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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde in Zusammenarbeit mit der SSC GmbH Hamburg an den
laufenden Forschungsarbeiten von Mark Helamieh am ,Institut fiir nachhaltige Chemie und
Umweltchemie” der Leuphana Universitdt mitgearbeitet. Untersucht wurde der Einfluss von
Temperatur, Lichtintensitat und Lichtspektrum auf die Fettsdurezusammensetzung in der Mikroalge
Acutodesmus obliquus. Dazu wurden Proben aus vorhergehenden Kultivierungsversuchen analysiert,
die im Praxissemester durchgefiihrt wurden, um den Einfluss von Temperatur und Licht auf das
Wachstum der Mikroalge zu testen. Durch diese Arbeit konnten erstmalig optimale Parameter fir die

Produktion nahrungsmittelrelevanter Fettsauren in Acutodesmus obliquus definiert werden.

Es wurden drei Versuche bei der gleichen Photonenflussdichte (480 pmolm? s?) aber
unterschiedlichen Temperaturen (20, 30 und 35 °C) und drei Versuche bei der gleichen Temperatur
(30 °C) aber unterschiedlichen Photonenflussdichten (120, 480 und 800 pmol m2s?) durchgefiihrt. Die
Photonenflussdichte ist ein MaR fiir die Intensitat des Lichtes. Fiir die Beleuchtung der Algen wurden
Metall Halogen Lampen genutzt, die ein anndhernd solares Spektrum erzeugt haben. In allen
Versuchen wurden optische Filterfolien genutzt, um den Algen rotes (580 nm - 700 nm), griines (450
nm - 650 nm) und blaues (380 nm - 540 nm) Licht zu applizieren. Die Kontrollgruppe (Weillicht) wurde
mit dem ungefilterten Spektrum der Lampen bestrahlt. Fiir die Analyse der Fettsduren wurden Proben
von den Vorkulturen und zu den Zeitpunkten 1h, 3h, 48h und 72 h nach Versuchsbeginn entnommen.
Um die Fettsduren zu extrahieren, wurde eine abgewandelte Folch Extraktion durchgefiihrt. Die
anschlieRende  Analyse der  Fettsduren erfolgte mittels Gaschromatographie und

Massenspektrometrie.

Es wurden 15 verschiedene Fettsduren in A. obliquus identifiziert, wobei die Fettsduren 16:0 und 18:3
zu den groRten prozentualen Anteilen enthalten waren. Da alle Vorkulturen ein sehr dhnliches
Fettsdureprofil aufwiesen, waren die Versuche vergleichbar und Verdnderungen in den Anteilen der
Fettsduren konnten auf Anderungen der Temperatur- oder Lichtverhiltnisse zuriickgefiihrt werden.
Eine niedrige Kultivierungstemperatur hat in den Mikroalgen zu héheren Anteilen an mehrfach
ungesattigten Fettsduren und zu geringeren Anteilen an gesattigten und einfach ungesattigten
Fettsduren gefiihrt. Mit steigender Lichtintensitdt sind die Anteile an gesattigten und einfach
ungesattigten Fettsauren gesunken. Die Anteile der mehrfach ungesattigten Fettsduren 16:2, 16:3 und
18:2 sind ebenfalls gesunken, wahrend die Anteile der Fettsduren 16:4, 18:3 und 18:4 angestiegen
sind. Zwischen der Bestrahlung der Algen mit weifem, griinem und blauem Licht haben sich keine
signifikanten Unterschiede in der Fettsdurezusammensetzung ergeben. Das rote Licht hat jedoch zu

signifikant hoheren Anteilen der Fettsauren 16:2, 16:3, 18:1 und 18:2 und signifikant geringeren
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Anteilen der Fettsduren 16:4 und 18:3 in den Mikroalgen gefiihrt. Mit steigender Kultivierungsdauer
waren die Temperatur- und Lichteffekte verstarkt zu beobachten. Fir die Produktion von mehrfach
ungesattigten Fettsduren, die in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzt werden kdnnen, haben sich
besonders eine hohe Lichtintensitadt, niedrige Temperaturen und die Bestrahlung mit weiRem oder

grinem Licht als geeignet erwiesen.
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1 Einleitung

1.1 Mikroalgen und ihre Verwendung

Mikroalgen sind mikroskopisch kleine, Photosynthese betreibende Organismen. Im engeren Sinne sind
dies eukaryotische Einzeller, die dadurch auf zellularer und biochemischer Ebene den Landpflanzen
ahnlich sind. Wie Landpflanzen kénnen sie Sonnenenergie nutzen, um Wasser und Kohlenstoffdioxid
in Biomasse und Energie umzuwandeln (Sheehan et al. 1998). Verbreitet sind Mikroalgen sowohl in
aquatischen Systemen als auch auf der Oberflache verschiedenster Béden (Richmond 2004). Dort
koénnen sie als einzelne Zellen oder in Gruppen von mehreren Zellen auftreten (Sheehan et al. 1998).
Weltweit machen Mikroalgen etwa 50 % der gesamten photosynthetischen Aktivitat und 70 % der
Biomasse aus (Day et al. 1999). Damit leisten sie einen bedeutenden Beitrag zur Reduzierung

klimaschadlicher CO, Emissionen in der Luft (Behera und Varma 2019).

Ein Anwendungsbereich dieser Organismen ist die Reinigung von Industrieabgasen und die
Behandlung von Abwasser. Die Biomasse kann auRerdem fir die Herstellung von Biotreibstoffen
genutzt werden, was aufgrund der Verknappung fossiler Rohstoffe und des Klimawandels zunehmend
an Bedeutung gewinnt (Kumar et al. 2018; Richmond 2004). Da Mikroalgen unter anderem Phenole,
Pigmente und Proteine enthalten, kdnnen sie in der Nahrungsmittel-, Futtermittel-, Kosmetik- oder
Pharmaindustrie eingesetzt werden (Stengel und Connan 2015; Chisti 2008). Besonders interessant
sind w-3-Fettsdauren und w-6-Fettsauren, die fir ihre gesundheitsfordernde Wirkung bekannt sind

(Hamm und Neuberger 2008).

Gegeniiber Landpflanzen, aus denen ebenfalls Biotreibstoffe und Ole hergestellt werden kénnen,
bieten Mikroalgen einige Vorteile. Sie zeichnen sich unter anderem durch eine hohe Toleranz
gegenilber wechselnden Umweltbedingungen wie etwa schwankenden Temperaturen oder pH-
Werten aus. Bei optimalen Bedingungen wachsen Mikroalgen exponentiell und damit deutlich
schneller als Landpflanzen, die Biomasse kann sich in weniger als 24 Stunden verdoppeln (Chisti 2008).
Zudem ist die photosynthetische Effizienz der Mikroalgen deutlich héher (Morita et al. 2000). Durch
ihren hohen Olgehalt und das schnelle Wachstum sind Mikroalgen deutlich effizienter fiir die
Gewinnung von Biodiesel nutzbar (Abomohra et al. 2013; Ferrigo et al. 2015). Sie bendtigen weniger
Flache, um dieselbe Menge an Ol zu produzieren wie Landpflanzen (Demirbas 2008; Mata et al. 2010).
Fiir die Kultivierung kann kostenglinstiges Medium, Salzwasser, Brackwasser oder auch Abwasser
genutzt werden (Mata et al. 2010). Mikroalgen bendtigen fir das Wachstum hauptsachlich die
Nahrstoffe Nitrat, Phosphat und einige Spurenstoffe. Zusatzlich miissen ihnen Licht und CO; zur

Verfligung stehen (Chisti 2008). Die Begasung kann mit Rauchgas oder Industrieabgasen erfolgen.
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Dabei verringern Mikroalgen gleichzeitig klimaschadliche Emissionen durch die Fixierung von CO;
(Morita et al. 2000). Da die Kultivierung in Reaktoren stattfindet, kann sie auch auf landwirtschaftlich
nicht nutzbarem Land stattfinden. Somit entsteht keine Konkurrenz um die Nutzung

landwirtschaftlicher Flachen (Hindersin et al. 2013; Mata et al. 2010).

Fir die Nahrungsmittelindustrie sind besonders w-3-Fettsduren und w-6-Fettsduren interessant. Es
handelt sich dabei um essentielle Fettsduren, die vom menschlichen Korper nicht selbst hergestellt
werden kénnen, sondern mit der Nahrung zugefiihrt werden miissen (Singer 1994). Sie haben einen
sehr hohen Stellenwert fur die Gesundheit und kénnen in grofen Mengen aus Mikroalgen gewonnen
werden. Als Bestandteil von Zellmembranen stellen sie sicher, dass die Membranen fluide bleiben, was
den Stoffaustausch und die Informationsweitergabe begiinstigt (Hamm und Neuberger 2008). Dartiber
hinaus besteht die Halfte der organischen Bestandteile des Gehirns und des Nervensystems aus
Fettbestandteilen (Hamm und Neuberger 2008). Bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben in
verschiedenen Studien vor allem EPA (Eicosapentaensaure ) und DHA (Docosahexaensaure) positive
Effekte gezeigt (Lebensmittelchemische Gesellschaft 2007). Sie werden im Menschen beide aus dem
Vorlaufermolekil a-Linolensdure synthetisiert, die unter anderem in der Mikroalge Acutodesmus
obliquus zu finden ist (Abomohra et al. 2013; Hamm und Neuberger 2008). EPA und DHA kénnen das
Risiko fir Herzinfarkte und Herzrhythmusstérungen beim Menschen nachweislich verringern
(Lebensmittelchemische Gesellschaft 2007). AuRerdem wirken diese Fettsduren dem Wachstum von
Ablagerungen an GefaBwanden entgegen und kénnen den Blutdruck schonend senken. EPA spielt
zudem eine wichtige Rolle als Vorstufe fir Eicosanoide. Diese hormonahnlichen Substanzen wirken
gefaBerweiternd und entziindungshemmend, verringern die Blutgerinnung und Schmerziibertragung
und stimulieren die Immunantwort (Hamm und Neuberger 2008). Diese Eigenschaften sichern eine
gute Durchblutung der Organe und beugen dadurch auch Herzerkrankungen vor. Als
Nahrungsergdanzungsmittel sind w-3-Fettsdauren und w-6-Fettsduren bereits in Form von
Fischolkapseln oder Algendlkapseln erhaltlich. Jedoch ist die Produktion von Fischél mit Problemen
wie der Uberfischung und der Schwermetallbelastung verbunden. Eine Deckung des steigenden
Bedarfs wird dadurch erschwert (Lebensmittelchemische Gesellschaft 2007). Alternativ kénnen hoch
konzentrierte Ole aus Algen gewonnen werden, die reich an mehrfach ungesattigten Fettsiuren sind.
Die Produktion von Mikroalgen ist unter hohen Qualitdtsstandards und ohne die Gefahr von
Kontaminationen méglich. Die Ole sind auRerdem allergiefrei und auch fiir Vegetarier und Veganer

geeignet (Lebensmittelchemische Gesellschaft 2007).

Darlber hinaus sind Fettsdauren aus Mikroalgen fiir die Herstellung von Biodiesel interessant. Biodiesel
wird als Treibsoff fiir Transporte oder seltener auch fiir die Erzeugung von Elektrizitdt in Maschinen

oder Turbinen genutzt. Das Angebot an Biodiesel steigt stetig. Im Jahr 2010 wurden ca. 18 Mrd. Liter
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produziert und fiir 2025 werden 41 Mrd. Liter erwartet (Demirbas 2008). Die Vorteile von Biodiesel
liegen in der biologischen Abbaubarkeit und der Verringerung der klimaschadlichen Emissionen
verglichen mit herkdmmlichem Diesel (Amer et al. 2019). Bei der Verbrennung werden weniger
Kohlenstoffmonoxid und Schwefeloxid freigesetzt (Demirbas 2008). Eine vermehrte Verwendung von
Biodiesel wiirde die Abhdngigkeit von fossilen Brennstoffen verringern (Amer et al. 2019). Fettsduren
mit einer Kettenldange von 16 bis 18 Kohlenstoffatomen sind aufgrund ihrer Viskositat, der Dichte und
des Siedepunktes am besten fiir die Herstellung von Biodiesel geeignet (Li et al. 2018). Die am
haufigsten verwendete Methode ist die Umesterung der Fette mit Methanol. Dazu werden Fette mit
Methanol und einem Katalysator, wie zum Beispiel Natriumhydroxid, vermischt. Als Produkte
entstehen die Methylester der Fettsduren und Glycerol (Amer et al. 2019). Da es sich um eine
Gleichgewichtsreaktion handelt, wird der Alkohol im Uberschuss zugegeben, um eine méglichst hohe

Ausbeute zu erhalten (Demirbas 2008).

Bisher sind jedoch der Kosten- und Energieverbrauch fir die Kultivierung von Mikroalgen noch zu hoch
(Ogbonna und Moheimani 2015). Aus diesem Grund ist es wichtig die Wachstumsbedingungen an eine
optimierte Fettsaureproduktion anzupassen (Amer et al. 2019). Die Kopplung der Kultivierung mit

einem System zur Gewinnung erneuerbarer Energien, konnte die Energieversorgung sichern.

