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ZUSAMMENFASSUNG

Die Produktion von Mikroalgen und deren Wertschépfung in einem zyklisch gefihrten Pro-
zess ist ein effizientes Verfahren, um den Rohstoffverlust bei der Herstellung zu minimieren
und ein facettenreiches Angebot an kommerziellen Produkten aus der Biomasse zu generie-
ren. Um das wirtschaftliche Interesse fur das Bioraffinerie Konzept zu steigern, muss eine
Kostenreduktion erfolgen. Die Verwertung von Abfallressourcen ist eine Moglichkeit, um
Biomasse herzustellen, welche als Nahrstoffgrundlage und Rohstoff dienen kann.

In diesem Experiment wurde A.platensis kultiviert, um anhand von spezifischen Wachs-
tumsdaten die vegetative Zellteilung unter photoautotrophen, mixotrophen und unter Abwe-
senheit von Licht zu untersuchen. GeméaR der Annahme, dass mit dem Einsatz von Saccharid
die Kultur schneller wéchst und eine Unabhangigkeit zum Wachstumsfaktor Licht besteht,
sollte das Wachstum zusatzlich unter direkter Zufuihrung von Abfallgewéssern getestet wer-
den.

In dieser Arbeit zeigt der Vergleich der Wachstumsdaten deutlich, dass die Verwendung von
Saccharid zu kleineren Wachstumsraten von dieser A.platensis Kultur fiihrt. Ebenso bildet
sich ab, dass Licht trotz der Zugabe von Saccharid ein limitierender Einflussfaktor fiir das
Wachstumsverhalten ist. Der Einsatz von Abfallgewéssern als organisches Substrat zeigt
ahnliche Ergebnisse wie die gegentbergestellten Kultivierungen mit Saccharid.

Da durch den Einsatz von Abfallen kein steriles Umfeld zur Kultivierung von Reinkulturen
gewahrleistet werden kann, bleibt genauer zu untersuchen, welchen Einfluss eine umlie-
gende mikrobielle Population auf das Wachstumsverhalten von A.platensis hat.

ABSTRACT

The production of microalgae and their added value in a cyclically controlled process is an
efficient method to minimize the loss of raw materials during production and to generate a
diverse range of commercial products from biomass. In order to increase the economic inte-
rest in the biorefinery concept, costs must be reduced. The utilisation of waste resources is
one way to produce biomass which can serve as a nutrient basis and raw material.

In this experiment A.platensis was cultivated to study vegetative cell division under photo-
autotrophic, mixotrophic and the absence of light. In accordance with the assumption that
the culture grows faster with the use of saccharide and that there is independence from the
growth factor light, the growth was additionally tested under direct feed with waste water.
In this paper, the comparison of the growth data clearly shows that the use of saccharide
leads to lower growth rates of this A.platensis culture. It is also shown that light is a limiting
factor for the growth behaviour despite the addition of saccharide. The use of waste water as
an organic substrate shows similar results as the compared cultivations with saccharide.
Since the use of wastes cannot guarantee a sterile environment for the cultivation of pure
cultures, the influence of a surrounding microbial population on the growth behaviour of
A.platensis has to be investigated futher.
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1 EINLEITUNG

Das Bioraffineriekonzept beschreibt eine umfassende Wertschopfungskette von kommerzi-
ellen Produkten, die ihren Ursprung mitunter in der Biomasse von Mikroalgen haben. Die
Definition von Biomasse wird nach Biomasseverordnung 82 (1) gegeben und wird umfas-
send mit der Phyto- und Zoomasse umschrieben. Die Vielfalt an Produkten und deren Ge-
winnung aus Mikroalgenbiomasse bietet ein kostengtinstiges und umweltschonendes Her-
stellungsverfahren. Eine Definition kann nach unterschiedlichen Kriterien erfolgen, wie bei-
spielsweise nach dem Rohstoff, der Verarbeitungsprozesse, oder der Endprodukte [Arnold
etal., 2011].

Die mogliche Produktpalette deckt, nach Heining (2016), ein facettenreiches Spektrum an
low-, mid- und high-value Produkten ab. Aktuell werden phototrophe Mikroorganismen wie
die Griinalge Chlorella, oder das Cyanobakterium Arthrospira platensis unter dem Begriff
neutraceuticals gehandelt und finden einen positiven Absatz in Landern wie Japan und Me-
xiko [Heining, 2016]. Zu ausgewé&hlten Produkten zahlen Pigmente, oder Fettsauren fir die
Biodieselherstellung. High-value Produkte kdnnen mehrfach ungesattigte Fettsauren sein,
sowie weitere intra- und extrazellular Polysaccharide, die ein pharmazeutisches Anwen-
dungspotential besitzen. [Borowitzka, 2013; Leu & Boussiba, 2014; Santillan, 1982]. Dar-
Uber hinaus treten phototrophe Mikroorganismen immer mehr in den Fokus der pharmazeu-
tischen Anwendung. Die Herstellung von rekombinanten Proteinen mit Bakterien zeigen
unerwiinschte Glycolysierungen, die zu Nebenwirkungen des Medikaments flihren kénnen.
Die Herstellung mit Mikroalgen besitzt den Vorteil, dass das pflanzliche Glycolysierungs-
muster homogener und dadurch effektiver zu entfernen ist [Yan, 2016].

Hergestellte Abfallstoffe, wie Kohlenstoffdioxid und Zellrlickstdnde, werden innerhalb einer
zyklischen Prozessfiihrung verwertet und gewonnene Rohstoffe dem Prozess wieder zuge-
fuhrt. Das Recycling von Rohstoffen tragt dazu bei Ressourcenverluste zu minimieren, so-
dass Kosten fiir den Rohstoffeinsatz gesenkt werden kénnen [Zhu, 2015]. Die Kultivierung
von phototrophen Organismen im Rahmen dieses Konzepts birgt Vorteile wie die vollstén-
dige Verwertbarkeit der Ressourcen, als auch die Mdglichkeit zusétzliche Stoffstrome aus
anderen Prozessen der Kultivierung zu zufiilhren und zu verwerten, wie die Kohlenstoffdi-
oxid-Begasung, welche beispielsweise zuvor aus einem Verbrennungsprozess abgeleitet
wurde [Wieczorek, 2019].

Die Kombination von technischen Systemen mit biologischen Einheiten, welche zur Um-
wandlung chemischer Verbindungen eingesetzt werden, ist ein vielversprechendes Konzept,
um low-, middle- und high-value Produkte kostengiinstig zu produzieren [Festel, 2004]. Die
Bioraffinerie, nach Definition des Endberichtes von BioCouples, gibt ein Konzept wieder,
dass die stoffliche sowie chemische Umwandlung in wertschopfende Stoffe beschreibt.
Nach Art und Beschaffenheit der Biomassen, als hauptsachlicher Inputtrdger der Raffina-
tion, werden biologische Wertstoffe gewonnen [Arnold et al., 2011].



Um das wirtschaftliche Interesse dieses Konzeptes zu steigern und somit die Etablierung zu
fordern, ist eine Kostenreduktion in der Produktion vorgesehen, sodass kostenintensive Roh-
stoffe, welche als Eingangsmaterial dienen, durch recycelte Abfélle ergénzt oder ersetzt wer-
den sollen. Hier bietet sich eine erneute Rickflhrung von Stoffstrémen an und verweist auf
ein grundlegendes Kriterium um Kosten einzusparen und zwar durch die Minimierung von
Ressourcenverlusten. Der Ansatz einer 6kologischen Abwasserreinigung von Gutzeit (2006)
mittels einer Algen-Bakterien-Biomasse, die mit der Flockenbildung immobilisiert und sta-
bilisiert wurde, zeigt ein kostengunstiges Konzept, um beispielsweise in 6konomisch schwa-
chen Regionen eine effiziente Methode zur Wasserreinigung bereitstellen zu kdnnen [Gut-
zeit, 2006].

Da bereits Naturvolker Sudostasiens, Nordamerikas und Zentralamerikas diese Art von Bi-
omasse als Nahrungsquelle erzeugten [Ortega, 1972], ist gesichert, dass diese Art mit einer
theoretischen Wiederverwertung von ungefahrlichen, organischen Abfallsubstraten als Nah-
rungsquelle erfolgen kann. In diesem Experiment wird das Cyanobakterium Arthrospira
(friiher Spirulina) platensis genutzt, um eine Assimilation von organischen Kohlenstoffquel-
len zu untersuchen, um dadurch eine Potentialeinschatzung zu erhalten, in wie weit der Or-
ganismus fir das Recycling von Nahrstoffen aus Abfallgewdssern geeignet ist.



2 ZIELSETZUNG

Das Ziel der Bachelorthesis ist ein Erkenntnisgewinn zu dem Wachstumsverhalten von Arth-
rospira (Spirulina) platensis unter der Verwendung von organischen Substraten. Hinter-
grund der Untersuchungen ist es, ein mogliches Recyclingkonzept zu realisieren, um Nahr-
stoffe aus den anfallenden Abfallstrdmen aus Industrie und Wirtschaft in den Stoffkreislauf
zurilickzufuhren. Die Wahl der organischen Verbindungen, welche als Kohlenstoffquelle
dienen, beschrénken sich hier aufgrund des zeitlichen Rahmens dieser Arbeit auf vier Mo-
nosaccharide spezifischer Hexosen. Die Auswahl der zu testenden Verbindungen wurde auf
der Grundlage einer moglichen metabolischen VVerwendbarkeit getroffen, um den Erfolg der
Herstellung von Biomasse zu gewahrleisten. Die Substrate Glucose und Fructose fuhren zu
einem Wachstum [Muhling, 2005], wahrend Mannose und Galactose wegen der nattrlichen
Verfugbarkeit sowie der vermehrten Présenz in Nahrungsmitteln ausgewéhlt wurden. Um
die Thesis moglichst aussagekréftig darstellen zu kénnen, werden eine Vielzahl spezifischer
Wachstumskenndaten der Kulturen, wie Biotrockenmasse und optische Dichte, jeweils unter
photoautotrophen, heterotrophen und mixotrophen Wachstumsbedingungen protokolliert.
Ebenso werden Daten zu Umwelteigenschaften aufgezeichnet, wie Temperatur, Licht und
pH-Wert des Mediums.

Fuhrend zur Thesis werden die folgenden Hypothesen anhand von Literatur formuliert, so-
dass eine Eingrenzung des Untersuchungsbereichs erfolgt. Basierend auf diesen wird die
Fragestellung hinblickend des Konzepts der Bioraffiniere diskutiert und néher erlautert.

1. Bei der Kultivierung der vorliegenden Kultur von A.platensis dufRert sich die Zugabe
von organischen Verbindungen in einer héheren spezifischen Wachstumsrate im
Vergleich zu der einer photoautotrophen Kultivierung.

2. Die vorliegende Kultur A.platensis wachst mit einem heterotrophen Metabolismus
mit Saccharid, hier Glucose, bei Abwesenheit von Strahlung.

3. Bei der Kultivierung der vorliegenden Kultur von A.platensis duf3ert sich die Zugabe
von unbehandelten Abwasser im Vergleich zu anderen Sacchariden in einer gleichen
spezifischen Wachstumsrate.



3 GRUNDLAGEN

Um ein wesentliches Verstandnis der Zusammenhadnge dieses Experimentes zu erlangen,
werden technische und wissenschaftliche Grundlagen erldutert. Hierflr werden nachfolgend
die Kultivierungstechnik von phototrophen Organismen erldutert und die molekularbiologi-
schen bzw. genetischen Eigenschaften des Zielorganismus dargelegt.

3.1 WACHSTUMSKINETIK

Die mathematische Beschreibung des Wachstumsmodells basiert auf der vegetativen Zell-
teilung von einzelligen Organismen, was durch die Zweiteilung einer jeden Zelle zu einem
exponentiellen Wachstum (der exponentiellen Phase) der Kultur fihrt. In dieser Phase stellt
sich eine Wachstumsgeschwindigkeit (auch Wachstumsrate) ein, welche je nach vorherr-
schenden Wachstumsbedingungen spezifisch fur die jeweilige Art ist. Unter naturlichen Le-
bensbedingungen wird aufgrund der hohen Komplexitat der Einflussfaktoren, sowie deren
Anzahl, eine Reduzierung der Faktoren vorausgesetzt, um ein Modell der Wachstumskinetik
erstellen zu konnen. Bei der Betrachtung wird auf ein polyseptisches Populationssystem ver-
zichtetet, sodass minore Populationen zu vernachlassigen sind [Chmiel, 2018].

Die Modellbeschreibung betrachtet eine monoseptische Kultur, welche unter konstanten
Wachstumsbedingungen, wie pH-Wert des umliegenden Mediums, Temperatur, Substrat-
konzentration und einer homogenen Verteilung der Stoffe, zu einer vegetativen Zellteilung
fuhrt. Essentiell fur die Modellbildung sind folgend nach Chmiel (2006) genannte Kriterien:

e alle Zellen haben eine einzige ,,Eigenschaft*: sie haben reaktionsfahige Masse
e alle Zellen sind unsterblich und immer absolut teilungsfahig

e alle Zellen kénnen zu jeder Zeit mit maximaler Kapazitat zu wachsen beginnen
e alle Zellen sind vollig identisch und von konstanter Zusammensetzung

e die betrachtete Population ist sehr grof3 ideal asynchron

e keine Zelle verbraucht Rohstoffe fiir den Erhaltungsstoffwechsel

e keine Zelle wird durch irgendwelche Stoffe inhibiert*

In der ersten Phase des Modells (Anlaufphase), gleicht der Organismus seinen Metabolismus
den Bedingungen des Mediums und den Umweltbedingungen an. Sobald der vegetative Or-
ganismus sein Potential zur Substratassimilierung aufgebaut hat, tritt die Population in einen
Ubergangszustand ein, in der die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt (Ubergangsphase 1).
Die benotigte Zeit in der das Substrat durch die Zellmembran tritt, um zum Reaktionsort zu
gelangen, wird nicht beriicksichtigt. Durch eine Annahme einer konstanten Reaktionsge-
schwindigkeit zwischen anabolischem und katabolischen Metabolismus wird die exponen-
tielle Wachstumsrate erreicht. Die autokatalytische Reaktion wird durch ihre spezifische
Substratabhéngigkeit limitiert, sodass mit exponentiell steigender Zellkonzentration, eine
exponentielle Abnahme des Substrates vorliegt. Mit der steigenden Abnahme der Substrat-
konzentration, fallt die Wachstumsrate der Kultur, womit das Wachstum in die Ubergangs-
phase Il eintritt. Die momentane Anderung der Biomasse bei hohen Zellkonzentrationen
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fihrt oft zu kurzen Ubergangsphasen. Ausnahmen bilden Reaktionen mit geringen Sub-
stratspezifitat, sind aber nicht die Regel. Ohne die erneute Zugabe des limitierten Faktors
tritt das Wachstum in die stationdre Phase des Wachstums ein. Mit der vermehrten Aus-
schiittung von Sekundarmetaboliten, oder anderweitigen wachstumsentkoppelten Metaboli-
ten wird die Qualitat der Wachstumsbedingungen verdndert und kann, neben einer Inhibie-
rung, zur Elimination der vegetativen Zellteilung fihren. Dadurch tritt die Kultur in die Ab-
sterbephase ein, in der die Zelllysis zunimmt [Chmiel, 2006].

