-Carotin-Gehalt bei niedrigen
Stickstoffkonzentrationen mit einhergehendem Abbau von Chlorophyll beschrieben (Hu, 2013; Lamers

et al., 2012; Marin et al., 1998; Prieto et al., 2011).

Phosphor ist flir Wachstum, Energietransfer in der Zelle sowie die Synthese von Membranen,
Nukleinsdauren, DNA, RNA und ATP unabdingbar (Grobbelaar, 2013; Gualtieri & Barsanti, 2006). Der
Anteil von Phosphor an Algenbiomasse betrdagt unter 1%. Dieser wird meist in Form von
Orthophosphat (PO,*) von Algen aus dem Wasser aufgenommen und kann in Polyphosphat-

Einschlusskorpern gespeichert werden. (Grobbelaar, 2013)

Schwefel macht einen Anteil von 0,15-2 % an der Biotrockenmasse von Algen aus und liegt in einem
dhnlichen Atomverhiltnis wie Phosphor vor. Die Aufnahme erfolgt Giber aktiven Transport von
Sulfaten. In der Zelle wird Sulfat reduziert und in Schwefel-enthaltende Aminosduren und weitere
organische Stoffe eingebaut (Gualtieri & Barsanti, 2006; Liu & Chen, 2016). Ein Mangel an Schwefel
flhrt zur Wachstumsverringerung, jedoch kann die 3-Carotin-Produktion gesteigert werden (Shaker et

al., 2017).

Eisen ist normalerweise in offenen Gewassern fir Algenwachstum der limitierende Nahrstoff. Vor
allem in der Elektronentransportkette spielt Eisen durch seine Redox-Eigenschaften in Eisen-Schwefel-
Clustern und anderen photosynthetischen Proteinen eine wichtige Rolle (Godman & Balk, 2008). Dabei
tragt Eisen entscheidend zur Photosynthese, Respiration, Stickstofffixierung und DNA-Synthese bei
(Hu, 2013). Zumeist wird von Algen im Chelat-Komplex vorliegendes Eisen bevorzugt, da die oxidierte
Form schlecht aufgenommen werden kann (Hannon et al., 2010). Eisenmangel kann bei Mikroalgen zu
einem Abbau eisenhaltiger Proteine fihren, wohingegen die Bildung von Elektronentransportern ohne
Eisen angeregt werden kann (Bottin & Lagoutte, 1992; McKay et al., 1999). Zusatzlich fuhrt diese

Limitierung bei D. salina zu einer Steigerung des B-Carotin-Gehalts (Shaker et al., 2017).

Neben den bereits genannten und in den grofRten Mengen notwendigen Nahrstoffen werden
zusatzlich fur die Aufrechterhaltung des Stoffwechsels kleine Mengen verschiedener weiterer
Elemente (Calcium, Kalium, Chlor, Magnesium), Spurenelemente, aber teilweise auch Vitamine

bendtigt (Grobbelaar, 2013). Eine interessante Moglichkeit Nahrstoffe nachhaltig und kostengtlinstig



30 Theoretische Grundlagen

zuzusetzen, ist die Nutzung von nahrstoffreichem Abwasser oder Oberflachenablauf von

landwirtschaftlich genutzten Flachen (Hannon et al., 2010).

Reaktorschichtdicke und Zelldichte

Sowohl Schichtdicke als auch Zelldichte beeinflussen die Lichtverfligbarkeit in der Zellsuspension sehr
stark. Es konnte gezeigt werden, dass die optimale photosynthetische Produktivitdt von der Zelldichte
abhangt und somit eine optimale Zelldichte, bei der die photosynthetische Produktivitat maximal ist,
fur jede Lichtquelle existiert (Myers & Graham, 1959). Geringere Zelldichten kénnen zu einer
Reduktion der Produktivitat durch Lichtinhibierung fihren, bei hoheren Zelldichten beschatten sich die
Zellen gegenseitig, sodass einige Zellen kaum Licht erreicht und die Lichtreaktion der Photosynthese
nicht stattfinden kann. Direkt abhdngig von der Zelldichte ist also die Lichteindringtiefe in die
Zellsuspension (Richmond, 2013). Liegt bei gleicher Zelldichte eine groRere Schichtdicke vor, werden
prozentual mehr Zellen beschattet, weshalb die Lichtverfligbarkeit in der Suspension weiter sinkt. Um
negative Effekte bei hohen Zelldichten zu verhindern, kann der Lichtlimitierung durch Reduktion der

Schichtdicke entgegengewirkt werden (Soeder, 1971).

Durchmischung

Um eine Ausbildung von Nahrstoff- oder pH-Gradienten oder das Ablagern von Algenzellen zu
vermeiden, den Stofflibergang zwischen Luft und Medium zu steigern und eine vergleichbare
Lichtverfligbarkeit pro Zelle zu gewahrleisten, ist die Durchmischung der Mikroalgensuspension von
groRer Bedeutung (Grobbelaar, 2010; Gualtieri & Barsanti, 2006). Das Mischen wird abhangig vom
verwendeten Bioreaktor durch Schitteln (Erlenmeyerkolben), Begasung (Blasensaulen), Umwalzen
mit einem Schaufelrad (Raceway Ponds) oder Pumpen (Rohrreaktoren) durchgefiihrt. Es treten je nach
Zelldichte, Absorptionseigenschaften und Reaktorgeometrie Zonen mit hoher und niedriger
Lichtverfuigbarkeit im Photobioreaktor auf. Durch Wechseln der Zellen zwischen den verschiedenen
Zonen kdnnen Licht-Dunkel-Frequenzen erreicht werden, die dem flashing light effect entsprechen
und somit eine Erhéhung der Photosyntheserate nach sich ziehen (vgl. Unterpunkt Lichtverfligbarkeit).
Neben den genannten positiven Effekten einer guten Durchmischung kann durch hydrodynamischen
Stress aufgrund des Energieeintrags stammabhéngig eine Beschaddigung der Zellen auftreten. Um eine
Reduktion der Wachstumsraten durch zu starke Durchmischung zu verhindern, ist also ein Kompromiss

dieser entgegengesetzten Auswirkungen notwendig (Grobbelaar, 2010).

3.3 Modellierung des phototrophen Wachstums

Die Lichtabhangigkeit des Wachstums von Mikroalgen kann mit verschiedenen Modellen bei

konstanter Eingangsphotonenflussdichte beschrieben werden (Koller et al., 2017; Koller, 2017;
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Pfaffinger et al., 2016; Pfaffinger, 2017). Eine wichtige ProzessgroRe ist dabei die mittlere integrale
Photonenflussdichte, deren Berechnung fir Tag-Nacht-Verlaufe im Folgenden beschrieben wird. Des
Weiteren wird auf das Wachstum von Mikroalgen im Satzprozess eingegangen. Modellgestitzte
Untersuchungen kénnen helfen, das Wachstum von Mikroalgen unter verschiedenen Bedingungen

besser zu verstehen und abzuschatzen.

3.3.1 Phototrophes Wachstum im Satzprozess

Ein Satzprozess beschreibt eine Kultivierung mit konstant bleibendem Volumen, bei der alle Substrate
und Nahrstoffe zu Beginn vorgelegt werden. Wahrend des laufenden Prozesses findet neben
Gaszufuhr, geringen Strémen von Saure oder Base zur pH-Regelung oder Zugabe von Antischaummittel
keine Zufuhr von Stoffstromen statt (Takors & Weuster-Botz, 2018). Das Wachstum von
Mikroorganismen ldsst sich im Satzprozess in einem ideal homogen durchmischten Reaktor in sechs

Phasen unterteilen und ist in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung einer idealisierten Wachstumskurve von Mikroorganismen im
Satzverfahren. I: Adaptionsphase; II: 1. Ubergangsphase; Ill: Exponentielles Wachstum; IV: 2. Ubergangsphase;
V: Stationéare Phase; VI: Absterbephase.

Wahrend der Adaptionsphase (I) findet kein Wachstum statt, da eine Anpassung der Zellen an die
neuen Bedingungen stattfindet. Je nach Stamm und Zustand der Vorkultur kann diese Anlaufphase
unterschiedlich lange dauern. Die daran anschlieBende erste Ubergangsphase (IlI) beschreibt das
langsam steigende Wachstum. Ist das maximale Wachstum mit der maximalen Wachstumsrate pmax
erreicht, wird von exponentiellem Wachstum gesprochen (lll). Flacht die Wachstumskurve
beispielsweise durch Akkumulation inhibierender Stoffwechselprodukte oder dem Verbrauch von
Medienkomponenten ab, wird die zweite Ubergangsphase (IV) erreicht. Bei phototrophen
Mikroorganismen kommt es hiufig zu einer lingeren Ubergangsphase mit linearem Wachstum, wenn

Licht bei héheren Zelldichten limitierend wirkt (Lee et al., 2013). Im Anschluss liegen Zellwachstum und
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Absterberate in der stationdren Phase (V) im Gleichgewicht vor. AbschlieRend Giberwiegt die Absterbe-

rate und die Absterbephase (V1) wird erreicht. (Weuster-Botz & Takors, 2018)

Die spezifische Wachstumsrate der Zellen ist nach Gleichung 3.3 definiert.

1 dc, .
=—— Gleichung 3.3
c, dt
7% spezifische Wachstumsrate, h*
Cyt Konzentration der Biotrockenmasse, ggrm L™
t: Zeit, h

Durch Integration ergibt sich aus Gleichung 3.3 folgender exponentieller Zusammenhang bei

konstanter Wachstumsrate.

Cx = Cx g - eHkonst’At Gleichung 3.4

Cx: Konzentration der Biotrockenmasse, gsmw L
cxo: Anfangskonzentration der Biotrockenmasse, germ L™
Ukonst: spezifische Wachstumsrate, h?

At: Zeit, h

Die spezifische Wachstumsrate p wird (blicherweise empirisch mit einer Sattigungskinetik
beschrieben, die in Gleichung 3.5 zusammengefasst ist. Durch vereinfachte Annahmen — es besteht
nur die Abhadngigkeit von einer limitierenden Substratkonzentration c¢g — kann zusdtzlich zur
exponentiellen Wachstumsphase auch die zweite Ubergangsphase damit beschrieben werden.

Cs

U= Umax m Gleichung 3.5

7% spezifische Wachstumsrate, h*
Umax: Maximale spezifische Wachstumsrate, h
Cs: Substratkonzentration, g L

Ks: Sattigungskonstante des Substrates, g L

Bei der Sattigunskonzentration K liegt die halbmaximale Wachstumsrate vor. Die maximale
Wachstumsrate 4, kann nur bei sehr hoher Substratkonzentration erreicht werden. Inhibiert das
Substrat bei sehr hohen Konzentrationen jedoch das Wachstum, muss der kinetische Ansatz erweitert
werden. Bei Mikroalgen l3sst sich als Beispiel vor allem der Effekt der Lichtinhibition nennen. Beispiele

far formalkinetische Wachstumskinetiken mit Beriicksichtigung einer Substratinhibition nach Andrews
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(1968), Pfaffinger et al. (2016), Webb (1963), Yano & Koga (1969), Schroder et al. (1997) Aiba et al.
(1968) und Edwards (1970) sind in Gleichung 3.6-3.11 zusammengefasst.

Cs
Andrews K= Hmax c? Gleichung 3.6
KS + Cs + r
I
Cs
: H = HUmax * %) ;
Pfaffinger Kg + s + s (IC(_S) Gleichung 3.7
I
Cs
Yano-Koga ,F* H = Hmax Kot co 4 c? n C_53 Gleichung 3.8
S S KI KIZ'Z
Cs
Yano-Koga ,R’ = Hmax cd Gleichung 3.9
’ KS + Cs + _52 ’
K;
Cs (1 + B I;CS )
Webb U= Wmax " 22 Gleichung 3.10
Ks+cs + 7
S S KI
. Cs (—C—S) .
Aiba-Edwards U= Umax " ~er Ki Gleichung 3.11
KS + Cs
7% spezifische Wachstumsrate, h

Umax: Maximale spezifische Wachstumsrate, h*
Q: Sensitivitatsfaktor, -

Cs: Substratkonzentration, g L™

K;: Sattigungskonstante des Substrates, g L?
K;: Inhibierungskonstante des Substrates, g L*

B: empirische Konstante, -

Auch fiur diese Modelle gelten die Annahmen, die fiir den formalkinetischen Ansatz einer Sattigungs-

kinetik vorausgesetzt werden.

Wird fur den Erhaltungsstoffwechsel ebenfalls das limitierende Substrat bendtigt, muss eine

Erweiterung vorgenommen werden. Fir die Inhibitionskinetik nach Andrews ist dies beispielhaft in

Gleichung 3.12 gezeigt.
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Cs
— — me Y,
# = Hnax cz TS X Gleichung 3.12
KS + Cs + 7
1
wu: spezifische Wachstumsrate, h*
Umax: Maximale spezifische Wachstumsrate, h!
Cs: Substratkonzentration, g L
Ks: Sattigungskonstante des Substrates, g L
ms: spezifische Substrataufnahme fiir den Erhaltungsstoffwechsel, g germ® h?

Yysu: Ertragskoeffizient, gerw g™

Bei sehr niedrigen Substratkonzentrationen nimmt die Wachstumsrate aufgrund von absterbenden
Zellen somit einen negativen Wert an, da die Substratkonzentration nicht mehr fiir den Erhaltungs-

stoffwechsel ausreicht. (Weuster-Botz & Takors, 2018)

Zur wirtschaftlichen Beurteilung kann die Raum-Zeit-Ausbeute zu Rate gezogen werden. Diese
beschreibt die Biomasse- oder Produktbildung, die pro Volumen- und Zeiteinheit gebildet wird, und
kann in Satzprozessen nach Gleichung 3.13 bestimmt werden.

Ami

_ Gleichung 3.13
V-At

RZA =

Am;: Gebildete Biomasse-/Produktkonzentration, g
V: Reaktorvolumen, L

At: Reaktionszeit, d

Findet eine Produktextraktion direkt aus der Zellsuspension statt, ist eine hohe Konzentration des
Zielproduktes in der Zellsuspension erstrebenswert. Liegt ein intrazelluldres Produkt vor, das nach
einer Konzentrierung der Biomasse extrahiert werden soll, ist der Gehalt des Produkts in der Biomasse

interessant.

3.3.2 Lichtabschwachung in Photobioreaktoren

Mikroalgen konnen Licht aufgrund ihrer Pigmentzusammensetzung vor allem im photosynthetisch
aktiven Bereich der Strahlung (PAR, photosynthetic active radiation) nutzen. Der damit gemeinte
Bereich zwischen den Wellenlangen 400-750 nm entspricht dabei nahezu dem fiir das menschliche
Auge sichtbaren Licht (Carvalho et al., 2011). Licht wird durch seine Frequenz f und Wellenlange 1 als

elektromagnetische Welle beschrieben.
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f-A=¢ Gleichung 3.14

f: Frequenz, s*
A Wellenldnge, m

cL: Lichtgeschwindigkeit, 2,997 - 108 m s’

Die kleinstmogliche Energiemenge der elektromagnetischen Strahlung einer bestimmten Frequenz
wird als Photon bezeichnet. Die Energie eines Photons E wird durch das Produkt aus Frequenz f und

Planck’schem Wirkungsquantum h beschrieben.

c
E=h-f=h- 7L Gleichung 3.15
Frequenz, s*

Planck’sches Wirkungsquantum (6,626 - 103%),J s

T T

Wellenldange, m

cL: Lichtgeschwindigkeit (2,997 - 108), m s

Als Eingangsphotonenflussdichte wird die Lichtmenge an Photonen (umol) bezeichnet, die pro Flache
(m2) und Zeiteinheit (s) auf die Oberfliche der Algenkultur auftrifft. Erfolgt die Messung der
Lichtenergie in W m?, ist eine Umrechnung in die Photonenflussdichte (iber den im Mittel giiltigen

Faktor 4,7 pmol W st méglich (Pfaffinger, 2017).

Die auftreffende Photonenflussdichte wird beim Durchgang durch die Mikroalgensuspension abhangig
von der Eindringtiefe sowie der Zellkonzentration abgeschwacht. Dabei spielen verschiedene
physikalische Effekte eine wichtige Rolle. Zum einen werden Photonen zur Energiegewinnung von
Lichtsammelkomplexen im Photosyntheseapparat absorbiert. Des Weiteren kann es an Zellen zur

Lichtstreuung kommen.

Liegt in der Suspension eine homogene Durchmischung der Algensuspension vor und kann die
Lichtstreuung an der Oberflache der Algensuspension sowie den Zellen vernachlassigt werden, kann
die Lichtabschwachung durch verschiedene Modelle angendhert werden. Das Bouguer-Lambert-
Beer’sche Gesetz in Gleichung 3.16 beschreibt die exponentielle Abnahme von Licht in Abhédngigkeit
der Zellkonzentration ¢, sowie der Schichtdicke I mit dem eingefiihrten Extinktionskoeffizienten . Da
eine Giltigkeit dieses Gesetzes nur in verdiinnten Losungen vorliegt (Schmidt, 2000), kann eine
Modifikation des Absorptionsterms nach Gleichung 3.17 vorgenommen werden (Havel, 2006). Ein
weiteres Gesetz zur Lichtabschwachung wurde 1993 von Reynolds & Pacala etabliert und ist in

Gleichung 3.18 zusammengefasst.
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Bouguer-Lambert-Beer 0 Gleichung 3.16
. =1, -e &Vexl .

Modifikation nach Havel 0 Gleichung 3.17

Iy .
Reynolds-Pacala I=——— Gleichung 3.18
1+e-cy-l

I: Photonenflussdichte nach Austritt aus dem Medium, pmol m?2s?

Iy: Photonenflussdichte bei Auftreffen auf das Medium, umol m? s

& Extinktionskoeffizient, Lg! cm?/ L% g%° cm™?

Cyt Biotrockenmassekonzentration, gstm L™

l: Schichtdicke, cm

Durch die Lichtabschwdchung kommt es im Reaktor zur ortlichen Ausbildung verschiedener
Lichtzonen, durch die das Wachstum beeinflusst wird (Pruvost & Cornet, 2012). Ortsabhangig befinden
sich die Algen in lichtlimitierten, lichtgesattigten oder lichtinhibierten Zonen (vgl. Abschnitt 3.2.3). Wo
Licht direkt auf die Oberflaiche der Algensuspension trifft, kdnnen die Zellen durch die hohe
Lichtverfligbarkeit inhibiert werden. Abhangig von der vorliegenden Zelldichte geht diese Zone bei
einer bestimmten Entfernung zur Lichtquelle in eine lichtgesattigte Zone Uber. Bei weiter steigender
Schichtdicke und der resultierenden Absorption von Licht durch die Zellen nimmt die
Lichtverflgbarkeit weiter ab und es entsteht eine lichtlimitierte Zone. Findet aufgrund der
Durchmischung der Algensuspension ein schneller Wechsel der Algen in Lichteinstrahlrichtung im
Reaktor statt, konnen durch den schnellen Wechsel zwischen lichtinhibierter und -limitierter Zone

auch bei konstanter Bestrahlung flashing light effects auftreten.

3.4 Extraktion von B-Carotin aus Mikroalgen

Bei intrazelluldr vorliegenden Produkten wie B-Carotin erfolgt die Produktaufarbeitung in der
Reihenfolge Zellabtrennung, Zellaufschluss, Produktgewinnung und -konzentrierung sowie Produkt-
reinigung (Chmiel, 2018). Da es sich bei B-Carotin um ein sehr schlecht wasserldsliches Molekdl
handelt, werden zusatzlich Anforderungen an Losemittel sowie die Fllssig-FlUssig-Extraktion
betrachtet. Im industriellen Malstab werden Ldsemittelextraktionen aus Zellsuspension mit
Stoffaustauschapparaten wie auch einem Zentrifugalextraktor durchgefiihrt. Daher wird ebenfalls ein

Uberblick iber die Zentrifugalextraktion gegeben.
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3.4.1 Zellaufschluss

Findet die Bildung des gewiinschten Produkts wie bei B-Carotin intrazellular statt, ist der Zellaufschluss
zur Freisetzung von grofSer Bedeutung. Es kann sich hier um mechanische, physikochemische oder
biologische Verfahren handeln. Zu den mechanischen Aufschlussverfahren zahlen unter anderem
Schwingmihle, Kugelmihle, Ultraschall, Homogenisatoren und hydrodynamische Kavitation.
Aufschluss durch osmotischen Druck, Gefrieren und Auftauen, Gefriertrocknung oder die Zugabe von
Losemittel, Sdure, Base oder Detergentien werden den physikochemischen Verfahren zugeordnet. Bei
biologischen Verfahren werden den Zellen Viren, Phagen, Antibiotika oder lytische Enzyme zugesetzt,

die dann einen Aufschluss der Zelle nach sich ziehen. (Chmiel, 2018)

In Schwingmiihlen erfolgt der Aufschluss mechanisch Uber Scherkrafte, die bei der Beschleunigung
von Glasperlen beim Mischen entstehen. Dieses Verfahren ist sehr gut fiir kleine Volumina geeignet
und durch die kurze bendtigte Zeit im Labormalstab sehr beliebt. (Hummel & Kula, 1989; Schiitte &

Kula, 1988)

In Hochdruckhomogenisatoren findet der Zellaufschluss mechanisch durch hydrodynamische Krafte
statt. Durch hohen Druck mit anschlieBender Druckentspannung am Homogenisierventil und damit
verbundenen hohen Stromungsgeschwindigkeiten kommt es sowohl zu Scher-, Dehn- und
Normalkraften als auch zu Turbulenz und Kavitation, die auf die Zellen wirken. Neben der Gestaltung
des Ventils spielt auch die angelegte Druckdifferenz eine wichtige Rolle. Aus wirtschaftlichen Griinden
ist eine Nutzung von hohen Biomassekonzentrationen zu bevorzugen, da in gleicher Zeit deutlich mehr

Biomasse aufgeschlossen werden kann. (Chmiel, 2018)

Der Zellaufschluss mit Losemitteln ist die Folge von erhdhter Zellpermeabilitat. Durch eingesetzte
Losemittel wird die Struktur der Zellwand verandert und bei vielen Losemitteln verliert die Zelle ihre

Viabilitat. (Felix, 1982; Flores et al., 1994)

3.4.2 FlUssig-FlUssig-Extraktion

Bei Flissig-Flussig-Extraktionen werden zwei begrenzt miteinander mischbare Phasen zusammen-
gefuhrt, wobei der Extraktstoff vom Tragerstoff in das Lésemittel wechselt. Letzteres wird im Anschluss
zum Extrakt, da es den Extraktstoff enthalt. Der vormalige Tragerstoff wird im Anschluss als Raffinat
bezeichnet (Behr et al., 2016). Im Laborbetrieb findet meist eine diskontinuierliche Extraktion statt,
bei der beide Phasen bis zur Einstellung des Losungsgleichgewichts gemischt werden. Im Anschluss
kann die Trennung und Separation der Phasen stattfinden. Im industriellen MaRstab sind in der
chemischen Industrie kontinuierliche Verfahren wie Mischer-Scheider-Einheit, Extraktionskolonnen

und Zentrifugalextraktoren zur Lésemittelextraktion Gblich. (Behr et al., 2016; Schiigerl, 1994)
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Dieses Trennverfahren kommt zum Einsatz, wenn temperaturempfindliche Komponenten beteiligt
sind, der Zielstoff nur in geringer Menge vorliegt oder eine Rektifikation zu aufwendig ware. Industriell
wird die Solventextraktion vor allem in der Petrochemie, der Hydrometallurgietechnik, aber auch in

der Abwasserreinigung sowie Biotechnologie genutzt. (Schénbucher, 2002)

Liegen konstante Bedingungen wie pH, Temperatur und Druck vor, gilt bei niedrigen Konzentrationen

des Extraktstoffes fiir dessen Verteilung in Tragerstoff und Losemittel der Nernst’sche Verteilungssatz.

C

Kp = C—E = const. Gleichung 3.19
R
Kg: Verteilungskoeffizient, -
Cg: Konzentration des Extraktstoffes im Extrakt, g L
Cg: Konzentration des Extraktstoffes im Raffinat, g Lt

Der Verteilungskoeffizient K¢, der das Verhaltnis von Konzentration des Extraktstoffes im Extrakt cg
zur Konzentration im Raffinat c; beschreibt, bleibt im Gleichgewicht also konstant. Diese starke
Vereinfachung kann in den meisten Fallen nicht angenommen werden, da auch zwischen Losemittel
und Tragerstoff Wechselwirkungen vorliegen konnen. Hier kann das Loslichkeitsverhalten als
Dreiecksdiagramm zwischen den beteiligten Stoffen dargestellt werden. Ein Beispiel ist in Abbildung

3.11 gezeigt.

Binodale

Abbildung 3.11: Dreiecksdiagramm zur Darstellung der Phasengleichgewichte eines Dreistoffsystems. Die
Binodale trennt das Einphasengebiet, in dem Abgeber A, Solvent S und Produkt P homogen vorliegen, vom
Zweiphasengebiet — der Mischungsliicke. Der kritische Punkt K unterteilt die Binodale in den Raffinatast und den
Extraktast.



Theoretische Grundlagen 39

Im Dreiecksdiagramm markieren die Eckpunkte die reinen Komponenten. Entlang der Dreiecksseiten
sind die jeweiligen Zweistoffgemische dargestellt, innerhalb derer ein Dreistoffgemisch vorliegt. Die
Binodale trennt das Einphasengebiet, in dem eine homogene Mischung der drei Komponenten
vorliegt, von dem Zweiphasengebiet. In dieser Mischungsliicke zerfdllt die Mischung an der
betreffenden Konode in die Phasen Extrakt und Raffinat und ist somit flir die Fllssig-FlUssig-Extraktion
unabdingbar. Vom kritischen Punkt wird die Konode in Raffinat- und Extraktast unterteilt. Auf den
beiden Asten lassen sich dann Zusammensetzung von Raffinat- und Extraktphase widerspiegeln. (Behr

etal., 2016; Chmiel, 2018)

Bei der Auswahl eines geeigneten Losemittels spielen viele Faktoren eine wichtige Rolle. Das
Losemittel sollte zusatzlich zu einer geringen Mischbarkeit mit der Tragerphase eine hohe Selektivitat
und Kapazitdt fur den Extraktstoff aufweisen. Fiir eine bessere Phasentrennung sind Dichte-
unterschiede erforderlich. Auch eine hohe Grenzflaichenspannung tragt zur Trennung bei und
verhindert die Ausbildung von Emulsionen, allerdings wird der Ausbildung grolRer Grenzflachen, die
durch eine erhohte Kontaktflaiche die Extraktion begiinstigt, entgegengewirkt. Niedrige Siede-
temperaturen verbessern die Riickgewinnung des Losemittels, wohingegen ein niedriger Dampfdruck
Verdunstungsverluste verringert. In der Handhabung ist zusatzlich eine geringe Toxizitat fir Umwelt

und Menschen von Vorteil. Die Selektivitdt S kann mit Gleichung 3.20 bestimmt werden. (Chmiel,

2018)
CExtrakt,i
CExtrakt,j .
S = # Gleichung 3.20
Trager,i
CTréger,j
CExtrakt: Konzentration im Extrakt, mg L™
Crrager: Konzentration im Trégerstoff, mg L
i,j: im Tragerstoff vorliegende Komponenten

3.4.3 Zentrifugalextraktion

Ziel von Extraktionen stellt meist die Optimierung eines Stoffaustausches dar, die durch Stoff-
austauschapparate gewahrleistet werden kann. Bei der Fliissig-FlUssig-Extraktion liegt eine der Phasen
zu Tropfen dispergiert in der zusammenhangenden zweiten Phase vor. Generell haben Flissig-Flissig-
Stoffaustauschapparate eine schnelle Bildung von Tropfen mit engem GroRenspektrum zum Ziel. Diese
sollten moglichst homogen in der zweiten Phase vorliegen ohne zu koaleszieren. Fir den Stoffiibergang
entscheidend sind zusatzlich eine hohe Austauschflache, ausreichender Phasenkontakt sowie eine
hohe Turbulenz. Zusatzlich sollten die Phasen optimal gefiihrt werden und abschlieBend gut getrennt

werden kdnnen. (Lohrengel, 2012)
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Bei der Zentrifugalextraktion werden zwei Phasen mit unterschiedlichen Dichten gemischt und im
Anschluss im Zentrifugalfeld getrennt. Dabei gibt es verschiedene Betriebsweisen. Zum einen kann die
Zentrifugalextraktion in einer Mischer-Scheider-Einheit erfolgen, zum anderen gibt es Differential-
kontakter, die Misch- und Trennstufe zu einer Einheit vereinen. Bei Letzteren kann die Stromung

sowohl axial als auch radial gefiihrt werden. (Gebauer et al., 1982)

Vorteile von Zentrifugalextraktoren gegeniiber anderen FlUssig-FlUssig-Extraktoren sind unter
anderem die geringen Kontaktzeiten, der geringe Platzbedarf, die niedrigen Volumina im Extraktor, der
hohe Durchsatz sowie die flexiblen Phasenverhaltnisse. Darliber hinaus fiihrt die Trennung der
verwendeten Phasen zu einer Nutzbarmachung von Phasen mit geringen Dichteunterschieden und
damit zu mehr Kombinationsmadglichkeiten von Losemitteln. Zudem kdénnen sogar Phasen verwendet
werden, die zur Emulsionsbildung neigen. Bei Nachteilen handelt es sich um hohe Investitions- und
variable Kosten sowie hohe Driicke. Die Betriebskosten entstehen dabei vor allem durch Wartung,
Verschleill und den Energieaufwand. (Baier, 1999; Gebauer et al., 1982; Schénbucher, 2002; Schiigerl,
1994)

Eine schematische Darstellung eines Differentialkontakters (vgl. Meikrantz et al. (2001)) ist in

Abbildung 3.12 gezeigt.

Wehrscheibe schwere Phase .
Motorantrieb

Ablaufschwere Phase

Ablaufleichte Phase —

Wehrscheibe leichte Phase

Einlaufschwere Phase

EinlaufleichtePhiE

Rotor Luftsdule

Mischphase

Gehduse ———»

Abbildung 3.12: Schematischer Aufbau eines Differential-Zentrifugalextraktors (nach Kurzrock (2010)). Die
schwere (dunkelgrau) und leichte Phase (hellgrau) werden in den Zentrifugalextraktor eingeleitet, vermischen
sich zwischen Rotor und Gehé&use zur Mischphase (grau) und werden ebenfalls durch Rotation wieder getrennt.

Die leichte und die schwere Phase werden kontinuierlich und tangential durch die dafiir vorgesehenen

Einlasse zusammengefiihrt. Die Dispersion der Phasen erfolgt im Anschluss in der Mischzone zwischen



Theoretische Grundlagen 41

der feststehenden Gehdausewand und dem drehenden Rotor. Die so erzeugte hohe Phasengrenzflache
flhrt zu einer effizienten Extraktion. Durch das kontinuierliche Einleiten beider Phasen erfolgt die
Flussrichtung der Dispersion zunachst zum Gehaduseboden. An diesem Boden befestigte Stege leiten
die Fllssigkeit im Anschluss weiter in Richtung der Rotationsachse. Die vorliegenden Stréomungs-
verhaltnisse in dem Spalt zwischen zwei rotierenden Zylindern werden als Taylor-Couette-Stromung
bezeichnet. Im Zentrifugalextraktor liegt mit aufen unbeweglichem und innen rotierendem Zylinder
ein Spezialfall vor. Je nach Taylor-Zahl sind im Spalt verschiedene Stromungsprofile bekannt. Die
Taylor-Zahl stellt das Verhaltnis von Zentrifugalkraft zu Zahigkeitskraft dar (Sha et al., 2016) und wird

mit Gleichung 3.21 beschrieben.

.02.44. _n2
Ta = 40 d7 - —n7) Gleichung 3.21
N S

Winkelgeschwindigkeit des inneren Zylinders, s*

—

Spaltbreite, m
Drehzahlverhaltnis, -

Verhaltnis der Radien, -

S S % & D

kinematische Viskositit, m? s

Liegt die Taylor-Zahl unter dem kritischen Wert 1708, stromt die Fllssigkeit laminar entsprechend
einer Couette-Stromung. Wird die kritische Taylor-Zahl (Tak) erreicht und Uberschritten, findet die
Bildung von Taylor-Wirbeln statt, die senkrecht zur Rotationsachse stehen. Bei steigender Taylor-Zahl
kommt es zunachst zu Wellenstromungen, im Anschluss wird die Stromung quasiperiodisch und
abschlieRend schwach turbulent. Liegt die Taylor-Zahl bei = 1000 Tay, treten turbulente Taylor-Wirbel
auf. Zusatzlich muss fir Zentrifugalextraktoren beriicksichtigt werden, dass durch die eingeleiteten
Phasen weitere Stromungen entstehen. Verschiedene Veréffentlichungen konnten fluiddynamische
Simulationen mit experimentellen Messungen vergleichen und die Stromungsprofile und Verweilzeit-
verhalten im einphasig betriebenen Spalt des Zentrifugalextraktors sowie der Region unter dem Rotor
bestatigen. Die Reynoldsspannungsmodelle wurden fiir einen weiten Bereich von Taylor-Zahlen als
geeignet ermittelt. Darliber hinaus konnte der Wechsel von laminarer Couette-Stromung zu Taylor-
Wirbeln bestimmt werden. Es wurde gezeigt, dass Stege am Boden zu einer Erhéhung der Turbulenz
und der Riickvermischung fiihren. Die Riickvermischung konnte durch schnellere Volumenstrome der
Phasen verringert werden, stieg jedoch bei hoheren Drehzahlen an. Moglichkeiten zur weiteren
Senkung der Riickvermischung sind spiralformige Leitbleche im Spalt zwischen den Zylindern oder eine
Verringerung der Spaltbreite. (Deshmukh et al., 2007; Deshmukh et al., 2008; Deshmukh et al., 2009;
Tamhane et al., 2012)
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Diese Beobachtungen gelten jedoch vor allem fiir einphasige Stromungen. Werden zwei Phasen
betrachtet, konnen zwei verschiedene Falle auftreten. Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass beide
Phasen ihre Integritdat beibehalten, radial geschichtet vorliegen und somit nur eine definierte
Kontaktflache besteht. Die zweite Alternative besteht in einer Dispersion einer Phase, die Tropfen in
der anderen Phase bildet (Vedantam & Joshi, 2006). Zu den Variablen, die den Extraktionsvorgang
charakterisieren, gehdren unter anderen der Volumenanteil der dispersen Phase am Gesamtvolumen
(Hold-up), die Verweilzeitverteilung, das Phasenverhalten sowie die TropfengréBenverteilung. Die
Verteilung der Phasen in der Zentrifugeneinheit ist stark abhangig von den physikalischen
Eigenschaften der eingesetzten Flissigkeiten, wobei die dichteste Phase im groReren Teil vorliegt. Der
Dichteunterschied beeinflusst die Auswahl der Wehrscheibe und verandert damit ebenfalls das

Verhaltnis des Hold-ups.