1.2 Hintergrund und Ziel der Arbeit

Die SSC GmbH strebt gemeinsam mit der DLR in Oldenburg die Entwicklung eines Hybridsystems aus
Solarzellen und Photobioreaktoren an. Es soll ein gebaudeintegriertes System entstehen, indem
Solarzellen in eine Bioenergiefassade integriert werden. Das System soll die gleichzeitige Gewinnung
von elektrischem Strom durch Photovoltaik und Algenbiomasse ermdglichen. Dazu werden von der
DLR semitransparente Solarzellen hergestellt, die nur einen Teil der Sonnenstrahlung fiir die
Photovoltaik nutzen. Der transmittierte Teil der Strahlung soll in den dahinterliegenden
Photobioreaktoren fir das Wachstum von Mikroalgen verwendet werden. Um das Hybridsystem
moglichst effizient zu gestalten, ist es entscheidend welcher Anteil des Sonnenspektrums die héchste
Produktivitat der Mikroalgen hervorruft. Hierbei sollen sowohl ein starkes Wachstum als auch eine

moglichst hohe Ausbeute an Wertstoffen aus den Mikroalgen erreicht werden.

In einer vorangehenden Arbeit wurden im Rahmen der Forschungsarbeiten von Mark Helamieh am
yInstitut fir nachhaltige Chemie und Umweltchemie” der Leuphana Universitdt Liineburg
Kultivierungsversuche mit Mikroalgen durchgefiihrt. Dabei wurde in Zusammenarbeit mit Annkathrin
Gebhardt der Einfluss der Lichtintensitdt (Photonenflussdichte), des Lichtspektrums und der

Temperatur auf das Wachstum der Mikroalge Acutodesmus obliquus untersucht (Steinke 2019).
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Getestet wurde die Bestrahlung der Algen mit weillem, rotem, griinem und blauem Licht bei jeweils
drei verschiedenen Photonenflussdichten (120, 480 und 800 pmol m? s?). AuBerdem wurden die
Kultivierungsversuche bei drei verschiedenen Temperaturen (20, 30 und 35 °C) durchgefiihrt. Eine
hohere Strahlungsintensitdat hat zu einem starkeren Wachstum der Algen gefiihrt. Beziiglich der
Temperaturen war bei 30 °C das grofSte Wachstum zu beobachten. Die Kombination von weillem Licht,
hoher Lichtintensitat und einer Temperatur von 30 °C zeigte insgesamt das starkste Wachstum. Der
Vergleich der vier Spektralbereiche ergab bei rotem Licht meist das gréRte Wachstum. Dariiber hinaus
hat sich bei hohen Intensitdaten und einer hohen Biomassenkonzentration griines Licht als effizienter
fir das Wachstum erwiesen als rotes Licht. Die Bestrahlung der Mikroalgen mit dem blauen

Spektralbereich hat in allen Versuchen das geringste Wachstum erzielt.

In einigen Studien hat die Anderung von Lichtintensitat, Lichtspektrum und Temperatur zudem eine
veranderte Zusammensetzung der Fettsduren in Mikroalgen gezeigt (Hultberg 2014). In dieser
Bachelorarbeit wurde mit Proben aus den oben genannten Kultivierungsversuchen weitergearbeitet,
um so den Einfluss von Lichtintensitdt, Lichtspektrum und Temperatur auf die
Fettsdurezusammensetzung in den Mikroalgen zu analysieren. Es wurde untersucht, ob die
Fettsaureproduktion der Mikroalge Acutodesmus obliquus durch Licht und Temperatur gesteuert

werden kann.
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2 Grundlagen

2.1 Acutodesmus obliquus

Eukaryotische Mikroalgen besitzen eine Zellwand, welche aus Cellulose besteht mit einer zusatzlichen
Plasmamembran dahinter. Das Genom ist in einem Zellkern organisiert, der durch eine Membran
begrenzt wird. Des Weiteren besitzen Mikroalgen Zellorganellen wie Mitochondrien, den Golgi-
Apparat, das endoplasmatische Retikulum und Chloroplasten (Richmond 2004). In den Chloroplasten
befinden sich lichtsammelnde Komplexe, die Chlorophylle enthalten und fiir die Photosynthese in den
Zellen verantwortlich sind (Berg et al. 2018). Im Fall der Grinalgen sind es hauptsachlich die
Chlorophylle a und b sowie Carotinoide. Die Membranen der Chloroplasten sind eine potentielle

Quelle far mehrfach ungesattigte Fettsauren (Richmond 2004).

Die Mikroalge Acutodesmus obliquus gehort zu den Griinalgen, den Chlorophyceae (Richmond 2004).
Sie hat eine durchschnittliche GroRe von 8 bis 10 um und eine langliche Gestalt mit spitz zulaufenden
Polen (Krienitz und Bock 2012). Die Mikroalge zeichnet sich durch hohe Wachstumsraten und einen
hohen Lipidgehalt aus. In verschiedenen Studien mit A. obliquus machten Lipide 19 — 47 % der
Trockenmasse aus (Abomohra et al. 2013; Ferrigo et al. 2015). Die Zellen eignen sich somit fir die
Produktion von Biodiesel oder die Gewinnung von Fettsduren fir die Nahrungs- und
Futtermittelindustrie (Ferrigo et al. 2015). Des Weiteren toleriert A. obliquus weite Temperatur- und
pH-Bereiche und zeigt dadurch auch bei der Kultivierung in Abwassern eine hohe Vitalitat. Verglichen
mit anderen Arten hat A. obliquus in einer Untersuchung von 2016 eine starkere Toleranz gegeniber
hohen CO; Konzentrationen im Wasser gezeigt (Yun et al. 2016). Dadurch kénnte sie CO; aus den

Abgasen von mit Kohle oder Ol betriebenen Kraftwerken nutzen (Yun et al. 2016).

2.2 Fettsauren

Lipide wie Fette oder Ole sind Ester der Fettsauren (fatty acids, FAs) (Mortimer und Miiller 2010). Bei
Fetten handelt es sich um Triacylglycerole (TAG) bestehend aus drei FAs, die mit Glycerin verestert sind
(vgl. Abb. 1) (Hamm und Neuberger 2008). TAG machen ca. 99 % der Lipide aus, die vom Menschen
mit der Nahrung aufgenommen werden. Sie kdnnen drei verschiedene FAs enthalten. Die TAG
unterscheiden sich untereinander in der Zusammensetzung der FAs (Lebensmittelchemische

Gesellschaft 2007).
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Triacylglycerin
(Speicherlipid)

Abbildung 1: Strukturformel eines Triacylglycerols bestehend aus einem Glycerinmolekiil verestert mit drei Fettsduren (grau
hinterlegt). Aus Heldt und Piechulla (2015).

Fettsduren zdhlen zu den Monocarbonsdauren und bestehen aus einer unverzweigten
Kohlenwasserstoffkette mit einer Carboxylgruppe an einem Ende (Mortimer und Miller 2010). Der
Unterschied zwischen verschiedenen FAs liegt in der Kettenlange und dem Sattigungsgrad. Hinsichtlich
der Kettenlange wird in kurzkettige (< 8 C-Atome), mittelkettige (8-12 C-Atome) und langkettige (>12
C-Atome) FAs unterteilt (Nettleton 1995). In natirlichen Lipiden kommen nur FAs mit einer geraden
Anzahl an C-Atomen vor, da sie aus Cy-Einheiten (Essigsdure) synthetisiert werden (Mortimer und
Midller 2010). Bei gesattigten FAs sind an jedes Kohlenstoffatom zwei Wasserstoffatome (H-Atome)
gebunden. Ungesattigte FAs dagegen enthalten nicht die maximale Anzahl an H-Atomen. Hier liegt
eine Doppelbindung zwischen zwei C-Atomen vor, die jeweils nur mit einem H-Atom verkntipft sind
(vgl. Abb. 2) (Hamm und Neuberger 2008). In einer FA kénnen eine oder mehrere Doppelbindungen
vorhanden sein. Jedoch liegt zwischen zwei Doppelbindungen mindestens ein Abstand von zwei C-
Atomen, da das Molekiil ansonsten instabil werden wiirde (Singer 1994). Je mehr Doppelbindungen
eine FA aufweist, desto hoher ungesattigt ist sie. FAs mit nur einer Doppelbindung werden als einfach
ungesattigte (monounsaturated fatty acid, MUFA), solche mit mehreren Doppelbindungen als
mehrfach ungesattigte FAs (polyunsaturated fatty acid, PUFA) bezeichnet (Hamm und Neuberger
2008). Gesattigte FAs (saturated fatty acid, SFA) weisen eine gerade Struktur auf und bilden Fette mit
hohem Schmelzpunkt. Die Doppelbindungen in ungeséattigten FAs sorgen fiir eine verkirzte Struktur,
da an den Doppelbindungen Knicke entstehen. Dadurch sind die Wechselwirkungen zu anderen FAs

schwiécher, was einen niedrigeren Schmelzpunkt zur Folge hat (Nettleton 1995).

Die Benennung von FAs erfolgt nach der Anzahl der C-Atome und der Anzahl der vorhandenen
Doppelbindungen. Beispielsweise wird die Linolsdure mit 18 C-Atomen und zwei Doppelbindungen als
18:2 bezeichnet (Nettleton 1995). In der Gruppe der PUFAs wird zudem von Omega-Fettsauren, wie
w-3 oder w-6-Fettsauren, gesprochen. Eine w-3-FA besitzt am dritten C-Atom die erste Doppelbindung.
Gezahlt wird dabei vom N-terminalen Ende (w-Kohlenstoffatom) des Molekiils aus (vgl. Abb. 2) (Hamm
und Neuberger 2008). Es kénnen noch weitere Doppelbindungen in der FA vorhanden sein. Bei einer

w-6-FA befindet sich die erste Doppelbindung entsprechend vom N-terminalen Ende aus am sechsten
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C-Atom. Neben der Omega-Schreibweise ist auch die Bezeichnung als n-3 oder n-6-FA moglich (Singer

1994).

Die Omega-n-Fettsdauren gehoren zu den langkettigen, ungesattigten FAs mit einer Kettenlange von
mindestens 18 C-Atomen (Hamm und Neuberger 2008). Besonders w-3-FAs und w-6-FAs sollen einen
positiven Effekt auf die menschliche Gesundheit haben. Die wichtigsten w-6-FAs sind Arachidonsaure
(20:4, ARA) und ihr Vorlaufermolekdl, Linolsdure (18:2, LA). Linolsaure ist hauptsachlich in Pflanzendlen
enthalten (Singer 1994). Von den w-3-FAs spielen vor allem a-Linolensdure (18:3, ALA),
Eicosapentaensdure (20:5, EPA) und Docosahexaensaure (22:6, DHA) eine Rolle fir die Gesundheit

(Hamm und Neuberger 2008). Zu finden sind diese FAs zu groRen Teilen in Fischél, kaum aber in

Pflanzendl.
@w-Kohlen-
HzC stoffatom
CH
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eine @-3-Fettsdure

Abbildung 2: Strukturformel einer w-3-Fettsdure bestehend aus einer Kohlenwasserstoffkette mit einer Carboxylgruppe an
einem Ende. Es handelt sich um eine ungesdittigte Fettsdure mit einer Doppelbindung am dritten Kohlenstoffatom, gezdhlt
vom N-terminalen Ende des Molekiils. Eine w-3-Fettséure kann noch weitere Doppelbindungen enthalten. Aus Berg et al.
(2018).

2.3 Fettsduren in Chloroplasten

Als photosynthetische Organismen sind Mikroalgen dazu in der Lage mithilfe des Sonnenlichts aus
Wasser und Kohlenstoffdioxid chemische Energie zu gewinnen. Dabei entstehen als Produkte
Kohlenhydrate und Sauerstoff, der an die Umgebung abgegeben wird (Kayser und Averesch 2015). Die
Photosynthese findet ausschliefilich in Chloroplasten statt. Chloroplasten sind Zellorganellen, die eine
doppelte Membran umgibt (Boujard et al. 2014). In den Chloroplasten befinden sich Thylakoide, die
durch Thylakoidmembranen vom Chloroplastenstroma abgegrenzt sind. Bei den Thylakoiden handelt
es sich um flache Membranstapel, in denen verschiedene fiir die Photosynthese notwendige Proteine

enthalten sind (Berg et al. 2018).
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Folglich enthalten Chloroplasten drei verschiedene Membranen, die innere und duRere Membran und
die Thylakoidenmembran (Berg et al. 2018). Zellmembranen bestehen hauptsachlich aus Lipiden und
Proteinen. Die Membranlipide sind amphipatische Molekiile, da sie einen hydrophoben und einen
hydrophilen Anteil besitzen (Sonnleitner und Rojacher 2013). Den groSten Teil der Membranlipide
bilden die Phospholipide. In pflanzlichen Zellen enthalten diese meist ein Glycerinriickgrad und werden
als Phosphoglyceride bezeichnet. Ein Phosphoglycerid setzt sich zusammen aus einem
Glycerinmolekiil, an das zwei Fettsduren und ein phosphorylierter Alkohol gebunden sind (Berg et al.
2018). Die beiden FAs bilden den hydrophoben Teil, wihrend der Rest des Molekiils die hydrophile
Kopfgruppe bildet (Sonnleitner und Rojacher 2013). In wassrigen Medien kommt es zu einer
Selbstaggregation dieser Lipide (Berg et al. 2018). Es handelt sich um einen spontanen Prozess, bei
dem die FAs Uiber hydrophobe Wechselwirkungen miteinander in Kontakt treten. Aus zwei einzelnen
Schichten dieser Lipide bildet sich dabei eine Lipiddoppelschicht aus (vgl. Abb. 3) (Boujard et al. 2014).
Die FAs bilden einen hydrophoben Innenraum, wahrend die Kopfgruppen nach auflen hin Uber
elektrostatische Bindungen und Wasserstoffbriickenbindungen mit der wassrigen Umgebung
interagieren (Berg et al. 2018). Durch die verschiedenen Wechselwirkungen und den
Zusammenschluss mit sich selbst sind Lipiddoppelschichten sehr stabil und eignen sich gut fur die
Bildung von Kompartimenten (Berg et al. 2018). Fiir den Stofftransport Gber die Membran sind

verschiedene Proteine in die Membran eingebettet (Sonnleitner und Rojacher 2013).