Die mathematische Beschreibung der spezifischen (maximalen) Wachstumsrate nach
Chmiel (2006) sieht wie folgt aus:

_ In(x) —In(x,)
Hmax = t—t, )

Umax = Spezifische Wachstumsrateing-L™1-h™?!

x = momentane Zelltrockenmasse (Biotrockenmasse)
xo = Zelltrockenmasse zum Start des Wachstum

t = Zeit der momentanen Zelltrockenmasse

to = Zelltrockenmasse zum Startzeitpunkt

In Hinblick auf eine mégliche Produkterzeugung ist in Cyanobakterien die Herstellung von
Sekundéarmetaboliten generell in der exponentiellen und der stationdren Phase zu beobachten
[Rippka, et al., 1981] und hangt im Wesentlichen von der Lichtintensitat sowie -qualitat, der
Temperatur, pH-Wert, die Verfligbarkeit von Néhrstoffen wie Phosphor und Stickstoff und
bei einigen Arten von der Anwesenheit von Vitamin B12 ab [Rippka, et al., 1981].

3.2  KULTIVIERUNGSTECHNIK

Im Wesentlichen ist die Kultivierung von phototrophen Mikroorganismen von Licht, pH-
Wert, Temperatur, sowie die Zusammensetzung des Mediums abhéngig [Posten, 2009].
Die Herausforderung an die Anforderungen von Photobioreaktoren liegt in einem homoge-
nen Eintrag von Strahlungsenergie, um der phototrophe Kultur tber die Kultivierungsdauer
optimale Wachstumsbedingungen bietet zu konnen. Zugabe- und Regelungstechnik von pH-
Wert und Nahrstoffkonzentration sind eine wohl bekannte Thematik der Biotechnologie und
findet an dieser Stelle kein Erklarungswert [Heining, 2016].

Licht, als einer der wachstumslimitierenden Faktoren von phototrophen Organismen, erfahrt
mit der fortlaufend steigenden Zellzahlkonzentration einen zunehmenden Ausschluss, so-
dass lediglich Zellen an der Oberflache der Reaktorwénde genligend mit Strahlungsenergie
versorgt werden kénnen. Demnach muss im kontinuierlichen Kultivierungsverfahren eine
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konstante Zelldichte gehalten werden, sodass die Tribung der Suspension und der Strah-
lungseintrag ein optimales Verhaltnis zur erzielenden Wachstumsrate die Kultur haben. Die
Abnahme der Strahlungsintensitat kann generell nach Lambert Beer‘schen Gesetz kalkuliert
werden. Weil die Abnahme der Strahlungsintensitat nicht nur von der Absorption abhangig
ist, sondern auch von der Streuung an der Zelloberflache werden auch empirische Modelle
verwendet, um die Lichtverteilung in einer Mikroalgensuspension genauer abbilden zu kon-
nen [Acién Fernandez, et al., 1997; Béchet, et al. ,2013; Cornet, et al., 1995].

Neben der Unterversorgung der Kultur mit Strahlungsenergie ist eine Uberversorgung mog-
lich, die sich mit der Photoinhibition des Photosynthesesystems dufRert. Zu hohe Strahlungs-
intensitaten fiihren zu irreversiblen Schadigungen des Photossynthesesystems, welches sich
mit dem Lichtsattigungspunkt einstellt. Die vermehrte Absorption von Strahlungsenergie
und die relativ langsamere oxygene Photosynthesereaktion fiihrt zu einem Stau von (ber-
schiissiger Energie. Mit steigender Intensitét der Strahlung nimmt die Schadigungsrate zu
und Ubersteigt die Reproduktionsrate des Synthesesystems, sodass der vegetative Metabo-
lismus mit dem Photoinhibtionspunkt abnimmt. Dabei fallt die Photosysntheserate, sowie
auch die Effizienz der Photosynthese. Cyanobakterien haben im Laufe der Evolution Schutz-
maRnahmen entwickelt, die fir ein Szenario der Photoinhibition Anwendung finden.
(siehe 3.3) [Takahashi & Murata, 2008].

3.3 CYANOBAKTERIEN

Das natirliche Habitat von Cyanobakterien zeichnet sich durch eine starke Diversitat aus,
sodass 6kologische Nischen wie marinen Gewassern und beispielsweise Bdden, Pflanzen-
oberflachen, Felswéande oder Mauerwerke, auch Habitate mit extremen Lebensbedingungen
besiedeln werden. Nicht selten liegen sie hier in einem symbiotischen Verhaltnis mit anderen
mikrobiellen Populationen vor, was auf eine hohe Anpassungsfahigkeit schlielen lasst
[Falch, 1996; Gromov, 1993].

Mit der prokaryotischen Zellstruktur zeigen die einzelligen-, oder filamenttse Cyanobakte-
rien eine Zugehorigkeit zu den Bakterien und stellen die einzige bekannte Ordnung dar,
welche in der Klasse der Bacteria die Féhigkeit zur oxygenen Photosynthese besitzen. Dieser
Organismus besitzt keine Zellwand, sondern nur eine Zellmembran. Im Fall von filamento-
sen Arten bindet und stabilisiert das Trichom. Dieser wird Saculus genannt [Tomaselli,
1997].

In botanisch-phykologischen Literaturwerken werden diese Organismen noch als Algen ein-
geordnet. Fur die Begrindung wird hier das Vorliegen der oxygene Photosynthese-Appara-
tur dargelegt, welches aus zwei Photosystemen (PS) besteht [Nultsch, 1985]

Als Hauptpigment wird Chlorophyll a in den beiden PSI und PSII verwendet. Weiterhin sind
Carotinoide als Schutzpigment in der Membran der freiliegenden Thylakoide eingelagert.
Sie schiitzen den Organismus bei zu groRen Strahlungsintensitaten und tberflihren die tUber-



schussige Energie in Warmeenergie. Ein anderer Schutzmechanismus vor zu hohen Strah-
lungsintensitaten stellt der Abbau von photoaktiven Zentren dar. Die Minderung von PS lasst
im Verhéltnis die Konzentration der Carotinoide steigen, sodass bei absoluter Auslastung
des geminderten PS mehr Schutzpigmente vorhanden sind, die Giberschissige Energie kom-
pensieren. Steigt die Strahlungsintensitat weiter bildet sich bei beweglichen Arten eine pho-
totaktische Reaktion aus und bewirkt eine negative Bewegung, um der Strahlungsquelle aus-
zuweichen. Die Bewegung wird zumeist aktiv ausgeftihrt, wahrend andere Arten, denen das
Fortbewegungsorgan fehlt, mittels einer Gasvakuole eine Schwimm- und Sinkbewegung
ausfiihren. Diese Eigenschaften sind artspezifisch, sowohl auch die der Neurotoxizitat [Nult-
sch, 1979].

Dartiber hinaus besitzen viele filamentdse Arten differenzierte Zellen, Heterocysten, die mit
einem spezialisierten Metabolismus, mittels Nitrogenasen, eine Stickstofffixierung des Luft-
stickstoffes durchfiihren. Aufgrund der Sensitivitat dieser Reaktion gegenliber Sauerstoff
besitzen diese Zellen eine zusatzliche Zellmembranschicht aus Glycolipid- und Polysaccha-
riden, die sich der geldsten Sauerstoffkonzentration des Mediums anpasst. Die Addition der
N-Fixierung zu der bereits bestehenden CO.-Fixierung fiihrt zur einer effektiven Art der
Primérproduktion [Castenholz & Waterbury, 1989].

3.3.1 Arthrospira (Spirulina) platensis

Arthrospira platensis ist ein 6konomisch etablierter Produzent von Nahrungserganzungsmit-
teln und proteinhaltigen Tierzusatzmehlen. Neben einer Vielzahl an 6kologischen Nischen
wurde A.platensis in wertschopfenden Male in den Gewassern Afrikas, Asiens und zentral
Amerikas isoliert. So bildet die fadenférmigen Spezies dichte planktonische Kulturen in
SlRwassergewasser oder erscheinen als Wasserblite in eutrophierten Seen [Vonshak, 1997].
Die Taxonomie von A.platensis NIES-39 (Taxonomienummer 696747), nach KEGG-Daten-
bank wird der Klasse der Bakterien zugeordnet [KEGG, 2013].

Dieser Organismus ist ein filamentéses, multizellulares, nicht Heterocysten bildendes
Cyanobakterium. Die spiralformige Anordnung der Zellen formt eine rechtsdrehende Helix,
dessen finale Morphologie von den Bedingungen seiner Umgebung abhéngig ist. Diese
Form erstreckt sich tber den kompletten Verlauf der Zellanordnung und wird in seiner Ge-
samtheit als Trichom bezeichnet. Der Durchmesser dieser zylindrisch angeordneten Zellen
liegt bei 6-12 um, wéhrend ein Trichom eine Lange von 50-500 pum besitzen kann. Die Zell-
struktur von A.platensis ahnelt dem typischen Aufbau eines Prokaryoten. Neben der nicht
Klar definierten Region des Zellkerns liegen Plastide im Cytoplasma vor, auf denen die
extrachromosomale Erbinformation konserviert ist.

Der gramnegative Organismus besitzt eine mehrschichtige Peptidoglycan AuRenhiille, die
eine Schichtdicke von 40-60 nm aufweist. Diese wird von einer filamentdsen Hiille mit einer
Dicke 0,5 um umgeben, die sekretorisch Gber die Peptidoglycanschicht nach auBen trans-
portiert wird. Funktional soll die sekretorische Hulle an der Zellbewegung beteiligt sein
[Vonshak, 1997].



Die Recherche zu A.platensis ergab widerspriichliche Ergebnisse und zeigte in Kultivie-
rungsexperimenten spezifische Wachstumsraten, sodass eine metabolische Verfugbarkeit
von organischen Verbinden nicht ausgeschlossen werden kann. Die Diversitéat der Unterar-
ten in innerhalb einer Art zeigt eine hohe Anpassungsfahigkeit, sodass, verschiedene Unter-
arten zur Ausbildungs verschiedener metabolischer Netzwerke neigen, obwohl ein anna-
hernd gleiches Genom besteht.

Die Verfugbarkeit an experimentellen Daten, welche zur Aufklarung des metabolischen
Netzwerks beitragen, ist gering, sodass eine theoretische Rekonstruktion einzelner enzyma-
tischer Reaktionen notwendig ist, um eine optimale Flussverteilung im Metabolismus bei
Abwesenheit von Licht zu gewéhrleisten. Die maximale Verfligbarkeit von energetisch
reichhaltigen Verbindungen, wird mit dem Abbau von Glykogen sichergestellt. Die zeitliche
Abbaurate bei nicht diazotrophen Cyanobakterien beschrankt sich jedoch ausschliel3lich auf
den Erhalt des Metabolismus, sodass nur geringfligig Energie und Material zum Aufbau von
Biomasse bereitgestellt werden kann. Im VVordergrund steht der Erhalt des ATP-Verbrauches
[Knoop, 2014].



4 MATERIAL & METHODEN

Um das Wachstumspotential bewerten zu kénnen, werden Kultivierungsexperimente durch-
gefuhrt, deren wachstumsspezifische Kenndaten Informationen tber eine mogliche Verwen-
dung darlegen sollen. Hierzu werden Kenndaten einer photoautotrophen, mixotrophen und
einer Kultivierung unter Abwesenheit von Licht aufgenommen, um hinblickend auf eine
Kultivierung mit dem Einsatz von echten Abfallen im Vergleich der bereits aufgenommenen
Kenndaten eine ndhergehende Analyse zu tétigen.

Hierfur werden N&hrmedien mit unterschiedlichen Verfiigbarkeiten von Kohlenstoffquellen
eingesetzt, deren naturlicher Ursprung ein anorganischer und organischer Ursprung ist. Die
Methoden umfassen die Messung von Wachstumskenndaten, sowie Umgebungsparameter.
Diese spiegeln sich in der Zellkonzentration der BTM und der AOD, den pH-Wert des Né&hr-
mediums, sowie auch der Temperatur und der Strahlungsintensitat wieder.

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels wird der Versuchsaufbau geschildert. Das Nahrmedium
besitzt eine zentrale Rolle in diesem Experiment und wird separat im zweiten Abschnitt be-
handelt, sodass im dritten Abschnitt die Analytik beschrieben wird.

4.1 AUFBAU UND DURCHFUHRUNG

Der verwendete Mikroorganismus A.platensis entstammt einem Openpondsystem der Firma
Sea & Sun Technology GmbH und besitzt keine genau Klassifikation. Das eingesetzte Me-
dium entspricht der Rezeptur des ,,Spirul“-Mediums der SAG Gottingen (siehe Tabelle 1)
und wird fiir das Experiment als grundlegende Rezeptur beibehalten.

Fir die Kultivierung ist fur jeden Behdlter ein Arbeitsvolumen von 100 ml vorgesehen. Der
Eintrag und Austrag von reaktionsfahigen Gasen in die Kulturbriihe, wie Sauerstoff und
Kohlenstoffdioxid ist in dieser Versuchsdurchfiihrung nebenséchlich, sodass auf die Opti-
mierung des Loslichkeitsverhalten von Gasen verzichtet wird. Entsprechend kann auf den
Einsatz von Schittelkolben und einem passendem Schiittler verzichtet werden, sodass trans-
parente, farblose 100 ml Schottflaschen und Ruhrplatten fur die Kultivierung einzusetzen
sind. Der Verschluss der Kulturbehalter erfolgt mittels Stopfen, welche aus Baumwollwatte,
Cellulose hergestellt werden. Die Kulturbriihe wird Uber die komplette Kultivierungsdauer
mithilfe von Rihrfischen gemischt, um eine homogene Suspension zu gewahrleisten.

Die Durchflihrung der Kultivierung wird innerhalb der Sicherheitswerkbank (SWB) (Gelaire
Flow Lab. Type TC 48) durchgefiihrt. Mit dem Aufbau der Lichtanlage wird die Funktiona-
litdt des Arbeitsraumes der SWB durch die Unterbrechung der laminaren Schutzstromung
gestort, sodass es zu der Ausbildung von turbulenten Strémungen kommt und eine Geféahr-
dung des Produktschutzes toleriert werden muss. Die SWB stellt neben seinen Eigenschaften
des Produktschutzes und der Moglichkeit des sterilen Arbeitens, die weitere Moglichkeit
eine isolierte Umgebung zu schaffen, damit Licht und Temperatur in einem geregelten Mal3e
eingesetzt werden kénnen.