Eine Offnung erlaubt den beiden Phasen nach der Vermischung den Eintritt in die Rotorkammer, die
in vier Teile unterteilt ist. Die dazu eingebauten Schaufeln beschleunigen die Rotationsbewegung der
Dispersion, wodurch sich die ineinander gemischten Phasen aufgrund ihres Dichteunterschieds
trennen. Die sich aufen sammelnde schwere Phase flieft an der Gehdusewand durch ein
auBenliegendes Wehr aus dem Zentrifugalextraktor. Die leichte Phase sammelt sich nahe der
Rotationsachse und wird Uber eine passend gewadhlte Wehrscheibe ausgetragen. An der
Rotationsachse entsteht eine Luftsdule. Auch die Strémung im Rotor ist fluiddynamisch geklart (Wardle
et al., 2009). Eine Anpassung der Wehrscheibe erfolgt je nach Dichteunterschied der Phasen. Der
maximale Durchsatz wird Gberschritten, sobald eine Verunreinigung der Phasen stattfindet (Leonard
et al., 1980). Eine verbesserte Phasentrennung kann besser durch eine Verlangerung der Verweilzeit
statt durch eine Erhohung der Zentrifugalkraft durch Steigerung der Drehzahl erreicht werden.
Mogliche Methoden sind also die Verringerung der Volumenstréme oder aber eine VergroRerung der

Zentrifugeneinheit. (Meikrantz et al., 2001)
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4  Material und Methoden

4.1 Mikroorganismen

Bei den verwendeten Mikroalgen handelte es sich um verschiedene Stamme der Art Dunaliella salina
aus der Gattung Dunaliella. Diese Mikroalge gehort in der Abteilung der Chlorophyta zur Klasse

Chlorophyceae und der Ordnung Volvocales (van den Hoeck et al., 1993).

D. salina CCAP19/18 wurde von der Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) bezogen. Der
Stamm wurde erstmals von Kaethner 1982 aus hypersaliner Sole der Hutt Lagoon in Australien isoliert.

Der Stamm ist also in der Lage hohe Salzkonzentrationen zu tolerieren.

Der zweite Stamm — D. salina SAG42.88 — wurde von der Stammsammlung fir Algenkulturen der
Universitat Gottingen (SAG) mit bakteriellen Kontaminationen bezogen. Er stammt aus einer Saline

nahe der Bardawil Lagune in Israel.

D. salina SAG19-3 wurde ebenfalls mit bakteriellen Verunreinigungen bei der SAG bezogen und

entstammt urspriinglich einem Salzsee in Russland.

Die Herkunft von D. salina SAG184.80 ist nicht ndher bekannt. Auch dieser Stamm wurde bei der SAG

bezogen und lag axenisch vor.

4.2 Kultivierung von Mikroalgen

In diesem Kapitel werden die zur Kultivierung von Mikroalgen verwendeten Medien und
Photobioreaktoren beschrieben. Dabei wird naher auf die Stammkulturhaltung, die Vorkultur-
herstellung in Blasensaulenreaktoren sowie die Durchfiihrung von Satzprozessen im Labormalstab in

Flachplatten-Photobioreaktoren und im PilotmaRstab in Flachgerinnereaktoren eingegangen.

4.2.1 Verwendete Medien

Alle verwendeten Medien basieren auf der Zusammensetzung des ,BG11“-Mediums sowie der
Spurenelementlésung ,,A5“ nach Waterbury & Stanier (1981). Das ,BG11“-Medium sowie die
verwendeten Variationen sind zusammen mit der verwendeten Spurenelementldsung in Tabelle 4.1

dargestellt.
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Tabelle 4.1: Zusammensetzung der hauptséachlich in dieser Arbeit verwendeten Medien ,,BG11 2N 2P“, ,, BG11+",
,BG11 Biomass“, und ,,BG11 Produktion” die auf dem ,,BG11“-Medium und der Spurenelementlésung ,,A5“ nach
Waterbury & Stanier (1981) beruhen.

Konzentration, mg L*

Komponente BG11 BG112N2P BG11l+ BG11 Biomass BG11 Produktion
NaNO; 1500 3000 6000 3750 375
K;HPO4 40 80 80 240 10
MgSQOq - 7 H,0 75 75 150 600 19
CaCl;- 2 H,0 36 36 36 36 36
Zitronensaure 6 6 6 6 6
Na-EDTA 1 1 1 1 1
Ammoniumeisen(lll)-

Citrat 6 6 6 12 6
NaxCOs 20 20 20 20 20
Spurenelementlésung 1 mLL? 1mLL? 1mLL? 1mLL? 1mLL?

Komponente Konzentration, mg L*
HsBOs 2860

MnCI - 4 H,0O 1810

ZnS0O4 - 7 H,0 222
Na;MoOs - 2 H,0 39

CuSO4 -5 H,0 79
Co(NOs); - 6 H,0 49.4

Von allen Komponenten wurden stark konzentrierte Losungen hergestellt, die bis zu Verwendung bei
4 °C gelagert wurden. Um ein Ausfallen verschiedener Substanzen zu vermeiden, wurden die

Medienbestandteile unmittelbar vor Versuchsstart zusammengefihrt.

4.2.2 Stammhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte in 150 mL ,BG11“-Medium mit einer Salzkonzentration von 50 gL? in
500 mL Schiittelkolben bei einer Photonenflussdichte von 83 + 17 pmol m?2 s sowie einer Temperatur
von 25°C in einem modifizierten Inkubator (Profors, Infors HT, Bottmingen, Schweiz). Die
Durchmischung der Kolben erfolgte tiglich manuell. Die sterile Uberfiihrung in frisches Medium

erfolgte regelmaRig alle zwei Monate.

4.2.3 Vorkulturherstellung in Schittelkolben

Um eine ausreichende Menge an Biomasse zu gewahrleisten, wurden 500 mL Schiittelkolben mit

150 mL ,,BG11“-Medium (35 g L' NaCl) mit 10 mL Algensuspension aus der Stammbkultur beimpft und
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bei 150 rpm und einer Eingangsphotonenflussdichte von 80 umol m2 s in einem Schiittelinkubator
(WiseCube® WIS-20R, witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Deutschland) inkubiert. Die Beleuchtung
der Algen erfolgte mit einem LED-Modul (Teszla-S-LED-Modul, 84 W, Giesemann Lichttechnik und

Aquaristic GmbH, Nettetal, Deutschland).

4.2.4 Vorkulturherstellung in Blasensdulenreaktoren

Die Vorkulturen fir die Satzprozesse in Flachplatten-Photobioreaktoren wurden in Blasensaulen-
reaktoren hergestellt (Altenbach-Rehm et al., 1999; Weuster-Botz & Altenbach-Rehm, 1996). Dieser

Photobioreaktor ermdoglichte die parallele Kultivierung in bis zu 16 Blasensaulenreaktoren.
Aufbau zur Vorkulturherstellung

Die Vorkulturherstellung fand in einem modifizierten Inkubator (Profors, Infors HT, Bottmingen,
Schweiz) statt, dessen Schitteleinsatz durch eine Gasverteilerplatte mit Ventilen flr Blasen-
sdulenreaktoren ersetzt wurde. Ein schematischer Aufbau des modifizierten Inkubators ist im Anhang
dargestellt (vgl. Abbildung A.1). Die Temperierung erfolgte tiber einen externen Durchlaufkiihler DLK60
bzw. DLK402DP (Fryka Kaltetechnik, Esslingen, Deutschland). Die Begasung fand durch konische Durch-
fihrungen in die Blasensaulen mit Druckluft statt, der lber eine Gasmischstation WMR 4000
(Westphal/Brooks Instruments, Dresden, Deutschland) CO, beigemischt wurde. Zur Beleuchtung
diente eine Kombination aus Leuchtstoffrohren der Typen Fluora L77 (Osram, Miinchen, Deutschland)

sowie Sun-Glo (Hagen, Holm, Deutschland).

Der Aufbau eines Blasensdulenreaktors ist schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt. Das GlasgefaR,
das gleichzeitig den Reaktionsraum des Blasensadulenreaktors darstellt (2), wurde mit einer
Aluminiumkappe (1) verschlossen, die einen Uberdruckausgleich zulieR, gleichzeitig aber auch als
Sterilbarriere diente. Die Probenahmestutzen wurden mit Septum (4) und Lochkappe (3) verschlossen
und konnten zur Probenahme verwendet werden. Das Gas gelangte durch die Bohrungen (13) der
Bodenplatte (7, 12) (iber eine PTFE-Membran (11) sowie einen Trenneinsatz (10) zur lasergebohrten
Gasverteilerplatte (9), an der das Gas durch 60 um Poren in die Flissigphase dispergiert wurde. Zur

Abdichtung waren zusatzlich zwei O-Ringe (8) notwendig.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung eines Blasensaulenreaktors mit Detailansicht des Bodenaufbaus
(Pfaffinger, 2017). 1: Aluminiumdeckel, 2: GlasgefdR (Reaktionsraum), 3: Lochkappe, 4: Septum, 5:
Probenahmestutzen, 6: StandfuR mit Feder, 7: Bodenplatte mit Offnung, 8: O-Ring, 9: lasergebohrte
Gasverteilerplatte (Porengroffe: 60 um), 10: Trenneinsatz, 11: PTFE-Membran, 12: Bodenplatte mit
Dichtungsring, 13: Bohrungen fiir Gaseintrag.

Betrieb der Blasensdulenreaktoren

Die Blasensiulenreaktoren wurden zur Vorkulturherstellung mit ,,BG11“-Medium (35 g L™* NaCl) befiillt
und mit etwa 20 mL der Stammbkultur oder Vorkultur aus Schiittelkolben inokuliert. Die Kultivierung
erfolgte bei 25°C, einer Begasung von ca. 10Lh?! und einer Photonenflussdichte von
83 + 17 umol m? s, Zur Begasung wurde ein Gasgemisch aus 99 % (v/v) Druckluft und 1 % (v/v) CO,
genutzt. Etwaige Verdunstung wurde bei Bedarf mit vollentsalztem Wasser ausgeglichen. Das
Inokulum wurde nach etwa zwei Wochen Prozesszeit entnommen und konnte zur Inokulation sowohl

der Flachplatten-Photobioreaktoren als auch frischer Blasensdulenreaktoren verwendet werden.

4.2.5 Satzprozesse in Flachplatten-Photobioreaktoren

Die durchgefiihrten Satzprozesse zur reaktionstechnischen Charakterisierung von D. saling im
LabormaRstab wurden in Flachplatten-Photobioreaktoren des Typs Labfors 5 Lux (Infors HT,

Bottmingen, Schweiz) durchgefiihrt.
Aufbau der Flachplatten-Photobioreaktoren

Der verwendete Flachplatten-Photobioreaktor ist in Abbildung 4.3 gezeigt und setzte sich aus einem
Kultivierungsgefald (5), einem Grundgerat (6) mit Bedieneinheit (1), sowie einer Bestrahlungseinheit

(4) — dem LED-Paneel — zusammen.
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Abbildung 4.2: Aufbau des Flachplatten-Photobioreaktors Labfors Lux 5 zur Kultivierung von Mikroalgen im
LabormaRstab. 1:Bedieneinheit; 2: Abluftkihler; 3: Massendurchflussregler; 4: LED-Bestrahlungseinheit;
5: Kultivierungsgefal; 6: Grundgerat; 7: Begasungsrohr; 8: Wasseranschlisse fiir Temperierkammer; 9: pH- und
pO2-Sonde.

Das Grundgerat enthielt neben der Bedieneinheit alle zur Mess- und Regelungstechnik relevanten
Bauteile. Dazu zdhlen unter anderem Manometer, Druckreduzierventile, Sensorkabel fiir Temperatur-,
pH- und p0;-Sonden (9) und Pumpen fir Sdure, Base und Zulauf. Dariber hinaus waren seitlich am
Grundgerat Massendurchflussregler (3) fiir CO; und Druckluft montiert. Zusatzlich beinhaltet das
Grundgerat die Pumpen zur Temperierung der Kiihlflissigkeit. Da intern nur Heizen mdglich ist, wurde
ein externes Kihlgerat DK1800 (Wutke, Schutterwald, Deutschland) genutzt, um einen ausreichenden
Warmeabtransport von den Reaktoren zu gewahrleisten. Der Austausch der Kihlflissigkeit zwischen
Grundgerat und Kultivierungskammer fand tber die Wasseranschliisse am Grundgerat (8) statt. Die
Gasmischung von Druckluft und CO; fand durch Massendurchflussregler (3) statt, wobei der Anteil an
CO; zwischen 0-10 % (v/v) betrug. Zur Durchmischung wurde das Gas durch ein Begasungsrohr (7) in

die Zellsuspension eingetragen. Ein Abluftkiihler (2) sollte den Austrag von Flissigkeit vermeiden.

Das Kultivierungsgefal war in eine dem LED-Paneel zugewandte Kultivierungskammer und eine dem

Licht abgewandte Temperierkammer unterteilt. Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 4.3 gezeigt.



48 Material und Methoden

‘\Randsegment Il

\Temperierkammer

" Glasscheibe

—Kultivierungskammer

Lichtfluss -~ iQU—Ra”dsengnt |

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des KultivierungsgefaRes eines Flachplatten-Photobioreaktors des Typs
Labfors 5 Lux (Pfaffinger, 2017).

Kultivierungskammer und Temperierkammer wurden gegeneinander und nach auRen hin von 5,5 mm
dicken Borosilikat-Sicherheitsglasscheiben abgetrennt. Die Randsegmente umschlossen den gesamten
Zusammenbau. Um eine Abdichtung zu erreichen, war ein Einbau von Gummidichtungen zwischen
allen Segmenten und Glasscheiben notwendig. Die Befestigung erfolgte mit Klemmen an den

Randsegmenten.

Die Bestrahlungseinheit bestand aus Leiterplatten mit 260 Hochleistungs-LEDs und Reflektoren, die in
einem Edelstahlgehause verbaut sind. Zur Abdeckung diente eine Plexiglasscheibe. Die Kiihlung der
Leiterplatten erfolgte durch einen weiteren Kiihlkreislauf mit einem externen Kiihler DK2700 (Wutke,

Schutterwald, Deutschland).
Betrieb der Flachplatten-Photobioreaktoren

Die Satzprozesse zur Charakterisierung von D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Photobioreaktoren
wurden mit den in Tabelle 4.1 gezeigten Medien durchgefiihrt. Zunachst wurde das Kultivierungsgefald
an das Grundgerat angeschlossen und mit Medium befiillt. Die Inokulation erfolgte mit Zellen aus den
in Kapitel 4.2.4 beschriebenen Blasensaulen nach Zentrifugation (10 min, 3260 g, Rotixa 50RS, Hettich,
Tuttlingen) und Resuspendieren in frisches Medium mit einer Zelldichte zwischen 0,01-0,6 gsmm L. Bei
Kultivierung in einem zweistufigen Prozess wurde zunachst eine Wachstumsphase analog zu einem
Satzprozess durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde an dessen Ende entnommen, zentrifugiert
(10 min, 3260 g, Rotixa 50RS, Hettich, Tuttlingen) und nach Resuspendieren in frischem Medium als
Inokulum fir eine an die Wachstumsphase anschlieBende Produktionsphase verwendet. Die

gewadhlten Tagesganglinien von Licht und Temperatur wurden aus Daten aus Almeria (Spanien)
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abgeleitet. Die Verlaufe von Temperatur und Eingangsphotonenflussdichte sind in Abbildung 4.4A
zusammengefasst. Zusatzlich wurde der Einfluss einer Erhohung der Salinitdt untersucht. Deren

verschiedene Verlaufe sind in Abbildung 4.4B zusammengefasst.
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Abbildung 4.4: Verlauf von Temperatur (schwarz) und Eingangsphotonenflussdichte (grau) des 15. Juni 2012 in
Almeria, Spanien (A, Stefan Wilbert, DLR, Plataforma Solar de Almeria) sowie verschiedener Verldufe der Salinitat
(B). Bei einer Steigung von 23,1gL*d?, die durch Verdunstungsausgleich mit Meerwasser in Flachgerinne-
reaktoren auftritt, steigt die Salinitat innerhalb von zehn Tagen von 35 auf 270 g L'! (durchgezogene Linie). Die
Referenz mit Ausgleich der Verdunstung durch Frischwasser weist eine konstante Salinitit von 35gL?
(strichpunktierte Linie) auf. Zusatzlich wurde eine Salzsteigerung bis 110 g L' (gestrichelte Linie) durchgefiihrt.
Firr Vergleichsversuche zwischen PilotmaRstab und LabormaRstab wurde eine Salinitit von 75 g L' (gepunktete
Linie) genutzt. Die Pfeile markieren Zeitpunkte, zu denen Algenbiomasse geerntet wurde. Hier wurden Salinitaten
von 160 bzw. 200 g L'! NaCl erreicht.

Die Eingangsphotonenflussdichte lag zwischen 0 und 1850 pmol m? s, die Temperatur variierte laut
Klimadaten zwischen 15 und 30 °C. Die Klimadaten wurden zur Integrierung in die IRIS-Software mit
einem Polynom 3. Ordnung fiir die Temperatur (R? > 0,98) und einem Polynom 4. Ordnung fiir das Licht
(R?>0,999) abgebildet. Um den Einfluss der Temperatur zu ermitteln, wurde das Temperaturintervall
zusatzlich um 5 °C erhoht. Die Salinitatserhéhung wurde aus den Verdunstungsraten sowie dem
Verdunstungsausgleich mit Meerwasser mit einer Salinitdt von 35gL? in Flachgerinnereaktoren
errechnet (Apel et al., 2017). Die Steigung der Salzkonzentration in Héhe von 23,1 g L1 d? fiihrte

innerhalb von zehn Tagen Prozesstagen zu einem Anstieg der Salinitit von 35 auf 270 g L. Ein
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Verdunstungsausgleich mit Frischwasser lieferte eine konstante Salinitit von 35 g L. Dariiber hinaus
wurde die Salinitdt mit einer Steigung von 23,1 g L™ innerhalb von 3,7 d auf 110 g L'* NaCl gesteigert
und bei dieser Salinitat konstant gehalten. Der pH wurde zwischen 8 und 9 variiert und durch die im
Anhang (vgl. Kapitel A.2.2) gezeigte Sequenz zur Steuerung des CO,-Anteils am Gasvolumenstrom
konstant gehalten. Der aus CO, und Druckluft zusammengesetzte Gesamtvolumenstrom betrug stets

2,0 NL min™.

Um die Eingangsphotonenflussdichte mit dem jeweiligen LED-Paneel korrekt wiedergeben zu kdnnen,
wurde hinter der ersten Glasscheibe eine Korrelation mit der Einstellung der Lichtintensitat an der
Bedieneinheit ermittelt. Diese musste fiir jede Station separat bestimmt werden. Eine beispielhafte

Korrelation ist in Abbildung 4.5 gezeigt.
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Abbildung 4.5: Beispielhafte Korrelation zwischen der eingestellten Lichtstarke an der Bedieneinheit des
Flachplatten-Photobioreaktors in % und der auf die Algenkultur treffenden Eingangsphotonenflussdichte Ieingang
in pmol m2 s (Korrelation: lgingang = 45,997 - Iset + 34,424; R% = 1).

Tagsliber wurden eine bis sechs Proben entnommen und je nach Anforderung unterschiedlich
verarbeitet. In Satzprozessen mit Salzsteigerung wurden dem Medium sechsmal am Tag 8,4 g NaCl
hinzugefiigt, um die erwiinschte Salzsteigerung zu gewahrleisten. Das Probevolumen wurde mit dem
jeweilig genutzten Medium ausgeglichen, etwaige Verdunstungsausgleiche wurden mit vollentsalztem

Wasser durchgefiihrt.

4.2.6 Satzprozesse in Flachgerinnereaktoren

Die Satzprozesse zur Ubertragung in einen offenen Photobioreaktor wurden in Flachgerinnereaktoren

durchgefiihrt, die von Andreas Apel am Lehrstuhl fir Bioverfahrenstechnik der Technischen Universitat
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Miinchen entwickelt wurden (Apel, 2017). Die verwendeten Reaktoren waren im Algentechnikum auf

dem Ludwig-Bolkow-Campus in Ottobrunn installiert.
Aufbau der Flachgerinnereaktoren

Der Flachgerinnereaktor ist in Abbildung 4.6 dargestellt und bestand aus einem Einlaufbecken (1),
durch das die Zellsuspension auf das erste Gerinne (2) gelangte. Im Wendebecken (3) wurde die
Zellsuspension anschlieBend gemischt und umgelenkt und auf ein zweites Gerinne (4) verteilt. Aus dem
Sammelbecken (5) wurde die Zellsuspension im Anschluss tber eine durch einen Frequenzumrichter
ansteuerbare Pumpe (6) wieder in das Einlaufbecken geférdert. Beide Gerinne waren 3,5 m lang und
1,0 m breit und in einer Neigung von 1,7 % eingestellt. Die Bauteile bestanden aus Polyethylen hoher

Dichte (PE-HD), um chemische und mechanische Stabilitdt aufzuweisen.

Abbildung 4.6: Schematischer Aufbau eines Flachgerinnereaktors (Abbildung von Andreas Apel). 1: Einlauf-
becken, 2: erstes Gerinne, 3: Wendebecken, 4: zweites Gerinne, 5: Sammelbecken, 6: Pumpe. Sowohl| Gestell als
auch LED-Anlage sind hier nicht dargestellt.

Bei der urspriinglich verbauten Pumpe (6) handelte es sich um eine Magnetkreiselpumpe (Sonder-
mann Pumpen und Filter GmbH & Co.KG, K&In, Deutschland). Verschiedene Mikroalgenstamme sind
nicht in der Lage bei Verwendung einer Kreiselpumpe zu wachsen (Michels et al., 2016). Bei der
Forderung durch eine Kreiselpumpe kommen sich bewegende Kanten der Laufradschaufeln mit der
Algensuspension in Berlihrung. An diesen Kanten tritt die maximale lokale Energiedissipation im
Inneren der Kreiselpumpe auf. Die so entstehende hohere lokale Energiedissipation kann zur
Schadigung von Zellen fihren. Bei einer Schlauchpumpe hingegen wird der Schlauch, durch den die
Algensuspension geférdert wird, durch Rollen abgeklemmt. Die durch Bewegung der Rollen

stattfindende Forderung kann so scherarmer stattfinden. Daher wurde zusatzlich im umgeristeten
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Betrieb eine Schlauchpumpe (Verderflex ROLLIT 50, Verder Deutschland GmbH & Co.KG, Haan,

Deutschland) verwendet, um eine scherdrmere Forderung der Zellen zu gewahrleisten.

Durch einen Fillstandssensor konnte das urspriingliche Volumen konstant gehalten werden. Dariiber
hinaus wurde der CO,-Eintrag sowie die Regelung des pH durch einen pordsen Schlauch (Solvocarb®,
Linde AG, Miinchen, Deutschland) im Sammelbecken gewahrleistet. Die Bestrahlung erfolgte mit einer
Kombination aus LED-Licht und natiirlichem Sonnenlicht, das durch das Glasdach des Algentechnikums
auf die Reaktoroberflache trifft. Die LED-Anlage (FutureLED GmbH, Berlin, Deutschland) war lber den
Reaktoren angebracht. Die Temperierung der Zellsuspension erfolgte lber die Regulierung der

Temperatur der Raumluft im Algentechnikum durch eine speziell ausgelegte Klimaanlage.
Betrieb der Flachgerinnereaktoren

Die Reaktoren wurden mit einem Arbeitsvolumen von 55 L ,BG11 2N 2P“-Medium (vgl. Tabelle 4.1)
bei einer Salinitdt von 75 g L bei pH 7,5 betrieben, wobei die photosynthetisch aktive Fliche 8 m?
betrug. Zunachst wurde Sole mit der gewlinschten Salinitdt vorgelegt, in die die Medienbestandteile
als Feststoffe zugegeben wurden. Die Klimabedingungen entsprachen den in Flachplatten-
Photobioreaktoren verwendeten Daten in Abbildung 4.4A. Da aufgrund der verringerten Schichtdicke
im Flachgerinnereaktor mit Lichtinhibierung zu rechnen war, wurde zwar die Dynamik der Eingangs-
photonenflussdichte des 15.Juni 2012 (Almeria, Spanien) beibehalten, jedoch wurde die Starke
teilweise auf 10-90 % reduziert. In Flachgerinnereaktoren erfolgte keine Annaherung der Daten durch
Polynome. Das Inokulum wurde Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren mit derselben
Salinitdt und gleichem pH entnommen (vgl. Kapitel 4.2.5). In Photobioreaktoren kénnen Scher-
spannungen auf Algen wirken, die das Wachstum negativ beeinflussen. Gerade bei der Zerstérung von
diinnen Flissigkeitsfilmen wie bei Gasblasen an der Flussigkeitsoberflache, in denen sich Zellen
befinden, treten Zellschadigungen auf (Marks, 2003). Zusatzlich kann es an Kanten und bei
Verringerungen bzw. Erhéhungen des Durchmessers durchstromter Bauteile zu hohen lokalen
Energiedissipationen kommen. Eine Mdoglichkeit, die auf Algenzellen wirkenden Scherspannungen zu
vermindern, ist die Zugabe scherprotektiver Agenzien. Die Polaxamer-Mischung Pluronic F-68 ist ein
nicht-ionisches Tensid, das bei der Kultivierung von Zellkulturen zur Verringerung von Zellen in den
Filmen von Gasblasen beitragt und so negative Effekte beim Platzen der Gasblasen vermindert (Heath
& Kiss, 2007). Zusatzlich fihrte die Zugabe von Pluronic F-68 aber auch in einer Gasblasen-freien
Umgebung zu Schutz vor Schadigungen durch Scherspannungen. Dieser zweite Effekt ist vermutlich
auf die Anlagerung von Pluronic F-68 an die Zellen zu fiihren, was zu einem Schutz fihren kann
(Tharmalingam et al., 2008). Auch Carboxymethylcellulose ist dafiir bekannt, den Einfluss von
Scherspannungen auf Mikroalgen sowohl bei Gasblasenbildung als auch bei Leistungseintrag durch

Schiitteln zu verringern (Camacho et al, 2001; Gallardo Rodriguez et al., 2011). Bei einigen
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Satzprozessen im Flachgerinnereaktor wurden Pluronic F-68 (0,01 % (v/)) und Carboxymethylcellulose
(0,02 % (w/v)) eingesetzt, wie bereits in der Literatur beschrieben (Camacho et al., 2001; Gallardo

Rodriguez et al., 2011).

Bei Ubermaliger Schaumbildung wurde den Satzprozessen 10 mL Antischaum AF 204 zugesetzt. Bei
starker Biofilmbildung auf den Gerinnen wurden die Zellen mechanisch vom Gerinne geldst. Nach
jedem Satzprozess erfolgte eine Reinigung des Reaktors mit Salzsdure und Natronlauge, um

anorganische und organische Ablagerungen zu entfernen.

4.3 Extraktion im Zentrifugalextraktor

Die Extraktion von B-Carotin wurde in einem Zentrifugalextraktor des Typs V02 (auch CS50; CINC
Deutschland GmbH & Co.KG, Brakel, Deutschland) untersucht, der in Abbildung 4.7 gezeigt ist.

Abbildung 4.7: Aufbau des Zentrifugalextraktors im Labor. 1: VorlagegefdR der schweren Phase (hier:
Zellsuspension), 2: Pumpe der schweren Phase, 3: Vorlagegefal der leichten Phase (hier: Ethylacetat), 4: Pumpe
der leichten Phase, 5: Zentrifugalextraktor, 6: Motor zum Betrieb des Zentrifugalextraktors, 7: Auffanggefal® der
schweren Phase (Raffinat), 8: AuffanggefaR der leichten Phase (Extrakt).

Wird dem Verweilzeitverhalten ein tanks-in-series-Modell fir ein ideales Stromungsrohr zugrunde
gelegt, kann es in einem Zentrifugalextraktor des Typ CINC V02 am besten mit einem Totvolumen von
20 mL je Phase und sieben in Reihe geschalteten Tanks fir die kontinuierliche und acht fir die disperse
Phase abgebildet werden. Die Phasengrenzfliche, die aus der Entstehung sehr kleiner Tropfen

resultierte, lag 6-10mal héher als in einem Riihrkesselreaktor (Schuur et al., 2012).
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Es wurde bereits gezeigt, dass bei ungleichen Flussraten beider Phasen die Stabilitdt des
Trennvorgangs verringert wurde. Die beste Stabilitat in einem Zentrifugalextraktor V02 der Firma CINC

wurde bei Flussraten unter 4 L h! erreicht (Riiffer, 2004).
Aufbau des Zentrifugalextraktors

Zwei peristaltische Pumpen (2, 4) fordern die schwere und leichte Phase getrennt aus zwei
Vorlagegefiallen (1, 3) Gber Norprene-Pumpenschlauche in den Zentrifugalextraktor (5). Im Zentrifugal-
extraktor kommt es dann zur Vermischung beider Phasen. Die Trennung erfolgte im Zentrifugalfeld
durch eine vom Motor (6) eingetragene Rotation und die Dichteunterschiede der Phasen. Die
Rotationsgeschwindigkeit wurde durch einen Frequenzumrichter (VS mini J4, Omron, Kyoto, Japan)
gesteuert. Die getrennten Phasen wurden hinterher in AuffanggefalRen (7, 8) gesammelt. Im Inneren
des Zentrifugalextraktors konnte zudem die Wehrscheibe angepasst werden, die die

Trenneigenschaften beeinflusst.
Betrieb des Zentrifugalextraktors

Die Auswahl der passenden Wehrscheibe erfolgte mithilfe des Programms , WeirCalc” anhand der
Unterschiede der relativen Dichte der beiden Phasen. Mit der so ermittelten Wehrscheibe wurde
zusitzlich eine experimentelle Uberpriifung durchgefiihrt, wobei gegebenenfalls eine Anpassung

erfolgte. Je nach Salinitat im Medium wurden unterschiedliche Wehrscheiben eingesetzt.

Nach Einbau der gewahlten Wehrscheibe sowie Rotorabdeckplatte wurde die Motorkupplung mit
einer Zentralschraube und einer Madenschraube befestigt. Uber die Rotorwelle konnte der Motor im
Anschluss aufgesetzt werden. Zur Vermeidung zu Beginn stattfindender Verunreinigungen durch die
leichte Losemittelphase, wurde der Extraktor zundchst mit der schweren wassrigen Phase befiillt. Nach
Einstellen der gewiinschten StellgroRen wurde ein vollstandiger Austausch des Extraktorvolumens von
ca. 200 mL verworfen, bevor die Probenahme erfolgte. Bei den untersuchten StellgréBen des
Zentrifugalextraktors handelte es sich um die Drehzahl des Rotors und die Volumenstrome beider
Phasen. 5 mL des jeweiligen Extrakts wurden im Rotationsverdampfer getrocknet und im Anschluss

zur quantitativen Analyse per HPLC in Chloroform resuspendiert.

4.4  Methoden fir die Modellierung des phototrophen Wachstums

Zur Beschreibung des lichtabhangigen Wachstums von D. salina in Flachplatten-Photobioreaktoren mit
Modellansatzen ist zunadchst die Untersuchung der Lichtabschwachung im Bioreaktor notwendig. Nach
der Ermittlung eines spezifischen Extinktionskoeffizienten aus einem Lichtabschwachungsmodell wird

die Berechnung von mittleren integralen Photonenflussdichten beschrieben.
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441 Bestimmung von Eingangsphotonenflussdichte und Transmission

Zur Messung der Photonenflussdichten wurde ein Spektrometer (Flame-T, Ocean Optics Inc., Florida,
USA) im Bereich zwischen den Wellenlangen 400-750 nm verwendet. Um die Eingangsphotonen-
flussdichte korrekt einstellen zu kénnen, wurde zunachst eine Korrelation von Lichteinstellung (in %,
Labfors 5 Lux, Infors HT, Bottmingen, Schweiz) und resultierender Photonenflussdichte hinter der
ersten Glasscheibe aufgestellt (vgl. Abbildung 4.5). Hinter der ersten Glasscheibe wurde dabei die
Photonenflussdichte gemessen, die auf die Oberflaiche der Mikroalgensuspension trifft. Mit der so
ermittelten linearen Korrelation wurden im Anschluss die Einstellungen bestimmt, die notig waren, um

die erwiinschten Eingangsphotonenflussdichten zu erreichen.

Die Messung des Durchlichts fand an der lichtabgewandten Seite der Flachplatten-Photobioreaktoren
statt. Dazu wurde eine lichtundurchlassige, mit sechs Messlochern ausgestattete Matte auf der
Scheibe platziert. Die Transmission wurde an den sechs genannten Punkten bei jeder Probenahme im
Bereich der Wellenldangen zwischen 400-750 nm gemessen. Die sechs aufgenommenen Werte wurden

abschlieRend gemittelt.

4.4.2 Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten

Der spezifische Extinktionskoeffizient &€ wurde fir jeden Satzprozess gesondert ermittelt. Da die
Eingangsphotonenflussdichte I, als Polynom 4. Ordnung beschrieben wurde (vgl. Kapitel 4.2.5) und
damit zeitabhangig (iber den Tag variierte, wurden die in Gleichung 3.16-3.18 gezeigten Licht-

abschwachungsmodelle fiir eine graphische Darstellung nach Gleichung 4.1 umgestellt.