/I\
Y I()

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Membranlipiden in einer Lipiddoppelschicht. AufSen befinden sich die hydrophilen
Kopfgruppen und innen die hydrophoben Fettsduren. Links sind ausschliefSlich Lipide mit gesdttigten Fettséuren dargestellt,
wdhrend rechts Lipide mit ungesdttigten Fettsduren zu sehen sind. Durch die Doppelbindungen weisen die ungesdttigten
Fettsduren eine andere rdumliche Struktur als die gesdttigten Fettsduren auf und sorgen fiir eine h6here Membranfluiditit.
Aus Heldt und Piechulla (2015).

Die FAs in den Membranlipiden kénnen sowohl gesattigt als auch ungesattigt sein. Am haufigsten
kommen FAs mit 16 oder 18 C-Atomen vor (Heldt und Piechulla 2015). Synthetisiert werden sie in den
Chloroplasten hauptséchlich aus den Vorldufern Palmitinsdure (16:0) und Olsiure (18:1). Dies erfolgt
durch Verlangerung der Ketten und Einbringen von Doppelbindungen (Hu et al. 2008). Weitere
wichtige FAs in den Membranlipiden von Pflanzen sind Stearinsdure (18:0), Linolsdure (18:2) und a-

Linolensdure (18:3) (Heldt und Piechulla 2015). Die Zusammensetzung der FAs in Pflanzen, Tieren und
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auch Algen verschiebt sich mit Anderung der Temperatur (Lewis 1961). Aufgrund der
Doppelbindungen kdnnen ungesattigte FAs nicht so dicht gepackt werden wie gesattigte und erhéhen
somit die Fluiditat einer Membran (vgl. Abb. 3). Dieser Effekt wird fir die Anpassung an niedrige
Temperaturen genutzt, indem die Zellen vermehrt Lipide mit ungesattigten FAs synthetisieren. Bei

hoheren Temperaturen steigt der Sattigungsgrad der FAs in den Membranlipiden (Sharma et al. 2012).

2.4 Beeinflussung der Fettsaureprofile in Mikroalgen

Die Zusammensetzung der Lipide in Mikroalgen kann sowohl durch chemische als auch durch
physikalische Wachstumsparameter beeinflusst werden (Sharma et al. 2012). Die Kultivierung unter
nicht optimalen Wachstumsbedingungen fiihrt zu Stress in der Zelle, was die Synthese neutraler Lipide
beglinstigt. Dadurch werden mehr TAG produziert, die meist in Form von dicht gepackten Lipid
Korperchen als Speicher fir Kohlenstoff und Energie dienen (Hu et al. 2008). Stress kann bei
Mikroalgen zum Beispiel durch Nahrstofflimitierung, den Salzgehalt, einen nicht optimalen pH-Wert
oder Schwermetalle hervorgerufen werden (Sharma et al. 2012). Besonders die Stickstoff Limitierung
bewirkt eine starkere Produktion von TAG in den Zellen. Diese kénnen leicht durch Umesterung in
Biodiesel umgewandelt werden (Sharma et al. 2012). Allerdings hat die Stickstoff Limitierung meist
eine geringere photosynthetische Effizienz und damit auch ein geringeres Wachstum der Algen zur
Folge (Remmers et al. 2017). In Studien mit Acutodesmus obliquus hat sich gezeigt, dass auch die
Begasung der Algen mit Industrieabgasen Stress erzeugen kann. Im Gegensatz zu der Begasung mit
synthetischem CO; haben die Algen durch die Abgase einen héheren Anteil an PUFAs erzeugt (Yun et
al. 2016).

Eine weitere Methode die Produktion von TAG zu beeinflussen ist die Anderung der Lichtintensitét.
Studien haben gezeigt, dass hohe Lichtintensitdten zu einer stirkeren Synthese von TAG fiihren
(Sharma et al. 2012). Dazu werden vor allem gesattigte und einfach ungesattigte FAs hergestellt.
Niedrige Lichtintensitdten induzieren dagegen die Synthese von PUFAs, die in Form von polaren
Lipiden in die Chloroplastenmembranen integriert werden (Hu et al. 2008). Auch die
Kultivierungstemperatur hat einen Einfluss auf den Sattigungsgrad der FAs in Mikroalgen. Geringere
Temperaturen haben einen Anstieg der PUFAs zur Folge, wahrend bei hoheren Temperaturen mehr
gesattigte FAs synthetisiert werden (Lewis 1961). Die Zellen reagieren auf niedrigere Temperaturen,
indem sie die Membranfluiditdt durch den Einbau von PUFAs erhdhen. Dieser Mechanismus
ermoglicht es den Algen weite Temperaturbereiche zu tolerieren (Hu et al. 2008). Des Weiteren
beschrieb eine Studie mit Chlorella vulgaris einen Zusammenhang zwischen dem Spektralbereich und

dem Sattigungsgrad der FAs (Hultberg 2014). Verglichen wurden die sechs Lichtfarben blau (460 nm),
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grin (525 nm), gelb (585 nm), rot (620 nm), lila (660 nm und 460 nm) und weiR (430-730 nm). Das
grine Licht hat eine Erh6hung der Konzentration an PUFAs gezeigt. In besonders hohen Anteilen waren
Hexadecatriensaure (16:3) und Alpha-Linolensdure (18:3) enthalten, die beide Bestandteil der
Thylakoidenmembran sind. Die erhoéhte Produktion dieser FAs deutet dementsprechend auf

Veranderungen in den Chloroplasten hin (Hultberg 2014).

2.5 Gaschromatographie und Massenspektrometrie zur Analyse von Fettsdauren

Der Begriff Chromatographie leitet sich aus dem Griechischen von den Wortern ,,chromos“ (dt. Farben)
und ,graphein” (dt. schrieben) ab (aprentas 2017a). Es gibt verschiedene Varianten der
Chromatographie, die in unterschiedlichen Bereichen Anwendung finden. Die analytische
Chromatographie hat das Ziel Stoffgemische zu trennen und die Inhaltsstoffe zu identifizieren und zu
quantifizieren. In der praparativen Chromatographie wird die Methode genutzt, um Substanzen zu
isolieren und zu reinigen (aprentas 2017a). Die chromatographischen Methoden kénnen meist nach
Beschaffenheit, bzw. Aggregatzustand, der mobilen und stationdren Phase eingeteilt werden. So wird
in FlUssigkeitschromatographie und Gaschromatographie unterschieden. Weitere Kriterien fur die
Einteilung sind die Arbeitstechnik (Schicht- oder Sdulenchromatographie) und die verschiedenen

Trennmechanismen (aprentas 2017a).

Die zu analysierende Probe wird zu Beginn mit der mobilen Phase auf den Anfang der stationaren
Phase aufgetragen und dann entlang der stationdren Phase transportiert. Die stationdre Phase ist eine
ruhende Trennstrecke, die fest, fliissig oder als Gel vorliegen kann (aprentas 1977a). Sie befindet sich
entweder in einer gepackten Saule oder einer Kapillarsaule. Die mobile Phase muss, um Uber die
stationdre Phase wandern zu kdnnen, fllssig oder gasférmig sein. Wichtig ist, dass die Phasen nicht
mischbar sind (Kolb 2003). Wahrend die Probe mit der mobilen Phase lber die Sdule wandert, verteilen
sich die einzelnen Substanzen der Probe zwischen den beiden Phasen. Durch Wechselwirkung mit der
stationdren Phase wird die FlieRgeschwindigkeit einzelner Molekile verringert, was als Retention
bezeichnet wird. Substanzen, die starker mit der stationaren Phase in Wechselwirkung treten, werden
starker retardiert und erreichen das Ender der Saule zu einem spateren Zeitpunkt als Molekiile, die in
der mobilen Phase bleiben (Sparkman et al. 2011). Ein Detektor am Ende der Sdule misst die
Retentionszeiten der einzelnen Substanzen. Bei konstanten Bedingungen ist die Retentionszeit fiir eine
Substanz charakteristisch und kann zur Identifikation genutzt werden (aprentas 2017a). Der Detektor
leitet die Signale an einen Computer weiter, der aus den Daten ein Chromatogramm erstellt. Dabei
wird jede Substanz, die von der Sdule eluiert, als ein Peak dargestellt (aprentas 2017a). Das

Chromatogramm ermoglicht die Beurteilung der Qualitdt der Trennung anhand der Form eines Peaks
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und der Abstinde zwischen den Peaks. Durch Berechnung der Peakflaichen kdnnen Substanzen

guantifiziert werden (Sparkman et al. 2011).

In der Gaschromatographie (GC) stellt ein inertes Tragergas die mobile Phase dar. Das Tragergas muss
sauerstofffrei sein, da die oxidierende Wirkung des Sauerstoffs die stationdre Phase beeinflussen
konnte (aprentas 2017a). Es werden meist Helium, Wasserstoff oder Stickstoff verwendet. Die
stationare Phase ist fllssig und wird als diinne Schicht auf eine Kapillare aufgetragen (Kolb 2003).
Kapillarsdulen haben eine Lange von ca. 25 bis 30 Metern und kénnen durch ihre hohe Biegsamkeit
aufgewickelt werden. In der Probenvorbereitung sollte die zu analysierende Probe in einem inerten
Losungsmittel gelost werden. Die Analytkonzentration in der Probe sollte an den Detektor angepasst
werden, um diesen nicht zu Gberladen (aprentas 2017a). Injiziert wird die Probe mittels Spritze in eine
beheizbare Verdampfungskammer (Sparkman et al. 2011). Bei der Analyse von Fetten und Olen ist
meist eine vorherige Derivatisierung notwendig, um die Siedetemperatur zu senken (aprentas 2017a).
Da sich die Probenmolekiile unterschiedlich gut in Flssigkeit und Gas l6sen, findet eine Verteilung der
Molekile zwischen den beiden Phasen statt. Zudem befindet sich die Saule in einem Sadulenofen und
kann beheizt werden (vgl. Abb. 4) (Sparkman et al. 2011). Oft wird ein spezielles Temperaturprogramm
genutzt, wodurch die Analysendauer gesenkt und schmalere Peaks im Chromatogramm erzeugt
werden (aprentas 2017a). Ein Temperaturprogramm ermoglicht auBerdem die Trennung der

Substanzen nach Siedetemperatur (Sparkman et al. 2011).

Transfer line to

Gas purifier Inlet mass spectrometer

Carrier N
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display
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Gaschromatographen gekoppelt mit einem Massenspektrometer. Die zu
analysierende Probe wird am Injektor (Inlet) injiziert und mit dem Trdgergas (Carrier Gas) durch die aufgewickelte
Kapillarséule (Column) transportiert, die sich in einem Sdulenofen (Oven) befindet. Von der Séule werden die Analyten weiter
in das Massenspektrometer (MS) geleitet. Aus Sparkman et al. (2011).

In der Analyse von Fettsduren hat sich die Kopplung der GC mit einem Massenspektrometer zur
Detektion der FAs etabliert. Diese Kombination bietet auch bei der Trennung von FAs in ihre Isomere

eine hohe Selektivitat und Sensitivitdt (Quehenberger et al. 2011). Die Probenmolekiile werden im
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gasférmigen Zustand von der GC-Saule an das Massenspektrometer weitergeleitet (vgl. Abb. 4). Dort
werden die Molekiile zum Beispiel durch ElektronenstoRionisation ionisiert (Sparkman et al. 2011).
Dabei treffen im elektrischen Feld beschleunigte Elektronen auf die Analyten. Durch den
Zusammenstol} zerfallen die Molekiile in kleine, geladene Fragmente, die nach ihrem Masse-
Ladungsverhdltnis getrennt werden. Fir die Identifizierung der Substanzen werden die
Fragmentierungsmuster mit Datenbanken verglichen. Vorteile der Massenspektrometrie sind die hohe

Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit (aprentas 2017b).

2.6 Hypothesen

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss von Temperatur und Licht auf die Fettsduren in A. obliquus
zu untersuchen. Fir die kommerzielle Anwendung dieser Mikroalge sollte eine moglichst hohe
Fettsaureproduktion erreicht werden, ohne dass dabei das Wachstum aufgrund von Stress abnimmt.
Auf der Grundlage der bisherigen Untersuchungen zu Effekten von Licht und Temperatur auf die
Fettsdurezusammensetzung in Mikroalgen wurden die folgenden Hypothesen fiir diese Arbeit

aufgestellt:
H1: Mit steigender Temperatur steigt der Sattigungsgrad der Fettsauren in A. obliquus.
H2: Mit steigender Lichtintensitat steigt der Sattigungsgrad der Fettsduren in A. obliquus.