Die zugeflhrte Strahlungsenergie ist in seiner Qualitat, sowie Quantitat einer der wichtigste
Wachstumsfaktor. Der eingesetzte Strahler der Firma Bio Green GmbH & Co. KG, mit einer
Gluhbringe der Firma Philips (Beglium B4 Maser SON-T PIA Plus 70W) wird in geeigneter
Hohe Gber den Kulturbehéltern positioniert (Absprache mit Betreuer). Durch ungenauer Ver-
suchsaufbau entsteht eine Verteilung der Strahlungsintensitéten (siehe Anhang Tabelle 11).
Die verwendete Kultur wird zur Aufzucht, als auch in der experimentellen Durchfiihrung
einer kontinuierlichen Bestrahlung ausgesetzt, um eine dauerhafte Produktion an Biomasse
zu erzielen.

Die Temperatur, welche in einem Bereich von 25°C bis 35°C liegen muss, um die Vegetation
von A.platensis zu fordern [Bér, 2018], wird durch das Anstauen der Umgebungstemperatur
in der Sicherheitswerkbank realisiert und betragt eine durchschnittliche Temperatur von
30°C bis 33°C (siehe Anhang Tabelle 12 bis Tabelle 14). Eine separate Regelung durch eine
technische Einrichtung findet nicht statt. Die Aufzeichnung der Temperatur erfolgt diskon-
tinuierlich, einmal am Tag zu Beginn der Messungen, an vier Messpunkten des Kultivie-
rungsbereiches. Ein mdglicher Temperaturgradient, tber dem Kultivierungsbereich, soll
dadurch zu registrieren sein. Die Wattestopfen die bereits als VVerschluss der Messbehélter
dienten werden fiir die Befestigung des Temperatursensors verwendet, sodass der Sensor
mittig der Messflissigkeit positioniert ist. Als Messflussigkeit wird das einzusetzende Me-
dium (Spirul-Medium) verwendet

Die Kultivierungsansatze werden nach einem Schema vorbereitet und angeimpft, um zwi-
schen den Kultivierungsreihen gleiche Bedingungen zu schaffen. Hierfur lasst sich das
Schema wie folgt beschreiben:

Um ein entsprechendes VVolumen bereitzustellen wird eine 2000 mL Schottflasche verwen-
det und mit 1700 mL frischem Medium gefullt. Das Impfmaterial wird aus der Erhaltungs-
kultur durch Zentrifugation bei 7000 rpm bei 2 Minuten gewonnen. Das Konzentrat wird als
Impfmaterial eingesetzt. Der Uberstand wird dekantiert. Mit der Wiederholung der Zentri-
fugation und Dekantierung wird eine groRere Masse an Impfmaterial gewonnen. Wird der
gewlinschte Wert der AOD erreicht ist die Suspension bereit, um auf die einzelnen KAS
verteilt zu werden. Mit Hilfe eines 100 ml Messzylinders wird das geforderte Volumen ab-
gefullt und auf die Kulturbehalter der Versuchsreihen verteilt.

4.2 NAHRMEDIUM

Die Substitution der anorganischen Kohlenstoffquelle durch organischen Verbindungen,
hier Monosaccharide, fiihrt zu einer Veranderung der Eigenschaften des Mediums, sodass
eine vegetative Zellteilung nicht garantiert werden kann. Die sukzessive Uberfiihrung von
A.platensis mittels eines steigenden Konzentrationsgradienten an organischen Substrat, um
eine Adaption an diese Bedingungen zu ermdglichen wird ebenfalls ausgeschlossen, weil
der Zeitrahmen dieser Arbeit nicht ausreichend ist. Um dennoch ein optimales Wachstum
gewadhrleisten zu kénnen werden die organischen Substrate als Addition dem Spirul-Medium
zugefuhrt. Die erste- als auch zweite Versuchsreihe beinhaltet die Addition verschiedener
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Monosacharide als organischen Kohlenstoffquelle. Die erste Versuchsreihe beinhaltet Glu-
cose in drei Konzentrationsstufen: 0,1 g-L, 0,5 g-L?, 1 g-L™. In der zweiten Versuchsreihe
werden Glucose, Fructose, Mannose und Galactose eingesetzt mit einer Konzentration von
1 g-LL. In der dritten Versuchsreihe wird eine reprasentative Abfallprobe als organisches
Substrat eingesetzt. Das Abfallgewésser entstammt der Zuckerherstellung der Firma Hanse-
atische Zuckerraffinerie GmbH & Co. KG und reprasentiert eine Probe des Waschwassers,
welches bei der Sduberung der Tanklastfahrzeuge anféllt. Als Referenz zum Abfall wird eine
Probe des vermarkteten Produktes (Hellmi Heller Speisesirup Brotaufstrich fein karamellig)
genommen, bei dem der Abfall anfallen soll.

Tabelle 1 Spirul Medium. Besteht aus drei Losungen. Lésung 1 und 2 werden in 500 mL ddAqua gelést und die Kompo-
nenten der Mikron&hrldsung in einem 1 L. Die Medien sind getrennt voneinander zu sterilisieren und werden danach ver-
mischt. In dieser Durchfiihrung wird keine Sterilisation durchgefiihrt. Dennoch werden die Ldsungen getrennt voneinander
angesetzt.

Medium L6sung Komponente Einwaage  Stamml6sung Volumen
ing ing-L? in mL

NaHCO3 13,61 - -

1 Na>CO3 4,03 - -

KoHPO4 0,5 - -

NaNO3 2,5 - -

K2SO4 1 - -

NaCl 1 - -

MgSO4-7H20 0,2 - -

2 CaClz-2H:0 0,04 - -

FeSO4-7H20 0,01 - -

Spirul- EDTA 0,08 - -

Medium Mikron&hrlo- - - 5
sung

ZnS04-7H20 0,1 1 -

MnSOg4-4H,0 0,1 1 -

H3BO3 0,2 2 -

Mikronahr- Co(NOs),-6H,O 0,02 0,2 -

I6sung Na:Mo04-2H,O 0,02 0,2 -

CuSQO4-5H20 0,0005 0,005 -

FeSO4-7H20 0,7 - -

EDTA 0,8 - -
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4.3 QUANTIFIZIERUNG ZELLDICHTE

Die Zelldichte bzw. Tribung wird gravimetrisch und simultan mittels Messung der optische
Dichte bei 560 nm ermittelt.

4.3.1 Gravimetrische Messung

Fir die Bestimmung der BTM, werden Rundfilter (VWR; Cat. No.: VWRI1516-0869) ver-
wendet, welche zuvor im Trockenschrank bei 105°C fur 24 Std. getrocknet werden. Nach
der Trocknung und einer Abkuhlphase von 30 min. im Exikator werden die Filter ausgewo-
gen (Mgier unp)- Nach der Beladung des Filters und einer folgenden Trocknungsphase von
weiteren 24Std. bei 105°C werden die Rundfilter zuriickgewogen (mgjjeer »)-

Die Differenz der mgyj¢er yunp UNd Mpjjeer p €rgibt die BTM. Wird der Wert der BTM durch
das aufgetragene VVolumen geteilt, erhdlt man die Zellmassekonzentration [Marquez, 1993].

Colimasse = MEitter,p — Mrilter,unb _ BTM (2)
VZellen VZellen
Crellmasse = Zellmassenkonzentration in g-L*
Mrilter b = Masse des beladenen Filters in g
Mruteruny = Masse des unbeladenen Filter in g
Velten = Volumen der Probe in L

4.3.2 Messung der optischen Dichte

Die Methode der optischen Dichte wird bei einer Wellenldnge von 560 nm durchgefuhrt.
Der Messwert der optischen Dichte einer mikrobiellen Suspension ist abhéngig von Beu-
gung, Streuung, Absorption und Reflexion der einzusetzenden Strahlung und zumeist auch
von der verwendeten Wellenlange. Von den genannten physikalischen Phanomenen ist der
Streuungsanteil, welche von ungeldsten Partikeln im Medium verursacht wird, der Haupt-
faktor, der zur Abschwéchung der eingehenden Strahlung fiihrt, was als Extinktion zu be-
zeichnen ist [Madigan & Martinkom, 2009]. Daher wird fir die Quantifizierung dieser Mes-
sung eine Wellenldnge von 560 nm gewahlt, damit die eingetragenen Strahlung nur im ge-
ringen Malle von den Pigmenten der Mikroalgen und anderen photophilen Verbindungen
absorbiert wird [Schmidt-Hager, 2013; Marquez et al., 1993]. Ebenfalls ist zu beachten, dass
der Wert der Messung in einem Intervall von 0,2-0,5 liegen muss, um das lineare Verhalten
dieser Methode zu beriicksichtigen, sodass reproduzierbare Messergebnisse erzielt werden
konnen [Griffith et al., 2011; Soracco et al., 1983].
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4.4 BERECHNUNG WACHSTUMSRATE

Fur die Berechnung werden die Zellmassenkonzentrationen verwendet. Dabei werden die
Datenreihen mit dem Monod-Modell ausgewertet (siehe 3.1)

45 KOHLESTOFFBESTIMMUNG IN ABFALLGEWASSERN

Die Bestimmung des Kohlenstoffgehalts wird genutzt, um eine quantitative Aussage Uber
den moglichen Substratgehalt formulieren zu kénnen. Hierzu wird zwischen anorganischen-
, organischen und dem absoluten Kohlenstoffgehalt unterschieden. Die Analyse erfolgt im
hauseigenem Labor des Institutes und ebenfalls nach hauseigner Methode bestimmit.

Die Ergebnisse der Untersuchungen liegen als Massenkonzentration des enthaltenen Koh-
lenstoffs vor (siehe Tabelle 2). Im Folgenden wird die theoretische Teilchenanzahl von Koh-
lenstoff in einem Liter auf den theoretischen Gehalt von C4H,,04in einem Liter Volumen
bezogen. Mit der Konzentration kann ein entsprechendes Volumen pipettiert werden, um
aquivalente Konzentrationen der organischen Substrate zu erhalten.

Tabelle 2 Daten der Abwasser- und Produktanalyse. Gehalt an anorgansichen (TIC), organischem (TOC) und absoluten
(TC) Kohlenstoff in Abwasser und Produkt. n n. = nicht nachweishar

Analyse Ergebnis
T1CAbwasser n.n.
TOCabwasser 14,32 g- Lt
T Cabwasser 14,32 g L1
T1Cprodukt n.n.
TOCrrodukt 59,82g- Lt
T Crrodukt 59,82g- Lt

4.6 QUANTIFIZIERUNG DES PH-WERTES

Auf der Grundlage der Verwendung wassriger, hydrophiler Flissigkeiten wird der pH-Wert
mittels einer pH-Elektrode bestimmt. Diese wird vor jedem téglichen Messdurchgang mit
entsprechenden Puffern in einem pH-Bereich von 7 bis 10 kalibriert. Die Messung erfolgt
separat in Probenbehaltern, welche zum Aufbewahren der téglichen Proben genutzt werden.

4.7 QUANTIFIZIERUNG DER STRAHLUNGSINTENSITAT

Um Strahlungsintensitdt an den einzelnen Platzen der KAS zu berprifen wird ein Sensor
verwendet, welcher im PAR Bereich (LI-250A Light Meter) misst. Fir die Messung wird
der Raum komplett verdunkelt, sodass keine weitere Lichtquelle die Messung beeinflussen
konnte. Danach wird der Sensor jeweils planar auf dem jeweiligen Platz positioniert. Der
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Sensor LI-250A Light Meter gibt den gemessenen Wert in der Einheit pmol zurtick (siehe
Anhang Tabelle 11)

4.8 QUANTIFIZIERUNG DER TEMPERATUR

Die Messung der Temperatur wird mit Messfihlern Temperatursensoren (VWR Thermome-
ter Traceable) in vier Referenzbehalter getétigt, welche tiber das Kultivierungsfeld verteilt
sind, um einen mdglichen Temperaturgradienten zu registrieren. Diese sind mit Spirul-Me-
dium gefullt.
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5 ERGEBNISSE

Die Darstellung der Ergebnisse bezieht die aufgenommenen Messdaten der Wachstumspa-
rameter ein.

5.1 PHOTOAUTOTROPHE WACHSTUMSBEDINGUNGEN

In den ersten 24Std. zeigte sich anhand der BTM Daten kein Wachstum. Die Startmassen-
konzentration ist bei 2,0 bis 2,5 g-L*. In der Dauer von 24 bis 72 Std. steigt die Wachstums-
rate von jedem Kultivierungsansatz um einen spezifischen Betrag. Hierbei werden Konzent-
rationen von ca. 5 g-L* erreicht. Mit der 72 Std. stellt sich in jedem Kultivierungsansatz eine
spezifische Wachstumsrate ein und steigt auf ihre maximale Zellmassenkonzentration, wel-
che mit der 144 Std. endgiiltig erreicht ist. Hier zeigen sich trotz unterschiedliche Wachs-
tumsraten gleiche Zellmassenkonzentrationen der Kultivierungsansatze (siehe Tabelle 3).
Die Endphase der Kultivierung wird nach 192 Std. erreicht und endet mit der Abnahme der
Zellmassenkonzentration (siehe Abbildung 1).

Die Daten der optischen Dichten zeigten bis 144 Std. eine konstant lineare Zunahme. Nach
144 Std. verlaufen die Graphen unregelméRig. Die Kultivierungsansétze A und D, welche
ahnliche Zellmassenkonzentrationen aufwiesen, verlaufen nach 144 Std. in einem gegentei-
ligen Verlauf bis bei 240 Std. wieder ein einheitliches Wertepaar vorliegt. Danach verlauft
Kultivierungsansatz A mit einer groReren Anstiegsrate, als der Kultivierungsansatz D. der
Kultivierungsansatz B und C besitzen iber die komplette Kultivierungsdauer einen gleich-
wertigen Verlauf, wobei Kultivierungsansatz B einen stetig héheren AOD Wert aufweist
(siehe Abbildung 2).

Die Daten der pH-Wert Messung zeigen innerhalb der ersten 144 Std. Kultivierungsdauer
zwei Anstiegsphasen. Dabei verlauft die erste Anstiegsphase, welche bei 0 bis 72 Std. liegt,
mit einer Kleineren Geschwindigkeit, als die Anstiegsphase zwischen 72 bis 144 Std. Kulti-
vierungsdauer. Ein maximaler Wert wird mit 144 Std. erreicht. Wahrend dieser Kultivie-
rungsdauer verlauft der Anstieg des pH-Wertes in jedem Kultivierungsansatz dhnlich, wobei
jeder Kultivierungsansatz einen konstanten Verlauf aufweist. Mit der pH-Wert Regelung bei
216 Std. zeigt sich nach diesem Zeitraum Zunahme des pH-Wertes bei Kultivierungsansatz
A, B und C. Kultivierungsansatz D zeigt einen stagnierenden Endverlauf

(siehe Abbildung 3).
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Abbildung 1 BTM-Reihe A bis D der photoautotrophen Kultivierung tiber die Kultivierungsdauer von 216 Stun-
den. Gezeigt wird die BTM als In(x).