1(t)

=—7 = L Cy, | Gleichung 4.1
rel Io(t) f(g Cx ) g

Lo relative Photonenflussdichte, -
I(t): Photonenflussdichte nach Austritt aus dem Medium, umol m?2 s

I,(t): Photonenflussdichte bei Auftreffen auf die Suspensionsoberfliche, pmol m=2s?

& Extinktionskoeffizient, L%° g% cm®
Cyt Biotrockenmassekonzentration, gsrm L™
l: Schichtdicke, cm

Der spezifische Extinktionskoeffizient wurde mit der Funktion fit der Curve Fitting Toolbox unter
Gewichtung des quadratischen Variationskoeffizienten abgeschéatzt (opts.Weights = (I ei/dlr;)?2). Die
Bestimmung des 95 %-Konfidenzintervalls des Extinktionskoeffizienten erfolgte mit der Funktion

confint (Matlab R2020a, Mathworks, Nattick, Massachusetts, USA).
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Als Kriterien flr die Auswahl des Modells wurden die BestimmtheitsmalRe sowie Fehlerquadrat-

summen herangezogen.

4.4.3 Bestimmung der mittleren integralen Photonenflussdichte

Die Berechnung der mittleren integralen Photonenflussdichte bei konstanter Eingangsphotonen-
flussdichte ist bereits bekannt (Koller et al., 2017; Koller, 2017; Pfaffinger et al., 2016; Pfaffinger, 2017).
Treten jedoch dynamische Veranderungen der Eingangsphotonenflussdichte tiber den Tag auf, sind
Modifikationen in der Berechnung notwendig. Die Bestimmung der mittleren integralen Photonen-
flussdichte ist im Folgenden beispielhaft mit dem Lichtabschwachungsmodell nach Havel (Gleichung
3.17) gezeigt. In einem ersten Integrationsschritt wird nach Gleichung 4.2 die mittlere Photonen-

flussdichte I* Gber die Schichtdicke L des Reaktors zu einem bestimmten Zeitpunkt ermittelt.

L L

I'(L,t) = % f I(t)dl = % f Io(t) - e~sVex@gy Gleichung 4.2
0 0

I*: mittlere integrale Photonenflussdichte zum Zeitpunkt t, umol m2 s

I Photonenflussdichte nach Austritt aus dem Medium, umol m2 s

Iy: Photonenflussdichte bei Auftreffen auf die Suspensionsoberfliche, umol m2s?

& Extinktionskoeffizient, L%° g% cm?

Cyt Biotrockenmassekonzentration, gsrm L™

l: Schichtdicke, cm

L: maximale Schichtdicke, cm

Die Tagesganglinie des Lichts des 15. Juni 2012 in Almeria (Spanien) konnte als Polynom vierten Grades
Iy(t)=a-t*+b-t3+c-t?+d-t beschrieben werden (vgl. Kapitel 4.2.5). Damit ergibt sich die

Auflésung des Integrals zu Gleichung 4.3.

() = Latitb fde thdt (1-emee@) Gleichung 4.3
L c- \/Cx_(f)
I*: mittlere integrale Photonenflussdichte zum Zeitpunkt t, umol m2 s?
a,b,c,d: Modellparameter des Polynomansatzes
t: Zeit, s
& Extinktionskoeffizient, L% g% cm®
Cyt Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt t, gstm L

L: maximale Schichtdicke, cm



Material und Methoden 57

Bei der Anwendung von Tagesganglinien ist wahrend der beleuchteten Phase Wachstum zu
beobachten, wahrend nachts ohne Licht kein Wachstum stattfindet oder sogar eine geringe Abnahme
der Biomassekonzentration auftritt. Flr das tagsiiber stattfindende Wachstum lassen sich abhangig
von der Schichtdicke bis zu einer Biotrockenmassekonzentration, ab der das Licht limitierend wirkt,
exponentielle Wachstumsraten ermitteln. Fiir den Zeitraum, in dem exponentielles Wachstum auftritt,
kann in einem zweiten Integrationsschritt nach Gleichung 4.4 die mittlere integrale Photonen-
flussdichte I* Uber die Zeit integriert werden, um eine mittlere integrale Photonenflussdichte fiir die

Zeitspanne der exponentiellen Wachstumsphase zu ermitteln.

te
1
I"™=—— | I'(t) dt Gleichung 4.4
T At ®) g
ta
I*: mittlere integrale Photonenflussdichte zum Zeitpunkt t, umol m2 s

tqa/e:  Anfang/Ende der exponentiellen Wachstumsphase, h
At: Differenz zwischen Start- und Endzeitpunkt der exp. Wachstumsphase, h

L: maximale Schichtdicke, cm

Da eine analytische Losung des Integrals nicht moglich war, wurde es mit der Funktion integral in

Matlab R2017a gel6st.

Die Ermittlung der Fehlerabweichung der mittleren integralen Photonenflussdichte wurde mit der
Gaul’schen Fehlerfortpflanzung durchgefiihrt. Bei den fehlerbehafteten GroRen handelt es sich um
den Extinktionskoeffizienten sowie die Biotrockenmassekonzentration, die nach Gleichung 3.4 die
Fehler von Wachstumsrate sowie Biomassekonzentration zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase einschliet. Die Fehlerrechnung setzt sich daher wie in Gleichung 4.5 gezeigt

Zzusammen.

2

a[** 2 al** 2 al**
AI* = ( ) . Ag2 cAc. o2 ( ) - Au? Gleichung 4.5
( de et <8cx,0> Cxo F ou 3 &

1

AI**:  Fehler der mittleren integralen Photonenflussdichte, umol m? s
Ae: Fehler des Extinktionskoeffizienten
Acyo: Fehler der Biotrockenmassekonzentration, gamv L™

Ap: Fehler der Wachstumsrate, d*
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Mit der Umformung nach dem Satz von der majorisierten Konvergenz nach Lebesgue (Bronstejn &
Semendjaev, 2006), der in Gleichung 4.6 gezeigt ist, kbnnen die partiellen Ableitungen zu Gleichungen

4.7-4.12 gelost werden.

te
or 1 d

—_— Gleichung 4.6
5 TI A di I(tsu,cxo)dt I AL fd I(ts,u,cxo)dt g

Damit ergibt sich fir die partielle Ableitung von I** nach € Gleichung 4.7.

te

ar 1 Io(t [cx(D)
_ _ J‘ o(t) e~ eV (L . (g. c () L+ 1) dt Gleichung 4.7
€

de L-At tn 2'1/Cx(t)

Die partielle Ableitung von I nach c, o kann mit Gleichung 4.8 dargestellt werden.

te
f Cx dt Gleichung 4.8
acxo dac, acxo

Hier gelten fir die partiellen Ableitungen von I** nach c, sowie von ¢, nach c, o Gleichung 4.9 und

Gleichung 4.10.

ar Io(t
Yo ol )3 remEVeOL (8' cx(t) L —efVer®L 4 1) Gleichung 4.9
“ 2. ()2 ¢
0cx _ gut Gleichung 4.10
3crs =e eichung 4.

Eine partielle Ableitung von I** nach u kann mit Gleichung 4.11 beschrieben werden.

te
a1 or+ acx

ou  L-At ) dc, 8;1

a

Gleichung 4.11

Die Darstellung der partiellen Ableitung von I** nach c, erfolgt dabei ebenfalls nach Gleichung 4.9, die

Ableitung von ¢, nach y nach Gleichung 4.12.
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—— =y trett Gleichung 4.12

Auch die Integrale der partiellen Ableitungen wurden numerisch in Matlab mit der Funktion integral
gelost. Im Anschluss ist ein Zusammenhang aus Wachstumsrate und mittlerer integraler

Photonenflussdichte darstellbar.

4.5 Analytische Methoden

Im Folgenden wird ein Uberblick tber die verschiedenen analytischen Methoden fiir die
reaktionstechnische Charakterisierung mit Dunaliella salina sowie die Extraktion von Carotinoiden aus

Algenbiomasse gegeben.

45.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte photometrisch mit einem Einstrahl-Spektralphotometer
(Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, Waltham, USA) bei 680 sowie 750 nm in Triplikaten. Das

Messprinzip beruht auf dem in Gleichung 4.13 beschriebenen Lambert-Beer’schen Gesetz.

Iy .
E) =log (7) =c-g-l Gleichung 4.13
Ej;: Extinktion bei der Wellenldnge 4, -
I: Intensitit des transmittierten Lichts, pmol m2 s
Iy: Intensitit des eingestrahlten Lichts, pmol m2 s
c: Stoffkonzentration, mol L
& Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A, L mol™* cm™
l: Schichtdicke, cm

Der Quotient aus Abschwachung der Lichtintensitat durch eine absorbierende Suspension sowie
Eingangsintensitdt kann demnach in Abhangigkeit der Schichtdicke mit der Konzentration an Partikeln
in der Suspension korreliert werden. Der lineare Messbereich, in dem das Lambert-Beer‘sche Gesetz
glltig war, lag bei dem verwendeten Photometer und einer Schichtdicke von 1,0 cm zwischen 0,1 und
0,3. Sowohl die Verdiinnung der Proben als auch die Nullmessung wurden mit dem im Satzprozess
verwendeten Medium durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten bei 750 nm, da bei dieser Wellenlange
die akzessorischen Pigmente von Mikroalgen keinen Einfluss auf die Messung nehmen (Griffiths et al.,

2011).



60 Material und Methoden

45.2 Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Die Biotrockenmassekonzentration wurde gravimetrisch mindestens einmal taglich aus 5 mL Zell-
suspension ermittelt. Zunachst wurde das Zellpellet in einem konischen Zentrifugenréhrchen (15 mL)
durch Zentrifugation (3260 g, 10 min, Rotixa 50 RS, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) vom Uberstand
getrennt. Durch Resuspendieren des Pellets in 200-400 uL vollentsalztem Wasser wurden Salzreste
gelost. Im Anschluss konnte die Zellsuspension in ein getrocknetes 2 mL ReaktionsgefaR Uberfiihrt
werden. Der Uberstand wurde nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15000 g, 10 min, Mikro 20,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) verworfen, das Pellet wurde flir mindestens 48 h bei 80 °C in einem
Trockenschrank (UN 260, Memmert, Schwabach) getrocknet und nachfolgend gewogen. Die
Biotrockenmassekonzentration ergab sich aus der Massendifferenz von gefiilltem und leerem

Eppendorfreaktionsgefall sowie aus dem eingesetzten Volumen.

Aus den bestimmten Biomassekonzentrationen und der zum gleichen Zeitpunkt ermittelten optischen
Dichte wurde mit Gleichung 4.14 ein Korrelationsfaktor zur Berechnung der Biotrockenmasse-

konzentration zu jedem Messwert ermittelt.

¢cx = fx  OD750 nm Gleichung 4.14
Cy: Biotrockenmassekonzentration, gamv L™
fx: Korrelationsfaktor, ggrm L

OD750 nm: optische Dichte bei 750 nm, -

Der Korrelationsfaktor wurde fiir jeden Prozess gesondert bestimmt.

453 Bestimmung der Salinitat

Die Uberpriifung des Salzgehalts erfolgte in Satzprozessen mit Salzsteigerung mit jeder Probenahme,
bei konstant bleibendem Salzgehalt mindestens einmal taglich. Zur Bestimmung diente ein
Refraktometer (HI 96822, Hanna Instruments Deutschland GmbH, Vohringen, Deutschland), dessen
Messbereich zwischen 0 und 50 g L' lag. Proben, deren Salinitdt (ber diesem Schwellenwert lag,

wurden dementsprechend verdiinnt.

Das Messprinzip eines Refraktometers beruht auf der Messung des Brechungsindexes der Salzlésung
anhand des Verhaltens von Licht am Ubergang eines Prismas mit bekannten Eigenschaften und der

Salzlésung. Als Referenz diente der Brechungsindex von vollentsalztem Wasser.
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4.5.4 Extraktion von Carotinoiden

Zur analytischen Extraktion von Carotinoiden aus Algenbiomasse wurden den Satzprozessen je nach
Biotrockenmassekonzentration zwischen einem und vier Milliliter Zellsuspension entnommen und in
2 mL Safe-Lock EppendorfreaktionsgefalRe tiberfiihrt. Nach Zentrifugation (15000 g, 10 min, Mikro 20,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde bis zur
Extraktion bei -20 °C gelagert. Fiir den ersten Extraktionsschritt wurden dem Zellpellet 750 mg
Glasktigelchen sowie 1000 puL Chloroform hinzugefiigt. Nach zehnminitigem Zellaufschluss in einer
Schwingmihle (25 Hz, Retsch MM 200, Retsch GmbH, Haan) und Zentrifugation (15000 g, 10 min)
wurde der Uberstand in ein weiteres 2 mL Safe-Lock EppendorfreaktionsgefaR Uberfiihrt. Der
Extraktionsschritt wurde im Anschluss vier bis siebenmal mit 500 uL Chloroform wiederholt, bis
Uberstand sowie Zellpellet farblos waren. Das Chloroform wurde iiber Nacht im Abzug ausgedampft,

sodass das Extrakt in einem definierten Volumen Chloroform resuspendiert werden konnte.

Im Rahmen von einstufigen Extraktionen wurden zusatzlich Vorversuche zur Extraktionseffizienz
verschiedener Losemittel durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Bestimmung des Absolutgehalts an -
Carotin wurden in einem einzigen Extraktionsschritt 0,5 mL Algensuspension mit 0,5 mL des jeweiligen
Losemittels mit und ohne Glaskiigelchen verwendet. Das weitere Vorgehen entsprach dem der

analytischen Extraktion.

455 Bestimmung der Gesamtcarotinoidkonzentration

Die Bestimmung der Gesamtcarotinoidkonzentration fand mit den in Kapitel 4.5.4 hergestellten
Extrakten spektralphotometrisch statt. Dazu wurden diesen 1000 puL Chloroform hinzugefiigt. Die
entstandene L6sung wurde um den Faktor 10 verdiinnt und in eine Prazisionskilivette aus Quarzglas
Uberfihrt. Im Anschluss wurde die Absorption bei verschiedenen Wellenlangen in einem
Spektralphotometer (Biomate 3, Thermo Spectronic, Madison, USA) bestimmt. Die Berechnung des

Gesamtcarotinoidgehalts erfolgte mit den Gleichungen nach Wellburn (1994).

Cq = 1091 - Ages nim — 1.2 * Asagnm Gleichung 4.15

cp = 16,38 - Agagnm — 1.2 * Age6 nm Gleichung 4.16
1000 - Ayg0 nm — 1,42 - c, — 46,09 - ¢},

= Gleichung 4.17
Cq: Konzentration an Chlorophyll a, mg L*
Cp: Konzentration an Chlorophyll b, mg L

Ay: Absorption bei der Wellenlénge 4, -

Cror:  Gesamtcarotinoidkonzentration, mg L?
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Die Gleichungen wurden empirisch aufgenommen und berlicksichtigen zusatzlich zur Carotinoid-
absorption bei 480 nm auch den Anteil der Absorption der Chlorophylle a und b bei 480 nm. Dieser

wird in Gleichung 4.17 abgezogen.

456 Spektralphotometrischer Nachweis von B-Carotin

Zusatzlich zur Bestimmung der Gesamtcarotinoidkonzentration (vgl. Kapitel 4.5.5) wurde in der
Literatur der spektralphotometrische Nachweis von B-Carotin anhand einer Wellenldnge beschrieben
(Hejazi et al., 2002; Hejazi & Wijffels, 2003; Morowvat & Ghasemi, 2016; Shaker et al., 2017; Zhu &
Jiang, 2008). Die Korrelation wurde mit B-Carotin-Standards zwischen 2,5 und 10 mg L in Chloroform

bei dem ermittelten Absorptionsmaximum von 465 nm bestimmt und ergab sich zu Gleichung 4.18.

Ccar.,a465 nm = 426 * Aggs nm Gleichung 4.18

Ccar,a65nm:  Carotinoidkonzentration, gamv L™

Ases nm: Absorption bei 465 nm, -

Im Vergleich zu den Gleichungen nach Wellburn (1994) beriicksichtigt diese Messmethode keine
Absorption von Chlorophyll oder weiteren Pigmenten. Zuséatzlich wird diese Methode zur expliziten
Bestimmung von B-Carotin verwendet, obwohl auch weitere Carotinoide in demselben
Wellenlangenbereich absorbieren. Diese Methode wurde somit zur Einordnung der Messdaten in die

Literatur und zum Vergleich mit weiteren Analytikmethoden durchgefiihrt.

4,5.7 Quantitativer Nachweis von Lutein und B-Carotin

Zur Quantifizierung von B-Carotin und Lutein wurden die Extrakte aus Kapitel 4.5.4 in 200 pL
Chloroform gel6st und in Autosampler-Flaschchen mit Spitzeneinsatz Giberfiihrt. Die Trennung der
Substanzen erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie in einer Anlage von Thermo
Scientific mit einer auf 35 °C temperierten Trennsaule des Typs Develosil 5 um RP-Aqueous C30 Saule
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg). Die Komponenten der Anlage sind in Tabelle A.5 genauer
spezifiziert. Als Laufmittel wurde eine Acetonitril-Chloroform-Mischung verwendet, deren genaue

Zusammensetzung in Tabelle 4.2 zusammengefasst ist.
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Tabelle 4.2: Zusammensetzung der Laufmittelmischung wahrend der Carotinoidtrennung. ?lineare Zunahme,
blineare Abnahme.

Stufe Laufzeit, min Acetonitril, % (v/v) Chloroform, % (v/v)
0 0,0-2,5 83 17

1 2,5-6,0 75 25

2 6,0-12,5 60 40

3 12,5-14,0 60-83? 40-17

Es wurden 20 uL der Probe bei einer Flussrate von 1,2 mL min?! injiziert. Die Detektion erfolgte mit
einem Diodenarray-Detektor bei 450 nm. Die Bestimmung der Carotinoidkonzentrationen erfolgte

Uber Kalibriergeraden mit Standards.
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5 Charakterisierung von D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Photo-
bioreaktoren?

5.1 Auswahl eines Dunaliella-Stammes zur Produktion von B-Carotin

Zur Auswabhl eines geeigneten D. salina-Stammes fir Wachstum und B-Carotin-Produktion wurden drei
Stamme der Sammlung von Algenkulturen Géttingen (SAG) sowie ein Stamm der Culture Collection of
Algae and Protozoa (CCAP, Schottland) ausgewahlt. Diese Stimme wurden in Satzprozessen unter
Tagesganglinien von Licht und Temperatur des 15. Juni 2012 (Almeria, Spanien) bei pH 8,5 in
Flachplatten-Photobioreaktoren verglichen. Die Satzprozesse wurden sowohl bei einer konstanten
Salinitdt (35gL?) als auch bei steigender Salzkonzentration (35-280gL?) durchgefihrt.
Wachstumskurven und Verlaufe von B-Carotin-Konzentration und -Gehalt der vier ausgewahlten

Stamme bei konstantem Salzgehalt sind in Abbildung 5.1 zusammengefasst.

Im Satzprozess mit D. salina SAG184.80 wies der Verlauf der Salinitat leichte Abweichungen zum
Sollwert von 35 g L' NaCl auf. Statt der konstanten, vorgegeben Salinitdt wurde aufgrund von nicht
ausreichend ausgeglichener Verdunstung eine leichte Erhéhung der Salinitdt bis 50 g L'* beobachtet.
Die Wachstumskurve zeigte den typischen Verlauf photoautotroph wachsender Mikroorganismen. Bei
Lichteinstrahlung, die den Tagesverlauf des Lichts widerspiegelt, wuchsen die Mikroalgen, wahrend
nachts kein Wachstum oder geringes Absterben der Zellen festgestellt wurde. Uber die Gesamtzeit
betrachtet, ging die kurze Verzégerungsphase in exponentielles Wachstum tber. AnschlieBend wiesen
die Zellen lineares Wachstum auf, welches nach 12 d in der stationdren Phase endete. Wahrend der
gesamten Prozesszeit stiegen sowohl die B-Carotin-Konzentration in der Zellsuspension als auch der B-

Carotin-Gehalt der Zellen an.

Die Salinitit im Satzprozess mit D. salina SAG42.88 blieb wie vorgegeben konstant bei 35 g L™ NaCl.
Die Wachstumskurve dieses Stammes wies ebenfalls die typischen Wachstumsphasen auf. Die
Verzégerungsphase zu Beginn des Satzprozesses war mit 1,8 d etwas langer. Darliber hinaus konnte
das lineare Wachstum bis zu einer Prozesszeit von 18,7 d beobachtet werden. Die B-Carotin-
Konzentration stieg wahrend der Verzogerungsphase kaum an. Der anschliefende Anstieg der
Konzentration stoppte nach einer Prozesszeit von 7,8 d, woraufhin sie zunachst konstant blieb und
schlieBlich abnahm. Im Verlauf des B-Carotin-Gehalts spiegelte sich dieses Verhalten in einer Zunahme

bis 7,8 d und einer anschlieRenden Abnahme wider.

! Teile der Ergebnisse wurden bereits publiziert in:
Wolf L, Cummings T, Muller K, Reppke M, Volkmar M, Weuster-Botz D. 2020. Production of B-carotene
with Dunaliella salina CCAP19/18 at physically simulated outdoor conditions. Eng Life Sci DOI:
10.1002/elsc.202000044
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Im Satzprozess mit D. salina SAG19-03 betrug die Salinitdt Uber die Prozesszeit unverandert wie
vorgegeben 35 g L. Die Verzégerungsphase war mit < 1 d sehr kurz und miindete in exponentielles
Wachstum. Die anschlieRende lineare Wachstumsphase dauerte bis 7,8 d, woraufhin ein weiteres
Abflachen der Wachstumskurve beobachtet werden konnte. Bis zum Ende der beschriebenen linearen
Wachstumskurve stieg die B-Carotin-Konzentration stark an. Nach Erreichen des Maximums nach 8,8 d
sank sie, bis sie sich zwischen 14,8-19,7 d stabilisierte. Auch der B-Carotin-Gehalt stieg bis zu einer

Prozesszeit von 8,8 d deutlich an, nahm jedoch im Anschluss wie die Konzentration ab.

SAG184.80 SAG42.88 SAG19-03 CCAP19/18 000
=, 240 B f H 1600 "
22180 1200 €
= 5
£ 120 800 £
s 4 -
o 60 rooroomoo0A0H B e oomn o o rlllllllllnll-ml pEEE @ III rl Nptpn mEN 0 -
18 (2)000
Lo i of | 4 1 1600 "
<~ 6 st g 7 men © 1200 €
é i Fﬂ‘l L] =
0 4 E;@EF 800
X g_
2 & f 400
W st 0
25 - - 2000
- E O —
*, 0l g ] K L L il 1600 "
[eT0] L ] N
E\ 15 DEU:ID ED\:II;‘D +- @-U ] 1 .... 1200 E
£ & [e)
£ 10 @ @ = 800
4 gl ¢ l 5
& 5 u] 0 g 400 o
(S} IIFJ o | ] -
o] ==x | 1=ic] [ 0
-« 5 2000
E: M N { ® F 1600 "
ncg DE\DD § [l - " r\ljm
2 3 g a9, +- o 1200 €
% 2 i ‘% il "H' Ll 800 ¢
£ R C‘Dﬁgm 8.0 T E | e * I g
o =2 = =]
8 1} 0 ed i = 400 5
e Il [ =
S0
b 5 10 15 200 5 10 15 200 5 10 15 200 5 10 15 20

Prozesszeit, d Prozesszeit, d Prozesszeit, d Prozesszeit, d

Abbildung 5.1: Verlauf von Salinitdt (A-D), Biotrockenmassekonzentration (E-H), B-Carotin-Konzentration (I-L)
und B-Carotin-Gehalt (M-P) verschiedener D. salina-Stamme in Flachplatten-Photobioreaktoren bei Tagesgang-
linien von Licht und Temperatur (15.06.2012, Almeria, Spanien), pH 8,5, ,BG11 Biomass”-Medium und einer
konstanten Salinitat von 35 g L'? NaCl. Bei den verwendeten Stimmen handelte es sich um D. salina SAG184.80
(weiR), D. salina SAG42.88 (hellgrau), D. salina SAG19-03 (grau) und D. salina CCAP19/18 (dunkelgrau).

Bei dem letzten untersuchten Stamm handelte es sich um D. salina CCAP19/18. Wahrend der
Prozesszeit dieses Satzprozesses wies die Salinitit stets die vorgegebenen 35gL? NaCl auf. Die

Verzégerungsphase entfiel in diesem Satzprozess fast vollstandig. Das exponentielle Wachstum ging
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nach 3,2 d in lineares Wachstum Uber. Die stationare Phase wurde nach einer Prozesszeit von 10,2 d
erreicht. Die B-Carotin-Konzentration stieg Gber den gesamten Prozess an. Der B-Carotin-Gehalt

erreichte jedoch nach 5,1 d ein Plateau und variierte im Anschluss nur leicht.

Die maximalen Raum-Zeit-Ausbeuten, die maximalen Biotrockenmassekonzentrationen, die Wachs-
tumsraten der ersten drei Tage sowie maximale B-Carotin-Gehalte und -Konzentrationen sind in

Abbildung 5.2 zusammengefasst.
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Abbildung 5.2: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten B-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5 mit ,,BG11 Biomass“-Medium bei Tagesganglinien von Licht und Temperatur
(15.06.2012, Almeria, Spanien) und konstanter Salinitat von 35 g L™%. Bei den verwendeten Stimmen handelte es
sich um D. salina SAG184.80 (weil), D. salina SAG42.88 (hellgrau), D. salina SAG19-03 (grau) und D. salina

CCAP19/18 (dunkelgrau). Die Fehlerbalken wurden mithilfe der GauR’schen Fehlerfortpflanzung aus technischen
Triplikaten ermittelt.

Die maximalen Raum-Zeit-Ausbeuten bei einer konstant bleibenden Salinitit von 35 g L' wurden mit
D. salina CCAP19/18 (0,80+0,03 ggrwm L™ d*) und D. salina SAG19-03 (0,80+0,02 ggrm L™ d™) erzielt. Die
maximal erreichte Biotrockenmassekonzentration lag mit 8,2+0,2 gerw L fiir D. salina SAG42.88
deutlich Uber der mit D. salina CCAP19/18 erreichten Biotrockenmassekonzentration von
5,8+0,2 getw L. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass D. salina SAG184.80 und SAG42.88
langere Verzogerungsphasen aufweisen, da eine Ermittlung der exponentiellen Wachstumsraten am
ersten Prozesstag nicht moglich war. Das schnellste Wachstum am ersten Tag wurde mit D. salina
CCAP19/18 erreicht. Die maximal erreichten B-Carotin-Gehalte der verschiedenen Stamme lagen

zwischen 3,6-4,6 mg getm?, wobei der héchste Wert im Satzprozess mit D. salina SAG19-03 ermittelt
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wurde. Die maximalen B-Carotin-Konzentrationen betrugen 22-25 mg L und wurden nur im Satz-

prozess mit D. salina SAG42.88 mit 15 mg L deutlich unterschritten.

Da eine hohe Salinitat dafiir bekannt ist, die B-Carotin-Produktion mit D. salina zu steigern, wurden
zusatzlich Satzprozesse bei steigender Salinitat durchgefiihrt. Deren Wachstumskurven sowie Verlaufe

von Salinitat, B-Carotin-Konzentration und -Gehalt sind in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3: Verlauf von Salinitat (A-D), Biotrockenmassekonzentration (E-H), B-Carotin-Konzentration (I-L)
und B-Carotin-Gehalt (M-P) verschiedener D. salina-Stamme in Flachplatten-Photobioreaktoren bei Tagesgang-
linien von Licht und Temperatur (15.06.2012, Almeria, Spanien), pH 8,5, ,,BG11 Biomasse”-Medium und einer
Steigerung der Salinitat bis (iber 200 g L'* NaCl. Bei den verwendeten Stimmen handelte es sich um D. salina
SAG184.80 (weiR), D.salina SAG42.88 (hellgrau), D.salina SAG19-03 (grau) und D.salina CCAP19/18
(dunkelgrau).

Der vorgegebene Verlauf der Salinitdat wurde mindestens einmal taglich tiberpriift. Die Salzsteigerung
war somit in allen Satzprozessen gleich. D. salina SAG184.80 wies eine kurze Verzégerungsphase auf,
an die eine exponentielle Wachstumsphase bis zu einer Prozesszeit von 4 d anschloss. Daraufhin

konnte ein Abflachen der Wachstumskurve bis zur stationdren Phase beobachtet werden, in der die
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maximale Biotrockenmassekonzentration erreicht wurde. Die B-Carotin-Konzentration in der
Zellsuspension zeigte einen dhnlichen Verlauf. Bis zu einer Prozesszeit von 5 d konnte eine starke
Zunahme der B-Carotin-Konzentration beobachtet werden. Im Anschluss blieb sie relativ konstant bei
etwa 6 mg L. Die daraus ermittelten B-Carotin-Gehalte stiegen zu Beginn leicht von 1,0 mg garm™® auf
1,5 mg getv® an. Im Anschluss sank der intrazellulire Gehalt wieder leicht. Das Abflachen der
Wachstumskurve sowie der B-Carotin-Konzentration wurde etwa bei einer Salzkonzentration von
170 g L beobachtet. Der maximale B-Carotin-Gehalt wurde bei einer Salinitt von 200 g L ermittelt,

lag jedoch nur wenig hoher als zu Beginn des Satzprozesses.

Die Verldufe von Biotrockenmasse- und B-Carotin-Konzentration im Satzprozess mit D. salina
SAG42.88 unterscheiden sich nur leicht von D. salina SAG184.80. Auch hier wurde nach der
anfanglichen Verzogerungsphase exponentielles Wachstum bis zu einer Prozesszeit von 4d
beobachtet. Das Abflachen der Wachstumskurve fand dementsprechend schon bei einer Salinitat von
120 g L? statt. Die B-Carotin-Konzentration stieg bis zu einer Prozesszeit von 10 d an und blieb im
Anschluss konstant. Uber die gesamte Prozesszeit konnte keine Tendenz des B-Carotin-Gehalts

beobachtet werden. Dieser schwankte zwischen 0,9-1,4 mg ggrv ™.

Auch im Satzprozess mit D. salina SAG19-03 miindete die kurze Verzogerungsphase in exponentielles
Wachstum. Dieses dauerte bis zu einer Prozesszeit von 4 d an und ging anschliefend in lineares
Wachstum {ber. Der Ubergang zum linearen Wachstum fand bei einer Salinitdt von 130 g L statt. Im
Gegensatz zu D. salina SAG184.80 und SAG42.88 wurde langer Wachstum beobachtet. Im Gegensatz
zum Wachstum fand der Anstieg der B-Carotin-Konzentration nur bis zu einer Prozesszeit von 3,8 d
statt. Ab der korrespondierenden Salinitdt von 125 gL? wurde ein Abfallen der Konzentration
beobachtet. Der B-Carotin-Gehalt der Zellen verdoppelte sich zu Beginn und erreichte sein Maximum

ebenfalls bei 125 g L'* NaCl. Daraufhin sank der Gehalt stark ab.

Im Satzprozess mit D. salina CCAP19/18 war die Verzdgerungsphase kiirzer als bei den anderen
Stammen. Die exponentielle Wachstumsphase ging nach 3,8 d in lineares Wachstum Uber. Auch die -
Carotin-Konzentration stieg bis zu einer Prozesszeit von 4,2 d stark an. Ab diesem Zeitpunkt und der
damit verbundenen Uberschreitung der Salinitdt von 120 g L'* NaCl wurde eine Abnahme der B-
Carotin-Konzentration beobachtet. Auch das Maximum des B-Carotin-Gehalts in den Algenzellen

wurde zwischen 4,2-5,2 d beobachtet.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Prozesse wurden die maximale Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse,
die maximal erreichte Biotrockenmassekonzentration, die Wachstumsraten der ersten drei

Prozesstage sowie B-Carotin-Konzentration und -Gehalt in Abbildung 5.4 verglichen.
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Abbildung 5.4: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten [B-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5 mit ,,BG11 Biomass“-Medium bei Tagesganglinien von Licht und Temperatur
(15.06.2012, Almeria, Spanien). Bei den verwendeten Stimmen handelte es sich um D. salina SAG184.80 (weil3),
D. salina SAG42.88 (hellgrau), D. salina SAG19-03 (grau) und D. salina CCAP19/18 (dunkelgrau). Die Fehlerbalken
wurden mithilfe der Gaull’schen Fehlerfortpflanzung aus technischen Triplikaten ermittelt.