H3: Das Lichtspektrum hat einen Einfluss auf den Sattigungsgrad der Fettsduren in A. obliquus.
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3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung

Fiir die Untersuchung des Effektes von Lichtintensitat, Lichtspektrum und Temperatur auf das
Wachstum und das Fettsaureprofil in Mikroalgen wurden im Vorfeld flinf Kultivierungsversuche
durchgefiihrt (Steinke 2019). Nachdem im Praxissemester das Wachstum von Acutodesmus obliquus
unter verschiedenen Bedingungen getestet wurde, wird in dieser Arbeit die

Fettsdurezusammensetzung aus den Proben dieser Versuche untersucht.

Fiir alle Kultivierungsversuche wurde jeweils unter gleichen Voraussetzungen eine Vorkultur mit der
Mikroalge Acutodesmus obliquus (SVCK 10169; Microalgae and Zygnematophyceae Collection
Hamburg) erstellt. Diese wurden bei ca. 25 °C durch eine Ringleuchte (Sylvania T9 Circline 32W) mit
150 pmol m=2 s7* beleuchtet und mit einem angefeuchteten Gemisch aus Druckluft und CO> (5 % v/v)
begast. Fir alle Versuche wurde ein Medium aus 2 g L™ Flory Basic Fertilizer 1 (Euroflor) und 3,22 g L™!
KNOs (Carl Roth) gel6st in destilliertem Wasser verwendet. Diese Zusammensetzung stellte sicher, dass
wahrend der Versuche tber finf Tage keine Nahrstofflimitierung eintrat. Der pH-Wert des Mediums
wurde mit Salzsaure (HCL) auf 7 £ 0,5 eingestellt. Die Kultivierung fand in einem zur Temperierung mit
Wasser gefiillten Becken aus Acrylglas statt. Darin befanden sich spezielle Halterungen fur
Testrohrchen, die gewahrleisteten, dass nur von vorne Licht auf die Rohrchen fallen konnte. Das
Becken konnte mit optischen Filterfolien (Lee Filters) beklebt werden, sodass die dahinter liegenden
Réhrchen nur das Lichtspektrum der jeweiligen Folie zur Verfiigung hatten. Es wurden Philips MSR 575
HRCT Metall Halogen Lampen fiir die Beleuchtung der Algen genutzt. Sie waren 24 Stunden in Betrieb
und erzeugten ein anndhernd solares Spektrum (vgl. Abb. 7). Die Begasung der Test Kulturen in den
Rohrchen erfolgte mit dem gleichen Gasgemisch wie auch bei den Vorkulturen. Das Gas wurde mit
destilliertem Wasser angefeuchtet, um den Verdampfungseffekt in den Réhrchen zu verringern. Es
gewadhrleistete gleichzeitig eine homogene Durchmischung der Algen, da das Gas am Boden der
Rohrchen eingespeist wurde. Verluste in der Fiillhéhe durch Verdampfung wurden mit destilliertem
Wasser ausgeglichen. Des Weiteren konnte das Kultivierungsbecken lber einen Warmetauscher
temperiert werden. Die Testr6hrchen wurden zu Beginn eines Versuches mit der Biomasse aus einer
Vorkultur angeimpft. Es wurde bei einer OD von 0,2 gestartet. Die folgenden Abbildungen zeigen den

Versuchsaufbau (vgl. Abb. 5) und die verwendeten Lampen (vgl. Abb. 6).
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Abbildung 5: Kultivierungsbecken beklebt mit vier verschiedenen optischen Filterfolien. Darin stehen Réhrchen, in denen sich
die Algensuspension befindet. Die Begasung erfolgt (iber Schlduche, die durch den Deckel der Réhrchen gefiihrt werden.

Abbildung 6: Philips MSR 575 HRCT Metall Halogen Lampen fiir die Beleuchtung der Mikroalgen im Kultivierungsbecken.

In allen funf Kultivierungsversuchen wurden die gleichen drei Filterfolien (rot, griin, blau) und eine
Referenz ohne Folie (WeiBlicht) getestet. Dabei wurden jeweils drei Testréhrchen dem gleichen
Lichtspektrum ausgesetzt (Triplikate). Die Lichtintensitdit wurde (iber die Einstellung der
Photonenflussdichte reguliert. Dabei wurden die Lampen wurden so ausgerichtet, dass im
Durchschnitt alle Réhrchen in einem Versuch mit der gleichen Photonenflussdichte bestrahlt wurden.
Gemessen wurde die Photonenflussdichte hinter den Folien im Kultivierungsbecken, da alle Folien
unterschiedliche Transmissionen aufwiesen (vgl. Abb. 7). Fiir jedes Testréhrchen wurden drei Werte
aufgenommen und daraus ein Mittelwert gebildet. Da das Licht der Lampen nicht ganz gleichmaRig

Uber alle drei Rohrchen einer Farbe verteilt war, wurden jeweils aus den Werten der Triplikate
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nochmals Mittelwerte gebildet, sodass die Photonendichten der Farbgruppen im Mittel vergleichbar
waren. Die Mittelwerte fir jedes Rohrchen und jeden Versuch sind im Anhang aufgefiihrt (vgl.
Abb. 23). Die blaue Folie hatte eine hohe Transmission im Bereich von 380 nm bis 540 nm. Das
Spektrum der roten Folie lag bei 580 nm bis 700 nm und das Spektrum der griinen Folie im Bereich von

450 nm bis 650 nm. Die Angaben des Herstellers Lee Filters sind zusatzlich im Anhang aufgefihrt (vgl.

Abb. 24).
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Abbildung 7: Spektren der Philips MSR 575 HRCT Metall Halogen Lampen. Aufgetragen ist die relative Intensitat gegen die
Wellenldange. a) Spektrum hinter Acrylglas b) Spektrum hinter Acrylglas und blauer Folie (Lee dark blue) c) Spektrum hinter
Acrylglas und roter Folie (Lee light red) d) Spektrum hinter Acrylglas und griiner Folie (Lee dark green)

Es wurden Versuche bei hoher (800 umol m=2 s71), mittlerer (480 pumol m=2 s7!) und niedriger
Photonenflussdichte (120 umol m~2 s7) mit einer konstanten Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Bei
mittlerer Photonenflussdichte wurden auRerdem Temperaturen von 20 °C und 35 °C getestet. Tabelle

1 zeigt eine Ubersicht der Parameter fiir die fiinf Versuche.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Versuche und die jeweilige Lichtintensitit und Temperatur.

Versuch 2: 30 °C
Versuch 1: 30 °C Versuch 3: 20 °C Versuch 5: 30 °C
Versuch 4: 35 °C

Fiir die Fettsdaureanalyse wurden Proben von der Vorkultur und nach 1, 3, 48 und 72 h aus den
Testrohrchen entnommen. Die Proben wurden zur Lagerung bei -20 °C tiefgefroren. Zudem wurde
taglich der pH-Wert in den Testrohrchen gemessen und mit HCL auf einen Wert im Bereich von 6,5 -
7,5 eingestellt. Um das Wachstum der Algen zu messen, wurde jeden Tag die optische Dichte (OD) der
Kulturen in jedem Réhrchen mithilfe eines Photometers (Pharmacia LKB Ultropsec lll; Gemini) bei einer
Wellenldange von 750 nm gemessen. Zudem wurde eine Korrelation von OD zur Trockensubstanz (TS)
erstellt, damit die gemessenen Werte flir die OD in die entsprechende TS umgerechnet werden
konnten. Dazu wurde eine lineare Verdlinnungsreihe erstellt und definierte Mengen der Biomasse mit
bekannter OD wurden auf einen Nylonfilter (Celluloseacetat Filtermembran mit einer PorengréRe von
0,45 um) gegeben. Die Filter wurden vor und nach der Zugabe der Biomasse im Trockenschrank bei
80 °C getrocknet und ausgewogen, sodass die Massendifferenz die TS ergab. Es wurden jeweils
Triplikate erstellt und mit der folgenden Formel die Korrelation berechnet:

Mittelwert OD

Mittelwert TS
eingesetztes Volumen

OD —TS =

3.2 Fettsdurenextraktion und Analyse mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Fir die Analyse der Fettsduregehalte in den Mikroalgen wurden die Lipide zunachst aus den Zellen
extrahiert und anschlieBend durch Umesterung in die Methylester der Fettsauren Uberfiihrt. Die
Identifikation und Quantifizierung der FAs wurde mittels Gaschromatographie gekoppelt mit einem

Massenspektrometer (GC-MS) durchgefiihrt.

Eine abgewandelte Folch Extraktion nach Reich et al. (2012) wurde genutzt, um die Fettsduren zu
extrahieren. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden von jeder Probe 2,5 mg Biomasse
eingesetzt. Das Medium der Proben wurde abzentrifugiert und das Pellet anschlieRend in 4 ml einer
Chloroform-Methanol Losung (Verhaltnis 1:2) resuspendiert. Zudem wurden jeder Probe 20 pl eines

internen Standards hinzugefiigt. Der Standard enthielt 1 mg ml? Heptadecansiure, welches in Hexan
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gelést wurde. Nach erneuter Zentrifugation (3200 rpm, 5 s) wurde der Uberstand in ein
Glaszentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Anschlieend wurde die Extraktion zwei Mal wiederholt und die
Extrakte jeder Probe in einem Zentrifugenréhrchen vereinigt. Im zweiten Extraktionsschritt wurden die
Proben fiir eine Stunde und im dritten Extraktionsschritt Ubernacht auf einem Schiittler (KS 501 Digital,
Thermo Fisher) inkubiert. Neben den FAs wurden auch die Pigmente aus den Zellen gel6st, sodass die
Pellets nach der Extraktion entfarbt waren. Die vereinigten Extrakte wurden unter Zufuhr von Stickstoff
bis zur Trockene eingeengt (vgl. Abb. 8a). Die verbleibenden Pellets wurden in 2 ml Methanol und

200 pl Chloroform resuspendiert.

Im nachsten Schritt folgte die Umesterung der Proben. Dazu wurden 100 pl einer 32 % Salzsaure (HCL)
hinzugegeben und die Proben in Rollrandgefdle aus Glas Gberfiihrt. Die Salzsdure katalysiert die
Entstehung von Fettsduremethylestern. Nach der Uberschichtung der Proben mit Stickstoff wurden
die GefiRe verschlossen und in einen Thermo Schiittler (Q101, BUCHI Syncore) gestellt (vgl. Abb. 8b).
Dort erfolgte bei 100 °C fir 1 Stunde die Umesterung. Anschliefend wurden zu jeder Probe 2 ml
Millipore Wasser und 2 ml Hexan hinzugefiigt. Nach dem Vortexen haben sich deutlich erkennbar zwei
Phasen gebildet (vgl. Abb. 8c). Das Hexan befand sich aufgrund der geringeren Dichte mit den darin
geldsten Fettsauremethylestern in der oberen Phase und das Wasser in der unteren. Die obere Phase
wurde in GC Vials aus dunklem Glas liberfiihrt und verdiinnt (1: 10). Dadurch wurde eine Konzentration

an Fettsduremethylestern in den Proben erreicht, die im Detektionsbereich des Massenspektrometers

lag.
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Abbildung 8: a) Einengung der Extrakte unter Stickstoff. Uber Metallspitzen im Deckel wird der Stickstoff in die
Glaszentrifugenréhrchen in der Kammer geleitet. b) Umesterung der extrahierten Fettséuren im Thermo Schiittler (Q101,
BUCHI Syncore). c) Phasenbildung in den Rollrandgeféfien nach der Umesterung der Fettséuren und der Zugabe von Millipore
Wasser und Hexan. In der oberen Phase befinden sich Hexan und darin gelGste Fettsduremethylester.

Die GC-MS wurde zur Analyse der Fettsduremethylester mit einer 30 m langen FAME GC-MS
Kapillarsdaule von ThermoFischer betrieben. Der Innendurchmesser betrug 0,25 mm und die Filmdicke
0,25 um. Vor der Injektion jeder Probe wurde der Sdulenofen auf 60 °C geheizt und die Injektionsnadel
mit Hexan gespllt. Durch einen Autosampler wurde 1 ul einer Probe injiziert und ein
Temperaturprogramm gestartet. Die Dauer des Temperaturprogramms betrug 40 min mit einer
Endtemperatur von 260 °C (vgl. Abb. 9). Die verschiedenen Fettsduremethylester sind je nach
Siedetemperatur nacheinander von der Sdule eluiert und wurden in das Massenspektrometer
weitergeleitet. Dieses hat die einzelnen Ester detektiert und die Daten an einen Computer
weitergegeben. Die Identifizierung der Fettsduren erfolgte liber den Vergleich mit einer Datenbank.
AulRerdem wurden die Peakflachen integriert und mit der Peakflache des internen Standards

verglichen, um zu berechnen zu welchem Anteil eine Fettsaure in den Mikroalgen vorlag.

21



Material und Methoden
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Abbildung 9: Temperaturverlauf im Séulenofen fiir die Trennung von Fettsduremethylestern mittels Gaschromatographie.