Tabelle 3 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der photoautotrophen Kultivierung der Kultivie-
rungsansétze A bis D (u gibt fir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und ¢ gibt fiir
eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L* wieder)

Kultivierungsansatze

A B C D

max, photo, 46— 72 h in g-L-h 0,0247 0,0061 0,0142 0,019
Cmax, photo, in |n g L-l 5,2667 5,5667 4,5667 4,7333
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Abbildung 2 Daten-Reihen A bis D von AOD der pho-
toautotrophen Kultivierungsdauer tber die Kultivie-
rungsdauer von 312 Stunden

Abbildung 3 Daten-Reihen A bis D von pH der photoau-
totrophen Kultivierungsdauer Uber die Kultivierungs-

dauer von 312 Stunden
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5.2  MIXOTROPHE WACHSTUMSBEDINGUNGEN

Zu Beginn der ersten 24 Std. ist ein Abstieg der BTM Datenreihe zu verzeichnen. Nach 24
Std. steigt die BTM mit verschiedenen Wachstumsraten. Die Ubergangsphase | ist in den
Kultivierungsansétzen A und B kurz, wegen der Zunahme der Wachstumsrate. Die Kultivie-
rungsansétze C und D besitzen eine kleinere Wachstumsrate und zeigen aufgrund der klei-
neren Zunahmerate der Wachstumsgeschwindigkeit eine starkere ausgepragte Ubergangs-
phase I. Deshalb wird die bei der Auswertung der Wachstumsparameter bei Kultivierungs-
ansatz A und B eine Zeit von 24 bis 48 Std. gewahlt und bei Kultivierungsansatz C und D
eine Zeit von 48 bis 72 Std. ausgewahlt. Nach 72 Std. bis zum Ende der

Kultivierungsdauer zeigt die BTM einen kleinen Anstieg. Dabei besitzen Kultivierungsan-
satz A und C die gleiche Zellmassenkonzentration und Kultivierungsansatz B und D die
gleiche maximale Zellmassenkonzentration (siehe Tabelle 4) (siehe Abbildung 4)

Die Daten der optischen Dichte zeigen den ersten 24 Std. eine starke Zunahme von AOD.
Innerhalb von 24 bis 72 Std. stagniert der Wert. Nach 72 Std. steigen die Datenreihen der
Kultivierungsansatze mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten, die fiir jeden Kultivierungs-
ansatz spezifisch ist. Wahrend des Anstieges ist eine stagnierende Phase zu erkennen, inner-
halb von 144 bis 168 Std. bei Kultivierungsansatz B und D und in der Zeit von 144 bis 192
Std. bei Kultivierungsansatz A und C (siehe Abbildung 5).

Der Verlauf der pH-Wert Messung tber die Kultivierungsdauer ergab einen &hnlichen Ver-
lauf, wie es in der Messung der optischen Dichten zu beobachten ist. Jedoch ist zu Beginn
ein Abstieg in den ersten 24 Std. des pH-Wertes zu verzeichnen. Danach folge die pH-Kur-
ven dem gleichen Anstiegsverlauf von AOD. Die Reihenfolge der Werteniveaus der Kulti-
vierungsansatze zwischen pH und AOD gleichen sich (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 4 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen Kultivierung uber die Kultivierungsdauer von 216 Stunden.
Gezeigt wird die BTM als In(x), welche in Wachstumsphasen eingeteilt sind

Tabelle 4 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen Kultivierung der Kultivierungs-
anatze A bis D (u gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L-*-h"* wieder und c gibt fiir eine be-

stimmte Zeit in h die Konzentration in g-L™* wieder)

- A B C D

Hmax, mixo 24-48 h in g-L1-h? 0,0124 0,0076 0,0047 0,0038
Hmax, mixo 48-72h in g-L1-h? 0,009 0,0036 0,007 0,0088
max, mixo 72-216 h in g-L2-ht 0,0012 0,0026 0,0008 0,0017
Cmax, mixo 24-48 h |n g L-l 3,0333 3,4667 3 3,5667

--O--A —A& -B —O©—C - D - - —A&-B —©—-C —B--D

40 T 11,0 +

35 7T 8 .0

e 1 =¥

30 4 'EB. A 10,5 /g.gEA— __/_:_g

25 T OAx  -© 77
[} B 0 //
TS

15 + :‘B/ q

1,0 1 9,5 1

0,5 ‘

0,0 T T T 1 9,0 T T T 1

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Zeitinh Zeitinh

Abbildung 5 Daten-Reihe A bis D von AOD der photo-
autotrophen Kultivierungsdauer tiber die Kultivierungs-
dauer von 312 Stunden

Abbildung 6 Daten-Reihe A bis D von pH der photoau-
totrophen Kultivierungsdauer tber die Kultivierungs-
dauer von 312 Stunden
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5.3 HETEROTROPHE WACHSTUMSBEDINGUNGE

Die Daten der BTM von A.platensis unter Abwesenheit von Strahlungsenergie zeigen einen
schwankende Wachstumskurve. Diese Schwankung bezieht sich auf den Zeitraum zwischen
96 bis 120 Std. und begleitet die komplette Versuchsreihe, aller drei eingesetzten Konzent-
rationsstufen. Eine lineare Regression iiber den Verlauf der Wertepaare zeigt eine abfallende
Tendenz fiir die Kultivierungsreihe mit 0,1 g-L™! Glucose, wobei Kultivierungsansatz C ei-
nen stagnierenden Verlauf anzeigt. Der Wachstumsverlauf der Kultivierungsreihe mit 0,5
g-L7! Glucose zeigt eine steigende Tendenz der Zellkonzentration, wohingegen der Kultivie-
rungsansatz D ein negatives Wachstum wiedergibt. Die Wachstumsrate der Kultivierungs-
ansitze A, B und C sind positiv. Die dritte Konzentrationsstufe zeigt nur einen steigenden
Wachstumsverlauf von Kultivierungsansatz B der Kultivierungsreihe mit 1 g-L™! Glucose,
wihrend die anderen Kultivierungsverlaufe ebenfalls ein negatives Wachstum besitzen. Der
Kultivierungsansatz D besall nach augenscheinlicher Bewertung nach 24 Std. kein Potential
einer vegetativen Zellteilung von A4.platensis, sodass hierfiir keine weiterfithrenden Daten
erhoben wurden (siehe Abbildung 9 bis Abbildung 11).

Die Daten der AOD ergaben emen stetigen Zuwachs der Zellmassenkonzentrationen. Mit
dem Einsatz einer hoheren Konzentrationsstufe des organischen Substrates zeigt sich eine
Steigerung der maximal erreichbaren, optischen Dichte, welche nach 48 Std. emen maxima-
len Wert annahm (siehe

Abbildung 7).

Die Daten der pH-Wert Messung zeigen, dass innerhalb der ersten 120 Std. Kultivierungs-
zeit ein linearer Anstieg des pH-Wertes vorliegt. Darauffolgend veréndert sich die Ge-
schwindigkeit, mit der der pH-Wert zunimmt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 7 Alle OD Daten der Kultivierungsreihen 0,1  Abbildung 8 Alle pH-Wert Daten der Kultivierungsrei-
gL1:05gLh1gL! hen0.1 g¢L1: 0.5 L1 1 gLt
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Abbildung 9 BTM-Reihe A bis D von der Kultivierung in Dunkelheit tGber die Kultivierungsdauer von 240 Stunden.
Gezeigt wird die BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Glucose von 0,1 g-L™*

7,0
R Sttt ”74;5 ‘é;g_:—_:;;_:;_‘;:;g
5,0 T 24 )

4,0
3,0
2,0

BTM als In(x) in mg-L-1

1,0

0,0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Zeitinh

Abbildung 10 BTM-Reihe A bis D der Kultivierung in Dunkelheit tiber die Kultivierungsdauer von 240 Stunden. Ge-
zeigt wird die BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Glucose von 0,5 g-L*
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Abbildung 11 BTM-Reihe A bis C von der Kultivierung in Dunkelheit ber die Kultivierungsdauer von 240 Stunden.
Gezeigt wird die BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Glucose von 1 g-L*
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5.4 KULTIVIERUNG MIT MONOSACCHARIDEN

Die Datenreihe der BTM von Glucose zeigen zu Beginn der Durchfiihrung ungewdéhnlich
grolRe Messwerte (siehe 6.1). Der Kurvenverlauf der Daten zeigt einen stetigen Abstieg bis
zum Ende der Kultivierungsdauer. In erkenntlichen Phasen des Wachstums zeigten sich teils
positive Wachstumsraten. Jedoch sind die Werte dieser Daten sehr gering und werden von
den negativen Wachstumsraten weitlaufig tberlagert, sodass kein Wachstum tber die Kul-
tivierungsdauer anhand der BTM erkenntlich ist. Wegen dem ungewdhnlichen Beginn der
Wachstumskurve sind keine der Wachstumsphasen zu erkennen.

Die Datenreihen der BTM von Fructose, Mannose und Galactose zeigen das gleiche Verhal-
ten, wie es in der BTM Datenreihe der Glucose ersichtlich ist. Die Wachstumsparameter
zeigen einen stetig fallenden Verlauf der Kenndaten, sodass kein Wachstum ersichtlich ist.
Jedoch zeigen sich deutliche Unterschiede in der erreichten Endzellmassenkonzentration.
Die Datenreihen der Glucose und Fructose weisen deutlich niedrigere Werte auf, als die der
Mannose und Galactose Datenreihen (siehe Abbildung 12, 15, 18 und 21).

Die Datenreihen der AOD aller Kultivierungsansétze steigen mit einem ahnlichen Wachs-
tumsverhalten innerhalb der ersten 72 Std. der Kultivierungsdauer. Innerhalb von 72 bis 144
Std. zeigen die Kultivierungsreihen der Glucose und Fructose, dass hier nochmals ein Spe-
zifischer Anstieg vorhanden ist. Nach 144 Std. steigt die AOD mit vorheriger Zunahme rate
an. Dabei fiel auf, dass das Wachstum mit Glucose Verlaufe mit stagnierenden Wachstums-
raten besitzt, wéhrend das Wachstum mit Fructose eine groRere Kultivierungsdauer auf-
weist, in der die Zunahme besteht. Die Wachstumsverléufe der Mannose und Galactose be-
sitzen ein ahnliches Verhalten. Hier zeigen sich stagnierende Wachstumskurven, die nach
72 Std. nur schwach zunehmen oder nicht mehr anwachsen. Ebenso sind Wachstumskurven
erkennbar, welche ab 72 Std. mit gleichbleibender Wachstumsrate weiter anwachsen (siehe
Abbildung 13, 16, 19 und 22)

Bei der Betrachtung der Daten der pH-Wert Messung féllt auf, dass eine Abhéngigkeit der
AOD besteht. Denn die Datenreihe kdnnen nach der GroRe zugeordnet werden, sodass der
Kultivierungsansatz mit der gréfiten AOD auch den grofiten pH-Wert der Kultivierungsreihe
wiedergibt. Der Anstiegsverlauf zeigt eine stetige Zunahme des basischen Charakters des
Medium, und &hnelt einem linearen Verlauf. Dieses Verhalten ist in jedem Kultivierungsan-
satz zu erkennen (siehe Abbildung 14, 17, 20 und 23).
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Abbildung 12 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungsdauer. Gezeigt wird die
BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Glucose von 1 g-L*

Tabelle 5 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen Glucose 1 g-L™ Kultivierung der
Kultivierungsansatze A his D (i gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und c gibt
fiir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L™* wieder)

- A B C D

Mmax, mono 0-72 h IN g Lt.ht 0,0011 -0,0014 0,0004 0,0005
Mmax, mixo 72-144 h IN Q- Lt.ht -0,0078 -0,0052 -0,0038 -0,0023
Mmax, mixo 144-240 h IN g Lt.ht -0,0016 -0,0012 -0,0021 -0,0011
Mmax, mixo 240-312 h IN g Lt.ht -0,0009 -0,001 -0,0023 -0,0014
Cstart, mono IN g- Lt 7,15 6,425 7,6 7,625
Cende, mono iN g-L* 3,367 3,633 3,767 5,067
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Abbildung 13 Daten-Reihe A bis D von AOD der
mixotrophen Glucose 1 g-L* Kultivierung tiber die Kul-
tivierungsdauer von 312 Stunden

Abbildung 14 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-
phen Glucose 1 g-L*! Kultivierung tber die Kultivie-
rungsdauer von 312 Stunden
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Abbildung 15 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungsdauer. Gezeigt wird die

BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Fructose von

1g-L?

Tabelle 6 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen Fructose 1 g-L-* Kultivierung der
Kultivierungsansatze A his D (i gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und c gibt
flir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L* wieder)

- A B C D
HMmax, mono 0-72h in g-Lt-h? -0,0042 -0,0019 -0,0037 -0,0007
max, mixo 72-144 h in g-L2-ht -0,0043 -0,0044 -0,0029 -0,0036
Mmax, mixo 144-240 h IN g Lt.ht -0,0033 -0,001 -0,0026 -0,0012
Mmax, mixo 240-312 h IN g Lt.ht -0,0009 0,0005 -0,0024 0,0004
Cstart, mono iN - L 8,625 845 8075 8,125
Cende, mono IN g- Lt 3,533 5,067 3,7 5,5
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Abbildung 16 Daten-Reihe A bis D von AOD der
mixotrophen Fructose 1 g-L* Kultivierung tiber die Kul-
tivierungsdauer von 312 Stunden

Abbildung 17 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-
phen Fructose 1 g-L* Kultivierung tber die Kultivie-
rungsdauer von 312 Stunden
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Abbildung 18 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungsdauer. Gezeigt wird die
BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Mannose von 1 g-L™*

Tabelle 7 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen Mannose 1 g-L* Kultivierung der
Kultivierungsansatze A his D (i gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und c gibt
fiir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L™* wieder)

- A B C D

HMmax, mono 0-72h in g-Lt-h? -5-10* -0,0029 -0,0017 0,0032
Hmax, mixo 72-144 hin g-L1-h™ -0,0036 -0,0024 -0,0011 -0,0032
Mmax, mixo 144-240 h IN g Lt.ht -0,0027 -0,0028 -0,001 -0,0021
Hmax, mixo 240312 h in g-L1-h? -0,0021 -0,0024 -0,001 -0,0008
Cstart, mono iN gL 7,9 835 7,675 6,075
Cende, mono IN g- Lt 4,067 3,833 4.9 6,133
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Abbildung 19 Daten-Reihe A bis D von AOD der Abbildung 20 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-

mixotrophen Mannose 1 g-L* Kultivierung tber die

Kultivierungsdauer von 312 Stunden

rungsdauer von 312 Stunden

phen Mannose 1 g-L* Kultivierung tber die Kultivie-
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Abbildung 21 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungsdauer. Gezeigt wird die
BTM als In(x) bei einer Startkonzentration Galactose von 1 g-L*

Tabelle 8 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen Galactose 1 g-L Kultivierung der
Kultivierungsansatze A his D (i gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und c gibt
fiir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in gL wieder)

- A B C D
Mmax, mono 0-72 h IN g Lt.ht -0,0011 -0,0016 -0,0012 -0,0034
Mmax, mixo 72-144 h IN Q- Lt.ht -0,0036 -0,0037 -0,0018 -0,0023
Mmax, mixo 144-240 h IN g Lt.ht -0,0017 -0,0048 -0,0029 -0,0034
Mmax, mixo 240-312 h IN g Ltht 0,0006 -0,0019 0,0018 0,0012
Cstart, mono IN g- Lt 8,475 7,975 8,2 8,7
Cende, mono IN g- Lt 5,7 4,467 6,6 4,133
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Abbildung 22 Daten-Reihe A bis D von AOD der
mixotrophen Galactose 1 g-L* Kultivierung Gber die
Kultivierungsdauer von 312 Stunden

Abbildung 23 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-
phen Galactose 1 g-L* Kultivierung Gber die Kultivie-
rungsdauer von 312 Stunden
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5.5 KULTIVIERUNG MIT ABFALLEN

Zu Beginn in den ersten 24 Std. gibt es bei den Kultivierungsansatzen der Produkt- und
Abwasserzugabe eine Abnahme der Zellmassenkonzentration. Danach zeigte sich eine spe-
zifische Phase mit verschiedenen Dauern innerhalb der Kultivierungsreihen der Produkt-
und Abwasserzugabe. Hierbei reicht die Dauer bei der Produktzugabe von 24 bis 48 Stun-
den, wahrend bei der Abwasserzugabe ein Intervall von 24 bis 72 Std. zu verzeichnen ist.
Danach treten die Kulturen in eine weitere Wachstumsphase mit &hnlichen Wachstumsraten
innerhalb der Kultivierungsansatze, sodass ab 144 Std. gleiche Zellmassenkonzentrationen
vorliegen. Danach wird eine Phase erreicht, in der kein deutliches Wachstum vorliegt. Eine
merkliche Abnahme ist wéhrend der Kultivierungsdauer nicht zu registrieren, sodass die
Absterbephase nicht zusehen ist (siehe Abbildung 24 und Abbildung 27).