Die fiir die D. salina-Stamme ermittelten Raum-Zeit-Ausbeuten lagen zwischen 0,6 germ L2 d! mit
D. salina SAG42.88 und 0,9 germ L1 d? fiir D. salina CCAP19/18. Die héchste maximale Biotrocken-
massekonzentration wurde mit 6,1 gstm L™ fiir D. salina SAG19-03 erreicht, gefolgt von 5,7 gstm L fiir
D. salina CCAP19/18 und 5,6 ggrm L™ fiir D. salina SAG42.88. D. salina CCAP19/18 wies tendenziell die
hochste Wachstumsrate am ersten Prozesstag auf, was auf die schnellste Adaption an die Bedingungen
im Flachplatten-Photobioreaktor hindeuten kann. Die maximale B-Carotin-Konzentration lag bei
7,1 mg L' und wurde mit dem Stamm D. salina CCAP19/18 erreicht. Der héchste B-Carotin-Gehalt
wurde im Satzprozess mit D. salina SAG19-03 ermittelt und lag mit 2,1+0,02 mg gstw* nur leicht héher

als die mit D. salina CCAP19/18 erreichten 1,9+0,1 mg gatm ™.
Diskussion

In den Satzprozessen zur Auswahl eines geeigneten D. salina-Stammes konnte gezeigt werden, dass
unter den verwendeten Bedingungen Wachstum und B-Carotin-Bildung stattfanden. Bei dem Stamm
mit der kiirzesten Verzégerungsphase handelte es sich um D. salina CCAP19/18. Dieser Stamm wies
zum einen tendenziell die hochste Wachstumsrate an Tag 1 auf und erreichte sowohl bei konstanter

Salinitdt als auch bei Salzsteigerung die hochste Raum-Zeit-Ausbeute bezogen auf die
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Biotrockenmasse. Auch die erreichte Biotrockenmassekonzentration lag bei Salzsteigerung nur wenig
unter der von D. salina SAG19-03. Neben den ermittelten wachstumsbezogenen ZustandsgroRen
erreichte D. salina CCAP19/18 im Satzprozess bei Salzsteigerung auRerdem die h6chste B-Carotin-
Konzentration in der Zellsuspension und lag mit dem B-Carotin-Gehalt nur leicht hinter D. salina
SAG19-03 zurlick. Daruber hinaus wurde mit D. salina CCAP19/18 bei steigender Salinitdt die hochste
Steigerung des B-Carotin-Gehalts verglichen mit Prozessbeginn beobachtet. Entgegen den Angaben in
der Literatur (Borowitzka & Borowitzka, 1990; Loeblich, 1982) fiihrte eine Steigerung der Salinitat bei
den verwendeten D. salina-Stdmmen jedoch nicht zu einer Erh6hung des B-Carotin-Gehalts. Die mit
D. salina maximal erreichten B-Carotin-Gehalte von bis zu 10 % (Ben-Amotz & Avron, 1983; Borowitzka
& Borowitzka, 1990; Prieto et al., 2011) wurden mit keinem der untersuchten Stamme erreicht. Die
erreichten B-Carotin-Konzentrationen zwischen 6-25 mg L lagen hingegen im Bereich, der mit dem
Stamm D. salina CCAP19/18 in Schiittelkolben und Roux-Flaschen erreicht wurde (Fazeli et al., 2006;
Mojaat et al., 2008).

Aufgrund der trotzdem besten Ausgangsbedingungen bei steigendem Salzgehalt wurde somit eine
Verbesserung der B-Carotin-Bildung des Stammes D. salina CCAP19/18 durch die Variierung
verschiedener Prozessvariablen angestrebt. Der pH beeinflusst die Verfligbarkeit von CO, fir
Mikroalgen. Da CO; zusammen mit Licht das wichtigste Substrat flir die Photosynthese ist, kommt der
Auswahl eines geeigneten pH und der damit verbundenen Bereitstellung von CO; eine entscheidende
Rolle zu. Da der Salzgehalt zusatzlich das Bicarbonat-Puffersystem beeinflusst, ist es wichtig, einen pH
zu identifizieren, der (iber die gesamte Prozesszeit sowie die korrespondierenden Salinitaten fir
Wachstum und Produktbildung geeignet ist. Da zudem Kontaminationen bei erhohtem pH vermieden
werden kénnen, ist ein hoher pH von Vorteil. Der Einfluss der Temperatur ist ebenfalls eine wichtige
StellgroRe fir verschiedene Stoffwechselwege, die Wachstum und Produktbildung in Mikroalgen
beeinflussen konnen. Gerade bei Tagesganglinien variiert die Temperatur stark zwischen Tag und
Nacht. Auch (ber das ganze Jahr hinweg treten in offenen Photobioreaktoren jahreszeitenbedingt
starke Temperaturschwankungen auf. Daher wurde (berprift, ob eine Erhéhung der Temperatur
Wachstum und B-Carotin-Produktion von D. salina CCAP19/18 beeinflusst. Ein weiterer bekannter
Faktor, der Wachstum und B-Carotin-Produktion mit D. salina beeinflusst, ist der Salzgehalt im
Medium. Durch Verdunstung in offenen Photobioreaktoren steigt die Salinitdt Gber die Prozesszeit
gesehen stetig an. Daher ist es notwendig einen geeigneten Toleranzbereich fiir den Mikroalgenstamm
D. salina CCAP19/18 zu identifizieren. Da Nahrstoffkonzentrationen einen groRen Einfluss auf
Wachstum und Metabolismus von Mikroalgen darstellen, ist es auRerdem notwendig, eine geeignete

Nahrstoffzusammensetzung im Medium zu identifizieren.
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5.2 Satzprozesse bei unterschiedlichem pH

Zur Ermittlung eines geeigneten pH fir Wachstum und B-Carotin-Produktion wurden Satzprozesse bei
Tagesganglinien des Lichts und der Temperatur (15. Juni 2012, Almeria, Spanien) in Flachplatten-
Photobioreaktoren durchgefiihrt. Der Verlauf von Photonenflussdichte und Temperatur entspricht
den in Abbildung 4.4 vorgestellten Klimadaten des 15. Juni 2012 (Almeria, Spanien). Dariliber hinaus
wurde die Salinitit Giber die Prozesszeit von 35 auf 160 g L? gesteigert, um die Salzerhdhung in offenen
Flachgerinnereaktoren durch einen Verdunstungsausgleich mit Meerwasser nachzustellen (vgl. Kapitel
4.2.5). Die Wachstumskurven sowie die zugehérigen Salinitats- und B-Carotin-Bestimmungen sind in

Abbildung 5.5 zusammengefasst.
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Abbildung 5.5: Darstellung der Salinitdt (A, B, C), der Biotrockenmassekonzentrationen (D, E, F) und der B-
Carotin-Konzentration (G, H, 1) bei Satzprozessen mit D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Photobioreaktoren mit
,BG11+“-Medium bei pH 8,0 (hellgrau), pH 8,5 (grau) und pH 9,0 (dunkelgrau). Die Temperatur (15-30 °C) und
die Eingangsphotonenflussdichte lo (0-1850 umol m?2s) des 15. Juni 2012 (Almeria Spanien) wurden téglich
wiederholt.

Der angestrebte lineare Verlauf der Salzerhhung (iber die Prozesszeit ist bei den Satzprozessen mit

unterschiedlichem pH gut in Abbildung 5.5A-C zu erkennen. Die Salinitat nach einer Prozesszeit von
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5,6 Tagen entsprach 160 g L. Der in Abbildung 5.5D-F abgebildete Verlauf der Wachstumskurven
bildete wahrend der beleuchteten Tagesphasen Wachstum ab, wahrend in den Nachtphasen ohne
Bestrahlung kein Wachstum oder eine leichte Abnahme der Biotrockenmassekonzentration
beobachtet werden konnte. Trotz der Dynamik der Eingangsphotonenflussdichte konnte eine
Einteilung in typische Wachstumsphasen stattfinden. Zunéachst war unabhangig vom pH eine kurze
Adaptionsphase erkennbar. Diese miindete bei Prozesszeiten zwischen 0,6-3d in exponentielles
Wachstum bis nach 4,8d die stationdre Phase erreicht wurde. Die Verlaufe der B-Carotin-
Konzentration (Abbildung 5.5G-1) waren vergleichbar. Das Maximum der B-Carotin-Konzentration

wurde bereits nach vier Tagen erreicht.

Eine Zusammenfassung relevanter ZustandsgréBen zur Beurteilung von Wachstum und B-Carotin-

Bildung ist in Abbildung 5.6 gezeigt.
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Abbildung 5.6: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten (-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,0 (hellgrau), 8,5 (grau) und 9,0 (dunkelgrau) mit ,BG11+“-Medium bei Temperatur-
und Lichtverlaufen des 15. Juni 2012 (Almeria, Spanien). Die Fehlerbalken wurden mithilfe der GauR’schen
Fehlerfortpflanzung aus technischen Triplikaten ermittelt.

Die in Abbildung 5.6B gezeigten, maximal erreichten Biotrockenmassekonzentrationen nach 6 Tagen
lagen zwischen 3,6-4,1 getm L. Die maximale Raum-Zeit-Ausbeute der Biotrockenmassebildung ist in
Abbildung 5.6A zusammengefasst und lag mit 0,89+0,04 germ L d! bei pH 8,0 am héchsten. Mit
steigendem pH schien es eine leichte Tendenz zur Abnahme der Raum-Zeit-Ausbeute zu geben. Bei

pH 9,0 lag sie nur noch bei 0,75+0,05 ggrm L™ d1. Gestiitzt wurde diese Beobachtung zusétzlich von der
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deutlich niedrigeren Wachstumsrate von 0,76 d* am ersten Prozesstag bei pH 9,0 verglichen mit den
erreichten Wachstumsraten von 1,98 bzw. 1,86 d* bei pH 8,0 bzw. pH 8.5. An den folgenden Prozess-

tagen lagen nahezu identische Wachstumsrate bei den Satzprozessen mit unterschiedlichem pH vor.

Die hochsten B-Carotin-Konzentrationen wurden bereits nach einer Prozesszeit von vier Tagen
bestimmt und erreichten 3,8-4,4 mg L (vgl. Abbildung 5.6E). Der maximal erreichte B-Carotin-Gehalt
in D. salina CCAP19/18 lag mit 1,8 mg gstm® bei pH 9,0 leicht hdher als bei pH 8,0 und pH 8,5.

Diskussion

Mit der Durchfiihrung von Satzprozessen bei Licht- und Temperaturverldufen eines Sommertags in
Sldspanien und steigendem Salzgehalt war es moglich, das pH-Intervall zwischen 8,0 und 9,0 als
geeignet fur Biomassebildung mit D. salina CCAP19/18 zu identifizieren. Die an Prozesstag 1 deutlich
geringere Wachstumsrate im Satzprozess bei pH 9,0 deutet auf eine langere Verzogerungsphase von
D. salina CCAP19/18 bei diesem erhdhten pH hin. Auch die B-Carotin-Herstellung blieb ohne starke

Veranderungen durch den pH.

Der untersuchte pH-Bereich liegt somit innerhalb des fiir Mikroalgen geeigneten Bereichs zwischen
pH 7 und pH 9 (Coleman & Colman, 1981). Wachstum von D. salina CCAP19/18 wurde bereits zwischen
pH 7,5 und pH 8,0 gezeigt (Mojaat et al., 2008; Nguyen et al., 2014). Andere D. salina Stimme wiesen
Wachstum zwischen pH 7-9,18 auf (Abu-Rezq et al., 2010; Roopnarain et al., 2014; Ying, 2014). Damit
konnte gezeigt werden, dass D. salina CCAP19/18 ebenfalls einen pH am oberen Ende des ublichen
Bereichs tolerieren kann. Zudem wurde gezeigt, dass der pH in einem weiten Salzbereich zwischen 35-
160 g L'! angewendet werden kann. Fiir weitere Untersuchungen wurde aufgrund der bei pH 9,0

auftretenden langeren Verzogerungsphase pH 8,5 als Sollwert vorgegeben.

5.3 Satzprozesse bei unterschiedlichen Temperaturprofilen

Die Satzprozesse wurden bei unterschiedlichen Temperaturprofilen in Flachplatten-Photo-
bioreaktoren mit ,BG11+“-Medium bei pH 8,5 durchgefiihrt. Der Verlauf der Photonenflussdichte lag
zwischen 0-1850 pmol m?2 s und entsprach realistischen Klimadaten des 15. Juni 2012 aus Almeria
(Spanien). Das korrespondierende Temperaturprofil lag zwischen 15-30 °C und wurde mit einem um
5 °C erhohten Profil von 20-35 °C und ansonsten unveranderten Tag-Nacht-Verlaufen verglichen, da
im Mittelmeerraum auch hohere Temperaturen auftreten kdnnen. Die Salinitdit wurde von 35 bis

200 g L! gesteigert.

Die Verlaufe von Salinitat, Biotrockenmassekonzentration und B-Carotin-Konzentration in der

Zellsuspension sind in Abbildung 5.7 zusammengefasst.
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Die Salinitat stieg bei beiden Temperaturprofilen wie vorgegeben linear an und erreichte nach 6,1d
200 g LY. Wie auch bei den Satzversuchen zur Bestimmung eines geeigneten pH wurden charak-
teristische Wachstumskurven beobachtet. Die Verzogerungsphase direkt nach Inokulation miindete in
exponentielles Wachstum. Im Anschluss flachte die Wachstumskurve bis zur stationdaren Phase am
Ende der Satzprozesse weiter ab. Genauso wie in vorherigen Versuchen beobachtet werden konnte,
wurde auch hier die maximale B-Carotin-Konzentration zwischen Tag 4 und 6 erreicht. Zu diesem

Zeitpunkt wurde eine Salinitit von 120 g L tiberschritten.
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Abbildung 5.7: Darstellung der Salinitat (A, B), der Biotrockenmassekonzentrationen (C, D) und der -Carotin-
Konzentration (E, F) bei Satzprozessen mit D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Photobioreaktoren mit ,, BG11+“-
Medium bei pH 8,5. Das taglich wiederholte Temperaturprofil von Almeria, Spanien (15-30 °C, hellgrau) wurde
um 5 °C auf 20-35 °C (dunkelgrau) erhoht ohne die Tagesganglinie und die Eingangsphotonenflussdichte lo (0-
1850 pumol m2 s1) zu verdndern.

Zum Vergleich sind die maximal erreichten Raum-Zeit-Ausbeuten, Biotrockenmasse- und Produkt-

konzentrationen sowie Wachstumsraten in Abbildung 5.8 zusammengefasst.
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Nach sechs Tagen wurden Biotrockenmassekonzentrationen von 4,2 ggtw L bei beiden Temperatur-
profilen gemessen. Sowohl die Raum-Zeit-Ausbeute als auch die Wachstumsraten nahmen bei beiden
Temperaturverlaufen sehr dhnliche Werte an. Die Raum-Zeit-Ausbeuten lagen bei 0,78 bzw.
0,80 gatm L d1. Die maximalen Wachstumsraten wurden bei Prozesszeiten zwischen 1,9 und 2,3 d

erreicht und unter Prozesstag 2 in Abbildung 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten (B-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5 mit ,,BG11+“-Medium mit einem Lichtprofil des 15. Juni 1012 (Almeria, Spanien).
Das Temperaturprofil von Almeria (Spanien) (15-30 °C, hellgrau) wurde um 5 °C auf 20-35°C (dunkelgrau) erhéht.
Die Fehlerbalken wurden mithilfe der GaulR’schen Fehlerfortpflanzung aus technischen Triplikaten ermittelt.

Die maximalen B-Carotin-Konzentrationen lagen bei einem Tagesverlauf der Temperatur zwischen 20-
35 °C bei 4,3+0,6 mg L'? und bei einem Temperaturverlauf zwischen 15-30 °C bei 4,0+0,2 mg L. Die

dabei erreichten maximalen B-Carotin-Gehalte in den Zellen lagen zwischen 0,93 und 1,19 mg L.
Diskussion

Mit dem Vergleich von Wachstum und Produktbildung bei verschiedenen Temperaturverlaufen
zwischen 15-30 °C bzw. 20-35 °C konnte gezeigt werden, dass D. salina in einem weiten Temperatur-
bereich gleichbleibendes Wachstum und kaum veranderte B-Carotin-Bildung aufweist. Im Allgemeinen
weisen die meisten Mikroalgenstamme Wachstumsoptima zwischen 22-35 °C auf (Singh & Singh,
2015). Aufgrund verringerter Enzymaktivitdt kann es bei vom Temperaturoptimum abweichenden
Temperaturen jedoch zu verlangsamtem Wachstum kommen. Da D. salina CCAP19/18 allerdings kein

erhohtes Absterben wahrend der kalten Nachtphase aufwies, scheint der Stamm auch niedrige
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Temperaturen bis 15 °C zu tolerieren. Dariliber hinaus ist bei Temperaturen bis 35 °C keine Abnahme

des Wachstums zu beobachten.

Der Einfluss der Temperatur auf die B-Carotin-Konzentration wurde bislang nur unter konstanten
Bedingungen untersucht. Die dabei veroffentlichten, widerspriichlichen Ergebnissen zeigen einerseits,
dass die B-Carotin-Konzentration temperaturunabhéngig ist (Orset & Young, 1999), andererseits
wurde bei verringerter Temperatur eine Steigerung der B-Carotin-Konzentration beobachtet (Ben-
Amotz, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die B-Carotin-Produktion mit D. salina CCAP19/18 bei

Tagesganglinien im Temperaturbereich zwischen 15-35 °C nicht von der Temperatur beeinflusst wird.

Da D. salina allgemein als sehr salztolerant bekannt ist und Salinitaten bis zur Sattigungskonzentration
Uberleben kann (Borowitzka & Borowitzka, 1990), war das Abflachen von Wachstumskurve und B-
Carotin-Konzentration bei einer Salinitit von 110 g L™ unerwartet. Mégliche Faktoren hierfiir kdnnten

die Limitierung durch den hohen Salzgehalt, Nahrstoffmangel oder Lichtlimitierung sein.

5.4 Satzprozesse bei verschiedenen Salzprofilen

Daflr wurden Satzprozesse bei Tagesganglinien der Lichtintensitat und der Temperatur (15. Juni 2012,
Almeria, Spanien) mit ,BG11+“-Medium bei pH 8,5 durchgefiihrt. Hierbei wurden unterschiedliche
Salzprofile angewendet. Ein Referenzprozess fand bei einer konstanten Salinitit von 35 g L statt, was
der Salzkonzentration von Meerwasser entsprach. Damit wurden Satzprozesse mit einer
Salzsteigerung von 35-200 bzw. 280 g L™ NaCl verglichen. Die Steigung der Konzentrationszunahme
entsprach dem Verdunstungsausgleich in Flachgerinnereaktoren mit Meerwasser. Aufgrund der
bereits zuvor beobachteten Abflachung von Wachstum und B-Carotin-Produktion ab einem Salzgehalt
von 110gL?! im Medium wurde dariber hinaus ein Satzprozess durchgefiihrt, bei dem die
Salzsteigerung mit der vorher beschriebenen Steigung bei einer Salzkonzentration von 110 g L™
gestoppt wurde (vgl. Abbildung 4.4B). Die Zusammenfassung von Salinitatsverlaufen, Wachstums-
kurven, B-Carotin-Konzentrationen und [B-Carotin-Gehalten bei verschiedenen Salzprofilen sind in

Abbildung 5.9 zusammengefasst.

Die Uberpriifung der vorliegenden Salinitit als Funktion der Prozesszeit zeigt die vorgegebenen
Verliufe (vgl. Abbildung 5.9A-C). Bei einer konstanten Salinitit von 35 g L'! NaCl konnte bis zu einer
Prozesszeit von 4d exponentielles Wachstum beobachtet werden. Im Anschluss wies die
Wachstumskurve lineares Wachstum bis zu einer Prozesszeit 12 d auf, woraufhin die stationare
Wachstumsphase erreicht wurde. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase stieg die B-Carotin-
Konzentration im Medium bis zu einem Maximum von 9,0 mg L. Zu diesem Zeitpunkt wurde mit
3,6 mg gstm* auch der maximale B-Carotin-Gehalt der Zellen erreicht. Uber die weitere Prozesszeit

gesehen, nahm der B-Carotin-Gehalt bis zu Gehalten <1 mggesrm™® ab. Bei einer Salzsteigerung
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zwischen 35-200/280 gL NaCl wurde ein dhnlicher Verlauf der Biotrockenmassekonzentration
beobachtet wie in vorherigen Satzprozessen. Die niedrigere erreichte Endsalinitat ist hier auf die

kirzere Prozesszeit zurlickzufiihren.
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Abbildung 5.9: Darstellung der Salinitdt (A, B, C), der Biotrockenmassekonzentrationen (D, E, F), der B-Carotin-
Konzentration (G, H, I) und des B-Carotin-Gehalts (J, K, L) bei Satzprozessen mit D. salina CCAP19/18 in
Flachplatten-Photobioreaktoren mit ,,BG11+“-Medium bei pH 8,5. Die Salinitit war konstant bei 35gL*
(hellgrau) oder wurde von 35 auf 110gl? (grau) oder 280gL?' NaCl (wei, dunkelgrau) gesteigert.
Temperaturprofil (15-30°C) und Eingangsphotonenflussdichte (0-1850 pmol m?s?) entsprachen den
Klimadaten des 15. Juni 2012 in Almeria (Spanien).

Auch hier wurden die maximalen B-Carotin-Konzentrationen nach Prozesszeiten zwischen 3,7-3,8d

erreicht. Diese lagen mit 4,1+0,1 gL und 4,5+0,7 g L'! deutlich niedriger als im Satzprozess mit
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konstanter Salinitiat. Auch die B-Carotin-Gehalte waren mit 1,5 mg gemv® und 2,7 mg germ™® geringer.
Die anschlieBende Abnahme des B-Carotin-Gehalts resultierte in Gehalten < 0,5 mg gsmv>. Da in allen
Satzprozessen mit Salzsteigerung eine Abnahme des B-Carotin-Gehalts nach etwa 3,8 d und einer
damit verbundenen Salinitit von 110 g L' NaCl auftrat, wurde in einem zusétzlichen Satzprozess die
Salzsteigerung bei dieser kritischen Salinitat gestoppt. Die Wachstumskurve im Satzprozess mit einer
Salzsteigerung bis 110 g L' und anschlieRend konstanter Salinitit wies nach der exponentiellen Wachs-
tumsphase eine deutlich erkennbare lineare Wachstumsphase auf. Sowohl Biotrockenmasse- als auch
B-Carotin-Konzentration stiegen bis zu einer Prozesszeit von 14,8 d kontinuierlich. Die maximal
erreichte B-Carotin-Konzentration lag bei 25 mg L'? und der B-Carotin-Gehalt schwankte (iber die

Prozesszeit zwischen 2,1 und 3,1 mg getm ™.

Eine Zusammenfassung ermittelter ZustandsgroRRen, die die Beurteilung von Wachstum und B-Carotin-

Bildung vereinfachen, ist in Abbildung 5.10 gezeigt.
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Abbildung 5.10: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten [B-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5 mit ,,BG11+“-Medium bei Temperatur- und Lichtverldufen des 15. Juni 2012
(Almeria, Spanien). Die Salzprofile entsprachen einem Referenzprozess bei konstanter Salinitit von 35gL*
(hellgrau), der Salzsteigerung bis 110 g L (grau) und einer Erhéhung der Salinitdt auf 200 (dunkelgrau), bzw.
280 g L' NaCl (weiR). Die Fehlerbalken wurden mithilfe der GauR’schen Fehlerfortpflanzung aus technischen
Triplikaten ermittelt.

Die maximale Raum-Zeit-Ausbeute der Biotrockenmasse lag im Satzprozess mit einer Salzsteigerung
bis 110g L NaCl mit 0,77 germ L1 d™ hoher als bei konstanter Salinitdt (0,72 germ L2 d?) und
Salzsteigerung bis 200/280 gL' NaCl (0,68/0,53 germ L1 d?). Mit 8,0 germ L lag die maximale
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Biotrockenmassekonzentration zwischen 73 % und 100 % hoher als bei konstantem Salzgehalt oder
Salzsteigerung bis 200/280 g L'* NaCl. An den Prozesstagen 1-3 zeigten sich trotz unterschiedlicher
Salzprofile nur geringe Unterschiede in den ermittelten Wachstumsraten. Die B-Carotin-Konzentration
konnte bei Salzsteigerung bis 110 g L' sogar auf das beinahe Dreifache (35 g L) bzw. Sechsfache (35-
200/280 g L'!) gesteigert werden. Der héchste B-Carotin-Gehalt lag mit 3,6%0,2 mg getm® bei
konstanter Salinitat. In einem dhnlichen Bereich (3,5+0,1 mg gatm?) lag auch der B-Carotin-Gehalt bei

einer Salzsteigerung bis 110 g L.
Diskussion

Die Durchfihrung von Satzprozessen bei unterschiedlichen Salinitatsprofilen bei Licht- und
Temperaturverldufen eines Sommertags in Stidspanien und pH 8,5 mit ,,BG11+“-Medium fihrte zur
Identifizierung einer geeigneten Salinitat fir Wachstum und B-Carotin-Produktion von D. salina
CCAP19/18. Bei einer Steigerung bis 110 g L'* NaCl wurde die hdchste B-Carotin-Konzentration und die
hochste Biotrockenmassekonzentration erreicht. Zusatzlich konnte der B-Carotin-Gehalt (ber die
Prozesszeit konstant gehalten werden, wohingegen er bei hoheren Salinitdten oder konstanter

Salinitat stark sank.

Die meisten D. salina-Stamme sind bekannt dafiir, bei sehr hohen Salinititen bis zu 270 g L™ NaCl B-
Carotin zu bilden, jedoch nur bis zu Salzkonzentrationen zwischen 180-210 g L'* NaCl wachsen zu
konnen (Borowitzka et al., 1984; Borowitzka & Borowitzka, 1990). Das beste Wachstum und die
héchste B-Carotin-Bildung mit einem lIsolat von D. salina wurde zwischen 88 und 175gL? NaCl
nachgewiesen (Farhat et al, 2011). Die hochste B-Carotin-Bildung mit D. salina CCAP19/18 in
Schiittelkolben wurde bei der hdchsten untersuchten Salinitdt von 116,9 g L! bei einer Temperatur
von 34 °C und einer Eingangsphotonenflussdichte von 150 umol m s festgestellt (Fazeli et al., 2006).
Die in dieser Studie veroffentlichten B-Carotin-Konzentrationen von 25mglL?, die unter
Tagesganglinien eines Sommertags in Spanien bei einer Salzsteigerung bis 110 g L'! in Flachplatten-
Photobioreaktoren erreicht werden konnten, waren dreimal hoher als bereits veroffentlichte
Gesamtcarotinoidkonzentrationen von 8,6 mg L™ ohne Angabe von B-Carotin-Konzentrationen oder -

Gehalten (Fazeli et al., 2006).

5.5 Satzprozesse mit unterschiedlicher Nahrstoffzusammensetzung

Da Nahrstoffkonzentrationen einen grofRen Einfluss auf Wachstum und Metabolismus von Mikroalgen
darstellen, wurde ein Medium an die Zusammensetzung mariner Mikroalgen (Grobbelaar, 2013;
Gualtieri & Barsanti, 2006) angepasst, das Nahrstofflimitierungen vermeiden sollte. Das ,BG11
Biomass“-Medium wurde in Tabelle 4.1 vorgestellt und enthalt verglichen mit ,,BG11+“-Medium die

dreifache Menge an K;HPOQ,, die achtfache Menge an MgS0, sowie die doppelte Menge an
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Ammoniumeisencitrat. Die im Folgenden verglichenen Satzprozesse mit D. salina CCAP19/18 bei
pH 8,5 und Tagesganglinien von Licht und Temperatur mit einer Salzsteigerung bis 110 g L'* NaCl mit

den beiden verschiedenen Medienzusammensetzungen sind in Abbildung 5.11 zusammengefasst.
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Abbildung 5.11: Darstellung der Salinitat (A, B), der Biotrockenmassekonzentrationen (C, D), der B-Carotin-
Konzentration (E, F) und des B-Carotin-Gehalts (G, H) bei Satzprozessen mit D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5. Bei den verwendeten Medien handelt es sich um , BG11+“ und ,,BG 11 Biomass“.
Die Salinitit wurde von 35 auf 110 g L gesteigert. Temperaturprofil (15-30 °C) und Eingangsphotonenflussdichte
(0-1850 pmol m2 s'1) entsprachen den Klimadaten des 15. Juni 2012 in Almeria (Spanien).

Wie im Satzprozess mit ,,BG11+“-Medium ist auch bei Verwendung von ,,BG11 Biomass“-Medium nach
der exponentiellen Wachstumsphase eine lange lineare Wachstumsphase erkennbar. Durch die

veranderte Nahrstoffzusammensetzung halt diese allerdings deutlich langer an, so dass nach einer
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Prozesszeit von 17,8 d eine maximale Biotrockenmassekonzentration von 12,8+0,2 ggtm L erreicht
wurde. Im Gegensatz zu der kontinuierlich ansteigenden B-Carotin-Konzentration im Satzprozess mit
,BG11+“-Medium wurde bei Verwendung von ,BG11 Biomass“-Medium ein Anstieg bis 15 mgL?
beobachtet. Im Anschluss blieb die B-Carotin-Konzentration relativ konstant bei 13,6+0,9 mg L. Das
spiegelte sich auch in einem Anstieg des B-Carotin-Gehalts auf 3,0 mg gstm! bis zu einer Prozesszeit

zwischen 5 und 7 d wider, woraufhin der B-Carotin-Gehalt stark abnahm.

Der Vergleich verschiedener fir das Wachstum und die B-Carotin-Produktion charakteristischer
ZustandsgroRen ist in Abbildung 5.12 dargestellt. Hier wird ersichtlich, dass die Biomassekonzentration
im Satzprozess mit ,BG11 Biomass“-Medium verglichen mit dem Satzprozess mit ,,BG11+“-Medium
um 60 % gesteigert werden konnte. Die Raum-Zeit-Ausbeuten beider Satzprozesse waren mit
0,7740,02 germ L1 d? fiir ,,BG11+“ und 0,79+0,02 germ L2 d? vergleichbar. Die mit exponentieller
Regression angendherten Wachstumsraten in den ersten drei Tagen der Prozesse lagen in einer
dhnlichen GroRRenordnung, wobei sie tendenziell im Satzprozess mit ,,BG11 Biomass“-Medium leicht

hoéher waren.
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Abbildung 5.12: Vergleich der maximalen Raum-Zeit-Ausbeute der Biomasse (A), der maximal erreichten
Biotrockenmassekonzentration (B), der Wachstumsraten an den Prozesstagen 1-3 (C), des maximalen B-Carotin-
Gehalts (D) sowie der maximal erreichten [B-Carotin-Konzentration (E) in Satzprozessen in Flachplatten-
Photobioreaktoren bei pH 8,5 unter Anwendung von Licht- und Temperaturverlaufen des 15. Juni 2012 (Almeria,
Spanien) mit einer Salzsteigerung von 35-110 g L'* NaCl. Bei den verwendeten Medien handelte es sich um
,BG11+“- (hellgrau) und ,BG11 Biomass“-Medium (dunkelgrau). Die Fehlerbalken wurden mithilfe der
Gauld’schen Fehlerfortpflanzung aus technischen Triplikaten ermittelt.

Im Gegensatz zu Verbesserungen des Wachstums fiihrte eine Verwendung des ,BG11 Biomass“-

Mediums zu einer Verringerung der maximalen B-Carotin-Konzentration um 40 %. Der maximal
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erreichte B-Carotin-Gehalt lag mit 3,0 mg gsrm™* zwar im gleichen Intervall wie unter Verwendung von

,,BG11+“-Medium, allerdings wurde der Gehalt nicht liber die gesamte Prozesszeit gehalten.
Diskussion

Beim Vergleich zweier Satzprozesse mit den beiden unterschiedlichen Medien konnte gezeigt werden,
dass die Nahrstoffzusammensetzung einen starken Einfluss auf Wachstum und B-Carotin-Produktion
mit D. salina CCAP19/18 hat. Die maximal erreichten Raum-Zeit-Ausbeuten der Biomasse waren in
beiden Satzprozessen trotz unterschiedlicher Nahrstoffverfligbarkeit vergleichbar und kénnten so auf
eine Lichtlimitierung hindeuten. Trotzdem lagen sie mehr als 50mal so hoch, wie bisher veréffentlichte
Raum-Zeit-Ausbeuten von 15 mggmm L2 d'? in Flachplatten-Photobioreaktoren bei photoautotrophen
Bedingungen (Khadim et al., 2018). Die bisher hochsten veréffentlichten Raum-Zeit-Ausbeuten von
D. salina-Biomasse lagen mit 0,54 ggrm L2 d* um 31 % niedriger als in der vorliegenden Arbeit und

wurden in Rohrreaktoren mit CO,-Zufuhr und 12 h/12 h-Tag-Nacht-Zyklen erreicht (Kim et al., 2012).

Die maximale volumetrische B-Carotin-Produktivitdt von 2,9 mg L d** wurde im Prozess mit ,,BG11+“-
Medium erreicht, in dem auch die maximale B-Carotin-Konzentration gemessen werden konnte. Uber
die gesamte Prozesszeit gesehen lag die volumetrische B-Carotin-Produktivitit bei 1,7 mg L d%. In der
Literatur wurde nach einer 10-tdgigen Stressphase ebenfalls (iber den gesamten Prozess eine B-
Carotin-Produktivitit von 1,7 mg L d? erreicht, wobei das Maximum bei 1,9 mg L' d! lag (Shaker et
al., 2017). Unter Verwendung eines Blasensdulenreaktors konnte eine volumetrische B-Carotin-

Produktivitit von 5 mg L d? erreicht werden (Wu et al., 2016).

Ein moglicher Grund fur die Abnahme des B-Carotin-Gehaltes in den Zellen kénnte eine
Lichtlimitierung sein, die im Folgenden naher betrachtet werden soll. Zum anderen kdnnte die
Stabilisierung des B-Carotin-Gehalts lGber die Prozesszeit im Satzprozess mit ,,BG11+“-Medium von der
unterschiedlichen Medienzusammensetzung kommen. Verglichen mit dem ,BG11 Biomasse“-Medium

kénnte hier ein Mangel an Phosphat, Ammoniumeisencitrat oder MgS0O, verantwortlich sein.

5.6 Einfluss der Lichtverflgbarkeit auf Wachstum und B-Carotin-Bildung

Um die Hypothese einer Limitierung der Lichtverfligbarkeit zu tberpriifen, wurde untersucht, ab
welcher Biotrockenmassekonzentration eine Lichtlimitierung zu erwarten ist. Dazu musste zunachst
ein geeignetes Modell zur Lichtabschwdchung mit D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-
Photobioreaktoren identifiziert werden. Zur Ermittlung des Extinktionskoeffizienten bei

unterschiedlichen Eingangsphotonenflussdichten bot es sich an, die relative Photonenflussdichte

_1®

rel =100 statt der Photonenflussdichte nach Austritt aus dem Medium I(t) (vgl. Kapitel 4.4.1-4.4.2)
0
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zu verwenden (vgl. Gleichung 3.17). Die graphische Darstellung von I,..; als Funktion der Biotrocken-
massekonzentration cy der Satzprozesse mit den beiden verwendeten Medien ,BG11+“ und ,,BG11
Biomass“ sowie deren Beschreibung mit unterschiedlichen Lichtabschwachungsmodellen ist in

Abbildung 5.13 gezeigt.