3.3 Datenauswertung

Um zu untersuchen, ob sich die Fettsdaureanteile zwischen den verschiedenen Temperaturen,
Lichtintensitdten und Lichtspektren signifikant unterscheiden, wurde eine statistische Auswertung mit
der Software R durchgefiihrt (Version 3.6.0). Zur Uberpriifung der Normalverteilung der abhingigen
Variablen (prozentualer Anteil der Fettsduren) wurden Histogramme und Q-Q Plots erstellt. Lag eine
Normalverteilung vor, wurde ein Lineares Model (Im) mit anschlieRender Anova verwendet, um den
Einfluss der Farbe, der Temperatur und der Lichtintensitat auf den Anteil der Fettsaure zu bestimmen.
Fir die abhangigen Variablen, bei denen keine Normalverteilung vorlag, wurde der Kruskal-Wallis Test
genutzt. Bei diesem Test handelt es sich um die nicht-parametrische Alternative zur Anova, fir den die
Normalverteilung keine Voraussetzung ist (Ostertagova et al. 2014). Fiir paarweise Vergleiche wurden
Post-hoc Tests (Pairwise t.test oder Pairwise.wilcoxon test) durchgefiihrt. Zudem wurden als
PrifgroBRen der Chi-square Wert bei einem Kruskal-Wallis Test und der F-Wert bei einer Anova

bestimmt. Die Signifikanzschwelle fiir die statistischen Analysen wurde auf p = 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Fettsauren

Es konnten mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) 15 verschiedene

Fettsauren in der Mikroalge Acutodesmus obliquus identifiziert werden. Analysiert wurden von allen

flinf Versuchen die jeweilige Vorkultur und die Proben nach 1, 3, 48 und 72 h Kultivierungsdauer. Bei

den Versuchen sollte untersucht werden, wie sich verschiedene Lichtintensitaten, Lichtspektren und

Temperaturen auf die Fettsdurezusammensetzung in den Algen auswirken. Dazu wurden drei

verschiedene Temperaturen (20, 30 und 35 °C), drei verschiedene Photonenflussdichten (120, 480 und

800 umol m2 s1) und vier Lichtspektren (weil, rot, griin und blau) getestet.

Die FAs, die in A. obliquus identifiziert werden konnten, entsprechen denen, die auch im

Praxissemesterbericht aufgefiihrt wurden (vgl. Tab. 2) (Steinke 2019). Im Weiteren werden nur die FAs

behandelt, die zu mehr als 1 % enthalten waren. Dazu zdhlen alle identifizierten FAs mit 16 und 18

Kohlenstoffatomen.

Tabelle 2: Ubersicht der in Acutodesmus obliquus identifizierten Fettséuren. Angegeben sind jeweils Nomenklatur und

Trivialname.

Fettsdure Trivialname Fettsdure Trivialname
14.0 Myristinsaure 18:0 Stearinsaure
15:0 Pentadecansdure 18:1 Olsaure
16:0 Palmitinsdure 18:2 Linolsdure
16:1 Palmitoleinsaure 18:3 Alpha-Linolensdure
16:2 Hexadecadiensdure 18:4 Stearidonsdure
16:3 Hexadecatriensaure 22:0 Behensdure
16:4 Hexadecatetraensdure 24:0 Lignocerinsaure
17:1 Margaroleinsaure
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4.2 Vorkulturen

In der folgenden Abbildung sind die analysierten Fettsdureprofile aller Vorkulturen gezeigt (vgl.

Abb. 10). Fir jede Fettsdure ist angegeben zu welchem Anteil sie in den Algen enthalten war.

Vorkulturen
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Abbildung 10: Prozentuale Anteile der verschiedenen Fettsduren in den Vorkulturen der Versuche (V) 1, 2, 3, 4 und 5 mit
Acutodesmus obliquus.

Es ist zu erkennen, dass alle Vorkulturen sehr dhnliche Fettsdureprofile aufweisen. Den gréRten Anteil
weist in allen Kulturen mit ca. 40 % die FA 16:0 auf. Danach folgt die FA 18:3 mit einem Anteil zwischen
20 und 25 %. In geringeren Anteilen (5-10 %) kommen die FAs 16:4, 18:1 und 18:2 vor. Die Anteile der
FAs 16:1, 16:2, 18:0 und 18:4 sind am geringsten (0,8-5 %).

4.3 Temperatureffekte

Die folgende Abbildung 2 zeigt die Entwicklung der Fettsdurezusammensetzung in Versuch 2 (30 °C)
Uber die Zeit. Dargestellt sind beispielhaft die Daten fiir die Algen, denen das gesamte Lichtspektrum
zur Verfiigung stand (weil3) (vgl. Abb. 11). Diese Ergebnisse sind repradsentativ fir den Verlauf der
Fettsdureanteile bei Bestrahlung mit griinem und blauem Licht (vgl. Anhang Abb. 29 und 30). Die
Anteile der FAs 16:0, 16:1, 18:0 und 18:1 steigen mit der Zeit an. Bei der FA 16:0 ist nach 1 h ein Anstieg
von 40,7 % auf 58,1 % und bei der FA 18:0 nach 3 h ein Anstieg von 1,9 % auf 5,6 % zu beobachten.
Danach sinken die Anteile beider FAs bis 72 h auf 47,6 % (16:0) und 1,9 % (18:0). Die Anteile der FAs
16:1 und 18:1 steigen im Vergleich zur Vorkultur nach 72 h um 4,8 % und 11,9 %. Fir die PUFAs ist eine
Abnahme der Anteile zu beobachten. Beginnend bei 0,8 % und 9,7 % in der Vorkultur sinken die Anteile
der FAs 16:2 und 18:2 nach 72 h auf 0,8 % und 8,2 %. Bei den FAs 16:3, 16:4, 18:3 und 18:4 sinken die

Anteile zundchst um ca. 50-60 % und steigen danach wieder an. Nach 72 h liegen die Anteile um 4,5 %
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(16:3), 30 % (16:4), 18,6 % (18:3) und 4,5 % (18:4) unter dem jeweiligen Wert der Vorkultur. Die
Bestrahlung mit rotem Licht hat nach 72 h grofRere Anteile der FAs 16:0 und 18:1 ergeben, wahrend

die Anteile der FAs 16:4 und 18:3 geringer waren als bei den anderen Lichtspektren (vgl. Abb. 12).
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Abbildung 11: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettséuren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit weifsem Licht in
Versuch 2 (30 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 12: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit rotem Licht in
Versuch 2 (30 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.

Fir Versuch 4 sind die Ergebnisse der Bestrahlung mit griinem Licht dargestellt (vgl. Abb. 13), sie
reprasentieren die Ergebnisse bei weiRem und blauem Licht (vgl. Anhang Abb. 35 und 37). Ahnlich wie
bei V2 steigen die Anteile der SFAs und MUFAs mit der Zeit an. Fiir die FAs 16:0 und 18:0 ist in den
ersten 3 h ein Anstieg der Anteile (16:0 von ca. 40 auf 50,5 %, 18:0 von 2,1 auf 5 %) und danach eine
Verringerung zu beobachten. Am starksten ist der Anteil der FA 16:0 bei weiRem Licht angestiegen, auf

bis zu ca. 58 % (vgl. Anhang Abb. 35). Die Anteile der FAs 16:1 und 18:1 sinken dagegen zundchst um
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ca. 12 % und 23 % und steigen danach bis 72 h Gber den jeweiligen Wert der Vorkultur an (16:1 um ca.
40 %, 18:1 um ca. 51 %). Anders als in V2 steigt in V4 der Anteil der FA 16:2 an (von 0,9 % auf 1,3 %).
Der Anteil der FA 18:2 sinkt deutlich weniger als in V2 (um 0,2 %). Die FAs 16:3, 16:4, 18:3 und 18:4
sinken bis zum Zeitpunkt 72 h im Vergleich zur Vorkultur um 2,1 %, 60,7 %, 24,7 % und 61,3 %. Wie in
V2 sind auch in V4 bei rotem Licht nach 72 h hohere Anteile der FAs 16:0 und 18:1 und geringere
Anteile der FAs 16:4 und 18:3 zu beobachten (vgl. Anhang Abb. 36).
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Abbildung 13: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit griinem Licht in
Versuch 4 (35 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.

Von Versuch 3 sind beispielhaft die Ergebnisse der Bestrahlung mit griinem Licht dargestellt (vgl.
Abb. 14). Die Bestrahlung mit weilRem, rotem und blauem Licht hat &hnliche Verldufe der
Fettsdureanteile ergeben. Die entsprechenden Abbildungen sind im Anhang zu finden (vgl. Abb. 31-
33). Wie auch in den Versuchen 2 und 4 steigen die Anteile der FAs 16:0 und 18:0 innerhalb der ersten
Stunde an (um jeweils 51 %). Bis zum Zeitpunkt 48 h sinken die Anteile der beiden FAs jedoch unter
die Werte der Vorkultur. Es ist auffallig, dass die Anteile bei 72 h um 35 bis 45 % hoher sind als bei
48 h. Im Gegensatz zu V2 und V4 sinken hier die Anteile der FAs 16:1 und 18:1 bis 48 h um ca. 43 und
49 %. Von 48 bis 72 h steigen die Anteile jedoch um 35 % (16:1) und 27 % (18:1) an. Fir die FAs 16:2
und 18:2 ist eine Verringerung der Anteile bis zum Zeitpunkt 72 h zu beobachten (um ca. 82 und 78 %).
Wahrend der Anteil der FA 16:3 von 5,3 % auf 2,0 % (bei 72 h) sinkt, steigt der Anteil der FA 18:3 von
22,2 % bis 48 h auf 34,5 % an sinkt bis 72 h auf 21,7 %. Die Anteile der PUFAs 16:4 und 18:4 sinken in
der ersten Stunde und steigen dann bis 48 h um 51,5 % und 3,1 % lber den jeweiligen Wert der
Vorkultur. In der Zeit von 48 bis 72 h tritt jedoch eine Senkung der Anteile um 35,3 % (16:4) und 43,6 %
(18:4) auf.

26



Ergebnisse

20°C_480 pmol m2s? grin

70
60 I
50
VK
40 =
° - m1h
30
m3h
20 48h
. i
0 I Iii miin -
16:0 16:1 16:2 16:3 16:4 18:0 18:1 18:2 8:3 18:4
Fettsaure

Abbildung 14: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit griinem Licht in
Versuch 3 (20 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.

Bereits nach 1 h sind fiir alle FAs in V2 Anderungen im Prozentanteil von durchschnittlich 50 % zu
erkennen. Bezogen auf die Vorkultur sind die Differenzen nach 1 h damit am groRten. Danach nahern
sich die Anteile der FAs bis zu dem Zeitpunkt 48 h wieder dem Wert der Vorkultur an (vgl. Abb. 11).
Zwischen den Proben nach 48 h und 72 h sind fiir die meisten FAs nur noch geringe Unterschiede von
durchschnittlich 17 % zu erkennen. Auch bei Versuch 4 sind keine starken Differenzen zwischen der

48 h und 72 h Probe zu erkennen (vgl. Abb. 13).

Fir Versuch 3 ergeben sich jedoch zwischen 48 und 72 h sehr deutliche Unterschiede (vgl. Abb. 14).
Die FA 16:0 weicht beispielsweise zum Zeitpunkt 72 h in Versuch 2 um 6 % nach oben und in V4 um
7 % nach unten von dem Wert bei 48 h ab, wahrend der Anteil in V3 um 35 % ansteigt. Der Anteil der
FA 18:3 sinkt in V2 von 48 h bis 72 h um 14 % und steigt in V4 um 6 %. In V3 ist eine Verringerung des
Anteils um 37 % zu beobachten. Damit unterscheiden sich die Daten bei 72 h ungewdhnlich stark von
den Daten fiir 48 h und stehen auflerdem im Kontrast zu den Verhéltnissen in V2 und V4. Aus diesem
Grund wird der Datensatz fiir 72 h aus Versuch 3 zundchst nicht in die Auswertung der

Temperatureffekte einbezogen.

Fir die Untersuchung der Temperatureffekte wurden die Versuche 3 (20 °C), 2 (30 °C) und 4 (35°C)
verglichen. Diese wurden alle bei mittlerer Photonenflussdichte (480 pmol m2 st) durchgefiihrt. Um
bewerten zu kénnen inwiefern sich die Fettsdurezusammensetzung und damit auch der Sattigungsgrad
der FAs verandert, wurden die untersuchten FAs in drei Gruppen eingeteilt. Zu den gesattigten FAs
(SFAs) gehoren die FAs 16:0 und 18:0. Die FAs 16:1 und 18:1 zdhlen zu den einfach ungesattigten FAs
(MUFAs). Die restlichen FAs (16:2, 16:3, 16:4, 18:2, 18:3, 18:4) bilden die Gruppe der mehrfach
ungesattigten FAs (PUFAs). Fiir den Vergleich wurde der Zeitpunkt 48 h nach Versuchsstart gewahlt,

da sich nach 48 h in V2 und V4 keine starken Anderungen mehr ergeben haben. AuRerdem werden so
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die stark abweichenden Werte nach 72 h von Versuch 3 nicht in die Auswertung einbezogen.
Abbildung 15 stellt die Anteile an SFAs, MUFAs und PUFAs in den Versuchen 2, 3 und 4 aufgeteilt nach
Spektralfarben dar. Fiir jeden Versuch und jedes Lichtspektrum (weif3, rot, griin, blau) wurden die

Anteile der zur gleichen Gruppe gehorenden FAs addiert.
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Abbildung 15: Vergleich der prozentualen Anteile an gesdttigten Fettsduren (SFAs), einfach ungesdttigten Fettséduren
(MUFAs) und mehrfach ungesdttigten Fettséuren (PUFAs) in Acutodesmus obliquus fiir die Versuche (V) 2 (30 °C), 3 (20 °C)
und 4 (35°C) 48 h nach Versuchsstart, aufgeteilt nach Spektralfarben (w: weif3, r: rot, g: griin, b: blau).