Die Messung von AOD der Produktzugabe zeigt innerhalb von 24 bis 144 Std. eine stetig
konstante und lineare Zunahme. Die Kultivierungsreihe der Abwasserzugabe zeigt diese Art
der Zunahme innerhalb von 24 bis 72 Std. und erfahrt danach eine Ausbildung von spezifi-
schen Zunahmeraten. Nach 144 Std. Kultivierungsdauer steigt AOD in der Kultivierungs-
reihe der Abwasserzugabe mit gleicher Zunahmerate weiter bis zum Ende der Kultivierungs-
dauer. In der Kultivierungsreihe der Produktzugabe stellt sich erst mit 144 Std. Kultivie-
rungsdauer eine spezifische Zunahmerate ein, jedoch zeigen sich &hnliche Wachstumsraten
im Vergleich zu der Kultivierungsreihe der Abwasserzugabe (siehe Abbildung 25 und Ab-
bildung 28).

Die pH-Wert Messung zeigt ein dhnliches Verhalten, wie sie bereits in der Messung der
heterotrophen und der mixotrophen Kultivierung zu sehen ist. Bei den meisten Kultivie-
rungsansatze stellt sich ab 144 Std. ein pH-Wert von =10,5 ein (siehe Abbildung 26 und
Abbildung 29).
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Abbildung 24 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen ,,Produkt“ 1 g-L* Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungsdauer.

Gezeigt wird die BTM als In(x)

Tabelle 9 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen ,,Produkt“ 1 g-L-* Kultivierung der
Kultivierungsansatze A his D (i gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L*-h"* wieder und c gibt
fiir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L™* wieder)
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Abbildung 25 Daten-Reihe A bis D von AOD der
mixotrophen ,,Produkt“ 1 g-L? Kultivierung tber die

Kultivierungsdauer von 312 Stunden
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Abbildung 26 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-
phen ,,Produkt“ 1 g-L-* Kultivierung tber die Kultivie-
rungsdauer von 312 Stunden
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Abbildung 27 BTM-Reihe A bis D der mixotrophen ,,Abwassert* 1 g-L* Kultivierung bis 312 Std. Kultivierungs-
dauer. Gezeigt wird die BTM als In(x)

Tabelle 10 Darstellung von spezifischen Wachstumskenndaten der mixotrophen ,,Abwasser 1 g-L* Kultivierung
der Kultivierungsansatze A bis D (U gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Wachstumsrate in g-L™-h"* wieder und ¢
gibt fiir eine bestimmte Zeit in h die Konzentration in g-L™* wieder)

- A B C D
Hmax, 2472 hin g-L-h? 0,0068 0,0047 0,0048 0,0070
Hmax, 72-144h in g-L1-h? 0,0043 0,0041 0,0025 0,0044
Cmax, in g-L*? 4,77 4,57 4,27 5,13
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Abbildung 28 Daten-Reihe A bis D von AOD der Abbildung 29 Daten-Reihe A bis D von pH der mixotro-
mixotrophen ,,Abwasser 1 g-L"* Kultivierung tiber die  phen,, Abwasser* 1 g-L* Kultivierung tiber die Kultivie-
Kultivierungsdauer von 312 Stunden rungsdauer von 312 Stunden
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6 DISKUSSION

Im Vorfeld der Ergebnisdiskussion wird eine Fehlerbetrachtung durchgefuhrt, weil wahrend
der Untersuchungen Messdatenreihen erhoben wurden, die ohne Erlauterung zu einer mog-
lichen Fehlinterpretation flhren.

Fur die Besprechung der Ergebnisse werden der Messdaten einzelner Messreihen mit einan-
der verglichen, um anhand der spezifischen Wachstumsraten eine Metabolisierung von Sac-
charid zu identifizieren. Weiterhin werden die Hypothesen in Anbetracht der Ergebnisse ab-
geglichen, um eine Uberpriifung der Hypothesen durchzufiihren.

6.1 FEHLERBETRACHTUNG

Die heterotrophe Versuchsreihe zeigte relativ kleine Messdaten der Zellmassenkonzentrati-
onen, im Vergleich zu anderen Datenreihen. Wegen fehlenden Literaturdaten kann ein né-
hergehender Vergleich nicht durchgeftihrt werden. Jedoch zeigt die Approximation der zu-
einander représentativen Daten der BTM und AOD kein vergleichbares Verhéltnis zu den
gemessenen Daten der Referenzkultur ,,Photoautotroph®. Auch wenn kein Wachstumspo-
tential vorhanden sein sollte, ist eine hthere BTM erwartet worden, sodass hier ein systema-
tischer Fehler der Methode fiir die BTM Messung vermutet wird.

Die angewandte Methode zur Bestimmung der BTM sieht die Verwendung von deminerali-
siertem Wasser vor, um den beladenen Rundfilter nach Auftrag der Probe von Medienruck-
standen durch Waschen zu séubern. Wegen der prokaryotischen Struktur des Organismus
wird vermutet, dass durch Waschen mit demineralisierten Wasser ein Zellaufschluss mittels
osmotischen Effekt eingeleitet wurde, sodass neben Wasser auch Zellorganell und somit
Zellmasse durch Absaugen und weiteres Waschen verloren ging. Auf dem Rundfilter ver-
blieben lediglich Zellfragmente, wie Zellmembran, oder restliche Zellbestandteile, die sich
im Filtermaterial verfangen haben. Nach der Durchfiihrung der ersten Versuchsreihe wurde
der Startwert von AOD von 0,2 auf 0,5 erhoht, um eine mogliche Fehlerrate durch die Wa-
gung am Arbeitsplatz zu kompensieren. Jedoch flihrte die Erhéhung der Startzellmassen-
konzentration zu einer Zunahme der Selbstverschattung der Kultur. In Anbetracht dieses
Sachverhalts, dass die lokale Lichtintensitat mit steigender Zellmassenkonzentration zuneh-
mend limitiert wird, war eine relativ kurze exponentielle Wachstumsphase zu erwarten.

Die mixotrophe Versuchsreihe, in der die Variation der Monosaccharide durchgefihrt
wurde, zeigte hinblickend auf die Approximation der Startzellmassenkonzentration mit der
Referenzkultur eine zu groRRe Startzellmassenkonzentration, sodass uber die Kultivierungs-
dauer hinweg ein stetiges Absinken der BTM zu beobachten war. So zeigt der Vergleich der
Datensédtze vom BTM und AOD eine Abweichung der Proportionalitat. Die Prifung der Me-
thoden ergab, dass mit dem Messverfahren eine félschliche Konzentrierung ausgeschlossen
werden konnte, weil lediglich eine Reduktion der enthaltenen Zellen méglich war. Daher
wurde ein moglicher Fehler in der Vorbereitung der Kultivierung gesucht. Die Prifung
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ergab, dass die Uberfiihrung des Impfgutes eine Konzentrierung mittels Zentrifugation und
Dekantierung beinhalten hatte. Jedoch sollte der Einsatz einer zu dichten Zellmasse der Star-
bedingung von AOD =~ 0,5 ausgeschlossen sein, welche zu Beginn der Versuchsreihe geprift
und aufgezeichnet wurde.

Die Aufreinigung und Uberfiihrung einer geeigneten Menge an Inokulum war zeitaufwen-
dig, wegen der technischen Einrichtung, sodass der Beginn dieser Kultivierung am Folgetag
war. Fur die Lagerung der Arbeitskultur sollte die Sicherheitswerkbank verwendet werden,
um gleichbleibende Bedingungen bis zum Beginn des Experimentes zu gewahrleisten. Je-
doch wurde die Arbeitskultur mit der Beendigung der Aufreinigung und Uberfiihrung nicht
in der Sicherheitswerkbank gelagert, sodass tber den restlichen Tag, einer Nachtphase und
der morgendlichen Phase die Arbeitskultur unter anderen Strahlungs- und Temperaturbedin-
gungen gelagert wurde. Die erneute Uberpriifung von AOD zeigte ein Wachstum der Kultur,
sodass die Starbedingung von AOD =~ 0,5 erreicht wurde.

Unter der Betrachtung der Kriterien, dass die Erhaltungskultur von A.platensis stetig unter
gleichen Wachstumsbedingungen gehalten wurde, sowie eine dauerhafte Zuflihrung von
Strahlung erfolgte, wird vermutet, dass der Organismus mit dem Tagesverlauf und der Zu-
fuhrung eines anderen Lichtspektrum einen Metabolismus genutzt hat, der zur Zunahme der
Zellzahl fihrte, jedoch auch zu der vermehrten Akkumulation von Speicherstoffen, die fur
die Nachtphase als Energie- und Stoffreserven dienen. Die starke Akkumulation von Materie
im intrazelluldren Raum wirde mit der Zunahme der Masse einhergehen, sodass bei verglei-
chenden Daten anderer Kultivierungsreihen eine geringe Zellmasse fiir einen AOD = 0,5
représentativ wére.

Ein weiterer Einflussfaktor kdnnte die Strahlungsintensitat gewesen sein, die in allen Kulti-
vierungsreihen zu hoch war, als in der Literatur angegeben ist [Chojnacka & Noworyta,
2003]. Mit der Strahlungsdichte von 30 W-m zeigt sich eine maximale spezifische Wachs-
tumsrate bei A.platensis NIES-39 sowohl in der autotrophen als auch in der mixotrophen
Kultivierung [Chojnacka & Noworyta, 2003]. Hier werden Strahlungsintensitaten verwen-
det, welche zwischen 100 und 290 W-m~ liegen. Nach Literaturangeben fallen diese Werte
aufSerhalb des bisher als optimal geltenden Wachstumsbereichs, jedoch sollte eine Photoin-
hibition des Photosyntheseapparates eintreten. Zum Schutz vor exzessiver Sonnenstrahlung
kann eine Ausschuttung von Exopolysacchariden eingeleitet werden, um mit weiteren
Schutzpigmenten, wie Scytomenin und mykosporinahnliche Aminosauren, welche mit sek-
retiert werden, eine zusatzliche SchutzmalRnahme stellen zu kénnen [Ehling-Schultz, 1997,
Garcia-Picel & Castenholz,1991; Scherer, 1988].

Eine vermehrte Ausschittung von Exopolysacchariden konnte nicht quantitativ nachgewie-
sen werden, allerdings bildeten sich Phdnome, wie die Aggregation des zu homogenisieren-
den Sediments, sowie die Blasen und Schaumbildung an der Oberflache der Kultursuspen-
sion, die auf die Anwesenheit einer hoheren Konzentration an Exopolysacchariden deuten
lassen.
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Trotz der vermuteten Photoinhibition, wéchst A.platensis, merklich anhand der BTM, was
mit der vorherigen Aussagen zu erklaren ist. Dennoch kann die deutlich hohere Strahlungs-
intensitét zu starkeren Schaden der Zelle fiihren, sodass eine Lysierung von Zellen in friihe-
ren Stadien des Wachstums eintreten kann, was anhand der griinen Farbung des Uberstandes
ersichtlich wird.

Weiterhin stellt die Ausschittung von Exopolysacchariden eine potentielle Substratquelle
fur die bakterielle Fremdkultur dar. Ein Indiz dafir zeigt sich mit dem Anstieg der AOD
innerhalb der ersten 24 Std. der Kultivierungsdauer, obwohl nach den représentativen Daten
der BTM stets ein Absinken zu beobachten ist. Im Fall der photoautotrophen Kultivierung
liegt eine Initiationsphase mit stagnierenden Zellmassenkonzentrationen vor.

6.2 VEGETATIVE ZELLTEILUNG VON A.PLATENSIS, PHOTOAUTOTROPHEN BEDINGUNGEN

Als Referenzkultur diente die photoautotrophe Kultivierung zur Bestimmung von Ver-
gleichsdaten. Allerdings zeigte die BTM Datenreihe keinen gleichen Wachstumsverlauf der
Kultivierungsansatze, sodass eine Mittelwertbildung nicht durchgeftihrt wurde, um wie vor-
gesehen eine Kompensation moglicher systematischer Fehler zu erzielen. Die Annahme,
dass die Reaktionsgeschwindigkeit von A.platensis in der Gegenwart der bakteriellen
Fremdkultur, als auch der hohen Strahlungsintensitat (siehe 6.1), zur Ausbildung von ver-
schiedenen Wachstumsraten neigt, zeigt einen spezifischen Einfluss der Umweltfaktoren auf
das Wachstum der A.platensis Kultur. Damit wird nach den Kriterien der Monod-Kinetik
eine Analyse des Wachstums nach dem gangigen Modell hinfallig (siehe 3.1). Die Verwen-
dung von anderweitigen Modellen, speziell fur photoautotrophe Mikroorganismen
[Marquez, 1993], missen dennoch Kriterien fur die Anwesenheit einer bakteriellen Fremd-
kultur beinhalten, sowie deren Einfluss auf das Wachstum von A.platensis mit einbeziehen.
Des Weiteren kann A.platensis aufgrund seiner filamentésen Morphologie eine besondere
Wachstumskinetik besitzen, sodass die Biomassenzunahme nicht exponentiell ablauft
[Chmiel, 2006].