Die ermittelten Extinktionskoeffizienten sowie die zugehodrigen Grenzen des 95 %-Konfidenzintervalls
aus den dargestellten Satzprozessen sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst. Zusatzlich wurden Standard-
abweichungen der ermittelten Modellparameter, Fehlerquadratsummen und BestimmtheitsmaR

ermittelt und zum Vergleich der Modelle genutzt.
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Abbildung 5.13: Darstellung der relativen Photonenflussdichte I.,; = % (vgl. Kapitel 4.4.2) in Abhangigkeit der
0

Biotrockenmassekonzentration cy. Die relative Photonenflussdichte und die korrespondierende Biotrocken-
massekonzentration wurden mit ,,BG11+”-Medium (hellgrau) und ,BG11 Biomass“-Medium (dunkelgrau) in
Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren bei pH 8,5, einer Salzsteigerung von 35-110 g L™* NaCl bei Licht-
und Temperaturverldufen des 15. Juni 2012 (Almeria, Spanien) erfasst und mit Lichtabschwachungsmodellen
(durchgezogene Linie) interpoliert. Bei den verwendeten Modellen handelte es sich um ein nach Havel
modifiziertes Lambert-Beer-Gesetz (A, D, Gleichung 3.17), das Lambert-Beer-Gesetz (B, E, Gleichung 3.16) sowie
Reynolds und Pacala (C, F, Gleichung 3.18). Die 95 %-Konfidenzintervalle sind kaum sichtbar (gestrichelte Linie).

Die Datensatze beider Satzprozesse wiesen fiir das Lichtabschwachungsmodell nach Havel das héchste
BestimmtheitsmaR auf (R? > 0,93). Dariiber hinaus lagen die Fehlerquadratsummen niedriger als die
der anderen Modelle. Auch die Standardabweichung der Extinktionskoeffizienten lag fiir das Modell

nach Havel niedriger (SD < 0,04). Das lasst darauf schlieBen, dass das Lichtabschwédchungsmodell nach
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Havel fiir Satzprozesse mit D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Photobioreaktoren am besten geeignet

ist.

Aus den Messdaten in Abbildung 5.13 wird ersichtlich, dass bei einer Biotrockenmassekonzentration
von etwa 3 gsmm L in Satzprozessen bei unterschiedlicher Nihrstoffzusammensetzung nach 2 cm
Algensuspension nahezu kein Licht mehr austritt. Nach dem Lichtabschwachungsmodell nach Havel

werden 99 % des Lichts bereits bei Biomassekonzentrationen von 2,7-2,9 getw L absorbiert.

Tabelle 5.1: Geschatzte Extinktionskoeffizienten € mit Untergrenze (unteres €) und Obergrenze (oberes €) des
95 % Konfidenzintervalls verschiedener Lichtabschwachungsmodelle nach Gleichungen 3.16-3.18. Die
Bestimmung erfolgte mit Matlab aus den in Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren mit D. salina
CCAP19/18 unter Verwendung von ,BG11+”- und ,BG11 Biomass”-Medium erfassten relativen Photonen-

flussdichten I.,; = % (vgl. Kapitel 4.4.2) und Biotrockenmassekonzentrationen cy (Standardabweichung SD,
0

Fehlerquadratsumme SSE, BestimmtheitsmaR R?).

95 % Konfidenzintervall
Bedingungen Modell € SD unteres € oberes € SSE R?
Cm—l g-O,S LO,S
»,BG11+“ Havel 1,40 0,02 1,35 1,45 2,37 09
pH 8,5 Lambert Beer 2,06 0,10 1,88 2,25 10,74 0,71
3,5-110 g L'* NaCl Reynolds-Pacala 6,89 0,41 6,08 7,69 4,69 0,87
»BG11 Biomass” Havel 1,35 0,04 1,28 1,43 3,15 0,93
pH 8,5 Lambert Beer 2,30 0,10 2,10 2,49 6,83 0,84
3,5-110 g L'* NaCl | Reynolds-Pacala |5,77 0,38 5,03 6,50 4,33 0,90

Zusatzlich zu nahezu vollstandiger Absorption der Photonenflussdichte bei hohen Zelldichten kann bei
niedrigen Zelldichten Lichtinhibierung auftreten. Zur Identifikation einer geeigneten Licht-
verfligbarkeit, bei der weder Lichtlimitierung noch -inhibierung auftritt, musste aufgrund der
Anwendung von Tagesganglinien von Licht und Temperatur und damit verbundenen gleichbleibenden
Dynamiken der Eingangsphotonenflussdichten die Animpfdichte in den Satzprozessen variiert werden.
Daher wurden Satzprozesse mit verschiedenen Animpfdichten zwischen 0,01-0,50 gsmw L™ bei pH 8,5
mit ,BG11+“-Medium und steigender Salzkonzentration (35-110 g L) durchgefiihrt, um mit durch
Biomasse-bedingter variabler Lichtabsorption in der Algensuspension einen breiten Bereich der
Lichtverflgbarkeit abzudecken. Die ermittelten Wachstumskurven sind in Abbildung 5.14 zusammen-

gefasst.

Bei sehr niedrigen Animpfdichten < 0,03 ggrm L™t war zu Beginn der Prozesse bei einer Schichtdicke von
2cm nur eine sehr langsame Zunahme der Biotrockenmassekonzentration zu beobachten. Die
Satzprozesse mit den héchsten Animpfdichten > 0,37 gstm L™ wiesen hingegen bereits direkt zu Beginn

der Prozesszeit eine starke Biomassezunahme auf.
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Abbildung 5.14: Satzprozesse in Flachplatten-Photobioreaktoren mit D. salina CCAP19/18 bei pH 8,5, einer
steigenden Salinitdt von 35-110 g L'! NaCl unter Anwendung von Tagesganglinien von Licht und Temperatur
(15. Juni 2012, Almeria, Spanien). Die Satzprozesse wurden mit Animpfdichten von 0,010 gstm L™ (A), 0,03 gatm L
(B), 0,06 gstm L™ (C), 0,10 gstm L™ (D), 0,37 getm L™ (E) und 0,50 germ L™ (F) inokuliert. Die grau hinterlegte Flache
markiert den Zeitraum, in dem tageweise Wachstumsraten bestimmt wurden.

Aus den Biotrockenmassekonzentrationen und den zugehorigen relativen Photonenflussdichten der
gezeigten Satzprozesse mit unterschiedlichen Animpfdichten wurde mit dem modifizierten Lambert-

Beer-Gesetz nach Havel der Extinktionskoeffizient ermittelt (Abbildung 5.15).

0,6
0,4
0,2
0,0
0 1 2 3 4
Cro B L™
Abbildung 5.15: Die relative Photonenflussdichte .., = % in Abhangigkeit der Biotrockenmassekonzentration
0

aus Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren mit D. salina CCAP19/18 (pH 8,5, Salzsteigerung von 35-
110 g L}, Tagesganglinien nach Almeria, Spanien) mit unterschiedlichen Animpfdichten. Der Verlauf der relativen
Photonenflussdichte wurde mit dem nach Havel modifizierten Lambert-Beer-Gesetz interpoliert (durchgezogene
Linie). Das 95 %-Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) ist eingezeichnet. Der so identifizierte Extinktions-
koeffizient war 1,54+0,03 cm™ g5 L% (R?=0,88).
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Der daraus ermittelte Extinktionskoeffizient lag bei 1,54+0,03 cm™ g L. Dieser wurde zusammen
mit den exponentiellen Wachstumsraten, die fir jeden Tag unter der Annahme exponentiellen
Wachstums im grau hinterlegten Bereich in Abbildung 5.14 gesondert nach Gleichung 3.4 bestimmt
wurden, zur Berechnung der mittleren integralen Photonenflussdichte genutzt. Der so errechnete
Zusammenhang zwischen exponentiellen Wachstumsraten und mittlerer integraler Photonenfluss-

dichte ist in Abbildung 5.16 gezeigt.
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Abbildung 5.16: Zusammenhang zwischen experimentell ermittelten, exponentiellen Wachstumsraten und
mittleren integralen Photonenflussdichten in Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren mit D. salina
CCAP19/18 bei pH 8,5 und steigendem Salzgehalt bis 110 gL' NaCl mit ,BG11+“-Medium bei Licht- und
Temperaturverlaufen des 15. Juni 2012 in Almeria (Spanien). Die Fehlerbalken resultieren aus der GaulR’schen
Fehlerfortpflanzung anfallender Messfehler (vgl. Kapitel 4.4.3).

Aus der Auftragung der Messdaten wird ersichtlich, dass die maximalen Wachstumsraten mit 2,6 d*
bei mittleren integralen Photonenflussdichten im Bereich von 400-750 umol m?s?® auftraten.
Niedrigere mittlere integrale Photonenflussdichten flihrten zu einer Lichtlimitierung, wahrend héhere
Photonenflussdichten eine Lichtinhibierung bewirken, so dass die Wachstumsrate bei etwa

1100 umol m2 s? auf die Halfte des Maximums reduziert war.

Zur mathematischen Beschreibung der Wachstumsrate als Funktion der mittleren integralen
Photonenflussdichte wurden verschiedene Inhibitionskinetiken verglichen. Da bei hohen Biotrocken-
massekonzentrationen und damit verbundenen niedrigen mittleren integralen Photonenflussdichten
kein exponentielles Wachstum beobachtet werden konnte, wurde eine minimale mittlere integrale
Photonenflussdichte I,,;,, eingefiihrt, ab der exponentielles Wachstum auftrat. Dieser Zusammenhang

kann mathematisch nach Gleichung 5.1 beschrieben werden.
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0 fiir '™ < I
N = o pus e e Gleichung 5.1
#( ) f(l - Imin furl = min &
wu: spezifische Wachstumsrate, h*
I mittlere integrale Photonenflussdichte, pmol m2 s

Iy fur exponentielles Wachstum mind. notwendige Photonenflussdichte, pmol m2 s

f(D): Inhibitionskinetik nach Gleichungen 3.6-3.11

Fir die Abbildung von Inhibitionskinetiken (ibliche Modelle sind in Gleichung 3.6-3.11 beschrieben. Die
Interpolation der verschiedenen Modelle auf die Wachstumsraten in Abhangigkeit der mittleren
integralen Photonenflussdichte ist in Abbildung 5.17 gezeigt. Da die Modelle nach Webb und Andrews
nicht zur Interpolation der Messwerte geeignet waren, werden diese im Folgenden nicht dargestellt.
Die geschatzten Parameter mit Standardabweichungen sowie die Summe der quadratischen

Restabweichungen sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.
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Abbildung 5.17: Darstellung der taglich in Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren (Salinitats-
steigerung: 35-110 g LY, dynamische Temperatur- und Lichtverldufe des 15. Juni 2012 in Almeria, Spanien)
ermittelten exponentiellen Wachstumsraten in Abhangigkeit der mittleren integralen Photonenflussdichte. Die
Datenpunkte (graue Quadrate) wurden mit verschiedenen Modellen der Lichtinhibierung abgebildet (schwarze
Linie) und mit 95 %-Konfidenzintervallen (gepunktete Linie) dargestellt. Bei den verwendeten Modellen handelt
es sich um Lichtinhibierungsmodelle nach Aiba-Edwards (A), Yano-Koga ,R‘ (B), Pfaffinger (C) und Yano-Koga ,F
(B), die in den Gleichungen 3.6-3.11 zusammengefasst sind.
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Zur Begrenzung flr die Parameterschatzung wurde mit Beobachtung der maximalen empirisch

ermittelten Wachstumsrate bei etwa 500 pumol m s folgende Annahme getroffen:
Ly, <250 pmolm™2s71 < Kg < 500 pmol m™2s71 < K;

Die Summe der quadratischen Restabweichung war fir alle geschatzten Modelle sehr dhnlich. Der
geschatzte Parameter K, stiell bei der Parameterschatzung mit den Lichtinhibierungsmodellen nach
Pfaffinger und Yano-Koga ,F* an die vorgegebene untere Grenze von 500 umol m* s, Der Parameter
Ks stiell sowohl bei der Parameterschatzung mit den Lichtinhibierungsmodellen nach Pfaffinger und
Yano-Koga ,R’ an die vorgegebene untere Grenze von 250 pumol m?2 s, Die Standardabweichungen
aller geschatzten Parameter lagen sehr hoch. Sowohl die Parameter, die bei der Schatzung an die
vorgegebenen Grenzen stofRen, als auch die Standardabweichungen, die héhere Werte besitzen als

der Parameter, sind in Tabelle 5.2 fett markiert.

Somit scheint das Lichtinhibierungsmodell nach Aiba-Edwards im Rahmen der Beobachtungs-
genauigkeit am besten fiir die mathematische Beschreibung der Abhangigkeit der Wachstumsrate von
der mittleren integralen Photonenflussdichte geeignet zu sein. Die mit diesem Inhibitionsmodell
optimale Wachstumsrate liegt mit 2,36 d! bei einer mittleren integralen Photonenflussdichte von
550 umol m? s'? wihrend der exponentiellen Wachstumsphase. Fiir exponentielles Wachstum muss
die mittlere integrale Photonenflussdichte 233 pmol m? s (berschreiten. Die Sattigungskonstante
wurde mit 277 umol m? s identifiziert, die Inhibierungskonstante lag bei 674 umol m?2s? bei den
untersuchten Tagesganglinien von Licht und Temperatur (15. Juni 2012, Almeria, Spanien).

Tabelle 5.2: Zusammenfassung der bei der Beschreibung der Datenpunkte durch Lichtinhibierungsmodelle
geschatzten Parameter, deren Standardabweichungen und die Summe der quadratischen Restabweichungen bei
Normierung auf den Fehler der spezifischen Wachstumsraten (SQR). pumax: maximale Wachstumsrate, Ki:

Inhibierungskonstante, Ki2: zweite Inhibierungskonstante (Yano-Koga ,F‘), Ks: Sattigungskonstante, @:
Sensitivitatsfaktor (Pfaffinger), B: empirischer Faktor (Webb).

Mmax dumax Ki dK; Ko dKz Ks dKs |min** dlmin** (0 d(P SQR

d? pumol m2s? umol m?2s?t -
Aiba-Edwards | 7,1 6,9:674 339 - - 277 440 233 50 - -i 71
Yano-Koga'R'| 4,8 4,5:625 355 - - 250 551 203 113 - -1 73
Pfaffinger 5,4 18,8 500 1881 - - 250 1408 224 106:1,5 2,4; 71
Yano-Koga 'F' 6,7 31,8500 4965 759 582 317 2199 225 103 - -1 71

Wird nun die Verteilung der Photonenflussdichte im Flachplatten-Photobioreaktor (iber die
Schichtdicke von 2 cm betrachtet, ergibt sich mit verschiedenen Biotrockenmassekonzentrationen und
einer im Mittel tagsiiber auftretenden Eingangsphotonenflussdichten von 1135 pmol m s folgender
Zusammenhang (Abbildung 5.18). Liegt die Photonenflussdichte < Ks kann von Lichtlimitierung

gesprochen werden.
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Abbildung 5.18: Ortsabhangiger Verlauf der Photonenflussdichte nach dem Lichtabschwachungsmodell nach
Havel (& = 1,54+0,03 cm™ g% L) im Flachplatten-Photobioreaktor bei einer tagsiiber im Mittel vorliegenden
Eingangsphotonenflussdichte von 1135 umol m?2 s (15. Juni 2012, Almeria, Spanien) iiber eine Schichtdicke von
2cm bei Zellsuspensionen mit Biotrockenmassekonzentrationen von 0,5 gstm L (durchgezogene Linie),
1,0 getm L (gestrichelte Linie) und 3 germ L? (gepunktete Linie). Die graue Linie stellt die Sattigungskonstante bei
277 umol m? st dar.

Bereits bei Biotrockenmassekonzentrationen von 3,0 gsrm L™ liegen etwa 75 % der Zellsuspension in

einem Bereich der Photonenflussdichte < 277 umol m st und sind somit lichtlimitiert.
Diskussion

Durch die Identifizierung eines geeigneten Lichtabschwachungsmodells fir D. salina CCAP19/18 in
Flachplatten-Photobioreaktoren war es moglich, die Biotrockenmassekonzentration zu identifizieren,
ab der das eingehende Licht bei einer Schichtdicke von 2 cm fast vollstandig absorbiert wurde.
Unabhédngig vom verwendeten Medium trat eine Absorption von 99 % fiir die Zellen ab Biotrocken-
massekonzentrationen von etwa 2,9 gstm L auf. Die Satzprozesse mit ,BG11+“- und ,,BG11 Biomass“-
Medium erreichten diese Biotrockenmassekonzentration nach einer Prozesszeit von 5 d. Bei dieser
Biotrockenmassekonzentration wurden bereits 75 % der Mikroalgensuspension mit weniger Photonen
als 277 umol m2 st (Ks) bestrahlt. Dieser Zeitpunkt entspricht dem Erreichen des maximalen B-Carotin-
Gehalts bei Verwendung von ,BG11 Biomass“-Medium. Da die Lichtlimitierung von 75% der
Algenzellen aber bei beiden verwendeten Medien zum gleichen Zeitpunkt eintrat, kann eine
Lichtlimitierung als alleiniger Grund fiir den abnehmenden B-Carotin-Gehalt im Satzprozess mit ,,BG11
Biomass“-Medium ausgeschlossen werden. Das weist darauf hin, dass eine Nahrstofflimitierung
(K2HPQO4, MgS0O,4 und/oder Ammoniumeisencitrat) zum konstant bleibenden B-Carotin-Gehalt in Zellen

aus dem Satzprozess mit ,,BG11+“-Medium fihrt.

Die Identifikation eines Lichtinhibierungsmodells, das die Abhangigkeit der Wachstumsrate von der
mittleren integralen Photonenflussdichte darstellt, war fir D. salina CCAP19/18 bei Einflihrung einer
minimalen Photonenflussdichte, die benoétigt wird, dass exponentielles Wachstum auftritt, im Rahmen

der Beobachtungsgenauigkeit moglich. Die mit dem Inhibitionsmodell nach Aiba-Edwards bestimmte
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optimale mittlere integrale Photonenflussdichte lag bei 550 pmol m2s? und resultierte in einer
optimalen Wachstumsrate von 2,36 d. Zwar kann davon ausgegangen werden, dass unter einer
mittleren integralen Photonenflussdichte von 233 umolm?2s? kein exponentielles Wachstum
beobachtet werden kann, jedoch wies D. salina CCAP19/18 auch bei héheren Biotrockenmasse-
konzentrationen bis zu 12 ggrm L in Flachplatten-Photobioreaktoren bei einer Schichtdicke von 2 cm

noch lineares Wachstum auf.

Unter konstanter Bestrahlung bei 1000 und 1500 pmol m% s wurde bereits gezeigt, dass D. salina eine
sehr hohe Toleranz gegentiber Licht besitzt (Xu et al., 2016). Diese Photonenflussdichte wird pro Tag
fiir ca. 5,5 h bis maximal 1850 pmol m? st (iberschritten. Bei einer auftretenden Lichtinhibierung wire
wahrend der hochsten Photonenflussdichten zur Mittagszeit ein stark inhibiertes Wachstum oder
sogar eine Stagnation der Biotrockenmassekonzentration zu erwarten. Dies wurde jedoch in den
Messdaten nicht beobachtet. Moglicherweise wurde der Einfluss des auf die Kultur treffenden Lichts
also zusatzlich durch den Effekt einer geringen Inokulationsdichte verstarkt. Bereits mit anderen
Mikroorganismen konnte gezeigt werden, dass eine geringe Animpfdichte zu einer Verlangerung der
Verzogerungsphase fiihren kann (Augustin et al., 2000; Robinson et al, 2001). Auch bei
Untersuchungen mit dem Mikroalgenstamm Nannochloropsis gaditana konnte mit statistischer
Versuchsplanung mit den Variablen CO,-Konzentration, Lichtintensitdt und Inokulationsdichte gezeigt

werden, dass die Inokulationsdichte Einfluss auf das Wachstum nimmt (Hallenbeck et al., 2015).

Die hier gezeigte mathematische Beschreibung der Wachstumsrate in Abhangigkeit der mittleren
integralen Photonenflussdichte gilt also flir Satzprozesse unter den beschriebenen Prozess-
bedingungen in Flachplatten-Photobioreaktoren. Fiir eine Malstabsibertragung muss jedoch der

Einfluss der der Inokulationsdichte sowie des Reaktortyps berlicksichtigt und untersucht werden.

5.7 Zweistufige Satzprozesse

Da eine Durchfiihrung zweistufiger Satzprozesse als vorteilhaft fur die Produktion von B-Carotin gilt,
wurde die Biomasse aus den Satzprozessen mit dem hochsten B-Carotin-Gehalt bei steigender Salinitat
in nahrstofflimitiertes ,BG11 Produktion“-Medium Uberfihrt (vgl. Tabelle 4.1). Um zuséatzlich eine
hohe Lichtverfiigbarkeit zu gewahrleisten, wurde die Biotrockenmassekonzentration deutlich
reduziert. Der hochste B-Carotin-Gehalt wurde mit D. salina CCAP19/18 bei einer Salzsteigerung bis
110 g LY NaCl in,,BG11+“-Medium ermittelt. Der Satzprozess mit anschlieRender Produktionsphase ist

in Abbildung 5.19 zusammengefasst.
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Abbildung 5.19: Verlauf von Salinitat (A), Biotrockenmassekonzentration (B), B-Carotin-Gehalt (C) und B-Carotin-
Gehalt (D) in einem Satzprozess bei Salzsteigerung bis 110 gL mit ,BG11+“-Medium bei pH 8,5 in der
Wachstumsphase. Der Ubergang in die Produktionsphase erfolgte durch Zentrifugation der Zellen nach 15,2 d
(schwarze, gestrichelte Linie) und Resuspendieren mit verringerter Biotrockenmassekonzentration in frischem
Medium. Die Salinitit betrug in dieser Phase 110 g L'}, das verwendete Medium war ein limitiertes ,BG11“-
Medium (vgl. Tabelle 4.1) und der pH entsprach dem der Wachstumsphase.

Bis zu einer Prozesszeit von etwa 4 d stieg die Salinitdt mit der vorgegebenen Steigung bis 110 g L
NaCl. Im Anschluss wurde sie sowohl in der Wachstums- als auch in der Produktionsphase bei 110 g L
NaCl konstant gehalten. Nach Erreichen der stationdren Phase im Wachstumsmedium mit einer
Biotrockenmassekonzentration von 8,0 gsrm L™ wurde diese auf 1 ggrm L™ zu Beginn der Produktions-
phase verdiinnt. Durch das verwendete limitierte ,,BG11 Produktion“-Medium wurde in der
Produktionsphase nur noch wenig Wachstum beobachtet. Es wurden maximal 2,5 getm L? erreicht,
wobei zunachst lineares Wachstum vorlag , das ab einer Prozesszeit von 25,8 d stationar blieb. Die B-
Carotin-Konzentration betrug am Ende der stationidren Phase 24,8 mg L. Nach der Uberfiihrung der

Zellen in n3hrstofflimitiertes Medium nahm die B-Carotin-Konzentration sehr stark bis 1,3 mg L' ab. In
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den ersten drei Tagen nach der Uberfiihrung der Zellen in limitiertes Medium (16,8-18,8 d) veranderte
sich die B-Carotin-Konzentration nicht. Im Anschluss konnte eine erhéhte Bildung von B-Carotin
beobachtet werden. Dabei wurden nach einer Prozesszeit von 32 d maximal 14,6 mg L B-Carotin
erreicht. Nach der Verdiinnung der Zellsuspension war zunachst eine Abnahme des B-Carotin-Gehalts
zu sehen. Der relativ konstante pB-Carotin-Gehalt zwischen 2,5-3,5mgL? wéahrend der
Wachstumsphase konnte dann jedoch zum Ende der Produktionsphase auf 6,0 mg gsrv! gesteigert

werden.
Diskussion

In einem zweistufigen Satzprozess konnte gezeigt werden, dass durch die Verdanderung der Kul-
tivierungsbedingungen eine Verdopplung des B-Carotin-Gehalts der Zellen moglich ist. Die zunachst
nach Verdinnung der Zellsuspension auftretende Verringerung des B-Carotin-Gehalts war unerwartet.
Monte et al. (2020) stellten fest, dass Zellen mit erh6htem B-Carotin-Gehalt aufgrund ihrer héheren
Anfalligkeit fur Scherkrafte eine Ernte unter schonenderen Bedingungen erforderten. Diese erhohte
Schersensitivitat konnte dazu gefiihrt haben, dass gerade die Zellen mit hohem B-Carotin-Gehalt durch
die Zentrifugation vor Uberfiihrung in die Produktionsphase geschadigt wurden und so ein Verlust an
B-Carotin beobachtet wurde. Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration erfolgte lber eine
Korrelation zwischen Triibung (optischer Dichte bei 750 nm) und Biotrockenmassekonzentration.
Daher ist eine Uberschitzung der Biotrockenmassekonzentration als Grund fiir den Abfall des B-
Carotin-Gehalts auszuschlieRen. Als Ursache kdnnte zudem ein Abbau des B-Carotins in den Zellen
nach Zentrifugation und Resuspendieren in limitiertes Medium sein. Um dies mit Bestimmtheit zu

bestatigen, misste jedoch direkt nach Resuspendieren eine B-Carotin-Messung durchgefiihrt werden.

Durch eine Verringerung der Biotrockenmassekonzentration in der Zellsuspension bei gleichbleibender
Eingangsphotonenflussdichte wurde eine Erhéhung der Lichtverfiigbarkeit angestrebt. Zwar wurde
bereits vorher gezeigt, dass eine geringe Lichtverfligbarkeit nicht allein flir die Verringerung des B-
Carotin-Gehalts in D. salina CCAP19/18 verantwortlich ist, allerdings wurde ab einer Biotrocken-
massekonzentration von 3 gstm L keine weitere Steigerung des B-Carotin-Gehalts beobachtet (vgl.
Kapitel 5.6). Dartiber hinaus wurde bereits gezeigt, dass mit D. salina bei erhdhter Lichtverfiigbarkeit
(1400 pmol m2s?) ein Anstieg der B-Carotin-Produktion erreicht werden kann (Lamers et al., 2010).
Die maximale Eingangsphotonenflussdichte der hier gezeigten Ergebnisse lag somit Uber der
Lichtstarke, die bei konstanter Bestrahlung eine Erhohung der B-Carotin-Konzentration ausloste.
Allerdings variierte die Eingangsphotonenflussdichte bei den hier verwendeten Lichtbedingungen des
15. Juni 2012 (Almeria, Spanien) stark (iber den Tagesverlauf. Moglicherweise reichte eine kurzfristige
Uberschreitung der kritischen Lichtverfiigbarkeit nicht aus, sondern eine dauerhafte Erhéhung wire

notwendig. Zusatzlich zum Einfluss des Lichts sind verschiedene Nahrstofflimitierungen bekannt, die
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eine Erhohung der PB-Carotin-Konzentration unterstiitzen. Dazu zahlen Stickstoff-, Phosphat-,
Schwefel-, Eisen- und Manganlimitierungen (Lamers et al., 2012; Marin et al., 1998; Morowvat &

Ghasemi, 2016; Shaker et al., 2017).

Aus dem hier durchgefiihrten Satzprozess lasst sich schlieSen, dass eine Kombination aus Phosphat-
limitierung, Nitratlimitierung und/oder erhéhter Lichtverfligbarkeit eine Verdopplung des B-Carotin-
Gehalts in D. salina CCAP19/18 nach sich zieht. Um bestatigen zu kénnen, welche Kombination an
Néahrstofflimitierung und Lichtstress am besten fiir die Produktion von B-Carotin geeignet ist, missten

allerdings weitere Versuche mit unterschiedlichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt werden.
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6 Untersuchungen mit D. salina CCAP19/18 in Flachgerinnereaktoren

Die Herstellung von D. salina findet im technischen Mafstab (iblicherweise in Teichen oder Raceway
Ponds statt. Da in dieser Art von Photobioreaktor hohe Schichtdicken und damit verbunden niedrige
Lichtverfligbarkeiten vorliegen, ist die erreichbare Biotrockenmassekonzentration stark eingeschrankt.
Flachgerinnereaktoren kénnen durch ihre geringere Schichtdicke von 0,6 cm héhere mittlere integrale
Photonenflussdichten beglinstigen und stellen daher eine Alternative zu den bisher verwendeten
Photobioreaktoren dar. Um deren Eignung fiir die Herstellung von D. salina zu untersuchen, werden

im Folgenden Satzprozesse mit dem zuvor ausgewahlten Stamm D. salina CCAP19/18 beschrieben.

6.1 Satzprozesse in Flachgerinnereaktoren

Um zu uberprifen, ob D. salina CCAP19/18 in Flachgerinnereaktoren Wachstum aufweist, wurden
vergleichende Satzprozesse in Flachplatten-Photobioreaktoren und Flachgerinnereaktoren
durchgefiihrt. Die Satzprozesse fanden bei einer Salinitdt von 75 g L'* NaCl, pH 7,5 und dem Tem-
peraturverlauf des 15. Juni 2012 in Almeria (Spanien) mit ,,BG11 2N 2P“-Medium statt (vgl. Tabelle
4.1). Durch die geringere Schichtdicke von 0,6 cm der Flachgerinnereaktoren liegt in diesem
Reaktortyp bei gleicher Biotrockenmassekonzentration eine hohere Lichtverfiigbarkeit vor als in
Flachplatten-Photobioreaktoren (Schichtdicke: 2 cm). Gilt fir D. salina CCAP19/18 in beiden Reaktoren
das gleiche Lichtabschwachungsmodell nach Havel (vgl. Gleichung 3.17) mit demselben spezifischen
Extinktionskoeffizienten (&=1,54+0,03 cm™g%° L%, Abbildung 5.15), zeigt die mittlere integrale
Photonenflussdichte I* zur Mittagszeit bei der hochsten Eingangsphotonenflussdichte
(Io= 1850 umol m?2s?) die in Abbildung 6.1 dargestellte Abhingigkeit von der Biotrockenmasse-

konzentration.

-1
Cxs Brrm L

Abbildung 6.1: Mittlere integrale Photonenflussdichte in Abhangigkeit der Biotrockenmassekonzentration von
D. salina CCAP19/18 bei der zur Mittagszeit (15. Juni 2012, Almeria, Spanien) maximal auftretenden
Eingangsphotonenflussdichte von 1850 pmol m2 s (gepunktete Linie) in Flachplatten-Photobioreaktoren mit
einer Schichtdicke von 2 cm (durchgezogene Linie) und Flachgerinnereaktoren mit einer Schichtdicke von 0,6 cm
(gestrichelte Linie). Zur Berechnung wurde das Lichtabschwachungsmodell nach Havel (Gleichung 3.17) mit dem
spezifischen Extinktionskoeffizienten ¢ = 1,54+0,03 cm™ g%° L% (Abbildung 5.15) verwendet.



Ergebnisse und Diskussion 95

Daraus wird ersichtlich, dass bei einer Eingangsphotonenflussdichte von 1850 pmol m?s? die
Lichtverfiigbarkeit im Flachgerinnereaktor bei Biotrockenmassekonzentrationen zwischen 1-2 ggmv L
bis zu mehr als doppelt so hoch ist wie in Flachplatten-Photobioreaktoren. Um eine Lichtinhibierung
der Zellen zu Beginn des Satzprozesses in Flachgerinnereaktoren zu verhindern, wurde die Eingangs-

photonenflussdichte daher reduziert.

Der Vergleich der Wachstumskurven von D. salina CCAP19/18 sowie der Verlaufe der Salinitat ist in
Abbildung 6.2 zusammengefasst. Da keine Korrelationen zwischen Biotrockenmassekonzentration und
optischer Dichte bei den Satzprozessen in Flachgerinnereaktoren vorlagen, werden im Folgenden die
Verlaufe der optischen Dichte bei 750 nm als Vergleich herangezogen. Zur Berechnung der im
Flachgerinnereaktor vorliegenden mittleren integralen Photonenflussdichte wurde der nach Gleichung
4.14 bestimmte Korrelationsfaktor von optischer Dichte bei 750 nm und Biotrockenmassekon-
zentration (fy=0,6 germ L) in Flachplatten-Photobioreaktoren bei den gleichen Prozessbedingungen
verwendet. Dies ist als Annaherung zu verstehen, die zur Vermeidung von Lichtinhibierung wahrend
der Satzprozesse geeignet ist. In beiden Satzprozessen blieb die Salinitdt konstant bei den

vorgegebenen 75 g L't NaCl.

Die Wachstumskurve des Satzprozesses im Flachplatten-Photobioreaktor wies Wachstum ohne
anfangliche Verzogerungsphase auf. Die exponentielle Wachstumsphase endete nach einer
Prozesszeit von 3,5 d. Nach 6,4 d des anschlieBenden linearen Wachstums wurde eine maximale

optische Dichte OD7s0nm von 3,9 erreicht.

Um eine Lichtinhibierung der Zellen zu Beginn des Satzprozesses im PilotmaRstab zu verhindern, wurde
die Eingangsphotonenflussdichte in den ersten sieben Tagen auf 10 % der urspriinglichen Klimadaten
reduziert und lag bei einem Maximum von 185 umol m s, Die so bei einer Schichtdicke von 0,6 cm
und einer Biotrockenmassekonzentration von 0,3 getm L zur Mittagszeit erreichte, maximale mittlere
integrale Photonenflussdichte von 150 pmol m?2s? schlieBt eine Inhibierung durch Licht aus.
Verglichen mit dem Satzprozess im Flachplatten-Photobioreaktor wies die Wachstumskurve von
D. salina CCAP19/18 im Flachgerinnereaktor eine sehr lange Verzdgerungsphase von 5 d auf. Aufgrund
der niedrigen mittleren integralen Photonenflussdichte ware langsames Wachstum zu erwarten. Die
Stagnation bzw. leichte Abnahme der optischen Dichte OD7s0nm von 0,4 auf 0,3 ist dadurch allerdings
nicht erklarbar. Nachdem im Anschluss an die Verzégerungsphase eine Steigerung der optischen
Dichte OD7s0nm auf 0,65 beobachtet werden konnte, wurde die Eingangsphotonenflussdichte auf 50 %
des Lichtverlaufs von Almeria (Spanien) erhoht. Die maximal zur Mittagszeit erreichte mittlere
integrale Photonenflussdichte betrug bei der Eingangsphotonenflussdichte von 930 umol m?2s? und
einer Biotrockenmassekonzentration von 0,39 germ L bei der auftretenden Schichtdicke von 0,6 cm

etwa 710 pmol m2 s, Auch bei dieser Photonenflussdichte wurde im Flachplatten-Photobioreaktor
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Wachstum beobachtet, so dass eine Lichtinhibierung ausgeschlossen wurde. Die Wachstumsphase
dauerte bis zu einer Prozesszeit von 9,4 d an. Danach wurde nur noch leichtes Wachstum beobachtet,

bis nach einer Prozesszeit von 15 d eine maximale optische Dichte ODssonm von 1,8 erreicht wurde.