Die vier Farbgruppen zeigen bezogen auf die Temperatur alle einen 3dhnlichen Verlauf der
Fettsdaureanteile. Mit steigender Temperatur steigt der Anteil an SFAs und MUFAs. Gleichzeitig nimmt
der Anteil an PUFAs mit steigender Temperatur ab. Die Proben aus Versuch 3 (20 °C) weisen den
geringsten Anteil an SFAs (40-44 %) und MUFAs (5-9 %) und den groRten Anteil an PUFAs (48-55 %)
auf. In Versuch 4 sind dagegen die Anteile an SFAs (52-54 %) und MUFAs (13-18 %) am grofSten und
der PUFA Gehalt (29-34 %) am niedrigsten. Diese Temperatureffekte kénnen auch im zeitlichen Verlauf
der einzelnen Versuche beobachtet werden. Bei Versuch 3 (20 °C) sinken die Anteile der hoch
ungesattigten FAs 16:4 und 18:3 zunachst, steigen dann aber bis 48 h wieder an und erreichen groRRere
Anteile als in der Vorkultur (vgl. Abb. 14). In den Versuchen 2 (30 °C) und 4 (35 °C) sinken die Anteile
der hoch ungesattigten FAs (16:4, 18:3) bis zum Zeitpunkt 48 h unter den Wert der Vorkultur, wéhrend
die SFA 16:0 bei beiden Versuchen nach 48 h iber dem Wert der Vorkultur liegt (vgl. Abb. 11 und 13).
Die statistische Auswertung hat ergeben, dass die Temperatur die Fettsdaureanteile in A. obliquus
beeinflusst. Dabei unterscheiden sich zwischen 20 °C und 30 °C ausschlieBlich die Anteile von zwei FAs
(16:1 und 16:3) signifikant. Zwischen 20 °C und 35°C sind dagegen die Unterschiede in den Anteilen
aller FAs, auller 16:0 und 16:1, signifikant. Der Vergleich der Temperaturen 30 °C und 35 °C zeigt nur
bei den FAs 16:3 und 18:0 keinen signifikanten Unterschied der Anteile. Die zugehérigen p-Werte und

PrifgroBen sind in Tabelle 3 im Anhang angegeben.
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4.4 Intensitatseffekte

Wie auch bei der Untersuchung der Temperatureffekte wurde der zweite Tag (48 h) nach Versuchsstart
gewahlt, um die Anderungen in der Fettsdurezusammensetzung darzustellen. Verglichen wurden die
Versuche 1 (120 pumol m? s?), 2 (480 pumol m2 s?) und 5 (800 pmol m?2 s?), die alle bei 30 °C
durchgefiihrt wurden (vgl. Abb. 16).
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Abbildung 16: Vergleich der prozentualen Anteile an gesdttigten Fettsduren (SFAs), einfach ungesdttigten Fettséuren
(MUFAs) und mehrfach ungesdttigten Fettsduren (PUFAs) in Acutodesmus obliquus fiir die Versuche (V) 1 (120 umol m-2 s),
2 (480 umol m2 s) und 5 (800 umol m=2 s1) 48 h nach Versuchsstart, aufgeteilt nach Spektralfarben (w: weifs, r: rot, g: griin,
b: blau).

Mit steigender Lichtintensitat zeigt sich flr alle Farbgruppen ein Anstieg des Anteils an PUFAs. Die
Anteile an SFAs und MUFAs sinken dagegen mit steigender Lichtintensitdt. Bei einer
Photonenflussdichte von 800 umol m2 s (V5) lagen die hdchsten Gehalte an PUFAs (38-44 %) vor. Bei
120 umol m? s waren dagegen die héchsten Gehalte an SFAs (47-49 %) und MUFAs (13-21 %) zu
beobachten. Die statistischen Tests haben gezeigt, dass die Lichtintensitat einen signifikanten Einfluss
auf alle FAs, auBer die FA 16:3, hat. Im Anhang (Tabelle 4) sind die zugehdrigen p-Werte und

PrifgroRen gegeben.
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Abbildung 17: Vergleich der prozentualen Fettséureanteile in Acutodesmus obliquus fiir die Versuche (V) 1 (120 umol m2 s1),
2 (480 umol m2 s2) und 5 (800 umol m2 s1) 48 h nach Versuchsstart, bei Bestrahlung mit weiflem Licht.

Bei der Betrachtung der Lichteffekte fiir jede einzelne FA, zeigt sich, dass nicht die Anteile aller PUFAs
mit steigender Lichtintensitat ansteigen (vgl. Abb. 17). Die Anteile der FAs 16:2 und 18:2 sinken bei V2
und V5 signifikant im Vergleich zu V1. Bei den FAs 16:4 und 18:4 steigt der Anteil durch eine Erh6hung
der Photonenflussdichte von 120 umol m2 st auf 800 umol m2 s signifikant an. Die Steigerung der
Photonenflussdichte von 120 pmol m2 st auf 480 umol m2 s bewirkt bei der FA 18:3 eine signifikante

Zunahme des Anteils. Alle p-Werte und PriifgréRen sind im Anhang in Tabelle 4 zu finden.

Im zeitlichen Verlauf von V1 ist der Effekt einer geringen Photonenflussdichte (120 umol m2 s?)
verglichen mit der Vorkultur ebenfalls zu beobachten (vgl. Abb. 18). Reprasentativ fir alle vier
Lichtspektren sind die Ergebnisse der Bestrahlung mit weiBem Licht dargestellt. Der Anteil der hoch
ungesattigten FA 16:4 sinkt innerhalb von 72 h um 76 % und die Anteile der FAs 18:3 und 18:4 um
ca. 60 %. Bei den SFAs und MUFAs ist dagegen ein Anstieg der Anteile zu beobachten. Wahrend die
Anteile der SFAs 16:0 und 18:0 bis 72 h um ca. 30 - 40 % ansteigen, liegt bei den MUFAs (16:1 und 18:1)
ein Anstieg von Uber 100 % vor. Auch die Anteile der FAs 16:2, 16:3 und 18:2 steigen mit der Zeit an
(um 16,6 %, 7,5 % und 3,4 %), jedoch nicht so stark wie bei den SFAs und MUFAs. Die Ergebnisse flr

die Lichtspektren rot, griin und blau sind im Anhang zu finden (vgl. Anhang Abb. 25-27).
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Abbildung 18: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsauren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit weifem Licht in
Versuch 1 (30 °C, 120 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (ber die Zeit dargestellt.

Der zeitliche Verlauf von V5 zeigt die Effekte einer hohen Photonenflussdichte (800 pmol m2 s?)
beispielhaft fir die Bestrahlung mit griinem Licht (vgl. Abb. 19). Die Bestrahlung der Algen mit weiRem
und blauem Licht hat sehr dhnliche Verlaufe der Fettsdureanteile gezeigt (vgl. Anhang Abb. 39 und 40).
Der Effekt der Lichtintensitat auf die Fettsdurezusammensetzung ist hier weniger stark ausgepragt als
bei V1. Die Anteile der SFAs 16:0 und 18:0 steigen nach 1 h an (16:0 von 42,7 % auf 49,2 %, 18:0 von
2,4 % auf 6,3 %) und sinken danach, sodass die Werte bei 72 h fir die FA 16:0 um 0,1 % Uber und fur
die FA 18:0 um 21,6 % unter dem Wert der Vorkultur liegen. Fiir die MUFAs (16:1 und 18:1) ist
innerhalb von 72 h ein Anstieg der Anteile um ca. 46-48 % zu beobachten. Bei den PUFAs ist mit
Ausnahme der FA 16:3 (steigt von 3,3 % auf 5,9 %) kein Anstieg der Anteile vorhanden. Im Vergleich
mit der Vorkultur sinken die Anteile der FAs 16:2 und 18:2 um 16,5 % und 22,5 %, wahrend bei den FAs
16:4 und 18:4 eine Abnahme der Anteile um 3,2 % und 33,2 % zu beobachten ist. Der Anteil der FA
18:3 sinkt nach 1 h um ca. 30 %, steigt danach an und liegt nach 72 h ca. 10 % unter dem Wert der
Vorkultur. Im Vergleich zu den anderen Lichtspektren sind bei der Bestrahlung mit rotem Licht hhere
Anteile der FAs 18:1 und 18:2 (um ca. 45 %) und geringere Anteile der FAs 16:4, 18:3 und 18:4 (um ca.
64 %, 33 % und 30 %) in den Algen enthalten (vgl. Abb. 20).
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Abbildung 19: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsauren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit griinem Licht in
Versuch 5 (30 °C, 800 umol m2 s2). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iiber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 20: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsauren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit rotem Licht in
Versuch 5 (30 °C, 800 umol m2 s). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iiber die Zeit dargestellt.

4.5 Farbeffekte

Der Vergleich der verschiedenen Farbgruppen innerhalb eines Versuches zeigt, dass die
Fettsdurezusammensetzung in der Rotlichtgruppe von denen der anderen Farbgruppen abweichen.
Eine Stunde nach Versuchsstart ist der Effekt bereits zu erkennen. Bei der FA 18:1 liegt fir Rotlicht ein
deutlich hoherer Anteil als bei den anderen Farbgruppen vor (vgl. Abb. 21). Mit zunehmender
Kultivierungsdauer verstarkt sich der Effekt. An Tag 3 (72 h) von Versuch 2 ist zu erkennen, dass die
Rotlichtgruppe hohere Anteile an gesattigten, einfach und zweifach ungesattigten FAs besitzt. Die

Anteile an mehrfach ungesattigten FAs sind dagegen geringer als bei den anderen Farbgruppen
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(vgl. Abb. 22). Auch in den anderen Versuchen lasst sich dieser Rotlichteffekt nach 72 h erkennen,
wobei er in V1 am geringsten ausgepragt ist (vgl. Anhang Abb. 28). Die Versuche 3, 4 und 5 zeigen
jedoch bei der FA 16:0 keinen Effekt (vgl. Anhang Abb. 34, 38 und 41). Das Lichtspektrum hat einen
signifikanten Einfluss auf die FAs 16:2, 16:3, 16:4 und die FAs 18:1, 18:2 und 18:3. Die Signifikanzen
treten dabei nur im Vergleich von Rotlicht mit den anderen drei Lichtspektren auf. Bei rotem Licht
steigen die Anteile der FAs 16:2, 16:3, 18:1 und 18:2 signifikant an, wiahrend bei den FAs 16:4 und 18:3
eine signifikante Abnahme zu beobachten ist. Die Lichtspektren weiR, griin und blau zeigen
untereinander keine signifikanten Unterschiede in den Fettsdaureanteilen. Die jeweiligen p-Werte und

PrifgroBen sind im Anhang (Tabelle 5) aufgefuhrt.
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Abbildung 21: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 2 (30 °C, 480 umol m- s?)
nach 1 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weifs, r: rot, g: griin, b: blauy).
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Abbildung 22: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 2 (30 °C, 480 umol m2 s?)
nach 72 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weif3, r: rot, g: griin, b: blau).
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Temperatur, Lichtintensitdt und Lichtspektrum auf das
Wachstum und die Fettsdurezusammensetzung in der Mikroalge Acutodesmus obliquus untersucht.
Der Projekthintergrund war die Planung eines Hybridsystems, das eine Kombination aus
Photobioreaktor und Photovoltaik bildet. Fir die effiziente Nutzung eines solchen Systems ist es
entscheidend zu wissen unter welchen Kultivierungsbedingungen A. obliquus ein starkes Wachstum
und eine moglichst hohe Ausbeute an industriell nutzbaren Fettsduren zeigt. Im Praxissemester wurde
der Einfluss von Temperatur, Lichtintensitat und Lichtspektrum auf das Wachstum der Mikroalge in
flnf Kultivierungsversuchen untersucht. In dieser Bachelorarbeit wurden die Fettsduren in den Algen
aus den vorhergehenden Versuchen analysiert. Durch den Vergleich der Versuche bei gleicher
Lichtintensitat, aber verschiedenen Temperaturen konnten die Effekte der Temperatur auf die
Fettsdaurezusammensetzung untersucht werden. Genauso wurden die Versuche mit gleicher
Temperatur und verschiedenen Lichtintensitaten verglichen, um den Einfluss der Photonenflussdichte
zu zeigen. Aus anderen Studien mit Mikroalgen ist bereits bekannt, dass eine Erhéhung der Temperatur
zu einem geringeren Gehalt an PUFAs und einem héheren Gehalt an SFAs und MUFAs in den Zellen
flihrt (Patterson 1969). Eine Erhéhung der Lichtintensitat hat in den meisten Studien zu einem Anstieg
des Anteils an SFAs und MUFAs gefiihrt, wahrend der Anteil an PUFAs abgenommen hat (Fabregas et
al. 2004). Bezliglich der Kultivierung unter verschiedenen Spektralbereichen ist bekannt, dass auch

diese einen Einfluss auf das Fettsaureprofil in Algen haben (Hultberg 2014).