Die Anwesenheit, sowie die vegetative Zellteilung der bakteriellen Fremdkultur wird auch
mit den Daten der AOD deutlich. Mit dem Anstieg von AOD innerhalb von 0 bis 24 Std.
zeigt sich ein Wachstum, wéhrend die BTM eine Initiationsphase abbilden und sie kein
Wachstum wiedergeben. Wegen dem GroRenausschluss der Filtriermethode bei der BTM
Aufnahme wird die bakterielle Fremdkultur groBtenteils von der A.platensis Kultur getrennt,
sodass lediglich die Masse von A.platensis gemessen wird. Die optischen Dichte bezieht
unweigerliche alle nicht l6sbaren Stoffe der Zellsuspension mit im Betrag der Messung ein,
sodass hier ein indirekter Wert fir die gemessene Zellzahl ermittelt wird. Es werden die
Anzahl der bakteriellen Zellen und der A.platensis Zellen gemessen (siehe 6.1). Dadurch
besteht keine Proportionalitat zwischen diesen beiden Parametern, sodass die Moglichkeit
zur Bestimmung eines Korrelationsfaktors nicht gegeben ist [Chmiel, 2006].
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Die Ermittlung einer spezifischen Wachstumsrate wurde dennoch unter Bezug der Mono-
Kinetik fur lineare Wachstumsphasen durchgefiihrt, um ein reprasentatives Wachstum zu
ermitteln. Wegen der grolRen Abweichung der Messdaten innerhalb der Kultivierungsreihe,
wird der grofite Messwert als reprasentativ definiert, weil die Annahme getroffen wurde,
dass mit der groRten Wachstumsrate der geringste Einfluss von wachstumshemmenden Fak-
toren besteht. Daten zu anderweitigen Experimenten verweisen auf die Verwendung von
Reinkulturen, da hier hohere, maximale Zellmassenkonzentrationen und ebenso hdhere
Wachstumsraten erreicht werden kdnnen [Owaga & Gyozo, 1970]. In Bezug der aktuellen
maximalen Zellmassenkonzentration (siehe Tabelle 3) erreichen alle Kultivierungsansétze,
trotz unterschiedlicher Wachstumsraten, eine &hnliche maximale Zellkonzentration. Der
Grund dieser Wiederfindung konnte die lokale Lichtlimitierung sein, welche mit steigender
Zellkonzentration stark zunimmt (siehe 3.2).

Der pH-Wert zeigt einen auffalligen Verlauf. Dieser steigt bis zu einem pH-Wert von 12 an.
Literaturangaben zeigen, dass ein basisches Milieu die Quantenausbeute der O»-Bildung er-
hoht, jedoch bei geringen Strahlungsintensitaten eine negative Phototaxis ausgeldst wird,
was auf eine Photoinhibition zurtickzufuhren ist [Nultsch, et al., 1979]. Weil A.platensis in
dieser Versuchsdurchfiihrung einer dauerhaft zu hohen Bestrahlung ausgesetzt war und
keine Moglichkeit besaR der Strahlung auszuweichen mussten Schutzpigmente synthetisiert
werden, um ausreichend Schutz gewahrleisten zu kénnen. Hierfir kdnnen Cyanobaktieren
einerseits Carotinoide aufbauen, welche in den Thylakoiden eingelagert werden, oder ver-
mehrt anderweitige Schutzpigmente Uber ein sekretorisches System aussondern [Venzke,
2005].

6.3 EINFLUSS VON MONOSACCHARIDEN (CsH1206) UND ABWASSER

Mit Einsatz von organischen Verbindungen verlauft das Wachstum in den ersten 24 Std.
generell mit einer negativen Wachstumsrate. Die BTM Datenreihe der Kultivierungsansatze
unter Abwesenheit von Licht zeigt mit den groRen Messschwankungen kein prazises Ergeb-
nis, jedoch lasst sich mit Abgleich von gemachten Beobachtungen zum Aussehen der Kultur
eine fallende Zellmassenkonzentration Uber die Kultivierungsdauer deuten, sodass diese
Versuchsreihe vorzeitig abgebrochen wurde. Literaturdaten geben wieder, dass die Mdglich-
keit einer metabolischen Heterotrophie bei Cyanobakterien vorhanden ist. Allerdings stellt
der Calvin-Benson Zyklus ein stark konservierten metabolischen Faktor des Genoms von
Cyanobakterien dar [Knoop, 2014], sodass ein Potential fiir die Fihrung eines heterotrophen
Metabolismus stark von der Unterart der Art abhangig ist [Muhling, 2005]. Ob eine meta-
bolische Heterotrophie speziell bei der vorliegenden Unterart A.platensis besteht ist nach
Literaturdaten nicht bekannt.

Okologisch besteht fiir die Heterotrophie eine Notwendigkeit fiir die Versorgung des Erhal-
tungsstoffwechsels wéhrend der Nachtphase. In vielen Arten zeigt sich ein aktives Bewe-
gungsmuster zum marinen Grund, wo eine reichhaltige Quelle an organischen Verbindungen
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besteht. Mit der Abwesenheit einer Strahlungsquelle bestehen daher zwei Arten um den Er-
haltungsstoffwechsel aufrecht zu erhalten. Entweder assimiliert der phototrophe Organismus
organische Verbindungen, oder er deckt seinen Bedarf durch Speicherstoffe ab, welche wéh-
rend der Lichtphase akkumuliert wurden. Hierfur sind Speicherstoffe wie hauptsachlich Gly-
kogen und zu einem geringen Malie Cyanophycin und Poly-B-Hydroxybutyrat zu nennen.
Allgemein ist der Metabolismus in der Nachtphase von Cyanobakterien auf den Erhalt von
essentiellen Reaktionen beschréankt, sodass stagnierende Wachstumsraten vorliegen kdnnen.
Hingegen besitzen diazotrophe Arten eine erhdhte genetische Aktivitat in der Nachtphase
von spezifischen Enzymen, welche auf einen heterotrophen Metabolismus mit positiven
Wachstumsraten verweisen [Knoop, 2014].

Auf der Grundlage der genannten Informationen und in Betracht der Messdaten der Kulti-
vierung bei Abwesenheit von Licht kann angenommen werden, dass die vorliegende A.pla-
tensis Kultur als obligat phototroph betrachtet werden kann [Owaga & Terui, 1970]. Ebenso
ist festzustellen, dass die Messungen von AOD der A.platensis Kultur stark vom Wachstum
der bakterielle Fremdkultur beeinflusst werden. Der maximale Wert von AOD steigt mit
steigender Glucosekonzentration und wird in jeder Kultivierungsreihe nach 24 Std. erreicht.
Hier zeigt sich die Substrataffinitat der bakteriellen Fremdkultur, sowie deren Wachstums-
Kinetik in Abhangigkeit der eingesetzten Substratkonzentration. Die Ausbildung von glei-
chen pH-Werten, sowie deren zeitlicher Einordnung, welche jeweils ein dhnliches Niveau
zu dhnlichen Zeiten besal3, kdnnte ein weiteres Indiz dafr sein, dass die bakterielle Fremd-
kultur einen konstanten Einfluss auf den Umweltfaktor pH-Wert besitzt.

Die Daten der mixotrophen Kultivierungsreihen, sowie der Kultivierung der Abwasserprobe
und der Produktprobe zeigen generell ein Absinken der Zellmassenkonzentration innerhalb
der ersten 24 Stunden. Mit dem Vergleich der photoautotrophen Kultivierungsdaten, in der
ein Erhalt der BTM in derselben Kultivierungsdauer zu verzeichnen ist, ist zu vermuten, dass
wachstumshemmende Faktoren mit dem Einsatz von Saccharid in der Suspension ausgebil-
det werden. Damit konnte der Riickgang der Zellmassenkonzentration zu erklaren werden.
Die Ausbildung unterschiedlicher Wachstumsraten deutet dabei auf einen unterschiedlichen
Einfluss von mehreren wachstumshemmenden Faktoren hin, die in jedem Kultivierungsan-
satz, als auch innerhalb einer Kultivierungsreihe spezifisch sind. Der Grund fur die Ausbil-
dung von wachstumshemmenden Faktoren konnte die bakterielle Fremdkultur sein. Inner-
halb der Kultivierungsdauer, in der die Zellmassenkonzentration von A.platensis fallt, steigt
AOD und verweist somit auf ein Wachstum der bakteriellen Fremdkultur. Dies wirde mit
den Daten der Kultivierung unter Abwesenheit von Licht Ubereinstimmen, in der lediglich
das Wachstum der bakteriellen Fremdkultur zu registrieren war.

Die Bildung von spezifischen Wachstumsraten, welche eine Metabolisierung von Saccharid
durch A.platensis kennzeichnet, ist nicht direkt ersichtlich, weil in keiner Kultivierung die

Ausbildung einer exponentiellen Wachstumsrate erfolgt. Stattdessen zeigen sich zwei
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Wachstumsphasen nach 24 Std. Kultivierungsdauer, wobei die zweite Phase immer eine ge-
ringere Geschwindigkeit aufweist. Diese Erscheinung war sowohl in den Abfallproben, Pro-
duktproben, als auch der mixotrophen Kultivierungsreihe ersichtlich. Jedoch lagen alle Da-
ten unterhalb der spezifischen Wachstumsrate der photoautotrophen Kultivierung. Ebenfalls
war die zu erreichende, maximale Zellmassenkonzentration unterhalb der Vergleichsdaten
der photoautotrophen Kultivierung und zeigte mit einer maximalen Konzentration von ~ 3,5
g-L den maximalen Wert. Die geringeren Wachstumsraten als auch die kleinere, maximale
Zellmassenkonzentration der Kultivierungsansatze in Anbetracht der schnell steigenden
AOD Daten und der zu Beginn fallenden BTM, ldsst vermuten, dass mit dem Einsatz von
Saccharid das Wachstum der bakterielle Fremdkultur gefordert wird, sodass mit der Aus-
schuttung von wachstumsgekoppelten Sekundérmetaboliten die vegetative Zellteilung von
A.platensis deutlich gehemmt wurde (siehe 6.4).

6.4 PLATTIERUNG

Die Plattierung der Kultur auf einem festen N&hrboden sollte genauere Informationen be-
zuglich des bakteriellen Wachstums liefern. Hierfiir wurde eine Probe der photoautotrophen
und der mixotrophen Kultur 1:200 verdinnt und 200 pL auf dem N&ahrboden verteilt.
Hierflr wurde das verwendete Spirul-Medium mit Hefeextrakt und Glucose versetzt. Mit
der Verwendung dieser Zutaten sollte die differenzierende Eigenschaft der Salinitat des Me-
diums erhalten bleiben, sodass nur das Wachstum von im Medium vorkommenden Mikro-
organismen durch den Zusatz von Hefeextrakt und Glucose geférdert wird.

Die Auswertung der Platten der photoautotrophen Kultivierung zeigt die Anwesenheit von
zwei potentiell bakteriellen Arten. Dies war augenscheinlich an der Bildung von weil3lichen
und farblosen Kolonien zu erkennen. Die Platten der mixotrophen Kultivierung zeigten nur
die Anwesenheit von weil3lichen Kolonien. Die Auszahlung der Kolonien verwies bei beiden
Platten auf die gleiche Anzahl an weil3lichen Kolonien, sodass mit dem Einsatz von Glucose
keine Steigerung im Wachstum der bakteriellen Fremdkultur zu erkennen war. Stattdessen
wird vermutet, dass mit der Metabolisierung von Saccharid wachstumshemmende Stoffe se-
kretiert werden, die nicht nur das Wachstum von A.platensis hemmen, sondern auch das der
farblosen bakteriellen Kultur, sodass diese in der mixotrophen Kultur eine sehr kleine An-
wesenheit besitzt oder komplett lysiert ist. Dies zeigt differenzierende Eigenschaften der
Kultur mit dem Einsatz von Saccharid.

Diese Annahme wurde von weiteren Beobachtungen bestétigt, denn in der photoautotrophen
Kultur war trotz des spontanen Anstiegs von AOD keine Triibung zu erkennen, wahrend bei
dem Einsatz von Sacchariden bereits nach 24 Std. deutlich eine weilliche Triibung ersicht-
lich war. Somit ist festzustellen, dass mit dem Einsatz von Saccharid in dieser Kultur das
Wachstum einer bakteriellen Fremdkultur geférdert wird, welche wei3liche Kolonien aus-
bildet. Die Ausschiittung von Sekundarmetaboliten, die wachstumsgekoppelt oder -entkop-
pelt produziert werden, kann zu einer Verringerung von artfremden Kulturen.
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Die weiterfiihrende Analyse zeigt einen interessanten Sachverhalt von einer mdglichen ko-
operativen Eigenschaft der bakteriellen Fremdkultur und der A.platensis Kultur. Wahrend
der photoautotrophe Kultivierungen mit einer stagnierenden Anlaufphase der A.platensis
Kultur stieg AOD ohne Trubungserscheinungen. Danach stieg die BTM mit einer relativ
groBen Wachstumsrate bis auf =~ 5 g-L%. Dies suggeriert, dass der Wachstumsstopp auf der
Limitierung von Strahlungsenergie basiert (siehe 3.2). Eine weif3liche Triibung der photoau-
totrophen Kultur trat erst mit fortlaufender Kultivierungsdauer ein und zeigt sich in den AOD
Daten mit einem unregelméRigen Verlauf innerhalb der Dauer von 144 — 216 Stunden. Auf-
grund des unregelméRigen Kurvenverlaufs der AOD wird vermutet, dass die wei3liche Kul-
tur wachstumshemmende Sekundérmetaboliten ausschuttet. Dies wiirde die Hemmung der
vegetativen Zellteilung erklaren. Die Kultivierungen, welche mit Sacchariden gefthrt wur-
den, zeigten eine spontane weilRliche Trubungserscheinung nach 24 Stunden und ein Absin-
ken der BTM. Ebenfalls werden mit dem nachtrdglichen Anstieg der BTM kleinere Wachs-
tumsraten und auch ein geringeres Niveau der maximalen Zellmassenkonzentration erreicht.
Allerdings zeigt sich auch, dass mit der erstmaligen Abwesenheit der weif3lichen bakteriellen
Fremdkultur der pH-Wert auf bis zu 12 steigt. In den Kultivierungen, welche mit Saccharid
gefuhrt wurden, ist ein Verlauf zu registrieren, welcher sich maximal auf einen pH-Wert von
11 einstellte.