Flachplatten-Photobioreaktor  Flachgerinnereaktor
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Abbildung 6.2: Verlauf der Salinitat (A, B) und der optischen Dichte bei 750 nm (C, D) in Satzprozessen im
Flachplatten-Photobioreaktor (hellgrau) sowie im Flachgerinnereaktor (dunkelgrau) mit D. salina CCAP19/18
Uber die Prozesszeit. Die Durchfiihrung der Satzprozesse erfolgte bei pH 7,5, einer Salinitdt von 75 g L'* NaCl und
Temperaturverlauf aus Almeria (Spanien) mit ,BG11 2N 2P”-Medium. Die Eingangsphotonenflussdichte im
Satzprozess im Flachgerinnereaktor lag zwischen 10-50 % der in Almeria gemessenen Eingangsphotonen-
flussdichte, die im Flachplatten-Photobioreaktor angewendet wurde.

Diskussion

Mit dem im Flachgerinnereaktor durchgefiihrten Satzprozess konnte gezeigt werden, dass Wachstum
von D. salina CCAP19/18 in Flachgerinnereaktoren maoglich ist, wenn die Photonenflussdichte gering-
gehalten wird. Bereits in vorher am Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik der Technischen Universitat
Minchen bearbeiteten Fragestellungen wurde gezeigt, dass verschiedene Algenstdamme in diesem
Reaktortyp produziert werden kénnen (Apel, 2017; Koller, 2017; Pfaffinger, 2017). Entgegen der
Ergebnisse mit Nannochloropsis salina (Apel, 2017; Pfaffinger, 2017) wurde jedoch eine deutlich
langere Verzogerungsphase des Wachstums zu Beginn der Prozesse beobachtet. Zusatzlich wurden
geringere optische Dichten erreicht als in Flachplatten-Photobioreaktoren. Aufgrund der starken
Unterschiede in Aufbau, Betrieb und Geometrie der Flachgerinnereaktoren zu den Flachplatten-
Photobioreaktoren kdnnen verschiedene Faktoren einen negativen Einfluss auf das Wachstum haben.
Ein Vergleich der unterschiedlichen geometrischen Eigenschaften und des volumetrischen

Leistungseintrags ist in Tabelle 6.1 dargestellt. Der volumetrische Leistungseintrag wurde nach
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Gleichung 3.1 unter Vernachldssigung der Blasenbildung berechnet. Bei einer Salinitdt von 75 g L™ im
Medium lag der volumetrische Leistungseintrag somit bei etwa 80 W m3. Die Berechnung des
volumetrischen Leistungseintrags des Flachgerinnereaktors (V = 65 L) erfolgte mit Gleichung 3.2. Der
Volumenstrom betrug 2,4 L s, die H8hendifferenz 1,4 m und die Dichte entsprach der von 75 gL
Salzlésung.

Tabelle 6.1: Vergleich der geometrischen Eigenschaften sowie des volumetrischen Leistungseintrags

(Berechnung nach Gleichungen 3.1-3.2) der verwendeten Flachplatten-Photobioreaktoren und der eingesetzten
Flachgerinnereaktoren.

Eigenschaften El:gr:;ia;:::;(tor Flachgerinnereaktor
Geometrie:
Schichtdicke 2cm 0,6 cm
photosynthetisch aktive Fliche 0,09 m? 8 m?
Arbeitsvolumen 1,8L 65L
Oberfliche/Volumen-Verhiltnis 50 m? 120 m?
Volumetrischer Leistungseintrag 80Wm?3 530 Wm?3

Einerseits liegt durch die verringerte Schichtdicke von 0,6 cm im Flachgerinnereaktor eine hoéhere
Lichtverfligbarkeit fir die Zellen vor. Aus der hochsten, zur Mittagszeit vorliegenden Eingangs-
photonenflussdichte von 1850 umol m? s?, einem Extinktionskoeffizienten von 1,54 cm™ g%° L% (vgl.
Kapitel 5.6) und einer minimalen Biotrockenmassekonzentration von 0,3 ggrm L™ lieR sich die maximal
auf die Zellen wirkende mittlere Photonenflussdichte errechnen. Bei der um die Mittagszeit auf-
tretenden, maximalen Eingangsphotonenflussdichte wirde die im Flachplatten-Photobioreaktor
vorliegende mittlere Photonenflussdichte von 870 umol m?2 s im Flachgerinnereaktor um liber 60 %
auf 1430 pmol m? st gesteigert. Um die Zellen im Flachgerinnereaktor zunichst vor Lichtinhibierung
zu schiitzen und diese als Grund fiir die lange Verzégerungszeit auszuschlieBen, wurde die Eingangs-
photonenflussdichte jedoch zu Beginn des Satzprozesses auf 10 % reduziert. Hieraus ergab sich
maximal eine mittlere Photonenflussdichte von etwa 140 pmol m2 s, Eine Lichtinhibierung konnte
also als Ursache fiir die lange Verzogerungsphase ausgeschlossen werden, da die mittlere Photonen-

flussdichte deutlich unter der im Flachplatten-Photobioreaktor lag.

Ein weiterer Unterschied war die Anheftung der Zellen, die im Gegensatz zu den Satzprozessen in
Flachplatten-Photobioreaktoren an den Gerinnen der Flachgerinnereaktoren beobachtet wurde. Eine
mogliche Erklarung kénnte das vom Flachplatten-Photobioreaktor abweichende Material sein. Im
Gegensatz zu den Glasscheiben und der Edelstahlkammer der Flachplatten-Photobioreaktoren besteht
die Oberflache des Flachgerinnereaktors aus Polyethylen. Zur Ermittlung der Gesamtbiomasse wurde
versucht, die Zellen manuell vom Gerinne zu I6sen, wobei eine mechanische Schadigung der Zellen

nicht ausgeschlossen werden konnte. Zusatzlich fliihren Biofilme zu Limitierungen des Lichts oder der



98 Ergebnisse und Diskussion

Nahrstoffverfiigbarkeit durch verschlechterte Transportvorgange, als deren Folge die maximal erreich-

bare optische Dichte limitiert sein konnte.

Neben diesen material- und geometriebezogenen Unterschieden kdnnte auch der fast siebenfach
hohere volumetrische Leistungseintrag hohere Scherkrdfte hervorrufen und Einfluss auf die
Kultivierung nehmen. Es ist bekannt, dass verschiedene Mikroalgenstamme bei Einsatz einer
Kreiselpumpe aufgrund hoher wirkender Scherkrafte kein Wachstum aufweisen (Michels et al., 2016).
Bei den untersuchten schersensitiven Mikroalgenstammen konnte bereits bei Scherspannungen
zwischen 2-20 Pa in einem Rotationsrheometer mit Scherzylinder eine deutliche Abnahme der
Viabilitat beobachtet werden. Der einzige Stamm, der Wachstum in einem Rohrreaktor mit
Kreiselpumpe aufwies, war Tetraselmis suecica und tolerierte Scherspannungen bis mindestens 100 Pa
(Michels et al., 2016). Fur D. salina wurde von Kokkinos et al. (2016) eine kritische Scherspannung von
18 Pa in einem Platte-Platte-Rheometer ermittelt, ab der eine Abnahme intakter Zellen beobachtet
werden konnte (Kokkinos et al, 2016). Auch die fehlende Zellwand von D. salina stiitzt diese
Beobachtung (Borowitzka & Siva, 2007; Oliveira et al., 1980). Der Einsatz einer Kreiselpumpe zur
Forderung der Algensuspension im Flachgerinnereaktor konnte daher die Ursache fiir das reduzierte

Wachstum in Flachgerinnereaktoren sein.

6.2 Satzprozesse mit verschiedenen Pumpentypen

Um dies zu untersuchen wurde die Kreiselpumpe durch eine Schlauchpumpe ersetzt. Bei der
Forderung mit einer Kreiselpumpe kommen sich bewegende Kanten der Laufradschaufeln mit der
Algensuspension in Berlihrung. An diesen Kanten tritt die maximale lokale Energiedissipation im
Inneren der Kreiselpumpe auf. Die so entstehende hohere lokale Energiedissipation kann zur
Schadigung von Zellen fihren. Bei einer Schlauchpumpe wird der Schlauch, durch den die
Algensuspension gefordert wird, durch Rollen abgeklemmt. Die durch Bewegung der Rollen
stattfindende Forderung kann so scherdarmer stattfinden. Die gewahlten Prozessbedingungen wurden
mit einer Salinitdt von 75 g L?, pH 7,5 und der Tag-Nacht-Dynamik von Temperatur und Licht aus
Almeria (Spanien) beibehalten. Im Satzprozess mit Kreiselpumpe wurde die Zellsuspension mit 2,4 L s*
gefordert, wobei eine Schichtdicke von 0,6 cm entstand. Durch starkes Pulsieren beim Einsatz der
Schlauchpumpe musste der Volumenstrom auf 1,7 L s reduziert werden, wodurch die Schichtdicke
auf 0,5 cm und der Leistungseintrag auf 380 W m~ verringert wurde. Der Verlauf von Salinitat und

optischer Dichte unter Verwendung beider Pumpentypen ist in Abbildung 6.3 zusammengefasst.

In beiden zu vergleichenden Satzprozessen blieb die Salinitit konstant bei 75 g L™ NaCl. Im Satzprozess
mit Kreiselpumpe lag die Photonenflussdichte in den ersten sieben Tagen bei maximal
185 umol m2 s, ab Tag 8 bei bis zu 930 pmol m?2 s1. Wihrend der ersten zwei Tage des Satzprozesses

mit Schlauchpumpe lag die maximale Photonenflussdichte zu Beginn bei maximal 560 umol m2s™.
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Zwischen Tag 3-6 wurde sie auf 370 pmol m2 s gesenkt und im Anschluss graduell gesteigert, bis zum
Ende ebenfalls maximal 930 pmol Photonen m2 s auf die Zellsuspension trafen. Die mittlere integrale
Photonenflussdichte bei der tGber den Tagesverlauf zur Mittagszeit hochsten vorliegenden Eingangs-
photonenflussdichte lag zwischen 300-620 umol m?2 s und war somit in einem Bereich, in dem in
Flachplatten-Photobioreaktoren Wachstum beobachtet wurde. So konnte auch im Satzprozess mit
Schlauchpumpe die Lichtverfligbarkeit als Ursache der beobachteten, flinftagigen Verzégerungsphase
ausgeschlossen werden. Das Wachstum wahrend der exponentiellen Wachstumsphase des
Satzprozesses mit Schlauchpumpe war jedoch héher, sodass bereits nach einer Prozesszeit von 11 d
eine optische Dichte OD7sonm VOn 2,2 gemessen werden konnte. Im Vergleich zu dem Satzprozess mit
Kreiselpumpe konnte durch den Austausch der Pumpe und die Reduktion des volumetrischen
Leistungseintrages um 30 % eine Steigerung der maximal erreichten optischen Dichte um 22 % erreicht

werden.

Flachplatten-Photobioreaktor FGR mit Kreiselpumpe FGR mit Schlauchpumpe
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Abbildung 6.3: Zeitlicher Verlauf der Salinitdt (A-C) und der optischen Dichte bei 750 nm (D-F) in Satzprozessen
in Flachplatten-Photobioreaktoren (hellgrau ) sowie in Flachgerinnereaktoren (FGR) mit Kreiselpumpe (grau) und
mit Schlauchpumpe (dunkelgrau) mit D. salina CCAP19/18. Die Durchfihrung der Satzprozesse erfolgte bei
pH 7,5, einer Salinitidt von 75 g L't NaCl und einem Temperaturverlauf aus Almeria (Spanien) mit ,,BG11 2N 2P”-
Medium. Die Eingangsphotonenflussdichte im Satzprozess mit Kreiselpumpe lag zwischen 10-50 % der in Almeria
gemessenen Eingangsphotonenflussdichte, im Satzprozess mit Schlauchpumpe lag diese zwischen 20-50 %.

Diskussion

Durch Austausch der Kreiselpumpe mit einer Schlauchpumpe sowie der Reduktion des Leistungs-
eintrags aufgrund einer notwendigen Verringerung des Volumenstroms konnte gezeigt werden, dass

ein héheres Wachstum mit einer gesteigerten maximalen optischen Dichte von D. salina CCAP19/18
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in Flachgerinnereaktoren moglich war. Auch fiir Tetraselmis suecica konnte ein Einfluss des
Pumpentyps auf die Zellen beobachtet werden. Bei Forderung mit einer Schlauchpumpe wurde hier
ein deutlich geringerer Verlust der Motilitat der Zellen verglichen mit einer Kreiselpumpe beobachtet.

(Jaouen et al., 1999).

In den Satzprozessen mit Kreiselpumpe und Schlauchpumpe mit D. salina CCAP19/18 in Flachgerinne-
reaktoren wurde die maximale mittlere integrale Photonenflussdichte I* (iber den Tagesverlauf zur
Mittagszeit bei jeweils vorliegenden maximalen integralen Photonenflussdichten zwischen 150-
710 umol m? st gehalten. In diesem Bereich findet auch im Flachplatten-Photobioreaktor statt. Durch
Abweichungen der mittleren integralen Photonenflussdichte zur Mittagszeit ist es wahrscheinlich, dass
die Wachstumsraten in den verschiedenen Satzprozessen nicht vergleichbar sind. Die maximale
erreichte optische Dichte ODssonm bleibt davon jedoch unbeeinflusst. Die Erhéhung der optischen
Dichte um 22 % kann also auf den Austausch der Pumpe und/oder die Reduktion des volumetrischen

Leistungseintrags zurlickzufiihren sein.

Die Reduktion des Volumenstroms verringert den Betrag der maximalen lokalen Energiedissipation.
Dartiber hinaus hangt der Einfluss auf das Wachstum neben dem Betrag der maximalen lokalen
Energiedissipation auch von der Einwirkdauer ab (Gregoriades et al., 2000; Mollet et al., 2004).
Bezogen auf die Gesamtdauer von 28 s (Severin et al., 2017). Im Vergleich zu der Zeit, die eine
Algenzelle im Schnitt braucht, um den Flachgerinnereaktor einmal zu durchstrémen, ist die
Aufenthaltszeit in der Pumpe sehr niedrig. Da allerdings keine Angaben der Hersteller zur maximalen
lokalen Energiedissipation verfligbar waren, ist eine abschlieRende Beurteilung des Austauschs der

Kreiselpumpe durch eine Schlauchpumpe nicht moglich.

Auch aullerhalb der Pumpe kann gerade bei Veranderungen des durchstromten Durchmessers eine
hohe lokale Energiedissipation auftreten. Durch Austausch der Kreiselpumpe, deren Austrittséffnung
(3 cm) auf den Rohrleitungsdurchmesser (4,8 cm) erweitert wird, mit einer Schlauchpumpe wurde die
Erweiterung des Durchmessers vermieden (Schlauchinnendurchmesser: 5 cm). Allerdings kommt es
bei Durchstromung eines Volumenstromsensors zusatzlich zundchst zu einer Verringerung des
Durchmessers und bei Austritt zu einer Erhéhung von 2 cm auf 5 cm. Moglicherweise kann es hier
ebenfalls zu hoher lokaler Energiedissipation kommen. Auch zwischen Zulauf und Einlaufbecken
kommt es zu einer starken Verdnderung. Hier tritt die Algensuspension aus einem Rohr
(Innendurchmesser: 5 cm) in das Einlaufbecken ein. Teile des Einlaufs im Becken weisen keine Neigung
auf, sodass Kavitation an der auftretenden Kante beglinstigt werden kann. AuBerdem trifft die
Algensuspension auf einen Uber der Offnung waagrecht zum Volumenstrom angebrachten

Stromungsbrecher auf. Stellenweise tritt durch hohe Turbulenzen eine Tropfchenbildung von
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Algensuspension auf. Gerade bei der Zerstorung von diinnen Flissigkeitsfilmen wie bei Gasblasen an

der Flussigkeitsoberflache, in denen sich Zellen befinden, treten Zellschadigungen auf (Marks, 2003).

Eine Moglichkeit, die auf die Algen wirkenden Scherspannungen zu reduzieren, ist die Zugabe scher-
protektiver Agenzien. Die Polaxamer-Mischung Pluronic F-68 ist ein nicht-ionischer oberflachenaktiver
Stoff, der bei der Kultivierung von Zellkulturen durch die Verringerung von Zellen in den Filmen von
Gasblasen negative Effekte beim Platzen der Gasblasen verringert (Heath & Kiss, 2007). Zusatzlich
flhrte die Zugabe von Pluronic F-68 aber auch in einer Gasblasen-freien Umgebung zum Schutz vor
Schadigungen durch Scherspannungen. Dieser zweite Effekt ist vermutlich auf die Anlagerung von
Pluronic F-68 an die Zellen zu fihren, was zu einem Schutz fiihren kann (Tharmalingam et al., 2008).
Auch Carboxymethylcellulose ist dafiir bekannt, den Einfluss von Scherspannungen auf Mikroalgen
sowohl bei Gasblasenbildung als auch bei Leistungseintrag durch Schiitteln zu verringern (Camacho et

al., 2001; Gallardo Rodriguez et al., 2011).

6.3 Satzprozesse bei Zugabe scherprotektiver Agenzien

Um zu berprifen, ob die verschiedenen Kombinationen aus Pumpe und scherprotektivem Zusatzstoff
zu einer verbesserten Produktion von D. salina CCAP19/18 in Flachgerinnereaktoren fiihren, wurden
Satzprozesse mit Kreisel- und Schlauchpumpe unter Zugabe von Carboxymethylcellulose und Pluronic
F-68 bei pH 7,5, einer Salinitdt von 75 g L'* NaCl und mit ,,BG11 2N 2P“-Medium durchgefiihrt (vgl.
Kapitel 4.2.6). Die Temperatur wurde zwischen 15-30 °C gemall dem Temperaturverlauf (Almeria,

Spanien) variiert.

Der Vergleich der Wachstumskurven und der Verldufe der Salinitdt bei Verwendung einer Kreisel-
pumpe und zusatzlicher Zugabe von Carboxymethylcellulose und Pluronic F-68 ist in Abbildung 6.4
zusammengefasst. Die Salinitat blieb bei allen Kultivierungen konstant bei 75 g L't NaCl. Die Eingangs-
photonenflussdichte betrug bei Verwendung der Kreiselpumpe ohne Zugabe eines scherprotektiven
Zusatzstoffs maximal 930 pmol m2s? ab Tag 8. Die maximalen mittleren integralen Photonen-
flussdichten lagen zwischen 290-570 pmol m s. Dabei wurde eine maximale optische Dichte von 1,8
und eine maximale Wachstumsrate von 0,4 d! erreicht. Die exponentielle Phase miindete nach 10-15
Tagen in lineares Wachstum. Im Satzprozess mit Kreiselpumpe und bei Zugabe von Pluronic F-68 trat
aufgrund der héheren Animpfdichte eine deutlich verringerte Verzogerungsphase auf. Die maximal
erreichte Wachstumsrate lag bei 1,8 d%, hielt jedoch nur einen Tag an und endete bei einer maximal
erreichten optische Dichte von 1,5. Allerdings deutete hier eine Verfarbung der Zellsuspension auf eine
Veranderung der Zellen hin. Aufgrund der mittleren integralen Photonenflussdichten zwischen 360-
400 umol m2s?, die bei maximalen, zur Mittagszeit auftretenden Eingangsphotonenflussdichten

zwischen 560-830 umol m? s ermittelt wurden, ist eine Farbidnderung aufgrund des Lichteintrags
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auszuschliefSen. Eine starke Schaumbildung bei der Zugabe von Pluronic F-68 erforderte zudem den

Zusatz von Antischaummittel (vgl. Kapitel 4.2.6).

Im Satzprozess mit Kreiselpumpe und Carboxymethylcellulose lag die taglich maximal zur Mittagszeit
erreichte Eingangsphotonenflussdichte zwischen 370-1850 umol m2s®. Dabei wurden bei einer
Schichtdicke von 0,6 cm maximale integrale Photonenflussdichten zwischen 480-1130 pmol m2s?
erreicht. Zwar lag die mit 1130 umol m2 s? erreichte mittlere integrale Photonenflussdichte sehr hoch,
aber auch bei dieser konnte im Flachplatten-Photobioreaktor Wachstum beobachtet werden. Die
Verzégerungsphase endete nach 5 d, woraufhin das exponentielle Wachstum einsetzte. Dabei wurde
eine maximale Wachstumsrate von 1,8 d! ermittelt. Die maximale optische Dichte von 2,7 entsprach
einer Steigerung von etwa 60 % verglichen mit dem Satzprozess mit Kreiselpumpe ohne Zugabe
scherprotektiver Agenzien. An Tag 14 des Satzprozesses mit Carboxymethylcellulose wurden aufgrund
einer vermuteten Limitierung Nahrstoffe zugegeben. Zusatzlich wurde die Eingangsphotonen-
flussdichte erhoht. Da trotzdem weiterhin nur ein linearer Anstieg des Wachstums beobachtet werden

konnte, wurde der Satzprozess nach einer Prozesszeit von 16 d beendet.
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Abbildung 6.4: Zeitlicher Verlauf von Salinitat (A-C) und optischer Dichte bei 750 nm (D-F) in Satzprozessen in
Flachgerinnereaktoren mit Kreiselpumpe (hellgrau) unter Zugabe von 0,02 % (w/v) Carboxymethylcellulose
(CMC, grau) und 0,01 % (v/v) Pluronic F-68 (PF-68, dunkelgrau) mit D. salina CCAP19/18. Die Durchfihrung der
Satzprozesse erfolgte bei pH 7,5, einer Salinitit von 75 g L' NaCl und Temperaturverlauf aus Almeria (Spanien)
mit ,,BG11 2N 2P”-Medium. Die Eingangsphotonenflussdichte im Satzprozess mit Kreiselpumpe lag zwischen 10-
50 % der in Almeria gemessenen Eingangsphotonenflussdichte, im Satzprozess mit Carboxymethylcellulose lag
diese zwischen 20-100 %, bei Zugabe von Pluronic F-68 zwischen 30-45 %.

Uber die Prozesszeit konnte eine deutliche Veranderung der Zellmorphologie von D. salina CCAP19/18

beobachtet werden (vgl. Abbildung 6.5). Zunachst waren sowohl orangefarbene als auch griine Zellen
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nach der Inokulation zu sehen. Nach einer Prozesszeit von 2 d konnten nur noch griine, motile Zellen
nachgewiesen werden. Diese bildeten nach einer Prozesszeit von 10d Ausstilpungen. Diese
veranderten Zellen lagerten sich bei weiter voranschreitender Prozesszeit zu Zellverbdnden

zusammen, die bis zu 200 Zellen enthielten.

Abbildung 6.5: Mikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von D. salina CCAP19/18 im Satzprozess in
Flachgerinnereaktoren mit Kreiselpumpe bei pH 7,5, 75 g L'* NaCl mit ,,BG11 2N 2P“-Medium mit Zusatz von
0,02 % (w/v) Carboxymethylcellulose. Die Tagesganglinien von Temperatur und Licht entsprachen Klimadaten
des 15. Juni 2012 aus Almeria (Spanien), wobei die Eingangsphotonenflussdichte zwischen 20-100 % der
Eingangsphotonenflussdichte von Almeria lag. Bei Inokulation (Prozesszeit: 0 d) lagen sowohl orangefarbene als
auch grine Zellen vor, nach einer Prozesszeit von 2d wurden nur noch griine, motile D. salina-Zellen
nachgewiesen. Ab 10 d wurden Zellen mit Ausstiilpungen beobachtet, die sich ab einer Prozesszeit von 12 d
zusammenlagerten. Zusatzlich wurden ab einer Prozesszeit von 14 d orangegefarbte, runde Zellen beobachtet.
Nach 15 d erreichten die bereits beschriebenen Zusammenlagerungen Zahlen von bis zu 200 Zellen.

Zum Vergleich wurden ebenfalls Satzprozesse mit Schlauchpumpe unter Zugabe von Carboxymethyl-
cellulose und Pluronic F-68 verglichen. Deren Verldufe von Salinitdt und optischer Dichte sind in
Abbildung 6.6 zusammengefasst. Die vorgegebene Salinitdt von 75 g L'* NaCl blieb in den drei Satz-
prozessen Uber die Prozesszeit konstant. Zur Vermeidung anfanglicher Lichtinhibierung der Zellen
wurde die maximale Eingangsphotonenflussdichte im Satzprozess mit Schlauchpumpe ohne Zugabe
scherprotektiver Stoffe auf 370-930 umol m? s reduziert. Bei Zugabe von Carboxymethylcellulose lag
die maximale Lichtstdrke, die zur Mittagszeit auf die Suspensionsoberfliche traf, zwischen 650-
1850 umol m2 s und bei Zugabe von Pluronic F-68 zwischen 560-1850 umol m? s, Damit lagen die
mittleren integralen Photonenflussdichten wahrend der Mittagszeit in allen Satzprozessen mit
Schlauchpumpe zwischen 300-1130 umol m st und entsprachen Photonenflussdichten, bei denen im

Flachplatten-Photobioreaktor Wachstum beobachtet wurde.

Der bereits in Kapitel 6.2 beschriebene Satzprozess ohne Zugabe von scherprotektiven Agenzien wies
eine etwa flinftagige Verzogerungsphase auf, nach der exponentielles Wachstum mit einer Wachs-
tumsrate von 1,5 d! gemessen wurde. Die maximale optische Dichte wurde nach 12 d erreicht. Ab

einer Prozesszeit von 14 d war eine Abnahme der in Losung befindlichen Zellen zu beobachten. Zudem
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fand auf den Gerinnen die Ablagerung von Zellen zu Biofilmen statt. Unter Zugabe von Carboxy-
methylcellulose wurde eine Verringerung der Verzogerungsphase beobachtet. Bereits nach 6 d wurde
eine optische Dichte von 2,5 erreicht. Kurz darauf wurde eine starke Abnahme der Zelldichte in der
Suspension aufgrund von Biofilmbildung festgestellt. Zwar wurde auch im Satzprozess im
Flachgerinnereaktor mit Schlauchpumpe ohne Zugabe scherprotektiver Stoffe Biofilmbildung
beobachtet, es trat jedoch keine starke Abnahme der optischen Dichte OD7s0nm auf. Um zu Gberprifen,
ob die Zellen noch wuchsen, erfolgte daher nach 8 d eine mechanische Ablésung des Biofilms. Die
sprunghafte Zunahme der optischen Dichte bestatigte eine Steigerung der Biomasse im Biofilm.
Zusatzlich wurden dem Satzprozess zur Vermeidung von Limitierungen Nahrstoffe und zur Vermeidung
von Zellanhaftung Pluronic F-68 hinzugefligt. Bis zu einer Prozesszeit von 9 d stieg die optische Dichte

der Zellsuspension weiterhin an, danach wurde erneut Biofilmbildung beobachtet.
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Abbildung 6.6: Zeitlicher Verlauf von Salinitdt (A-C) und optischer Dichte bei 750 nm (D-F) in Satzprozessen in
Flachgerinnereaktoren mit Schlauchpumpe (hellgrau) unter Zugabe von Carboxymethylcellulose (grau) und
Pluronic F-68 (dunkelgrau) mit D. salina CCAP19/18. Die Durchfiihrung der Satzprozesse erfolgte bei pH 7,5, einer
Salinitdt von 75 gL NaCl und Temperaturverlauf aus Almeria (Spanien) mit ,BG11 2N 2P”-Medium. Die
Eingangsphotonenflussdichte im Satzprozess mit Schlauchpumpe lag zwischen 20-50 % der in Almeria
gemessenen Eingangsphotonenflussdichte, im Satzprozess bei Zugabe von Carboxymethylcellulose zwischen 35-
75 % und mit Pluronic F-68 zwischen 30-100 %. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt, an dem eine manuelle Abldsung
von Zellen von den Gerinnen erfolgte.

Die Verzogerungsphase im Satzprozess mit Pluronic F-68 betrug wie in den Prozessen mit Kreisel-
pumpe etwa 5 d, obwohl das Inokulum einem zuvor betriebenen Flachgerinnereaktor entnommen
wurde. Die maximale Wachstumsrate in der exponentiellen Wachstumsphase betrug 1,4 d*, die vor

der Zugabe weiterer Nahrstoffe erreichte optische Dichte 3,3. An Tag 13 wurde in diesem Prozess eine
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Nahrstoffzugabe durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob eine weitere Erhohung der optischen Dichte
stattfindet. Es konnte nur noch eine leichte Steigerung der optischen Dichte von 3,3 auf 3,7 beobachtet
werden. Bei Zugabe von Pluronic F-68 traten weder Zellanhaftungen am Reaktorgerinne noch

Veranderungen in der Zellmorphologie wie in Abbildung 6.5 auf.
Diskussion

Durch die Zugabe scherprotektiver Agenzien wie Carboxymethylcellulose oder Pluronic F-68 wurde in
Satzprozessen in Flachgerinnereaktoren mit D. salina CCAP19/18 gezeigt, dass die in Suspension
befindliche Zellmasse gesteigert werden konnte. Bei der Polaxamer-Mischung Pluronic F-68 handelt es
sich um nicht-ionische, oberflachenaktive Tenside, deren Zugabe laut Herstellerangaben auf Zellen
wirkende Scherspannungen in Suspensionskulturen reduzieren kann, die Schaumbildung verringert
und die Anhaftung von Zellen an Oberflachen wie Glas reduziert. Die verringerte Zellanhaftung konnte
in dieser Arbeit ebenfalls fiir die Gerinne aus Polyethylen beobachtet werden. Pluronic F-68 schiitzte
den Stamm Protoceratium reticulatum besser gegen Scherkrafte als Carboxymethylcellulose (Gallardo
Rodriguez et al., 2011). Carboxymethylcellulose bewirkte bei Phaeodactylum tricornutum keine
physiologischen Veranderungen und schiitzte die Zellen somit rein physikalisch (Camacho et al., 2001).
Auch der Scherspannungen senkende Effekt von Carboxymethylcellulose auf D. salina wurde bereits
in begasten Photobioreaktoren beobachtet (Silva et al., 1987). Tatsachlich wurde durch die Zugabe von
Carboxymethylcellulose in Kombination mit der Schlauchpumpe eine leichte Verringerung der
Verzogerungsphase gegeniber Satzprozessen ohne Zugabe von Carboxymethylcellulose mit Kreisel-
oder Schlauchpumpe erzielt. Beim Referenzversuch mit Schlauchpumpe ohne Zusatzstoffe sowie bei
der Verwendung von Carboxymethylcellulose mit der Kreiselpumpe lag die Verzégerungsphase jedoch
weiterhin bei 5 Tagen. Auch die Zugabe von Pluronic F-68 verringerte die Verzogerungsphase nicht.
Allerdings schien die Zugabe von Carboxymethylcellulose im Satzprozess mit Schlauchpumpe die

Anheftung der Zellen an das Gerinne zu unterstitzen.