Die Anderung von Temperatur, Lichtintensitit und Lichtspektrum hat verschiedene Effekte auf die
Fettsdurezusammensetzung in der Mikroalge Acutodesmus obliquus gezeigt. In dieser Studie konnten

erstmalig optimale Parameter fiir die Fettsdureproduktion in A. obliquus identifiziert werden.

5.1 Fettsauren

Bei der Analyse der Fettsduren in A. obliquus konnten 10 verschiedene FAs identifiziert werden, die zu
mehr als 1 % vorlagen (16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 16:4, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4). Dabei waren die FAs
16:0 und 18:3 zu den gréRten Anteilen zu finden. In einer Studie von 2013 wurden dieselben FAs in A.
obliquus (Stamm: SAG 276-10) identifiziert, die hier zu einem Anteil von mehr als 1 % in den Zellen
enthalten waren (Abomohra et al. 2013). Jedoch lag die FA 18:1 in dieser Studie zum gréRten Anteil
vor. Danach folgten die FA 16:0 und 18:3. Diese Unterschiede kdnnen durch die Verwendung eines
anderen Stammes von A. obliquus, die geringe Photonenflussdichte von 100 umol m=2 s oder die

Dunkelperiode von 8 h begriindet sein. Da die FA in den Vorkulturen aller finf Versuche zu ungefahr
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gleichen Anteilen enthalten waren (vgl. Abb. 10), hatten die Versuche die gleichen Startbedingungen

und Anderungen in den FA Anteilen kénnen auf dieser Grundlage miteinander verglichen werden.

Im Temperaturbereich von 20-35 °C hat sich in den Algen mit steigender Temperatur eine Erh6hung
des Anteils an SFAs und MUFAs gezeigt, wahrend der Anteil an PUFAs gesunken ist. Mit steigender
Lichtintensitat waren in den Algen groRere Anteile an PUFAs enthalten und geringere Anteile an SFAs
und MUFAs. Eine differenziertere Betrachtung der PUFAs hat jedoch ergeben, dass die FAs 16:2 und
18:2 mit steigender Lichtintensitat sinken. Hier muss folglich innerhalb der Gruppe der PUFAs in leicht
ungesattigte und hoch ungesattigte FAs unterschieden werden. Die Algen, die unter rotem Licht
kultiviert wurden, haben im Gegensatz zu den anderen Farbgruppen signifikant hohere Anteile der FAs

16:2, 16:3, 18:1 und 18:2 gezeigt. Die Anteile der FAs 16:4 und 18:3 waren dagegen erniedrigt.

In Versuch 3 hat sich bei dem Datensatz fiir 72 h ein ungewdhnlich starker Unterschied zu den Daten
von 48 h ergeben. Bei diesen Proben liegen moglicherweise Fehler in der Probenvorbereitung fir die
Analyse mittels GC-MS oder eine falsche Zuordnung der Proben vor. Der Vergleich mit den Ergebnissen
fir den vierten Tag nach Versuchsstart zeigt, dass die Werte ndher an den Werten von 48 h als an den
Werten von 72 h liegen (Gebhardt 2019). Aus diesem Grund wurden die Fettsdureanteile von 72 h in

V3 als fehlerhaft angesehen und nicht in die Auswertung einbezogen.

5.2 Temperatureffekte

Die Versuche 2, 3 und 4 wurden alle bei der gleichen Lichtintensitat und mit den gleichen Lichtspektren
durchgefiihrt. Unterschiede in den Fettsdaureprofilen der Versuche kénnen dadurch auf die
verschiedenen Temperaturen zuriickgefiihrt werden. Héhere Temperaturen hatten eine Abnahme der
Anteile an PUFAs und eine Zunahme der Anteile an SFAs und MUFAs zur Folge (vgl. Abb. 15). Damit hat
sich die erste Hypothese, die Erhohung des Sattigungsgrades der FAs mit steigender Temperatur,
bestatigt. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass Algen wie Pflanzen den Sattigungsgrad der FAs in ihren
Membranen der Temperatur anpassen, um die Fluiditat zu regulieren. Bei einer Temperatur von 20 °C
werden mehr PUFAs gebildet, die die Membranfluiditat durch ihre Struktur erhéhen (Nettleton 1995).
Eine hohe Temperatur von 35 °C bewirkt eine héhere Fluiditdt der Lipide in den Zellen als bei 25 °C
(Vorkultur). Um diesem Effekt entgegenzuwirken, stellen die Algen mehr SFAs und MUFAs her und
verringern so die Fluiditdt der Membranen (Sharma et al. 2012). Die Regulation erfolgt Gber eine
spezielle Desaturase, indem abhangig von der Temperatur mehr oder weniger SFAs und MUFAs in
PUFAs umgewandelt werden (Heldt und Piechulla 2015). Dieselben Temperatureffekte wurden in
anderen Studien mit Algen und Cyanobakterien beobachtet, unter anderem auch in den Mikroalgen

Chlorella vulgaris and Botryococcus braunii (Guschina und Harwood; Hu et al. 2008).
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5.3 Intensitatseffekte

Eine steigende Lichtintensitat hat zu einem Anstieg des Anteils an PUFAs in den Algen gefiihrt. Die
Anteile an SFAs und MUFAs sind dagegen gesunken (vgl. Abb. 16). Dieses Ergebnis ist gegensatzlich zu
den Ergebnissen der meisten Studien, die den Einfluss der Lichtintensitat auf verschiedene Algen
untersucht haben und zu der auf Grundlage dieser Untersuchungen aufgestellten Hypothese 2. In einer
Studie von 2004 hat sich beispielweise mit steigender Lichtintensitdt ein geringerer Anteil an PUFAs
ergeben (Fabregas et al. 2004). Dabei wurde die Mikroalge Nannochloropsis sp. mit Leuchtstoffrohren
(cool white) unter fiinf verschiedenen Photonenflussdichten (40, 60, 80, 220, und 480 umol m=2s?)
kultiviert. Mit steigender Lichtintensitdt wurden in der Studie héhere Anteile an gesattigten FAs und
geringere Anteile an w-3-FAs beobachtet (Fabregas et al. 2004). Bei hohen Lichtintensitdten werden in
den Zellen mehr Speicherlipide hergestellt, woflir SFAs und MUFAs synthetisiert werden (Hu et al.
2008). Bei geringeren Intensitdaten wird die Synthese von PUFAs verstarkt, die in den Chloroplasten
enthalten sind, um die Oberflache der Thylakoidenmembranen zu vergrofRern (Guschina und Harwood
2006). Eine Erklarung fiur die gegensatzlichen Ergebnisse konnten die deutlich geringeren
Lichtintensitdten sein, die in der Studie mit Nannochloropsis sp. verwendet wurden. AuBRerdem
erzeugen die in der Studie verwendeten Leuchtstoffrohren ein anderes Lichtspektrum als die Metall

Halogen Lampen, deren Spektrum dhnlich dem des Sonnenlichtes ist.

5.4 Farbeffekte

Bezliglich der Spektralfarben konnten keine signifikanten Abweichungen zwischen der
WeiRlichtreferenz und der Bestrahlung der Algen mit blauem und griinem Licht beobachtet werden.
In allen Versuchen ist jedoch ein signifikanter Effekt des roten Lichts auf die Fettsdureprofile zu
beobachten, womit sich Hypothese 3 bestatigt (vgl. Tabelle 5). Bei rotem Licht sind in den Algen hohere
Anteile der FAs 16:2, 16:3, 18:1 und 18:2 vorhanden. Gleichzeitig sind die hoch ungesattigten FAs 16:4
und 18:3 in deutlich geringeren Anteilen enthalten als bei griinem, blauem und weiRem Licht (vgl. Abb.

22).

In einer Studie mit C. vulgaris wurde der Einfluss verschiedener Lichtspektren auf die FAs untersucht
(Hultberg 2014). Hierbei hat griines Licht im Vergleich zu anderen Lichtspektren zu hoheren Anteilen
der FAs 16:3 und 18:3 gefiihrt. Die FAs 18:0, 18:1 und 18:2 waren dagegen in geringeren Mengen
vorhanden. Eine Erhohung der FAs 16:3 und 18:3 spricht fiir eine Umstrukturierung bzw. Vermehrung
der Thylakoide, da diese FAs vor allem in den Thylakoidenmembranen vorkommen (Hultberg 2014).

Grines Licht hat auf Pflanzen einen dhnlichen Effekt wie Verschattung, da es nur zu einem geringen
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Anteil von den Pigmenten absorbiert wird und dadurch weniger effizient fiir die Photosynthese genutzt
werden kann als starker absorbierte Spektren (Heldt und Piechulla 2015). Um auch im Schatten
moglichst viel Licht zu absorbieren, synthetisieren die Pflanzen vermehrt Thylakoide (Zhang et al.
2011). Eine ahnliche Reaktion kdnnte bei den Algen, die mit griinem Licht bestrahlt wurden, vorliegen.
Die in der Studie verwendeten LED Lampen haben Griinlicht mit einem spektralen Maximum bei
525 nm emittiert (Hultberg 2014). In dieser Arbeit hat jedoch nicht nur die Bestrahlung mit Grinlicht
hohere Anteile an PUFAs in den Algen gezeigt, sondern auch WeiBlicht und Blaulicht. Es ware moglich,
dass die Produktion von Thylakoiden durch den Wellenlangenbereich von 450-540 nm angeregt wird
und dadurch die Anteile an PUFAs (besonders 16:4 und 18:3) bei griinem, blauem und weiRem Licht
steigen. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass die griine und blaue Folie einen gemeinsamen
Transmissionsbereich von 450-540 nm haben, wahrend das Spektrum der roten Folie auRerhalb dieses
Bereichs liegt. Gleichzeitig wiirden die Anteile der FAs 16:2 und 18:2 sinken, da sie die Vorldufer der
FAs 16:4 und 18:3 sind und zum Teil durch eine Desaturase in PUFAs umgewandelt werden wiirden.
Dieser Zusammenhang zwischen leicht ungesattigten FAs als Vorldufermolekiile und dem Anteil an
PUFAs konnte auch in einer Studie von 2006 mit einer anderen Mikroalge (Selenastrum capricornutum)
gezeigt werden. Eine Abnahme der Anteile der FAs 18:2 und 18:4 hat zu einem Anstieg des Anteils an
18:1 gefiihrt (Guschina und Harwood 2006). Es konnte sich folglich um eine umweltreizabhangige
Aktivierung einer Desaturase durch Bestrahlung der Algen mit einem spezifischen
Wellenldngenbereich handeln. Um den Wellenlangenbereich, bei dem dieser Effekt zu beobachten ist,
genauer definieren zu kénnen, kdnnten weitere Versuche mit anderen Filterfolien durchgefiihrt
werden. Dabei kdnnten Filterfolien verwendet werden, die in Abstufungen einen wachsenden Anteil

des Transmissionsbereichs von 450-540 nm enthalten.

Eine weitere mogliche Erklarung fur den Effekt des roten Lichts auf die Fettsaurezusammensetzung ist,
dass das rote Lichtspektrum stark von dem Hauptpigment der Photosynthese, dem Chlorophyll a,
absorbiert wird, da dieses unter anderem ein Absorptionsmaximum bei 680 nm besitzt (Heldt und
Piechulla 2015). Aus diesem Grund kann rotes Licht sehr effizient von den Algen genutzt werden. Die
Untersuchungen im Praxissemester haben fiir rotes Licht in allen Versuchen, auRer bei einer hohen
Lichtintensitat, das starkste Wachstum und die hochste photosynthetische Effizienz ergeben (Steinke
2019). Die starke Absorption und die hohe photosynthetische Effizienz konnten Griinde dafiir sein,
dass bei rotem Licht weniger Thylakoide in den Zellen gebildet wurden als bei griinem, blauem oder

weilem Licht. Dies wiirde die geringeren Anteile der FAs 16:4 und 18:3 erklaren.

37



Diskussion

5.5 Uberlagerte Effekte

Ausgehend von der Vorkultur wurden die Algen beim Animpfen der Testrohrchen immer einer neuen
Temperatur und Lichtintensitat ausgesetzt. Wie die Auswertung der Versuche gezeigt hat, passen sie
die Fettsaurezusammensetzung den veranderten Wachstumsbedingungen an. Die Temperatur-, Licht-
und Farbeffekte sind nach 72 h am starksten ausgepragt, wenn sich die Algen an die
Wachstumsparameter adaptiert haben. Es finden aber auch schnelle Reaktionen statt, die bereits 1 h
nach Versuchsbeginn Auswirkungen zeigen. Nach 1 h sind in den Versuchen 2 und 3 verstarkte
Reaktionen zu beobachten (vgl. Abb. 11 und 14). Zum Beispiel steigt in Versuch 2 der Anteil der FA 16:0
zunachst stark an und sinkt dann wieder, bleibt aber tGber dem Wert der Vorkultur. Es liegt also
insgesamt ein Anstieg des Anteils vor, der nach 1 h verstarkt ausgepragt ist. So verhilt es sich auch bei
der FA 18:3, die nach 1 h stark gesunken ist und dann wieder etwas ansteigt. Es handelt sich
moglicherweise um eine Schutzfunktion der Algen, die als Reaktion auf die plotzlich erhéhte

Temperatur von 30 °C im Gegensatz zu 25 °Cin der Vorkultur auftritt. Zudem ware es moglich, dass die

2 -1

Algen als Reaktion auf den erhohten Photonenfluss von 480 pmol m™ s™ verglichen mit

“2571 in der Vorkultur Thylakoide abbauen, um sich vor Photoinhibition zu schiitzen. In

120 pmol m
Versuch 1 sind gegenteilige Reaktionen zu erkennen (vgl. Abb. 18). Der Anteil der FA 16:0 sinkt
beispielsweise in den ersten 3 h um bis zu 12 %, steigt dann aber im weiteren Verlauf (iber den Wert
der Vorkultur an. Dieser Verlauf ist bei dem roten und blauen Spektralbereich besonders stark
ausgepragt (vgl. Anhang Abb. 25 und 27). Die Verringerung des Anteils nach 3 h konnte eine Reaktion
auf die hohe Photonenflussdichte von 480 pmol m=2 s7! sein. Nach 48 h ist ein Anstieg des Anteils der
FA 16:0 zu beobachten, der auf die Temperatur zuriickgefiihrt werden kann. Zu diesem Zeitpunkt
haben die Kulturen bereits eine hdhere Biomassenkonzentration erreicht und verschatten sich
dadurch gegenseitig. In Versuch 5 ist ebenfalls eine Uberlagerung von Temperatur- und Lichteffekten
zu sehen (vgl. Abb. 19). Durch die hohere Temperatur in den Testrohrchen sinkt der Anteil der FA 18:3
in der ersten Stunde. Nach 3 h tritt dagegen eine Erhohung des Anteils durch die hohe

Photonenflussdichte (800 pmol m=2 s7?) auf.