6.5 UBERPRUFUNG DER HYPOTHESEN

Die erste Hypothese, dass mit der Zugabe von organischen Kohlenstoffquellen eine Steige-
rung der Wachstumsrate erzielt werden kann, war nicht ersichtlich. Die Aussage, dass
mixotrophe Wachstumsbedingungen zu groReren Wachstumsraten fuhren [Chojnacka &
Noworyta, 2003; Marquez, et al., 1993], konnte nicht bestétigt werden. Nach Literaturver-
weis zeigen experimentelle Daten, dass mixotrophe Bedingungen zu einem Wachstum fiih-
ren, welches nicht durch ein additives Verhaltnis von heterotrophen und photoautotrophen
Bedingungen abhéngig ist. Vielmehr besteht eine spezifische Wachstumsrate fir diese Art
des Wachstums [Chojnacka & Noworyta, 2003]. Andere Quellen von friiheren Arbeiten ver-
weisen auf den gegenteiligen Sachverhalt der additiven Abhangigkeit [Marquez, et al.,
1993]. Jedoch ist anzumerken, dass die Formulierung dieser Aussagen mit der Verwendung
von monoseptischen Kulturen erstellt wurde. Hier liegt eine augenscheinliche Kontamina-
tion der A.platensis Kultur mit zwei weiteren bakteriellen Fremdkulturen vor, was das
Wachstumsverhalten von A.platensis erheblich beeinflusst.

Weiterhin zeigt sich nach Literatur eine geringe Wachstumsrate [Marquez, et al., 1993], so-
dass anzunehmen ist, dass A.platensis eine geringe Affinitat zu organischen Substraten be-
sitzt. Die bakterielle Fremdkultur hingegen zeigt mit dem starken Wachstum anhand der
AOD Daten, dass sie eine hohere Affinitat zu diesen besitzt. Mit der Verwendung von orga-
nischen Substraten zeichnet sich daher eine vermehrte Metabolisierung der organischen
Kohlenstoffquellen durch die bakterielle Fremdkultur ab. Ein Wachstum von A.platensis ist
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anhand der BTM Daten erkenntlich, jedoch liegen die gemessenen Wachstumsraten alle un-
terhalb der grofiten Wachstumsrate der photoautotrophen Kultivierung.

Die zweite Hypothese, dass ein Wachstum von A.platensis unter Abwesenheit von Strah-
lungsenergie durch die Zugabe von organischen Kohlenstoffquellen besteht, kann mit quan-
titativen Mitteln nicht reprasentativ wiedergegeben werden. Aufgrund einer Methodenwahl,
welche zuvor fir den Organismus Chlorella sorokiniana angepasst wurde, sind fehlerhafte
Messdaten erhoben wurden. Jedoch war anhand der Daten von AOD und den pH-Wert Daten
sowie der augenscheinlichen Beobachtung kein Wachstum von A.platensis ersichtlich, so-
dass die Annahme getatigt wird, dass diese Hypothese nicht zutreffend ist.

Die dritte Hypothese, dass die A.platensis Kultivierung unter der Verwendung von Abfallen
bzw. Abwasser ein ahnliches Wachstumsverhalten wie die Kultivierungen mit Saccharid
aufweist, kann bestatigt werden. Jedoch weisen die Ergebnisse, wie schon bei der Diskussion
der ersten Hypothese angemerkt, geringe Wachstumsraten, sodass ein effizientes Wachstum
unter den gegebenen Bedingungen von A.platensis nicht bestatigt werden kann.
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7 FAZIT & AUSBLICK

Die Steigerung eines wirtschaftlichen Interesses an der Mikroalgen-Bioraffinerie, mit Hilfe
einer umweltschonend und 6kologisch nachhaltigen Wiederverwertung von Abféllen, kann
unter anderem durch die Reduzierung von Kosten fiir den Rohstoffbedarf umgesetzt werden.
Cyanobakterien besitzen hinsichtlich ihres Habitats eine gro3e Anpassungsféhigkeit und ein
facettenreiches Angebot an kommerziellen Produkten, die mit einer gezielten Kultivierung
synthetisiert werden konnen. Jedoch birgt die direkte Nutzung von Abfallgewéssern, also
die Zufuhrung von unbehandelten Rohstoffen, ein nicht steriles und nicht sauberes Substrat,
sodass eine Kontamination mit Fremdkulturen nicht ausgeschlossen werden kann.

Die praktische Anwendung zeigt, dass eine Produktion von Biomasse mit A.platensis in ei-
nem kontaminierten Milieu moglich ist. Jedoch ist die Zugabe von Saccharid, als organi-
sches Substrat, ein Wachstumsfaktor, der zu kleineren Wachstumsraten, sowie kleineren ma-
ximalen Zellkonzentrationen fuhrt, als eine Kultivierung, welche nicht mit organischem
Substrat versetzt wurde. Eine vegetative Zellteilung von A.platensis unter Ausschluss einer
Strahlungsquelle konnte nicht beobachtet werden. Die Kultivierung mit ,,Produkt* und ,,Ab-
wasser™ zeigte ein dhnliches Wachstumsverhalten, wie es zuvor bei den Kultivierungen mit
reinem Saccharid zu beobachten war.

Weiterhin ist zu vermuten, dass der Einsatz einer passenden Strahlungsquelle die Qualitét,
als auch Quantitat der Biomasse stark beeinflusst. Ob eine Assimilierung von organischen
Substrat tatséchlich durch A.platensis erfolgte, kann nicht eindeutig bestatigt werden, weil
die gemessenen Wachstumsraten mit dem Einsatz von Saccharid kleiner sind als jene in
denen kein Saccharid verwendet wurde. Damit widerspricht dieser Sachverhalt den Litera-
turdaten. Es ist anzumerken, dass nach Literatur stets monoseptische Kulturen verwendet
wurden, was nicht auf eine Anwendung der direkten Verwertung von Abfallgewassern an-
wendbar ist.

Die Verwendung einer grof3en Vielfalt an Abfallarten machen Cyanobakterien aufgrund ih-
rer ausgepragten Anpassungsfahigkeit zu einem geeigneten Organismus, um in unterschied-
lichen Lebensbedingungen einen vegetativen Metabolismus betreiben zu kénnen. Dabei ist
deren Anwendbarkeit in Bezug zur Herstellung von kommerziellen Produkten, als auch ei-
nem optimalen Wachstum, im Fokus der Untersuchungen. Jedoch stellt die Verwendung von
polyseptischen Kulturen, sowie eine unkontrollierte Kontamination eine enorme Herausfor-
derung flr die Regelung des Prozesses dar. Der Einfluss von spezifischen Fremdkulturen,
als auch deren begleitendes Wachstum muss nahergehend Untersucht werden, um innerhalb
von unbehandelten Abfallgewéssern ein effizientes Wachstum der Zielkultur gewéhrleisten
zu konnen.
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9 ANHANG

9.1 TABELLEN

Tabelle 11 Daten zur Strahlungsintensitat, welche nach ihrer Position auf dem Kultivierungsfeld angeordnet sind. Es wer-
den Zwischenmessungen innerhalb einer ein wdchigen Kultivierungs gezeigt und Daten, welche vor der Kultivierungs
aufgenommen wurden

Leer Bereich A B C D Leer Bereich

Glucose 48,25 54,74 61,26 63,36 77,72 97,28
Frucstose 60,6 69,15 77,03 82,53 95,24 104,55
Mannose 66,5 77,07 88,52 100,78 120,69 131,8
Galactose 67,83 84,8 92,26 105,9 129,55 123,08
46,72 55,38 60,02 64,39 78,5 96,75

Zwischen- 59,84 67,94 76,84 83,56 94,03 104,03
messung 67,3 77,75 87,97 101,03 120,46 129,93
66,53 83,9 93,66 104,6 120,85 122,93

46,98 54,74 62,03 63,64 77,44 95,34

Zwischen- 58,65 68,34 75,95 84,05 95,33 102,06
messung 66,98 76,32 86,54 102,32 120,25 128,76
67,85 84,5 94,03 103,75 116,95 123,54

Abwasser 45,94 56,28 56,59 60,86 71,05 93,27
Produkt 57,95 66,03 74,44 83,08 93,79 98,99
Mixotroph 66,34 76,01 85,94 103,14 117,7 122,56
Photoautotroph 62,84 79,96 90,49 107,98 109,41 112,86

Tabelle 12: Messwerte der Temperaturen der einzelnen Messstationen, wahrend Versuchsreihe 1

Zeit Temperatur
Messfihler 1 Messfuhler 2 Messflihler 3 Messfiihler 4

0] 32,8 32,4 - 32,5
ig Ausfall der Messung wegen Wochende

72 32,2 31,8 - 32,0
96 32,8 32,4 - 32,1
120 32,2 31,9 - 32,2
144 31,7 31,6 - 31,8
168 - - - -
192
16 Ausfall der Messung wegen Wochende
240 31,9 31,8 - 32,0
264
288 Abbruch
312

41



Tabelle 13: Messwerte der Temperaturen der einzelnen Messstationen, wahrend Versuchsreihe 2

Zeit Temperatur
Messfihler 1 Messfuhler 2 Messfluhler 3 Messfiihler 4

o 33,3 32,8 - 33,4
24 33,4 32,8 - 33,5
48 33,4 32,8 - 33,5
72 32,9 33,1 - 33,3
192% Ausfall der Messung wegen Wochende
144 32,1 31,6 - 32,1
168 33,1 32,5 - 33,1
192 33,4 32,9 - 33,5
216 31,8 31,2 - 31,8
240 32,3 31,8 - 32,3
264
»88 Ausfall der Messung wegen Wochende
312 33,5 33 - 33,4

Tabelle 14: Messwerte der Temperaturen der einzelnen Messstationen, wahrend Versuchsreihe 3

Zeit Temperatur
Messfihler 1 Messfiihler 2 Messfiihler 3 Messfiihler 4

0 30,4 30,6 - 30,8
24 31,8 32,2 - 32,5
48 32,2 32,4 - 32,8
72 30,1 30,9 - 31,1
192% Ausfall der Messung wegen Wochende
144 30,6 31,2 - 31,6
168 30,6 31,2 - 31,6
192 30,7 31,2 - 31,4
216 31,1 31,6 - 31,8
240 31,2 31,5 - 31,6
264
-88 Ausfall der Messung wegen Wochende
312 31,6 32 - 32,1
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Tabelle 15 BTM Messdaten A bis D der photoautotrophen Kultivierung

Photoautotroph Kultivierungsansatz

Zeit A B C D

0 2,1500 2,4500 2,2500 2,2500
24 2,1000 2,1000 2,0333 2,2333
48 2,6333 2,7667 2,7000 2,9333
72 4,7667 3,2000 3,8000 4,6333
% Wochenende
120
144 4,1667 4,2333 3,9667 4,1000
168 4,6000 4,6000 4,5333 4,7333
192 5,2667 5,5667 4,4333 4,4000
216 4,8333 4,8333 4,5667 3,9667
240 Keine Filter mehr
264 Wochenende
288
312 Keine Filter mehr

Tabelle 16 BTM Messdaten A bis D der mixotrophen Kultivierung
Mixotroph Kultivierungsansatz

Zeit A B C D

0 2,4500 2,7500 2,3500 2,6500
24 1,5333 1,8333 1,9667 2,0667
48 2,0667 2,2000 2,2000 2,2667
72 2,5667 2,4000 2,6000 2,8000
% Wochenende
120
144 2,9000 3,2000 2,9000 3,1333
168 2,9333 3,4333 3,0000 3,2667
192 2,9000 3,4667 2,9000 3,5333
216 3,0333 3,4667 2,9000 3,5667
240 Keine Filter mehr
264 Wochenende
288
312 Keine Filter mehr
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Tabelle 17 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung mit Produktzugabe

"Produkt" Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 2,8000 2,2000 2,6000 2,8500
24 2,4333 1,6333 2,3000 2,3000
48 2,7667 2,8667 2,5000 3,0667
72 3,3000 3,1333 2,9000 3,1333
% Wochenende
120
144 3,7667 4,4333 4,2000 3,7667
168 3,7333 4,4333 3,9667 3,1333
192 4,4333 4,8667 4,5667 4,1667
216 3,7000 4,4667 4,2000 4,0333
240 Keine Filter mehr
264 Wochenende
288
312 Keine Filter mehr
Tabelle 18 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung mit Abwasserzuageb
"Abwasser" Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 2,9000 2,2500 3,2500 2,8000
24 2,3333 2,5000 2,4667 2,4333
48 2,6333 2,6000 2,7000 2,7333
72 3,2333 3,1333 3,1000 3,4000
19260 Wochenende
144 3,9667 3,8667 3,4333 4,1667
168 4,1667 3,9667 3,5000 4,6000
192 4,7667 4,5667 4,2667 5,1333
216 3,8333 4,1667 3,3000 4,7333
240 Keine Filter mehr
264 Wochenende
288
312 Keine Filter mehr
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Tabelle 19 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung Glucose

Glucose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 7,1500 6,4250 7,6000 7,6250
24 3,4000 6,1667 6,0000 5,6000
48 5,8667 5,4667 8,4000 7,1000
72 6,533 5,967 7,033 7,333
% Wochenende
120
144 3,733 4,100 5,333 6,233
168 3,600 4,000 4,133 5,033
192 3,567 4,100 4,600 5,167
216 2,667 3,300 3,633 4,800
240 3,600 3,900 4,433 5,600
264 Wochenende
288
312 3,367 3,633 3,767 5,067
Tabelle 20 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung mit Fructose
Fructose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 8,6250 8,4500 8,0750 8,1250
24 9,1333 6,4667 7,7000 6,3333
48 6,6333 6,4333 6,2333 6,9667
72 6,867 7,300 6,467 7,467
% Wochenende
120
144 5,033 5,300 5,233 5,767
168 4,000 4,667 4,533 5,000
192 3,667 4,700 4,400 5,233
216 3,200 4,333 3,433 4,400
240 3,767 4,900 4,400 5,333
264 Wochenende
288
312 3,533 5,067 3,700 5,500
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Tabelle 21 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung mit Mannose

Mannose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 7,9000 8,3500 7,6750 6,0750
24 6,7333 8,4667 5,6667 6,4000
48 7,3000 7,3000 6,0333 6,9000
72 7,667 6,967 6,567 7,667
% Wochenende
120
144 5,933 5,867 6,067 6,100
168 4,833 5,700 5,133 5,500
192 5,233 4,533 4,167 4,700
216 4,000 4,800 5,400 3,700
240 4,733 4,567 5,267 5,800
264 Wochenende
288
312 4,067 3,833 4,900 6,133
Tabelle 22 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung mit Galactose
Galactose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 7,9000 8,3500 7,6750 6,0750
24 6,7333 8,4667 5,6667 6,4000
48 7,3000 7,3000 6,0333 6,9000
72 7,667 6,967 6,567 7,667
% Wochenende
120
144 5,933 5,867 6,067 6,100
168 4,833 5,700 5,133 5,500
192 5,233 4,533 4,167 4,700
216 4,000 4,800 5,400 3,700
240 4,733 4,567 5,267 5,800
264 Wochenende
288
312 4,067 3,833 4,900 6,133
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Tabelle 23 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung unter Abwesenheit von Licht bei 0,1 g-L"* Glucose