Da das Wachstum in Flachgerinnereaktoren trotz der Modifikationen weiterhin niedriger lag als das
Wachstum in Flachplatten-Photobioreaktoren, ist es denkbar, dass nicht die Scherkrafte allein fir die
lange Verzogerungsphase verantwortlich sind. Weitere, nicht ndher untersuchte Unterschiede von
Flachplatten-Photobioreaktor und Flachgerinnereaktor liegen in der pH-Regelung, die im Flachgerinne-
reaktor nur im Sammelbecken stattfindet. Uber die Gerinne hinweg besteht also die Moglichkeit zur
Bildung von pH-Gradienten. Durch die bereits gezeigte pH-Toleranz (vgl. Kapitel 5.2) ist diese Ursache
allerdings unwahrscheinlich. Die Verzégerungsphase von 5 d wurde zudem sowohl bei Satzprozessen
mit Inokulum aus den Flachplatten-Photobioreaktoren als auch mit Inokulum aus einem
Flachgerinnereaktor beobachtet. Die Zellen aus dem Flachgerinnereaktor sollten bereits an den

Reaktor angepasst sein, weswegen die lange Adaptionsphase unerwartet war.
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Die maximal erreichte optische Dichte ohne Zugabe weiterer Nahrstoffe und Zellabl6sung vom Gerinne
wurde im Satzprozess mit Schlauchpumpe unter Zugabe von Pluronic F-68 erzielt. Mit 3,3 lag sie nach
13 d nur knapp unter der im Labormalstab nach einer Prozesszeit von 6,4 d erreichten Zelldichte von
3,9. Die Prozesszeit wurde allerdings durch die lange Verzégerungsphase verdoppelt. Wird voraus-
gesetzt, dass die Korrelation zwischen optischer Dichte und Biotrockenmassekonzentration im
PilotmaRstab etwa der im LabormaRstab entspricht (Korrelationsfaktor: 0,6 gemm L, vgl. Gleichung
4.14), wurden maximal 2 gsrm L™ erreicht. Verglichen mit bisher veréffentlichten Biotrockenmasse-
konzentrationen von 0,33-1,2 ggrm L entspricht dies einer Steigerung um 67-570 % (Borovkov et al.,
2020; Wu et al, 2017). Die pB-Carotin-Konzentrationen lagen in allen Satzprozessen in
Flachgerinnereaktoren unter 1 mg L? (Ergebnisse nicht gezeigt) und damit deutlich geringer als die in
der Literatur ermittelten B-Carotin-Konzentrationen von 19-20 mg L (Borovkov et al., 2020; Wu et al.,
2017). Das ist moglicherweise auf die mit D. salina CCAP19/18 erreichten geringen B-Carotin-Gehalte
und auf die Prozessbedingungen zurlickzufiihren. Darlber hinaus sind Zellen mit intrazellular
angereichertem B-Carotin scherempfindlicher, was zu einem Verlust flihren kann (Monte et al., 2020).
Da zudem in Flachgerinnereaktoren mit anderen Mikroalgenstammen bereits Biotrockenmasse-
konzentration bis zu 50 ggtm L'? erzielt werden konnten (Apel et al., 2017) und D. salina CCAP19/18 in
Flachplatten-Photobioreaktoren unter Verwendung einer anderen Nahrstoffzusammensetzung
Biotrockenmassekonzentrationen bis zu 12,8 gstm L (vgl. Kapitel 5.5) erreichte, ist zu erwarten, dass
eine weitere Verbesserung des Prozesses deutlich gesteigerte Biotrockenmassekonzentrationen
ermoglicht. Dabei kénnte untersucht werden, ob Gerinne aus anderen Materialien eine Anhaftung
verhindern kdnnen. Zusétzlich ist eine ndhere Untersuchung der maximalen lokalen Energiedissipation
in dem verwendeten Flachgerinnereaktor interessant, um mogliche Veranderungen der
Reaktorgeometrie zu identifizieren, durch die eine Kultivierung schersensitiver Mikroalgen ermdglicht

werden kann.
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7 Extraktion von B-Carotin aus Algenbiomasse

Da B-Carotin in Wasser unloslich und in vielen organischen Losemitteln nur in geringen Kon-
zentrationen 16slich ist, liegt ein wichtiger Schritt bei der Etablierung eines Prozesses zur Gewinnung
des Produkts in der Wahl eines geeigneten Losemittels. Zusatzlich muss bei der Extraktion eines
intrazelluldar vorliegenden Stoffes die Notwendigkeit eines Zellaufschlusses Uberprift werden.
AbschlieBend wurde untersucht, ob eine Zentrifugalextraktion fiir die Extraktion von 3-Carotin ebenso

genutzt werden kann.

7.1 Identifikation eines geeigneten Losemittels

Zur Identifikation eines geeigneten Losemittels wurden einstufige Extraktionsprozesse, wie in Kapitel
4.5.4 beschrieben, durchgefiihrt. Zellsuspension und nicht mit Wasser mischbare Losemittel lagen
dabei in gleicher Menge vor und wurden zur Erhéhung der Kontaktflache in einer Schwingmiihle
gemischt. Die Phasentrennung erfolgte liber Zentrifugation (vgl. Kapitel 4.5.4). Bei den verwendeten
Losemitteln handelte es sich um Chloroform, Ethylacetat, Heptan, Hexan und eine Hexan-Ethanol-
Mischung (9/1, v/v). Die ermittelten B-Carotin- und Lutein-Konzentrationen im Ldsemittel sind in
Abbildung 7.1 zusammengefasst. Das als Nebenprodukt vorliegende Xanthophyll Lutein wurde zur

Bestimmung der Selektivitdt genutzt.
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Abbildung 7.1: Vergleich der extrahierten Menge an B-Carotin (hellgrau) und Lutein (weil) aus D. salina
CCAP19/18 bei der einstufigen Extraktion in einer Schwingmihle ohne Glaskiigelchen mit anschlieBender
Phasentrennung im Zentrifugalfeld. Die konzentrierte Zellsuspension entstammte einem Satzprozess bei
Salzsteigerung von 35-110 g L'! NaCl mit ,BG11+“-Medium. Bei den verwendeten Lésemitteln handelte es sich
um Chloroform, Ethylacetat, Heptan, Hexan und einer Hexan-Ethanol-Mischung.

Durch Verwendung der Hexan-Ethanol-Mischung wurde mit 35mgL? die hdéchste B-Carotin-

Konzentration im Lésemittel erreicht. Mit Ethylacetat und Chloroform wurden 30 bzw. 29 mg L* B-
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Carotin extrahiert. Die niedrigste Extraktionseffizienz wies Heptan mit 15 mg L™ B-Carotin auf. Die
héchsten Luteinkonzentrationen lagen mit 1,7-1,8 mg L ebenfalls bei den Loésemitteln Chloroform,
Ethylacetat und der Hexan-Ethanol-Mischung. Mit 1,0 mg L wurde auch hier die niedrigste Konzen-

tration mit Heptan extrahiert.
Diskussion

Mit den einstufigen Extraktionsprozessen, die in einer Schwingmiihle mit nachfolgender Phasen-
trennung im Zentrifugalfeld durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass alle eingesetzten
Losemittel zu einer Extraktion von B-Carotin fiihrten. Die hochste erreichte Konzentration an B-Carotin
wurde in der Hexan-Ethanol-Mischung (9/1) erreicht. Diese lag deutlich tGber der Konzentration in
reinem Hexan. Ethanol ist daflir bekannt, Zellen zu permeabilisieren (Panesar et al., 2007; Somkuti et
al., 1998). Der dadurch erleichterte Ubergang von B-Carotin durch die Zellmembran ist ein méglicher
Grund fir die erhéhte Konzentration. Die extrahierten Konzentrationen an B-Carotin stiegen fir die
Ubrigen Losemittel mit sinkendem dekadischen Logarithmus des Octanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizienten logP (vgl. Tabelle 7.1).

Tabelle 7.1: Zusammenfassung von logP-Werten und erzielten B-Carotin-Konzentration bei der Extraktion in
einstufigen Extraktionsprozessen in der Schwingmiihle.

Losemittel Ethylacetat Chloroform Hexan Heptan
logP, - 0,73 1,97 3,90 4,66
Cp-carotin, Mg L? 30,5 28,9 27,4 15

Die maximale Léslichkeit von B-Carotin bei Raumtemperatur liegt in Ethylacetat bei 500 mgL?, in
Chloroform bei 2000 mg L und fiir Hexan bei 600 mg L (Craft & Soares, 1992). Das zeigt, dass die

Kapazitat der Lésemittel mit Konzentrationen von etwa 30 mg L' noch nicht erschdpft war.

7.2 Einfluss des Zellaufschlusses auf die Extraktion

Um zu Uberprifen, ob ein mechanischer Zellaufschluss zu einer Erhéhung der extrahierten Produkt-
konzentrationen fiihrt, wurden die bereits vorgestellten einstufigen Extraktionsexperimente mit
Extraktionen unter Zugabe von Glaskiigelchen in der Schwingmihle mit Phasentrennung im
Zentrifugalfeld verglichen (vgl. Kapitel 4.5.4). Der Vergleich der Produktkonzentrationen mit und ohne
mechanischem Zellaufschluss ist in Abbildung 7.2 dargestellt. Zellaufschluss und Extraktion erfolgten

gleichzeitig, da eine Abtrennung der Glaskigelchen nicht ohne Verluste von B-Carotin moglich war.
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Abbildung 7.2: Vergleich der extrahierten Menge an B-Carotin (hellgrau, A) und Lutein (weil}, B) bei der
einstufigen Extraktion in einer Schwingmihle ohne Glaskiigelchen und mit Glaskiigelchen (schraffiert) mit
anschlieBender Phasentrennung im Zentrifugalfeld. Die konzentrierte Zellsuspension entstammte einem
Satzprozess bei Salzsteigerung von 35-110 g L' NaCl mit ,BG11+“-Medium. Bei den verwendeten Lésemitteln
handelte es sich um Chloroform, Ethylacetat, Heptan, Hexan und einer Hexan-Ethanol-Mischung.

Die Zugabe von Glaskiigelchen fiihrte bei den Losemitteln Heptan und Hexan zu einer Erh6hung der -
Carotin-Konzentration im Losemittel. Die mit Chloroform, Ethylacetat und der Hexan-Ethanol-
Mischung erreichten Konzentrationen blieben auch mit Glaskigelchen nahezu unverdandert. Im
Gegensatz zu den nur teilweise erhéhten B-Carotin-Konzentrationen wurde fiir das Xanthophyll Lutein
bei allen untersuchten Lésemitteln eine starke Steigerung der Konzentrationen im Extrakt beobachtet.
Die hdchste Luteinkonzentration lag dabei mit 7,7 mg L' bei Verwendung von Hexan-Ethanol mit

mechanischem Zellaufschluss mehr als viermal so hoch wie ohne.

Fir die Auswahl eines geeigneten Extraktionsvorgehens ist nicht allein die maximal erreichte
Produktkonzentration entscheidend, auch die Selektivitat sollte moglichst hoch sein. Diese beschreibt
das Verhéltnis von B-Carotin- zu Luteinkonzentration. Auch die Stufenausbeute der Extraktionen ist
von Bedeutung. Da fiir die vorgestellten Daten die Messung der B-Carotin-Konzentration in der
Zellsuspension fehlte, wurde in einer weiteren Extraktion die Stufenausbeute der B-Carotin-
Konzentration mit Zellaufschluss und dem Losemittel Ethylacetat ermittelt. Da von gleichbleibenden
Stufenausbeuten ausgegangen werden kann, wurden die Stufenausbeuten der weiteren Losemittel
ebenfalls berechnet. Beide ZustandsgréRen sind in Abbildung 7.3 fiir die verschiedenen Losemittel

gezeigt.
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Abbildung 7.3: Stufenausbeute (grau, A) und B-Carotin-Selektivitat (dunkelgrau, B). Die Stufenausbeute fir
Ethylacetat wurde in einer weiteren Extraktion experimentell bestimmt. Da eine gleichbleibende Stufenausbeute
bei gleichen Bedingungen vorausgesetzt werden kann, erfolgte die Berechnung der Stufenausbeute der anderen
Losemittel auf deren Basis. Die Selektivitdt beschreibt das Verhaltnis der B-Carotin-Konzentration zur
Luteinkonzentration. Die konzentrierte Zellsuspension entstammte einem Satzprozess bei Salzsteigerung von 35-
110 g L'* NaCl mit ,BG11+“-Medium. Bei den verwendeten L&ésemitteln handelte es sich um Chloroform,
Ethylacetat, Heptan, Hexan und einer Hexan-Ethanol-Mischung.

Ohne Zellaufschluss lagen die Stufenausbeuten der B-Carotin-Extraktion fur Ethylacetat (88 %) und die
Hexan-Ethanol-Mischung (100 %) am hochsten. Eine Steigerung der Stufenausbeute konnte mit

Zellaufschluss nur fiir Heptan von 43 auf 86 % und fiir Hexan von 79 auf 100 % beobachtet werden.

Durch einen Zellaufschluss wurde dariber hinaus die B-Carotin-Selektivitat fur alle eingesetzten
Losemittel deutlich verringert. Die hochsten Selektivitaten zwischen 18,2-19,5 wurden in den

Extraktionen mit Hexan, Ethylacetat und der Hexan-Ethanol-Mischung erreicht.
Diskussion

Bei Extraktionsversuchen mit mechanischem Zellaufschluss durch Glaskiigelchen konnte die
extrahierte B-Carotin-Menge fiir Heptan und Hexan gesteigert werden. Die geringe Steigerung der
Stufenausbeute mit und ohne mechanischen Zellaufschluss fiir Chloroform, Ethylacetat und der
Hexan-Ethanol-Mischung unterstiitzen die Vermutung, dass diese Losemittel die Membran teilweise
passieren konnen und so eine groRere Permeabilitdt der Zellmembran erreichen. Dadurch wurde
vermutlich der Ubergang von B-Carotin in die organische Phase erleichtert. Durch den mechanischen
Aufschluss wurde auch der Ubergang von B-Carotin in die Lésemittel Heptan und Hexan erhéht,
wodurch erhohte Stufenausbeuten ermittelt wurden. Beim Extraktionsverhalten von Lutein traten
deutliche Unterschiede dazu auf. Bei allen Losemitteln wurde die Konzentration an Lutein deutlich mit
mechanischem Zellaufschluss erhéht. Da sowohl Lutein als auch B-Carotin in Oltrépfchen im

Interthylakoidraum gespeichert werden (Ben-Amotz et al., 1982; Borowitzka & Borowitzka, 1988),



Ergebnisse und Diskussion 111

kommt der Speicherort als Erklarung fir die groBen Unterschiede nicht in Frage. Ein Grund kénnte in
den unterschiedlichen Eigenschaften der Stoffe liegen. Der dekadische Logarithmus des Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten logP von B-Carotin liegt mit 17,6 deutlich héher als logP 7,9 von
Lutein. Damit ist B-Carotin hydrophober als Lutein. Zudem beeinflusst die Anwesenheit der
Glasktigelchen auch die TropfchengrofRe des Lésemittels und damit die Grenzflache. Aufgrund der
hoheren Grenzflache und der mechanischen Zerstorung der Zellmembran ist es moglich, dass sich das
Gleichgewicht der Carotinoide zwischen Zellsuspension und organischer Phase schneller einstellt und
deshalb mehr Lutein extrahiert werden konnte. Auch bei anderen Mikroorganismen konnte gezeigt
werden, dass die extrahierte Menge an Carotinoiden durch Zellaufschluss gesteigert wurde (Michelon

et al., 2012; Uquiche et al., 2016).

Die untersuchte ZustandsgroRe der Selektivitat ist entscheidend fir die Auswahl des Lésemittels. Soll
das Produkt moglichst rein extrahiert werden, muss sie einen hohen Wert aufweisen. Soll das Neben-
produkt hingegen zur Erhohung der Wertschépfung ebenfalls gewonnen werden, spielt die Selektivitat
keine grofRe Rolle. Als geeignete Losemittel flir eine hohe Selektivitat wurden hier Hexan-Ethanol und

Ethylacetat identifiziert.

Die Einstufung der Losemittel nach GHS (Globally Harmonised System of Classification and Labelling of
Chemicals) ist Hexan langfristig gewadssergefdhrdend (H411) und gesundheitsschadlicher als
Ethylacetat. Daher wurde Ethylacetat auch fiir Extraktionsversuche mit groRen Lésemittelmengen im

Zentrifugalextraktor als geeignet befunden.

Ein groBer Vorteil der direkten Extraktion aus Zellsuspension ist der fehlende Trocknungsschritt
verglichen zur Extraktion aus Biotrockenmasse. Der hohe Energieaufwand fiir eine Trocknung kann bis
zu 30% der Gesamtkosten betragen (Tiburcio et al., 2007). Durch den fehlenden Schritt des

mechanischen Zellaufschlusses wird der Extraktionsprozess zusatzlich einfacher gestaltet.

7.3 Extraktion im Zentrifugalextraktor

Die B-Carotin-Extraktion wurde mit dem ausgewadhlten Losemittel Ethylacetat im Zentrifugalextraktor
untersucht. Zur Identifikation geeigneter Extraktionsbedingungen im Zentrifugalextraktor wurden
verschiedene Variablen verandert. Die Auswahl der Wehrscheibe erfolgte basierend auf den
Dichteunterschieden der beiden Phasen (vgl. Kapitel 4.3). Aufgrund der groRen Probemengen wurden
die Experimente in Einfachbestimmung mit Zellsuspension aus unterschiedlichen Satzprozessen
durchgefihrt. Darliber hinaus mussten die genutzten Zellsuspensionen teilweise verdiinnt werden, um
geniigend Volumen zu erlauben. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit von Extraktionen im
Zentrifugalextraktor wurden einige Experimente im Dreifachansatz mit derselben Zellsuspension

durchgefiihrt. Das gewdhlte Phasenverhiltnis lag bei 1:1 (vgl. Kapitel 4.3).
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Da die Drehzahl des Zentrifugalextraktors sowohl die Grenzflache als auch die Geschwindigkeit der
Trennung und somit die Einwirkzeit beeinflusst, wurde zunachst lberpriift, bei welcher Drehzahl des
Zentrifugalextraktors am meisten B-Carotin in Ethylacetat extrahiert werden kann. Dariber hinaus
wurde untersucht, ob eine Passage fiir die Extraktion ausreicht oder eine zweite Passage notwendig
ist. Die fir die verschiedenen Drehzahlen zwischen 25-75 s* und den Vergleich zwischen erster und
zweiter Passage ermittelten B-Carotin-Konzentrationen sind in Abbildung 7.4 zusammengefasst. Da
keine Absolutbestimmung der B-Carotin-Konzentration vorlag, war hier die Angabe von

Stufenausbeuten nicht moglich.
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Abbildung 7.4: Verdanderung der B-Carotin-Konzentration im Losemittel Ethylacetat bei unterschiedlichen
Drehzahlen (A) und nach der ersten bzw. zweiten Passage (B) im Zentrifugalextraktor.
A: Die Zellsuspension wurde einem Satzprozess mit ,,BG11+”-Medium bei konstanter Salzkonzentration (35 g L'}
entnommen. Die Extraktion erfolgte mit einer Wehrscheibe mit einem Lochdurchmesser von 23,5 mm und einem
Volumenstrom von Ethylacetat und Algensuspension von 50 mLmin! im Phasenverhiltnis 1:1 (mittlere
hydraulische Verweilzeit: 1,6 min).
B: Die Zellsuspension wurde einem Satzprozess mit ,,BG11+”-Medium bei steigender Salzkonzentration (35-
110 g L'!) entnommen. Die Extraktion erfolgte mit einer Wehrscheibe mit einem Lochdurchmesser von 23,5 mm,

einer Drehzahl von 40 s und einem Volumenstrom von Ethylacetat und Algensuspension von 50 mL min? im
Phasenverhiltnis 1:1 (mittlere hydraulische Verweilzeit: 1,6 min).

Die extrahierte Konzentration an B-Carotin nahm im Lésemittel bei einer Erhéhung der Drehzahl von
25 auf 50 Hz (mittlere hydraulische Verweilzeit: 1,6 min) leicht von 1,6 auf 1,8 mg L™ zu. Bei weiterer
Steigerung der Drehzahl auf 75s? sank die B-Carotin-Konzentration im Ldsemittel deutlich auf

0,8 mgLtab.

Bei Vergleich der extrahierten Konzentration an B-Carotin nach der ersten und zweiten Passage,
konnte festgestellt werden, dass in der zweiten Passage nur noch 0,8 mg L extrahiert wurden. Das
entspricht lediglich 4 % der in beiden Passagen zusammen extrahierten B-Carotin-Konzentration. Der

GroRteil wurde mit 18,6 mg L bereits in der ersten Passage extrahiert.

Eine weitere wichtige StellgrofRe ist der Volumenstrom der eingesetzten Phasen, da dieser die

Verweilzeit und somit die Kontaktzeit der Phasen beeinflusst. Der Volumenstrom wurde fir beide
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Phasen gleich gehalten und zwischen 25-60 mL min? variiert. So wurden mittlere hydraulische
Verweilzeiten zwischen 1,3-3,2 min erreicht. Die dabei ermittelten B-Carotin-Konzentrationen sowie
die Extraktionsausbeute aus einem Satzprozess mit D. salina CCAP19/18 bei steigendem Salzgehalt bis

110 g L'™* NaCl mit dem ,BG11 Biomass“-Medium sind in Abbildung 7.5 gezeigt.

Als Referenz wurde in der Zellsuspension mit 2,8 germ L die B-Carotin-Konzentration zu 9 mg L?
bestimmt. Die durch Zentrifugalextraktion erreichten B-Carotin-Konzentrationen betrugen zwischen
6,5-7 mg L. Bei einem Volumenstrom von 50 mL min? konnte zudem eine gute Reproduzierbarkeit
der Messungen gezeigt werden. Bezogen auf die analytisch ermittelte Gesamtkonzentration von B-
Carotin ergaben sich aus den ermittelten Konzentrationen Ausbeuten zwischen 70-80 % nach der
ersten Passage im Zentrifugalextraktor. Im untersuchten Bereich zwischen 25-60 mL min scheint der

Volumenstrom keinen signifikanten Einfluss auf die B-Carotin-Extraktion zu haben.
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Abbildung 7.5: Verdnderung der B-Carotin-Konzentration im Lésemittel Ethylacetat (A) und der Extraktions-
ausbeute (B) bei unterschiedlichen Volumenstrémen durch den Zentrifugalextraktor. Die Zellsuspension wurde
einem Satzprozess mit ,BG11 Biomass”-Medium und steigender Salzkonzentration (35-110 g L'!) entnommen
und durch Verdiinnung auf die verwendete Biotrockenmassekonzentration von 2,8 gstm L eingestellt. Die
Extraktion erfolgte mit einer Wehrscheibe mit einem Lochdurchmesser von 23,5 mm, einer Drehzahl von 50 s*
und Volumenstrémen von Ethylacetat und Algensuspension zwischen 25-60 mL min™ im Phasenverhiltnis 1:1
(mittlere hydraulische Verweilzeiten: 1,3-3,2 min).

Da die Kosten fiir die Extraktion durch Verringerung des Losemittelverbrauchs gesenkt werden
kénnen, ist eine moglichst hohe Biomasse- und damit auch Produktkonzentration in der wassrigen
Phase von Vorteil. Daher wurden die Extraktionen aus Zellsuspensionen mit Biotrockenmasse-

konzentrationen zwischen 3,1-12,3 ggrm L™ durchgefiihrt und in Abbildung 7.6 miteinander verglichen.

Mit einer Biotrockenmassekonzentration der Zellsuspension von 12,3 gsmml? wurde bei
Durchmischung im Zentrifugalextraktor mit der Losemittelphase eine stabile Emulsion ausgebildet, die
im Zentrifugalextraktor bei den gewahlten Betriebsbedingungen nicht getrennt werden konnte. Daher
konnte keine B-Carotin-Konzentration im Losemittel festgestellt werden und keine Ausbeute bestimmt

werden.
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Abbildung 7.6: Verdanderung der B-Carotin-Konzentration im Losemittel Ethylacetat (A) und der Extraktions-
ausbeute (B) bei unterschiedlichen Biotrockenmassekonzentrationen der Zellsuspension. Die Zellsuspension
wurde einem Satzprozess mit ,BG11 Biomass”-Medium und steigender Salzkonzentration (35-110gLY)
entnommen. Die Extraktion erfolgte mit einer Wehrscheibe mit einem Lochdurchmesser von 23,5 mm, einer
Drehzahl von 50 s? und einem Volumenstrom von Ethylacetat und Algensuspension von je 50 mL min™ im
Phasenverhialtnis 1:1 (mittlere hydraulische Verweilzeit: 3,2 min).

Bei einer Biotrockenmassekonzentration von 3,1 ggrm L™ wurde mit einer B-Carotin-Konzentration von
3,1 mg L'! eine Extraktionsausbeute von 91 % erzielt. Bei Verdopplung der Biotrockenmassekonzen-
tration auf 6,2 gsrm L™ lag die im Lésemittel vorliegende Konzentration an B-Carotin bei 5,5 mg L?, was

einer Ausbeute von 80 % entsprach.
Diskussion

Mit den durchgefiihrten Experimenten im Zentrifugalextraktor konnte gezeigt werden, dass eine
Extraktion von B-Carotin aus der Algensuspension ohne vorherigen mechanischen Zellaufschluss
moglich war. Bei den als geeignet identifizierten Bedingungen konnten Stufenausbeuten von etwa
80 % bei der direkten Extraktion aus der Biomassesuspension erreicht werden. Ahnliche Ausbeuten

wurden bei der Extraktion von anderen Stoffen aus Zellsuspension erreicht (Kurzrock, 2010).

Die verringerte Stufenausbeute verglichen mit der einstufigen Extraktion in der Schwingmiihle kénnte
auf die geringere Kontaktzeit von Zellsuspension und organischem Ldsemittel zurlickzufiihren sein.
Wahrend die Extraktionen in der Schwingmihle fir 10 min durchgefiihrt wurden, betrug die mittlere
hydraulische Verweilzeit im Zentrifugalextraktor zwischen 1,3-3,2 min. In diesem Zeitraum findet
sowohl die Durchmischung als auch die Trennung statt, weswegen auch geringere Kontaktzeiten
auftreten kénnen. Die Erhéhung der Verweilzeit kann durch die Verringerung des Volumenstroms oder

durch den Einsatz einer groReren Zentrifuge stattfinden.

Der direkte Vergleich bei verschiedenen Drehzahlen deutet darauf hin, dass eine Drehzahl von 50 s
gut flr die Extraktion geeignet ist. Bis zu dieser Drehzahl schien die Konzentration an B-Carotin im

Losemittel aufgrund der besseren Durchmischung im Spalt zwischen den beiden Zylindern zu steigen.
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Bei hoheren Drehzahlen scheint eine Abnahme der B-Carotin-Konzentration stattzufinden, was auf
eine schnellere Phasentrennung und die damit verbundene kiirzere Kontaktzeit zurlickzufiihren sein

kann.

Aufgrund der geringen vorhandenen Zellsuspensionsmengen konnten nur Volumenstréme zwischen
25-60 mL min? (mittlere hydraulische Verweilzeiten: 1,3-3,2 min) untersucht werden. Eine
Verringerung des Volumenstroms war wegen der verwendeten Pumpen nicht moglich. Falls auch bei
niedrigeren Volumenstromen keine Erhohung der Stufenausbeute auftreten wiirde, konnten bei
gleichbleibender Stufenausbeute hohere Volumenstréme dazu beitragen den Extraktionsprozess
zeiteffizienter zu gestalten (Cunningham et al.,, 1989). Eine Passage im Zentrifugalextraktor wurde
dariiber hinaus als ausreichend fir die Extraktion befunden, da eine weitere Passage nur wenig mehr

Produkt verfligbar machte.

Die beobachtete Emulsionsbildung, die bei Biotrockenmassekonzentrationen von 12,3 ggmm L
beobachtet wurde, verhindert die Einsparung von Losemittel durch hdher konzentrierte Zell-
suspensionen. Die Entstehung der stabilen Emulsion ist wahrscheinlich auf die Wechselwirkungen von
organischem Losemittel mit den zelleigenen Lipiden, Proteinen und Exopolysacchariden
zurickzufihren. Law et al. (2018) zeigten, dass eine stabile Emulsion durch ein Zusammenspiel der
verschiedenen in der Zelle vorliegenden Stoffe stattfindet. Gerade Proteine stabilisieren emulgierte
Losemitteltropfen und verhindern eine Trennung der Phasen durch Zentrifugation. Um einen
effizienteren Extraktionsprozess zu erreichen, kdnnte durch eine Vorbehandlung der Zellsuspension
eine Fallung der Proteine herbeigefiihrt werden. Dadurch kénnte eine Emulsionsbildung vermieden
werden. Die Kapazitdt des Losemittels fir B-Carotin liegt auBerdem deutlich tGber den bisher
extrahierten B-Carotin-Konzentrationen. Somit ist eine Veranderung des Phasenverhaltnisses von
wassriger Phase und Ethylacetat eine weitere Moglichkeit, Losemittel einzusparen. AuBerdem kdnnte
bereits genutztes Ethylacetat mehr als einmal flir zu extrahierende Algensuspension weitergenutzt
werden. Bei ausreichender Beladung des Losemittels kann dieses wegen des niedrigen Siedepunkts
von 77,1 °C einfach zuriickgewonnen und erneut eingesetzt werden. Die Riickgewinnung ware tber

Vakuumverdampfung bei 40 °C und 240 mbar denkbar (Biichi Labortechnik AG, 2016).
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Das breite mit Mikroalgen photoautotroph herstellbare Spektrum an Wertstoffen stellt eine
nachhaltige Alternative zu oftmals energieaufwendigen chemischen Herstellungsverfahren dar. Da die
Herstellung von Mikroalgen als Rohstoff zur Kraftstoffherstellung allerdings bezogen auf die
Herstellungskosten eine niedrige Wertschopfung aufweist, ist die Nutzbarmachung hochwertiger
intrazellularer Mikroalgenprodukte sinnvoll. Zu diesen zahlen beispielsweise Carotinoide, mehrfach
ungesattigte Fettsduren, Polysaccharide, Vitamine und Proteine (Chmiel & Weuster-Botz, 2018;
Michalak & Chojnacka, 2015; Posten & Walter, 2012). Der halotolerante Algenstamm Dunaliella salina
ist fur die Produktion von B-Carotin bekannt und wird in groRen Salzseen oder in Raceway Ponds
kultiviert (Ben-Amotz, 1999). Freilandkultivierungen unterliegen dynamischen Veranderungen der
Umgebungsbedingungen. Es treten Uber den Tag hinweg aber auch beeinflusst von den Jahreszeiten
Variationen der Temperatur sowie des Lichteintrags auf. Zudem fiihrt die Verdunstung von Wasser zu
einem Anstieg der Salinitat im Reaktor. Bisher werden jedoch die meisten Studien im LabormaRstab
mit D. salina unter konstant gehaltenen Prozessbedingungen (Licht, Temperatur, Salinitdt)
durchgefiihrt (Khadim et al., 2018; Kim et al., 2012; Morowvat & Ghasemi, 2016; Roopnarain et al.,
2014; Wongsnansilp et al., 2016). Daher war die erste Zielsetzung dieser Arbeit die Charakterisierung
von D. saling-Stammen im Hinblick auf Wachstum und B-Carotin-Produktion unter typischen
Klimabedingungen (Tag-Nachtganglinien von Temperatur und Licht). Hierzu wurden geschlossene
Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktoren mit LED-Beleuchtung im LabormaRstab verwendet, um die

Reaktionsbedingungen vollstandig kontrollieren zu kénnen.

Die Herstellung von D. salina in Salzseen oder Raceway Ponds findet bei hohen Schichtdicken von etwa
30 cm statt. Eine daraus resultierende Herausforderung liegt in der geringen Lichtverfligbarkeit in der
Mikroalgensuspension, durch die niedrige Biomassekonzentrationen zwischen 0,33-1,2 ggrm L
erreicht werden (Borovkov et al., 2020; Wu et al., 2017). Eine Alternative zu Raceway Ponds stellen
offene Reaktorsysteme mit einer deutlich verringerten Schichtdicke dar. In einem am Lehrstuhl fir
Bioverfahrenstechnik der Technischen Universitdt Miinchen entwickelten Flachgerinnereaktor (Apel,
2017) konnten durch niedrige Schichtdicken der Algensuspension von 0,6 cm sehr hohe Biotrocken-
massekonzentrationen von > 50 gsmm L™t mit Nannochloropsis salina erzielt werden (Apel et al., 2017).
Im Gegensatz zu N. salina (2-4 um) ist D. salina mit 5-29 um grofBer und besitzt keine Zellwand, was
diese Alge empfindlich fir Scherkrdfte macht (Borowitzka & Siva, 2007; Oliveira et al., 1980). Da es
bisher keine Literaturdaten zum Wachstum von D. salina in Flachgerinnereaktoren gibt, war die zweite

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit die MaRstabsiibertragung von Flachplatten-Gaslift-
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Photobioreaktoren in Flachgerinnereaktoren zur Herstellung von D. salina. Dazu wurden vergleichbare

Satzprozesse in beiden Reaktortypen bei Tagesganglinien (Licht, Temperatur) durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung von Mikroalgenbiomasse zur Gewinnung intrazellular produzierter Stoffe wie B-
Carotin stellt bei Bioprozessen einen groRen Kostenpunkt dar. Unterschiedliche Vorgehensweisen bei
der Extraktion von B-Carotin mit Losemitteln aus D. salina-Biomasse sind bereits bekannt. Zur
Extraktion werden sowohl schwer verdampfbare Pflanzendle (Nonomura, 1987; Rose et al., 1994) als
auch nicht mit Wasser mischbare organische Lésemittel (Riiegg, 1984) in aufwendigen Prozessen mit
Erhitzen oder Trocknung verwendet (Nonomura, 1987; Rose et al., 1994; Riiegg, 1984). Der hohe
Energieaufwand fiir die Trocknung von Biomasse kann alleine bis zu 30 % der Gesamtkosten an der
Produktion von Mikroalgen ausmachen (Tiburcio et al., 2007). Eine Moglichkeit, Prozessschritte zu
vermeiden, ist die direkte Extraktion aus Mikroalgensuspension. Daher wurde als dritte Zielsetzung die
direkte Extraktion von B-Carotin aus einer wassrigen D. salina-Suspension untersucht. Wichtige
Anforderungen an das verwendete Losemittel sind eine schlechte Mischbarkeit mit Wasser und eine
gute Riickgewinnbarkeit. Bei der Extraktion wurde aufgrund des hohen Energieaufwands auf Erhitzen

und Trocknung verzichtet.

Im Rahmen der reaktionstechnischen Charakterisierung wurden zunachst D. salina-Stamme bei
Tagesganglinien von Licht und Temperatur (15. Juni 2012, Almeria, Spanien) in vollstandig
kontrollierbaren Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktoren sowohl bei konstanter als auch bei steigender
Salinitdt verglichen. Alle untersuchten D. salina-Stamme (SAG184.80, SAG42.88, SAG19-03,
CCAP19/18) tolerierten Salzkonzentrationen Uber 200 g L. D. salina CCAP19/18 erreichte in den
durchgefiihrten Satzprozessen mit Salzsteigerung die héchste volumetrische B-Carotin-Konzentration
von 7 mg L, die 18-33 % hoher lag als mit den anderen Stimmen. Dabei wurde mit 1,9 mg gstv der
zweithdchste intrazelluldre B-Carotin-Gehalt erreicht, nur D. salina SAG19-03 lag mit 2,1 mg germ™*
leicht darlber. Da im Satzprozess mit D. salina CCAP19/18 zusatzlich eine kiirzere Verzogerungsphase
beobachtet wurde und die Raum-Zeit-Ausbeute an Biotrockenmasse 20-50 % hoher lag als bei den

anderen Stammen, wurde dieser Stamm fir weitere Untersuchungen ausgewahlt.