5.6 Produktion von Fettsduren in Acutodesmus obliquus

Um eine moglichst hohe Produktion an PUFAs in A. obliquus zu erreichen haben sich in dieser Arbeit
eine hohe Photonenflussdichte (800 umol m=2 s71) und geringe Temperaturen (20 °C) als geeignet
erwiesen. Bei diesen Parametern wurden die hochsten Anteile an PUFAs in den Algen erzielt. Das
Wachstum der Algen ist jedoch bei 20 °C geringer als bei héheren Temperaturen. Es hat sich gezeigt,
dass die Kombination von weiRem Licht, einer hohen Photonenflussdichte (800 pmol m=2s71) und einer
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Temperatur von 30 °C fir ein starkes Wachstum besonders geeignet ist (Steinke 2019). Diese
Kultivierungsbedingungen kdnnten fir die Produktion von PUFAs genutzt werden, da gleichzeitig eine
hohe Biomassenkonzentration und, aufgrund der starken Lichtintensitdt, auch ein hoher Anteil an

PUFAs erreicht werden.

Fur Kultivierungen, die bei einer héheren Biomassenkonzentration (ab 3 g I'!) begonnen werden,
konnte die Nutzung des griinen Spektralbereiches hohere Ausbeuten an PUFAs zeigen als WeiBlicht.
Bei hohen Biomassenkonzentrationen, einer hohen Photonenflussdichte (800 umol m=2s7!) und einer
Temperatur von 30 °C war das Wachstum der Algen unter griinem und weifem Licht gleich stark. Die
Messung der Chlorophyll Fluoreszenz hat auRerdem ergeben, dass das griine Licht von den Algen in
diesem Fall effizienter flr die Photosynthese genutzt wurde als weil3es Licht (Steinke 2019). Dies kann
damit erklart werden, dass griines Licht aufgrund der geringen Absorption tiefer in Kulturen mit hoher
Dichte eindringen kann als starker absorbierte Spektralbereiche. Durch die hohere Eindringtiefe wird
die gleiche Lichtenergie wie bei weiRem Licht auf ein groReres Volumen verteilt und kann dadurch
effizienter von den Algen genutzt werden (Ooms et al. 2017). Da sich zwischen griinem und weiBem
Licht kein signifikanter Unterschied in der Fettsdurezusammensetzung ergeben hat, waren auch diese
Kultvierungsbedingungen geeignet fir die Produktion von PUFAs. Ein Hybridsystem aus
Photobioreaktor und Photovoltaik sollte so konstruiert werden, dass den Algen ein Lichtspektrum zur
Verfligung steht, das den griinen Spektralbereich enthalt. Durch die Bestrahlung mit grinem Licht
werden hohere Anteile an PUFAs in den Algen erreicht als mit rotem Licht und ein starkeres Wachstum

als mit blauem Licht (Steinke 2019).

Die Kultivierung unter rotem Licht hat verglichen mit den anderen Lichtspektren einen besonders
hohen Anteil an SFAs und MUFAs in den Algen gezeigt. Fir die Produktion dieser Fettsdauregruppen
wadre den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge eine Kultivierung bei rotem Licht mit geringer
Photonenflussdichte (120 umol m=2 s7) und einer hohen Temperatur (35°C) geeignet. Beziiglich des
Wachstums hat die Bestrahlung mit rotem Licht ein starkeres Wachstum und eine hdhere
photosynthetische Effizienz der Algen als bei grinem oder blauem Licht gezeigt. Eine geringe
Lichtintensitat und eine Temperatur von 35 °C verringern jedoch das Wachstum der Algen (Steinke

2019).
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6 Fazit

Es hat sich fir Temperatur, Lichtspektrum wund Lichtintensitdit ein Einfluss auf die
Fettsdurezusammensetzung in A. obliquus gezeigt. Die Hypothesen 1 und 3 konnten durch die
Ergebnisse bestatigt werden. Der Sattigungsgrad der Fettsduren in den Algen ist mit steigender
Temperatur angestiegen, da grofSere Anteile an SFAs und MUFAs zu beobachten waren, wahrend die
Anteile an PUFAs gesunken sind. Bezlglich der Lichtspektren hat rotes Licht im Vergleich mit weiem,
grinem und blauem Licht signifikante Unterschiede in der Fettsdaurezusammensetzung der Algen
ergeben. In den Zellen waren geringere Anteile der hoch ungesattigten FAs und grofRere Anteile der
leicht ungesattigten FAs enthalten. Die zweite Hypothese zum Einfluss der Lichtintensitat konnte durch
die Versuche nicht bestatigt werden. Entgegen der Beobachtungen in anderen Studien hat sich der
Sattigungsgrad der FAs mit steigender Lichtintensitat verringert. Dies kann dadurch erklart werden,
dass in bisherigen Studien andere Lichtquellen und andere Lichtintensitaten fir die Bestrahlung der
Algen genutzt wurden als in diesen Versuchen. Da den Zellen somit unterschiedliche Lichtspektren und

Bestrahlungsstarken zur Verfligung standen, sind die Ergebnisse schwer vergleichbar.

Die Kultivierungsparameter Temperatur und Licht haben sowohl einen Einfluss auf das Wachstum als
auch den Fettsduremetabolismus in A. obliquus gezeigt. Flr die Produktion von PUFAs, die in der
Nahrungsmittelindustrie eingesetzt werden kdnnen, haben sich eine hohe Lichtintensitat und eine
Temperatur von 20 - 30 °C als geeignet erwiesen. Ein hoher Anteil an SFAs, die fir die Herstellung von
Biodiesel genutzt werden kénnen, hat sich bei einer geringen Lichtintensitat, einer Temperatur von

35 °C und der Bestrahlung mit rotem Licht ergeben.
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9 Anhang

9.1 Photonenflussdichten
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Abbildung 23: Mittlere Photonenflussdichten fiir jedes Testréhrchen und jeden Versuch in umol m2 s, gemessen hinter den
optischen Filterfolien in der Kultivierungseinheit.

9.2 Transmissionsspektren der Filterfolien
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Abbildung 24: Herstellerangaben zu den Transmissionsspektren der optischen Filterfolien. Es ist die Transmission in % gegen
die Wellenldnge aufgetragen. a) rote Folie b) griine Folie c) blaue Folie
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9.3 Fettsdureprofile

9.3.1 Versuch 1 (30 °C, 120 umol m?s?)
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Abbildung 25: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit rotem Licht in
Versuch 1 (30 °C, 120 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 26: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit griinem Licht in
Versuch 1 (30 °C, 120 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.
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30°C_120 pmol m2s? blau
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Abbildung 27: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit blauem Licht in
Versuch 1 (30 °C, 120 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (ber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 28: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 1 (30 °C, 120 umol m2 s?)
nach 72 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weif3, r: rot, g: griin, b: blau,).
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9.3.2 Versuch 2 (30 °C, 480 umol m* s?)
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Abbildung 29: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit griinem Licht in

Versuch 2 (30 °C, 480 umol m=2 s-1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 30: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit blauem Licht in

Versuch 2 (30 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.
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9.3.3 Versuch 3 (20 °C, 480 umol m*? s?)
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Abbildung 31: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit weilem Licht in
Versuch 3 (20 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 32: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit rotem Licht in
Versuch 3 (20 °C, 480 umol m2 s'). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 33: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit blauem Licht in
Versuch 3 (20 °C, 480 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 34: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 3 (20 °C, 480 umol m- s?)
nach 72 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weif3, r: rot, g: griin, b: blau,).
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9.3.4 Versuch 4 (35 °C, 480 umol m? s?)
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Abbildung 35: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit weilem Licht in
Versuch 4 (35 °C, 480 umol m2 s-1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 36: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit rotem Licht in
Versuch 4 (35 °C, 480 umol m2 s'1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 37: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit blauem Licht in
Versuch 4 (35 °C, 480 umol m2 s-1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 38: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 4 (35 °C, 480 umol m- s?)
nach 72 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weif3, r: rot, g: griin, b: blau,).
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9.3.5 Versuch 5 (30 °C, 800 umol m* s?)
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Abbildung 39: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit weiRem Licht in
Versuch 5 (30 °C, 800 umol m2 s1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 40: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus bei Bestrahlung mit blauem Licht in
Versuch 5 (30 °C, 800 umol m2 s'1). Es ist der Verlauf der Fettsdureanteile (iber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 41: Abbildung 42: Prozentuale Anteile der einzelnen Fettsduren in Acutodesmus obliquus fiir Versuch 5 (30 °C, 800
umol m=2s) nach 72 h fiir die verschiedenen Spektralbereiche (w: weifs, r: rot, g: griin, b: blau)

9.4 p-Werte und Prifgrofien

Tabelle 3: p-Werte und PriifgréfSen fiir den Einfluss der Temperatur auf die Anteile der einzelnen Fettséuren. Alle
Werte < 0,05 sind rot hervorgehoben

Temperatur 20 vs. 30 20vs. 35 30vs. 35 Gesamt PriifgroBRe
16:0 0.7843 0.6864 0.0013 0.009217 93.734
16:1 0.027 0.089 0.027 0.007364  98.224
16:2 0.67 9.8e-09 <2e-16 2.2e-16 76.661
16:3 1.1e-08 0.00012 0.27229 5,66E-05 176.705
16:4 0.08438 1.1e-05 0.00021 2,39E-03 135.377
18:0 0.06998 0.00067 0.13254 0.005793  10.302
18:1 0.1582 0.0053 0.0436 0.008980  47.896
18:2 0.41 1.2e-05 1.9e-14 8,12E-10 55.68
18:3 0.2152 0.0003 0.0014 7,64E-02 97.943
18:4 0.3093 0.0016 5.7e-06 8.69e-06 23.307

Tabelle 4: p-Werte und Priifgréf3en fiir den Einfluss der Photonenflussdichte auf die Anteile der einzelnen Fettsduren. Alle
Werte < 0,05 sind rot hervorgehoben.

Photonenfluss |120vs. 480 120vs. 8300 480vs. 800 Gesamt PriifgroRe
16:0 4.9e-06 0.0915 0.0035 1,39E-03 26.978
16:1 0.11 0.77 1.3e-07 4,09E-03 24.812
16:2 3.4e-06 0.0011 0.3155 0.0006424 17.202
16:3 n.s. n.s. n.s. 0.78621 0.2407
16:4 2.8e-08 7.3e-05 0.44 1,23E-05 193.985
18:0 6.4e-06 0.00064 0.42754 8,85E-03 23.271
18:1 0.5456 0.0092 0.0097 0.007145  50.259
18:2 7.8e-08 1.7e-06 0.091 0.002182 14.61
18:3 4.8e-05 0.2387 0.0078 7,09E-03 123.509
18:4 0.36 2.8e-13 <2e-16 2.2e-16 78.522
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Tabelle 5: p-Werte und PriifgréfSen fiir den Einfluss des Lichtspektrums auf die Anteile der einzelnen Fettséuren. Alle

Werte < 0,05 sind rot hervorgehoben.

Farbe gvs.b bvs.r gvs.r bvs.w gVs. W rvs.w Gesamt Priifgroe
16:0 0,99 0,99 0,99 0,82 0,82 0,82 0.7099 13.815
16:1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0.0629 73.008
16:2 0.8055 0.0029 0.0029 0.8055 0.8055 0.0016 0.0006424 17.202
16:3 0.426 0.014 0.094 0.952 0.462 0.016 0.03252 20.622
16:4 0.7214 0.0250 0.0095 0.7171 0.4723 0.0597 0.02219 32.509
18:0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0.9227 0.48242
18:1 0.76 8.0e-07 1.8e-07 097 0.79 6.6e-07  1,43E-05  140.339
18:2 0.3786 0.0137 0.0044 0.6917 0.5884 0.0107 0.002182 14.61
18:3 0.975 0.025 0.027 0.992 0.967 0.025 0.03885 28.274
18:4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0.4588 25.926
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