0,1 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 0,233 0,367 0,100 0,100
24 Wochenende
48
72 0,100 0,133 0,233 0,200
96 0,900 0,200 0,300 0,500
120 0,133 0,233 0,000 0,033
144 0,233 0,067 0,200 0,167
168 Krank
192 Wochenende
216
240 0,067 0,167 0,133 0,067
264
288 Abbruch kein Wachstum
312

Tabelle 24 Tabelle 25 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung unter Abwesenheit von Licht bei 0,5 g-L"* Glucose

0,5 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 0,267 0,133 0,233 0,300
24 Wochenende
48
72 0,100 0,100 0,233 0,333
96 0,300 0,550 0,300 0,300
120 0,367 0,233 0,233 0,267
144 0,200 0,233 0,433 0,167
168 Krank
192 Wochenende
216
240 0,267 0,233 0,333 0,133
264
288 Abbruch kein Wachstum
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Tabelle 26 Tabelle 27 BTM Messdaten A bis D der Kultivierung unter Abwesenheit von Licht bei 1 g-L™ Glucose

1 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 0,267 0,067 0,300
24 Wochenende
48
72 0,433 0,133 0,400
96 0,350 0,350 0,600
120 0,467 0,400 0,133
144 0,233 0,200 0,233
Ansatz tot
168 Krank
192 Wochenende
216
240 Filter kaputt 0,167 0,267
264
288 Abbruch kein Wachstum
312

Tabelle 28 pH-Wert Messdaten A bis D der photoautotrophen Kultivierung

Photoautotroph Kultivierungsansatz

Zeit A B C D
0 9,673 9,693 9,687 9,703
24 10,011 10 9,992 10,043
48 10,344 10,328 10,296 10,488
72 10,564 10,474 10,482 10,879
% Wochenende

120

144 12,43 11,957 11,935 12,806

168 12,385 12,043 11,938 12,418

192 12,306 12,223 12,03 12,403

216 10,467 10,484 10,505 10,551

240 10,415 10,588 10,565 10,245

264 Wochenende

288

312 11,264 11,045 10,979 10,111
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Tabelle 29 pH-Wert Messdaten A bis D der mixotrophen Kultivierung

Mixotroph Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,681 9,676 9,662 9,699
24 9,548 9,57 9,569 9,557
48 9,835 9,857 9,827 9,88
72 9,899 9,911 9,876 9,984
% Wochenende
120
144 10,267 10,334 10,238 10,409
168 10,224 10,339 10,224 10,397
192 10,258 10,377 10,271 10,455
216 10,289 10,438 10,312 10,568
240 10,357 10,441 10,36 10,527
264 Wochenende
288
312 104 10,526 10,473 10,699
Tabelle 30 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Produktzugabe
"Produkt" Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,676 9,676 9,681 9,695
24 9,777 9,784 9,732 9,762
48 10,056 10,048 10,03 10,151
72 10,158 10,147 10,13 10,275
% Wochenende
120
144 10,572 10,788 10,06 10,675
168 10,544 10,771 11,139 10,593
192 10,483 10,859 11,498 10,621
216 10,486 10,553 10,54 10,498
240 10,532 10,501 10,512 10,535
264 Wochenende
288
312 10,547 10,726 11,387 10,515
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Tabelle 31 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Abwasserzugabe

"Abwasser" Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,695 9,681 9,688 9,698
24 9,819 9,813 9,795 9,806
48 10,04 10,02 9,987 10,129
72 10,132 10,117 10,05 10,27
% Wochenende
120
144 10,736 10,738 10,422 11,122
168 10,662 10,754 10,384 11,217
192 10,703 10,834 10,413 11,396
216 10,55 10,571 10,435 10,496
240 10,541 10,503 10,461 10,545
264 Wochenende
288
312 10,58 10,756 10,411 10,775
Tabelle 32 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Glucose
Glucose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,704 9,716 9,724 9,732
24 9,95 9,867 9,937 9,959
48 9,988 9,945 10,043 10,162
72 10,247 10,22 10,333 10,531
96 Wochenende
120
144 10,366 10,44 10,6 11,229
168 10,424 10,501 10,657 11,403
192 10,453 10,543 10,673 11,547
216 10,505 10,585 10,555 10,56
240 10,45 10,512 10,498 10,586
264 Wochenende
288
312 10,507 10,522 10,511 10,811
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Tabelle 33 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Fructose

Fructose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,723 9,718 9,72 9,724
24 9,982 9,961 9,892 10,007
48 9,97 9,992 9,989 10,111
72 10,226 10,344 10,281 10,462
% Wochenende
120
144 10,482 10,861 10,672 11,037
168 10,531 11,013 10,727 11,254
192 10,563 11,09 10,709 11,441
216 10,566 10,568 10,538 10,575
240 10,52 10,618 10,497 10,63
264 Wochenende
288
312 10,549 10,537 10,497 10,895
Tabelle 34 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Mannose
Mannose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,731 9,731 9,729 9,741
24 10,095 10,024 10,07 10,208
48 10,156 10,044 10,283 10,521
72 10,351 10,195 10,424 10,763
% Wochenende
120
144 10,592 10,552 10,745 11,184
168 10,66 10,57 10,894 11,473
192 10,67 10,613 10,965 11,488
216 10,585 10,547 10,566 10,53
240 10,55 10,5 10,592 10,559
264 Wochenende
288
312 10,589 10,551 10,701 10,81
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Tabelle 35 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Galactose

Galactose Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,72 9,715 9,731 9,734
24 10,085 10,03 10,062 10,166
48 10,199 10,077 10,109 10,194
72 10,437 10,33 10,459 10,421
% Wochenende
120
144 11,016 10,714 11,256 10,568
168 11,17 10,806 11,593 10,622
192 11,269 10,86 12,011 10,626
216 10,56 10,557 10,583 10,566
240 10,605 10,548 10,567 10,525
264 Wochenende
288
312 10,851 10,641 12,462 10,606
Tabelle 36 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 0,1 g-L'Glucose
0,1 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,17 9,23 9,2 9,26
24 Wochenende
48
72 9,29 9,33 9,3 9,27
96 9,697 9,701 9,702 9,674
120 9,982 9,997 9,992 9,952
144 10,012 10,038 10,033 10,01
168 Krank
192 Wochenende
216
240 10,188 10,182 10,186 10,155
264
288 Abbruch kein Wachstum
312
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Tabelle 37 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 0,5 g-L"'Glucose

0,5 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,16 9,19 9,22 9,23
24 Wochenende
48
72 9,21 9,17 9,15 9,08
96 9,645 9,661 9,648 9,676
120 9,943 9,963 9,946 9,96
144 10,002 10,027 10,006 10,035
168 Krank
192 Wochenende
216
240 10,154 10,172 10,155 10,189
264
288 Abbruch kein Wachstum
312
Tabelle 38 pH-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 1 g-L-*Glucose
1 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 9,2 9,23 9,18
24 Wochenende
48
72 9,19 9,31 9,25
96 9,53 9,54 9,529
120 9,85 9,859 9,855
144 9,933 9,945 9,934
Ansatz tot
168 Krank
192 Wochenende
216
240 10,104 10,106 10,107
264
288 Abbruch kein Wachstum
312
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Tabelle 39 AOD-Wert Messdaten A bis D der photoautotrophen Kultivierung

Photoautotroph Kultivierungsansatz

Zeit B C
0 0,546 0,576 0,544 0,584
24 0,84 0,916 0,824 0,892
48 1,392 1,304 1,272 1,528
72 1,808 1,628 1,584 1,988
% Wochenende

120

144 2,992 2,952 2,776 3,224

168 3,192 2,968 2,88 3,072

192 3,36 3,36 3,168 2,712

216 3,376 3,464 3,488 2,76

240 3,32 3,664 3,576 3,224

264 Wochenende

288

312 4,304 4,352 4,24 3,76

Tabelle 40 AOD-Wert Messdaten A bis D der mixotrophen Kultivierung

Mixotroph

Kultivierungsansatz

Zeit
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288
312

0,602

1,38
1,228
1,364

1,944

1,92
1,928
2,216
2,136

2,296

B C
0,576
1,28
1,276
1,388

Wochenende

2,12
2,176
2,296
2,504
2,456

Wochenende

2,864

0,574
1,304
1,256
1,356

1,944
2,016
2,048
2,256

2,28

2,552

0,552
1,2
1,26
1,48

2,216
2,296
2,504

2,8
2,944

3,464
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Tabelle 41 AOD-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Produktzugabe

"Produkt" Kultivierungsansatz

Zeit B C

0 0,57 0,598 0,572 0,592
24 1,196 1,172 1,296 1,256
48 1,64 1,648 1,608 1,792
72 2,08 1,944 1,912 2,136
% Wochenende
120
144 2,952 3,264 3,296 3,112
168 2,952 3,296 3,464 3,248
192 3,04 3,504 3,92 3,352
216 3,176 4,128 4,176 3,568
240 3,136 3,992 4,064 3,552
264 Wochenende
288
312 3,416 4,72 5,248 3,768

Tabelle 42 AOD-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Abwasserzugabe

"Abwasser" Kultivierungsansatz

Zeit B C
0 0,558 0,574 0,572 0,598
24 1,02 1,04 1,088 1,06
48 1,512 1,456 1,476 1,664
72 1,852 1,756 1,736 2,008
% Wochenende

120

144 2,904 2,864 2,416 3,352

168 3,112 3,224 2,536 3,568

192 3,112 3,216 2,624 3,8

216 3,528 3,568 2,768 4

240 3,328 3,824 2,728 4,208

264 Wochenende

288

312 3,736 4,368 2,768 5,504
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Tabelle 43 AOD -Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Glucose

Glucose Kultivierungsansatz

Zeit A B C
0 0,486 0,489 0,496 0,489
24 1,448 1,436 1,26 1,464
48 1,808 1,492 1,828 1,952
72 1,98 1,844 2,376 2,544
% Wochenende

120

144 2,072 2,088 2,392 3,208

168 2,2 2,608 2,616 3,728

192 2,272 2,432 2,736 3,816

216 2,696 2,448 2,744 4,224

240 2,416 2,528 2,696 3,896

264 Wochenende

288

312 2,336 2,512 2,696 4,048

Tabelle 44 AOD -Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Fructose

Fructose

Kultivierungsansatz

Zeit A B C
0 0,48 0,494 0,478 0,489
24 1,24 1,208 1,472 1,404
48 1,724 1,684 1,612 1,888
72 1,98 1,88 1,98 2,56
% Wochenende
120
144 2,176 2,688 2,56 3,136
168 2,816 3,272 2,768 3,632
192 2,432 3,392 2,648 3,744
216 2,712 3,416 2,712 3,68
240 2,728 3,592 2,872 4,112
264 Wochenende
288
312 2,544 3,92 2,808 4,448
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Tabelle 45 AOD -Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Mannose

Mannose Kultivierungsansatz

Zeit A B C
0 0,474 0,495 0,492 0,498
24 1,048 1,056 0,94 1,04
48 1,82 1,648 1,508 1,808
72 2,504 2,048 2,128 2,456
% Wochenende

120

144 2,632 2,44 3,048 3,68

168 3,224 2,728 3,152 4,048

192 2,832 2,504 3,376 4,16

216 2,888 2,432 3,232 3,912

240 2,864 2,544 3,632 4,368

264 Wochenende

288

312 2,984 2,68 3,816 4,64

Tabelle 46 AOD -Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit Galactose

Galactose

Kultivierungsansatz

Zeit A B C
0 0,48 0,479 0,491 0,483
24 1,124 1,028 1,296 1,46
48 2,56 2,024 2,008 2,24
72 2,392 2,224 2,448 2,648
% Wochenende
120
144 3,416 2,944 3,656 2,736
168 3,92 3,72 4,192 2,776
192 3,696 3,328 3,936 2,952
216 3,648 3,28 3,92 2,88
240 3,984 3,552 4,256 3,016
264 Wochenende
288
312 4,432 3,472 5,424 3,104
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Tabelle 47 AOD-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 0,1 g-L*Glucose

0,1 Kultivierungsansatz
Zeit B C
0 0,217 0,209 0,205 0,209
24 Wochenende
48
72 0,271 0,24 0,255 0,246
96 0,253 0,23 0,255 0,226
120 0,251 0,254 0,252 0,227
144 0,253 0,239 0,243 0,246
168 Krank
192 Wochenende
216
240 0,255 0,215 0,244 0,228
264
288 Abbruch kein Wachstum
312

Tabelle 48 AOD-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 0,5 g-L-*Glucose

0,5

Kultivierungsansatz

Zeit B C
0 0,205 0,223 0,203 0,218
24 Wochenende
48
72 0,473 0,443 0,481 0,439
96 0,454 0,423 0,454 0,436
120 0,436 0,42 0,439 0,414
144 0,418 0,416 0,449 0,435
168 Krank
192 Wochenende
216
240 0,405 0,415 0,413 0,416
264
288 Abbruch kein Wachstum
312
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Tabelle 49 AOD-Wert Messdaten A bis D der Kultivierung mit 1 g-L-'Glucose

1 Kultivierungsansatz
Zeit A B C D
0 0,211 0,22 0,201
24 Wochenende
48
72 0,605 0,664 0,627
96 0,585 0,643 0,633
120 0,585 0,648 0,624
144 0,594 0,666 0,636
Ansatz tot
168 Krank
192 Wochenende
216
240 0,566 0,587 0,599
264
288 Abbruch kein Wachstum
312
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9.2 ABBILDUNGEN

Sicherheitswerkbank (SWB): Sie umfasst den
_— Arbeitsbereich und das sichtbare duliere
= Gestell

Die Scheiben der SWB werden fiir die
komplette Kultivierungsdauer von auBBen
verdunkelt, sodass eine undefinierte
Strahlungsquelle von aufen ausgeschlossen
wird

Strahlungsquelle. Wegen der Verdunkelung
\ des Arbeitsbereiches wird fur folgende
Untersuchungen eine definierte
. Strahlungsversorgung sichergestellt
.

\ Die Riihrplatten

Abbildung 30 Versuchsaufbau der Kultivierungen in der Sicherheitswerkbank
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VERSICHERUNG AN EIDES STATT

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit im Bachelorstudien-
gang Biotechnologie selbststandig verfasst und keine anderen als die angegebenen Hilfs-
mittel — insbesondere keine im Quellenverzeichnis nicht benannten Internet-Quellen — be-
nutzt habe. Alle Stellen, die wortlich oder sinngemal3 aus Veroffentlichungen entnommen
wurden, sind als solche kenntlich gemacht. Ich versichere weiterhin, dass ich die Arbeit
vorher nicht in einem anderen Priifungsverfahren eingereicht habe und die eingereichte
schriftliche Fassung der auf dem elektronischen Speichermedium entspricht.

Hamburg, den

Unterschrift des Verfassers
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