Bei Satzprozessen mit steigendem Salzgehalt bei unterschiedlichem pH konnte gezeigt werden, dass
der ausgewadhlte Stamm zwischen pH 8,0-9,0 dhnliche Wachstumskurven und Verlaufe der B-Carotin-
Konzentration aufwies. Die erreichten Biotrockenmassekonzentrationen lagen unter den betrachteten
Klimabedingungen zwischen 3,8-3,9 ggrm L, die B-Carotin-Konzentrationen zwischen 3,8-4,4 mg L.
Schwankungen in diesem pH-Bereich kdnnen in Freilandkultivierungen von D. salina CCAP19/18 also
toleriert werden. Ein hoher pH ist in Freilandkultivierungen aufgrund der Reduktion des
Kontaminationsrisikos von Vorteil. Da jedoch bei pH 9,0 eine langere Verzégerungsphase beobachtet

wurde, fanden weitere Satzprozesse bei pH 8,5 statt.
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Da bei der Algenproduktion im Freiland auch hohere Temperaturen auftreten kénnen, wurde
untersucht, wie sich mogliche Temperaturerhéhungen auf die Produktion von Biomasse und B-Carotin
auswirken. Dazu wurde das verwendete Temperaturprofil um 5 °C erh6ht, sodass die Temperatur tGber
den Tagesverlauf statt im Bereich zwischen 15-30 °C nun zwischen 20-35 °C lag. Im Wachstumsverlauf
wurden keine Unterschiede festgestellt, in beiden Satzprozessen wurden 4,2 gsrm L erreicht. Die
maximale B-Carotin-Konzentration variierte leicht zwischen 4,0 mg L™ (15-30 °C) und 4,3 mg L (20-
35 °C). Wachstum und B-Carotin-Bildung von D. salina CCAP19/18 sind im Temperaturbereich

zwischen 15-35 °C somit nicht veréndert.

Da bei allen Satzprozessen mit zunehmender Salzkonzentration eine Abnahme der B-Carotin-
Konzentration und des -Gehalts nach etwa 3,7 d beobachtet wurde, wurde zu diesem Zeitpunkt die
Salzzugabe gestoppt. Die Salinitit im so durchgefiihrten Satzprozess stieg also bis 110 g L™ und wurde
im Anschluss konstant gehalten. So konnte erreicht werden, dass der B-Carotin-Gehalt konstant
zwischen 2-3 mg gstv ! blieb und die volumetrische B-Carotin-Konzentration bis zum Prozessende auf
25 mg L anstieg. Auch die Biotrockenmassekonzentration wurde nahezu auf 8,0 getm L™ verdoppelt.
Eine weitere Steigerung der Biotrockenmassekonzentration auf 12,8 germ L konnte durch die
Verwendung eines an die Zusammensetzung mariner Mikroalgen angepassten ,BG11 Biomass“-
Mediums erzielt werden. Allerdings blieb bei Satzprozessen mit ,,BG11 Biomass“-Medium der B-
Carotin-Gehalt nach Erreichen eines Maximums nicht konstant wie mit ,BG11+“-Medium, sondern
sank von 3 mg getmt auf 1 mg germ™. Da keine Unterschiede im Lichtabsorptionsverhalten festzustellen
waren, wird eine Nahrstofflimitierung von Phosphat, Ammoniumeisencitrat und/oder

Magnesiumsulfat des ,BG11+“-Mediums als Ursache fiir den stabilen B-Carotin-Gehalt vermutet.

Da neben den autotrophen Nahrstoffen die Versorgung mit Licht ein Haupteinflussfaktor auf
Wachstum und Produktbildung mit D. salina ist, wurde die Lichtabhangigkeit des Wachstums von
D. salina CCAP19/18 untersucht. Dazu wurden Satzprozesse mit unterschiedlicher Inokulations-
konzentration und dynamischer Klimasimulation durchgefiihrt. Durch die verschiedenen Biomasse-
konzentrationen im Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktor konnten unterschiedliche Lichtverfiig-
barkeiten erreicht werden. Als besonders gut geeignet fiir die Beschreibung des Zusammenhangs
zwischen Biotrockenmassekonzentration und Absorptionsverhalten im Flachplatten-Gaslift-
Photobioreaktor erwies sich das Lichtabschwachungsmodell nach Havel (Havel, 2006). Durch
Integration des Lichtabschwachungsmodells (ber die konstante Schichtdicke der Mikro-
algensuspension und Integration der zunehmenden Zelldichte in der taglichen exponentiellen
Wachstumsphase wurden mittlere integrale Photonenflussdichten bestimmt. Die mittlere integrale
Photonenflussdichte beschreibt gemittelt Gber Schichtdicke und Zeit die Photonenflussdichte, die den

Mikroalgen im Durchschnitt wahrend einer exponentiellen Wachstumsphase zur Verfligung steht.
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Abbildung 8.1: In der vorliegenden Arbeit konnte mit reaktionstechnischen Untersuchungen in Flachplatten-
Gaslift-Photobioreaktoren gezeigt werden, dass D. salina CCAP19/18 bei Tagesganglinien von Temperatur und
Licht eines Sommertags am Mittelmeer (15. Juni 2012, Almeria, Spanien) eine hohe pH-Toleranz zwischen pH 8,0-
9,0 aufweist. Auch bei um 5 °C hoheren Temperaturen wurde gleichbleibendes Wachstum festgestellt. Die
Wachstumskinetik von D. salina CCAP19/18 konnte auch bei dynamischer Eingangsphotonenflussdichte in
Abhéangigkeit der mittleren integralen Photonenflussdichte bestimmt werden. Bei einer Steigerung der Salinitat
von 35-110 g L'* NaCl konnte in der Wachstumsphase eine Verdopplung der Biotrockenmassekonzentration
sowie eine Versechsfachung der B-Carotin-Konzentration erzielt werden. Durch Reduktion der Phosphat- und
Nitratkonzentrationen konnte bei gleichzeitiger Erh6hung der Lichtverfligbarkeit in der nachfolgenden
Produktionsphase eine Verdopplung des B-Carotin-Gehalts in D. salina CCAP19/18 erreicht werden.
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Fiir die mathematische Beschreibung des Zusammenhangs von exponentiellen Wachstumsraten und
mittleren integralen Photonenflussdichten wurde im Rahmen der Beobachtungsgenauigkeit das
Modell der Lichtinhibierung nach Aiba-Edwards (Aiba et al., 1968; Edwards, 1970) mit Einfihrung einer
minimalen Photonenflussdichte, deren Uberschreitung fiir exponentielles Wachstum notwendig ist,
als geeignet fur D. salina CCAP19/18 in Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktoren identifiziert. Es konnte
gezeigt werden, dass Photonenflussdichten <233 umolm?2s? kein exponentielles Wachstum
bewirken, die Sattigungskonstante Ks bei 277 pumolm?2s? und die Inhibierungskonstante bei

674 umol m?2 st lag und eine optimale Wachstumsrate von 2,36 d* bei 550 pmol m2 s auftrat.

Neben der Identifikation der besten Wachstumsbedingungen war auch eine Steigerung von B-Carotin-
Gehalt und —Konzentration interessant. Das verwendete ,BG11+“-Medium fiihrte in Verbindung mit
einer Salzsteigerung bis 110 g L', wie in Abbildung 8.1 gezeigt, zu einer Steigerung des maximalen B-
Carotin-Gehalts um 130 % von 3,5 mg getm* verglichen mit 1,5 mg gstm™® bei einer Salzsteigerung bis
200 g LY. Auch die Biotrockenmassekonzentration und die B-Carotin-Konzentration wurden deutlich

von 4 getm Lt auf 8 getm LL, bzw. von 4 mg L auf 25 mg L B-Carotin gesteigert.

In der anschlieBenden Produktionsphase fiihrte eine konstant bei 110 gL gehaltene Salinitit in
Verbindung mit einem Nahrstoff-limitierten Medium (Phosphat- und Nitratreduktion), sowie einer
erhohten Lichtverflgbarkeit durch eine reduzierte Biotrockenmassekonzentration zu einer Ver-
dopplung des B-Carotin-Gehalts von D. salina CCAP19/18 auf 6 mggsm®. Durch die niedrigen
Nahrstoffkonzentrationen lag eine deutlich niedrigere Biomassekonzentration als in der Wachstums-

phase vor, so dass damit jedoch die volumetrische B-Carotin-Konzentration mit 15 mg L geringer war.

Zusatzlich zur Charakterisierung von D. salina CCAP19/18 im geschlossenen Flachplatten-Gaslift-
Photobioreaktor, der sich durch einen relativ geringen volumetrischen Leistungseintrag auszeichnet,
wurden Wachstum und Produktbildung von D. salina CCAP19/18 auch in offenen Flachgerinne-
reaktoren bei dynamischer Klimasimulation (Tag-/Nachtganglinien von Lichteintrag und Temperatur
eines Junitages in Almeria, Spanien) untersucht. Eine deutlich langere Verzogerungsphase sowie eine
um die Hilfte reduzierte optische Dichte zeigten, dass das Wachstum von D. salina CCAP19/18 im
offenen Flachgerinnereaktor gegeniber Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktoren deutlich vermindert
war. Aufgrund der berichteten Scherempfindlichkeit von D. salina wurde die zur Umwalzung der
Algensuspension im Flachgerinnereaktor genutzte Kreiselpumpe gegen eine Schlauchpumpe
ausgetauscht, da diese haufig als ein scherarmer férderndes Pumporgan bezeichnet wird (Jaouen et
al., 1999; Michels et al., 2016). Dabei musste allerdings aufgrund einer stark pulsierenden Férderung
der Volumenstrom reduziert werden, so dass der volumetrische Leistungseintrag von 530 W m= mit
Kreiselpumpe auf 380 W m™ mit Schlauchpumpe verringert wurde. Die maximale optische Dichte

OD7s0nm Wurde so im Satzverfahren mit Klimasimulation von 1,7 leicht auf 2,2 gesteigert. In beiden
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Satzprozessen im offenen Flachgerinnereaktor kam es zur Biofilmbildung auf den Gerinnen, die aus
Polyethylen bestanden. Aufgrund der berichteten Reduktion des Einflusses von Scherspannungen auf
Mikroalgenzellen in stromenden Fluiden durch Zugabe des wasserloslichen Polymers
Carboxymethylcellulose und des nicht-ionischen Tensids Pluronic F-68 (Camacho et al., 2001; Gallardo
Rodriguez et al, 2011) wurden diese Substanzen bei weiteren Satzprozessen in offenen
Flachgerinnereaktoren zugesetzt. Mit Carboxymethylcellulose konnte eine Verkirzung der
Verzogerungsphase von 5 auf 3 Tage beobachtet werden, die Biofilmbildung wurde nicht reduziert.
Durch Zugabe des nicht-ionischen Tensids Pluronic F-68 konnte dagegen eine Biofilmbildung
verhindert werden und die maximal erreichte optische Dichte in der Zellsuspension lag mit 3,3 nur

knapp unter der im Flachplatten-Photobioreaktor beobachteten OD7sonm von 3,9.

Zuletzt wurde die direkte Extraktion von B-Carotin aus Algenbiomasse mit einem einfach riick-
gewinnbaren Losemittel untersucht. Dazu wurde zunachst das Losemittel Ethylacetat in einstufigen
Extraktionen durch Mischung in der Schwingmihle mit anschlieBender Phasentrennung im
Zentrifugalfeld als besonders geeignet identifiziert. Dieses nicht mit Wasser mischbare Losemittel wies
eine hohe Selektivitdt bezlglich B-Carotin auf und extrahierte ohne Zellaufschluss 90 % des
vorliegenden B-Carotins. Der fehlende Zellaufschluss und der Verzicht auf die Trocknung der
Mikroalgenbiomasse hilft durch geringere Energiekosten die Wertschdopfung des Gesamtprozesses zu
erhoéhen. Da Ethylacetat zudem als weniger schadlich eingeordnet wird als die anderen untersuchten
Losemittel, wurde es fiir die folgenden Untersuchungen zur B-Carotin-Extraktion im Zentrifugal-
extraktor verwendet. Im Zentrifugalextraktor wurden mit Ethylacetat Extraktionsausbeuten von bis zu
80 % direkt aus der wassrigen Zellsuspension bei einem Phasenverhdltnis von 1:1 erreicht. Die
geringere Stufenausbeute im Zentrifugalextraktor gegeniiber der zuvor durchgefiihrten einstufigen
Extraktion mit Schwingmiihle und anschlieBender Phasentrennung im Zentrifugalfeld kénnte auf die
geringere Kontaktzeit des Losemittels zurlickzufiihren sein. Statt 10 min in der Schwingmihle lag die
Verweilzeit im Zentrifugalextraktor lediglich bei 1,3-3,2 min. Die Volumenstréme der beiden Phasen
hatten im untersuchten Bereich keinen Einfluss auf die Extraktionsausbeute. Zellsuspensionen bis
6,2 getm L fuhrten bei der Passage durch den Zentrifugalextraktor nicht zur Emulsionsbildung. Eine
Passage durch den Zentrifugalextraktor war ausreichend, da bei einer zweiten Extraktion nur noch

< 4 % B-Carotin zusatzlich extrahiert werden konnten.

Da trotz des robusten Wachstums von D. salina CCAP19/18 bei dynamischen Klimabedingungen nur
vergleichsweise geringe Produktkonzentrationen erzielt werden konnten, scheint dieser Stamm nicht
fir die B-Carotin-Herstellung geeignet zu sein. Da in dieser Arbeit ein Verfahren fir die Charak-
terisierung von Mikroalgen unter realistischen Klimabedingungen etabliert wurde, ware es interessant,
weitere D. salina-Stamme im Hinblick auf ihre B-Carotin Produktionskapazitaten unter gewliinschten

Klimabedingungen zu untersuchen.



122 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass D. salina CCAP19/18 auch in offenen Flachgerinnereaktoren mit
erhéhtem volumetrischen Leistungseintrag Wachstum aufweist. Da trotz des Einsatzes einer
Schlauchpumpe statt einer Kreiselpumpe und der Zugabe verschiedener scherprotektiver Agenzien
eine deutliche Verlangsamung des Wachstums verglichen mit Satzprozessen in Flachplatten-Gaslift-
Photobioreaktoren beobachtet wurde, waren der Einsatz einer noch scherarmer férdernden Pumpe
und/oder eine Analyse des Flachgerinnereaktorsystems hinsichtlich des Auftretens hoher lokaler
Energiedissipationen und deren Beseitigung mogliche Ansatzpunkte, um besonders scherempfindliche
Mikroalgen ohne Zellwand in Flachgerinnereaktoren kultivieren zu kdnnen. Da verglichen mit den
Experimenten in Flachplatten-Gaslift-Photobioreaktoren eine nur unwesentlich niedrigere optische
Dichte im Satzprozess im Flachgerinnereaktor mit Schlauchpumpe unter Zugabe des nicht-ionischen
Tensids Pluronic F-68 erreicht werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass eine weitere Erhohung der

Biotrockenmassekonzentration durch eine angepasste Nahrstoffkonzentration moglich ist.
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Symbol- und Abktrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

4Fe-4S Eisen-Schwefel-Cluster

Ao, A1 Elektronenakzeptoren von P700
ATP Adenosintriphosphat

BCH Carotinoid-B-Hydroxylase
BCH1 B-Carotin-Hydroxylase

BCH2 B-Carotin-Hydroxylase

BG11 Medium fiir blaugriine Algen
BTM Biotrockenmasse

CCAP Culture Collection of Algae and Protozoa, Scottland
CHYE Carotinoid-e-Hydroxylase
CO; Kohlenstoffdioxid

CRTISO Carotinoidisomerase

Cyt bf Cytochrom bsf-Komplex

D. salina Dunaliella salina

DNA Desoxyribonukleinsaure

e Elektron

FD Ferredoxin

FNR Ferredoxin-NADP*-Reduktase
GGPP Geranylgeranylphosphat

H* Proton

H,O Wasser

LCYB B-Lycopincyclase

LCYE e-Lycopincyclase

LED Leuchtdiode

Mn Mangan

N. salina Nannochloropsis salina
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NL Normliter

NSY Neoxanthinsynthase

0, Sauerstoff

P680 Photosystem Il

P700 Photosystem |

PC Plastocyanin

PDS Phytoendesaturase

PE-HD Polyethylen hoher Dichte

Ph Phaophytin

pH potentia hydrogenii

Pi Phosphat

Prmax maximale Photosyntheserate
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Abkirzung Bedeutung

pO, Sauerstoffpartialdruck

PQ Plastochinon

PQH: Plastochinol

PS Photosystem

PSY Phytoensynthase

PTFE Polytetrafluorethylen

Rq Dunkelrespiration

RNA Ribonukleinsdure

SAG Sammlung von Algenkulturen - Universitat Gottingen

VA Tyrosinrest

ZDS (-Carotin-Desaturase

ZEP Zeaxanthin-Epoxidase

Z-1SO (-Carotin-Isomerase

Symbol Bedeutung Einheit

Aq Querschnittsflache Reaktor m?

Ar Absorption bei Wellenlange A -

Ca Konzentration an Chlorophyll a mg L?

Cb Konzentration an Chlorophyll b mg L?

Ce Konzentration des Extraktstoffes im Extrakt gl?

cL Lichtgeschwindigkeit (2,997 - 108) ms?

CRr Konzentration des Extraktstoffes im Raffinat gl?

Cs Substratkonzentration gl?

Cx Biotrockenmassekonzentration getm L

Cx,0 Anfangskonzentration der Biotrockenmasse getm L

d Spaltbreite m

ds mittlerer Blasendurchmesser m

E Energie eines Photons J

f Frequenz st

fx Korrelationsfaktor zwischen Biomassekonzentration gstm L

und optischer Dichte

g Erdbeschleunigung (9,81) ms?

H Hohe der Flissigkeitssaule m

h Planck'sches Wirkungsquantum (6,626 - 1034) Js

he Hohe der unbegasten Flussigkeitssaule m

I Bestrahlungsstarke umol m2s?
I* mittlere integrale Photonenflussdichte zu einem Zeitpunkt ~ pmol m?2s?
I mittlere integrale Photonenflussdichte iber einen Zeitraum pmolm?2s?
lo Eingangsphotonenflussdichte umol m?2s?
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Symbol Bedeutung Einheit

e Bestrahlungsstarke am Kompensationspunkt pmol m=s™

l; Bestrahlungsstarke am Inhibitionspunkt umol m2s?

Ik Bestrahlungsstiarke am Ubergang von umol m2s?
Limitierung zu Sattigung

Is Bestrahlungsstarke am Sattigungspunkt umol m2s?

Ke Verteilungskoeffizient -

Ki Inhibierungskonstante des Substrates glL?

Ks Sattigungskonstante des Substrates glL?

| Schichtdicke cm

L maximale Schichtdicke cm

m Masse g

ms zellspezifische Aufnahmerate ggtht
(Erhaltungsstoffwechsel)

ODx optische Dichte bei Wellenlange A -
Leistung w

p Druck bar/Pa

R universelle Gaskonstante JmoltK?!

RZA Raum-Zeit-Ausbeute getm L1 h?

S Selektivitat -

T Temperatur K

t Zeit h/d

Ta Taylorzahl -

\Y} Volumen m3/L

Vwm molares Volumen des idealen Gases (22,41 - 10°3) m3 mol?

Vm molarer Volumenstrom mol s*

w Gasleerrohrgeschwindigkeit ms?

Yxs,u Ertragskoeffizient gg?

B empirische Konstante nach Webb -

3 Extinktionskoeffizient L% g% cm?/Lgtem?

n Verhaltnis der Radien -

i) Drehzahlverhaltnis -

A Wellenlange m

vl spezifische Wachstumsrate h1/d?

Mmax maximale Wachstumsrate ht/d?

v kinematische Viskositat m?s?!

OF Dichte kg m3

Oc Grenzflachenspannung N m?

® Sensitivitatsfaktor nach Pfaffinger -

Q Winkelgeschwindigkeit innerer Zylinder st




144 Anhang

Anhang

A.1. Dissoziationskonstanten

Tabelle A.1: Dissoziationskonstanten des Biocarbonat-Puffersystems nach Millero et al. (2007) bei 25 °C.

Salinitat, g L? pKs: pKs;

0 6,20 9,95

60 5,95 9,45

280 6,15 9,55
A.2. Gerate

A.2.1. Blasensaulenreaktoren

Abbildung A.1: Aufbau des modifizierten Profors-Inkubators (Infors HT, Bottmingen, Schweiz) zur Vorkultur-
herstellung in Blasensaulenreaktoren (Pfaffinger, 2017).

Blasensdulen-
reaktor Streulichtzylinder Leuchtstoffréhre

‘&‘ij {@ @ @ L\O O OO%—:—— Luftfluss
2 ~
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Tabelle A.2: Gerate zur Durchfliihrung von Satzprozessen in Blasensaulenreaktoren.

Gerat Bezeichnung Hersteller
Blasensaulenreaktor Patent EP0845029 B1 Altenbach-Rehm & Weuster-Botz
Dreiwegehahn Mini-Dreiwegehahn (2-4190) Neolab, Heidelberg
Durchlaufkihler DLK 402 DP Fryka Kaltetechnik, Esslingen
Durchlaufkihler DLK 60 Fryka Kaltetechnik, Esslingen
Gasmischstation WMR 4000 (Westphal) Brooks Instruments, Dresden
Leuchtstoffrohre Fluora 77 Osram, Miinchen
Leuchtstoffrohre SunGlo Hagen, Holm
Massendurchflussregler 585E Brooks Instruments, Dresden

Inkubator (modifiziert) Profors Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
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A.2.2. Flachplatten-Photobioreaktoren
Sequenz zur pH-Regelung:
#0,Initial,10 // start of sequence

Light.sp=0
Temp.sp=25
Air_Flow.sp=2.0
CO2_Flow.sp=0

if(pH.v<=8.50){CO2_Flow.sp=0;Air_Flow.sp=2.0}

if(pH.v>=8.51){CO2_Flow.sp=10;Air_Flow.sp=1.990}
if(pH.v>=8.55){CO2_Flow.sp=15;Air_Flow.sp=1.985}
if(pH.v>=8.60){CO2_Flow.sp=20;Air_Flow.sp=1.980}
if(pH.v>=8.65){CO2_Flow.sp=25;Air_Flow.sp=1.975}
if(pH.v>=8.70){CO2_Flow.sp=30;Air_Flow.sp=1.970}
if(pH.v>=8.75){CO2_Flow.sp=35;Air_Flow.sp=1.965}
if(pH.v>=8.80){CO2_Flow.sp=40;Air_Flow.sp=1.960}

—_ e~ e~~~ —~

if(seq_time>time(00:01)){seq=1}
#1, Tag_verzogert, 10 // Sequenz fiir den Tag

DEF Set_time = (seq_time/3600)+0
DEF a =0.0076

DEF b =-0.2106

DEF c=0.9784

DEF d = 6.5455

IF (Set_time <= 14) {Light.sp = a*Set_time~4+b*Set_time~*3+c*Set_time”2+d*Set_time} Else {Light.sp
=0}

Temp.sp=0.0082*(Set_time~3)-0.3796*(Set_time~2)+4.3559*Set_time+15.142

if(pH.v<=8.50){CO2_Flow.sp=0;Air_Flow.sp=2.0}

if(pH.v>=8.51){CO2_Flow.sp=10;Air_Flow.sp=1.990}
if(pH.v>=8.55){CO2_Flow.sp=15;Air_Flow.sp=1.985}
if(pH.v>=8.60){CO2_Flow.sp=20;Air_Flow.sp=1.980}
if(pH.v>=8.65){CO2_Flow.sp=25;Air_Flow.sp=1.975}
if(pH.v>=8.70){CO2_Flow.sp=30;Air_Flow.sp=1.970}
if(pH.v>=8.75){CO2_Flow.sp=35;Air_Flow.sp=1.965}
if(pH.v>=8.80){CO2_Flow.sp=40;Air_Flow.sp=1.960}

IF (Set_time > 22) {SEQ = 2}
#2, Nacht, 10 // Sequenz fur die Nacht

Light.sp=0
Temp.sp =15

if(pH.v<=8.50){CO2_Flow.sp=0;Air_Flow.sp=2.0}
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if(pH.v>=8.51){CO2_Flow.sp=10;Air_Flow.sp=1.990}
if(pH.v>=8.55){CO2_Flow.sp=15;Air_Flow.sp=1.985}
if(pH.v>=8.60){CO2_Flow.sp=20;Air_Flow.sp=1.980}
if(pH.v>=8.65){CO2_Flow.sp=25;Air_Flow.sp=1.975}
if(pH.v>=8.70){CO2_Flow.sp=30;Air_Flow.sp=1.970}
if(pH.v>=8.75){CO2_Flow.sp=35;Air_Flow.sp=1.965}
if(pH.v>=8.80){CO2_Flow.sp=40;Air_Flow.sp=1.960}

IF (Seq_time > time(02:00)) {SEQ = 3}
#3, Tag, 10 // Sequenz fur den Tag ohne Setpoint

DEF Set_time2 = seq_time/3600
DEF a =0.0076

DEF b =-0.2106

DEF c=0.9784

DEF d = 6.5455

if(pH.v<=8.50){CO2_Flow.sp=0;Air_Flow.sp=2.0}

if(pH.v>=8.51){CO2_Flow.sp=10;Air_Flow.sp=1.990}
if(pH.v>=8.55){C0O2_Flow.sp=15;Air_Flow.sp=1.985}
if(pH.v>=8.60){CO2_Flow.sp=20;Air_Flow.sp=1.980}
if(pH.v>=8.65){CO2_Flow.sp=25;Air_Flow.sp=1.975}
if(pH.v>=8.70){CO2_Flow.sp=30;Air_Flow.sp=1.970}
if(pH.v>=8.75){CO2_Flow.sp=35;Air_Flow.sp=1.965}
if(pH.v>=8.80){CO2_Flow.sp=40;Air_Flow.sp=1.960}

IF (Set_time2 <= 14) {Light.sp = a*Set_time2”4+b*Set_time2/3+c*Set_time2”2+d*Set_time2} Else

{Light.sp = 0}

Temp.sp=0.0082*(Set_time2"3)-0.3796*(Set_time2”2)+4.3559*Set_time2+15.142

IF (Set_time2 >22) {SEQ =2}

Tabelle A.3: Gerate zur Durchfiihrung von Satzprozessen in Flachplatten-Photobioreaktoren.

Gerat Bezeichnung

Hersteller

Flachplatten-Photobioreaktor  Labfors 5 Lux

Gelostsauerstoffsensor VisiFerm DO ECS 120 HO
pH-Sensor EasyFerm Plus PHI Arc 120
Software Iris

Spektrometer Flame-T

Umlaufkiihler LED DK2700

Umlaufkiihler PBR DK1800

Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
Hamilton Germany GmbH, Planegg
Hamilton Germany GmbH, Planegg
Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
Ocean Optics Inc., Florida, USA
Wouttke, Schutterwald

Wouttke, Schutterwald
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A.2.3. Flachgerinnereaktoren

Tabelle A.4: Gerate zur Durchfiihrung von Satzprozessen in Flachgerinnereaktoren.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Aluminiumgestell
Analog/Digital-Wandler
CO,-Massendurchflussregler
CO,-Zugabeschlauch

Dreiwegehahn
Frequenzumrichter
Fiillstandssensor
Gerinne und Becken (PE-HD)
Kompaktthermometer
LED-Leuchten
Magnetkreiselpumpe
Magnetkreiselpumpe
Magnetventil
Verdunstungsausgleich
pH-/Temperatursensor

pH-Transmitter
Prozessleitsystem

Pumpschlauch
Schlauchpumpe
Volumenstromsensor

U6
red-y smart
Solvocarb

Movitrac LTE-B
LFFS 034

TMR31

BGR 4 RM-PP
MKPG3PPE/40-25-055
Typ 52

tecLine 201020/51-18-04-18-

120
ecoTrans pH 03
Labview 2015

Rauspiraflex
Rollit 50
MIK-5NA65AL343

Alvaris, Suhl

Labjack, Lakewood, CO, USA
Voegtlin, Aesch, Schweiz
Linde, Pullach

PVC-Welt, Pegnitz
SEW-Eurodrive, Bruchsal
Baumer GmbH, Friedberg
Rauch oHG, Taufkirchen

Endress+Hauser, Weil am Rhein

FutureLED, Berlin
Sondermann, Koln
Ventaix GmbH, Monschau
Gemdi, Ingelfingen

Jumo, Fulda

Jumo, Fulda

National Instruments, Austin, TX,

USA
Liquitec, Rehau

Verder GmbH, Wien, Osterreich

Kobold Messring GmbH, Hofhe

im

A.2.4. HPLC

Tabelle A.5: Gerate zur quantitativen 3-Carotin-Bestimmung

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Autosampler
Detektor
Pumpe

Saule

Saulenofen
Software

Vorsaule
Vorsaulenhalterung

Ultimate WPS-3000 SplitLoop
Ultimate DAD-3000

Ultimate LPG-3400SD
Develosil 5 um RP-Aqueous
C30,250x4,6 mm

Mistral

Chromeleon 7
AQC184 x 3,0 mm
SecurityGuard Guard
Cartridge Kit KJ0-4282

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Phenomenex, Aschaffenburg

Spark Holland, Emmen, Niederlande

Thermo Scientific, Waltham, USA
Phenomenex, Aschaffenburg
Phenomenex, Aschaffenburg
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A.3. Allgemeine Gerate

Tabelle A.6: Auflistung der allgemeinen Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Analysewaage
Analysewaage
Analysewaage
Analysewaage
Analysewaage
Magnetriihrplatte
Mehrfachdispenser

Membran-Vakuumpumpe

Pipetten

Plattformwaage

Reagenzglasschiittler

Refraktometer
Schwingmihle
Spektralphotometer
Spektralphotometer
Spektroradiometer
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Trockenschrank
Trockenschrank
Verdrangerpipette
Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

Extend ED124S
MS104S/01
XA204DR
Explorer E12145

Explorer EIM312
Neolab D-6010
HandyStep electronic
Laboport
Transferpipette S
(200 pL, 1000 pL, 10 mL)
DE 60K1DL

Vortex Genie 2

HI 96822

MM200

Genesys 10S
Genesys 10UV
Flame-T-VIS-NIR
mySPIN 12

Mikro 20

UF450

UN260

Microman (200 pL, 1000 L)

5810R
Rotixa 50 RS
Rotixa 460R

Sartorius, Gottingen

Mettler-Toledo, GielRen
Mettler-Toledo, GielRen
Ohaus, Parsippany, USA

Ohaus, Parsippany, USA

Neolab, Heidelberg

Brand, Wertheim

KNF Neuburger, Freiburg im Breisgau
Brand, Wertheim

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Scientific Industries Inc., New York, USA
Hanna Instruments, Woonsocket USA
Retsch GmbH, Haan

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Ocean Optics, Largo, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Hettich, Tuttlingen

Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

A.4. Chemikalien

Tabelle A.7: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

Chemikalie Reinheitsgrad Summenformel Hersteller Produktnr.

Acetonitril ~18% Fe CsHsO7 - nFe - nHsN Merck 103762

Acetonitril >99,95% HsCCN VWR 83639

Ammoniumeisen(lll)-citrat >99,95% HsCCN J.T. Baker 9012

Ammoniumeisen(lll)-citrat ~18% Fe CeHgO7 - nFe - nH3N Roth CN77.3

Ammoniumheptamolybdat- 81,0 -83,0% (NH4)sM07024 - 4

Tetrahydrat MoO; H,0 Merck 101182

Ammoniumheptamolybdat- 81,0 - 83,0% (NH4)sM07024 - 4

Tetrahydrat MoOs; H,0 )T Baker 0024

Antifoam 204 KA. KA. Sigma- A6426
Aldrich

Borsaure 99,5 -100,5% H3BOs Merck 100165
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Chemikalie Reinheitsgrad Summenformel Hersteller Produktnr.
Borsaure >99,8% H3BO; Sigma- 31146

Aldrich
Calciumchlorid-Dihydrat 99,0 - 100,0% CaCl, - 2 H,0 Merck 102382
Calciumchlorid-Dihydrat >99,0% CaCl; - 2 H,0 Roth 5239.1
Chloroform >99,8% CHCls Honeywell  602-006-00
Chloroform >99,8% CHCls Labochem LC-4919.3
Chloroform 299,8% CHCIs Roth 7331.2
Citronensdaure Monohydrat >99,5% CsHs0O- Roth 3958.2
Cobalt(ll)-nitrat-Hexahydrat >99% Co(NO3),- 6 H,0 Merck 102536
di-Kaliumhydrogenphosphat 98,0 - 100,5% K2HPO4 AppliChem 1415%)2'121
Ethanol 299,9% C,HeO Roth P076.1
Ethylacetat >99,5% C4Hs02 Roth 6784.4
Ethylacetat 299,5% C4Hs0, Honeywell 607_052_00_
Ethylendiamin-
tetraessigsaure >99,0% Na,-EDTA - 2 H,O Roth X986
Dinatriumsalz Dihydrat
Ethylendiamin-
tetraessigsaure 99.9% Na,-EDTA - 2 H,O J.T. Baker 4040-01
Dinatriumsalz Dihydrat
Sigma-
> 0,
Heptan 296% CsH1e Aldrich 592579
Kaliumchlorid >99,5% KCI AppliChem A2939
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 99,0 - 100,5% CuSO4 -5 H,0 Merck 102790
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 99,0-102,0% CuSO4 -5 H,0 illir;‘; 31293
Magnesiumsulfat-
>489 .
Heptahydrat >48% MgS0, MgSO4 - 7 H,0 Roth 8283.1
Mangansulfat-Monohydrat 98,0 - 102,0% MnSO, - H,0 Merck 105999
Mangansulfat-Monohydrat >99,0% MnSO, - H,0 Roth 4487.1
Natriumcarbonat 99.9% Na,COs; Merck 106392
Natriumcarbonat >99,5% Na,CO3 Roth A135.1
Natriumnitrat 299% NaNO3 Roth A136.1
Natriumnitrat 299% NaNO3 LaboChem LC54691
n-Hexan >99,9% CeHaa Roth 7339.2
Zinksulfat-Heptahydrat 99,5 -103,5% ZnS0Oq4 - 7 H,0 Merck 108883
Zinksulfat-Heptahydrat >99,5% ZnS04 - 7 H,O Roth K301.1
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