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Einleitung 1

1 Einleitung

Seit etwa 200 Jahren beschéftigt die Wissenschaft das Phanomen des Klimawandels. Jean Baptiste
Fourier dokumentierte schon 1824 wie sich das Klima durch Spurengase in der Atmosphére
erwarmt. Dieser Anstieg ist hauptséchlich auf eine Zunahme des CO»-Gehaltes in der Atmosphére
zuriickzufiihren, wie der Physiker John Tyndall und der schwedische Nobelpreistrager Svante
Arrhenius Mitte bis Ende des 19. Jahrhunderts zeigten (Rahmstorf und Schellnhuber 2007). Auch
aktuell werden — bedingt durch eine standig wachsende Bevolkerung — fossile Ressourcen nicht nur
knapp, sondern durch deren Verbrennung und Umsetzung vermehrt CO, in die Atmosphére
freigesetzt. Dies stellt eine der wesentlichen Motivationen dar, neue und nachhaltige Ressourcen zu
konstituieren, welche vollstdndig energetisch und stofflich verwertet werden kénnen.

Ein vielversprechender Ansatz liegt in der Nutzung von Mikroalgen, welche in der Lage sind, durch
Photosynthese CO; aus der Umgebung zu fixieren (Chiu et al. 2008; Karube et al. 1992). Die Idee
der Massenproduktion von Mikroalgen entwickelte sich in den frithen 1940er Jahren. Anfang der
50er Jahre intensivierten sich die Arbeiten, wobei Algenbiomasse zunéchst fir Ernahrungszwecke
eingesetzt wurde. Sie wurde als Proteinquelle verwendet und diente als Rohstoff fiir Anwendungen
in der chemische Industrie (Burlew 1953). Gerade in der heutigen Zeit gewinnt zunehmend die
Herstellung von Kraftstoffen aus erneuerbaren Ressourcen mehr und mehr an Bedeutung. Speziell
im Hinblick auf die Luftfahrtindustrie kann fir das Jahr 2020 von einem Kraftstoffbedarf von
insgesamt 400 Millionen Tonnen ausgegangen werden. Daneben verstérken steigende Rohélpreise
und strenger werdende Umweltgesetzgebungen die Bestrebungen, alternative Strategien fur die
Biokraftstoffherstellung zu entwickeln (Greenwell et al. 2010; Li et al. 2008). Schon 1953 war der
Chemiker Burlew davon uberzeugt, dass Mikroalgen als Quelle zur Energiegewinnung eingesetzt
werden konnen. Mikroalgen sind in der Lage, hocheffizient Sonnenlicht und Kohlenstoffdioxid zur
Produktion von Biomasse zu nutzen. Sie stehen nicht in Konkurrenz zur Nahrungsmittelherstellung
und benétigen daruber hinaus geringere Anbaufldchen bei héherer Produktivitat im Vergleich zu
herkémmlichen Nutzpflanzen (Hannon et al. 2010). Ein weiterer Vorteil liegt in der Méglichkeit,
Mikroalgen das ganze Jahr Uber zu kultivieren, wobei nur geringe Anforderungen an das Land
bestehen und Brackwasser fiir die Biomassebildung verwendet werden kann (Quinn et al. 2011).
Ihre Verdoppelungszeit von sechs bis zwolf Stunden l&sst eine schnelle Biomassegewinnung zu,
wobei wertvolle Nebenprodukte entstehen, welche industriell genutzt werden kdnnen (Brennan und
Owende 2010). Diese Vorziige machen die Mikroalgenkultivierung zu einem wichtigen Werkzeug
fiir nachhaltige Anwendungen. Grundvoraussetzung ist dabei stets eine ausreichende Verfligbarkeit
von Algenbiomasse. In diesem Zusammenhang manifestiert sich die aufkommende Notwendigkeit
definierter Produktionsprozesse fir eine effiziente und industriell relevante Herstellung von

Algenbiomasse.



2 Problemstellung und Zielsetzung

2 Problemstellung und Zielsetzung

Licht und Kohlenstoffdioxid sind in der Atmosphére unbegrenzt verfugbar. Dies hebt den
Photosynthese-betreibenden Organismus Mikroalge als eine interessante primare Biomassequelle
hervor (Ho et al. 2010; Morais und Vieira Costa 2007; Yoo et al. 2010; Yang und Gao 2003).
Potentielle  Anwendungen sind in der kosmetischen, der chemischen oder der
Nahrungsmittelindustrie (Kim 2015) zu finden. Darlber hinaus konnen Mikroalgen fir
energetische Zwecke eingesetzt werden.

Ein Beispiel flir einen vielversprechenden Produktionsstamm ist die Griinalgengattung
Scenedesmus (Qin et al. 2008). Scenedesmus spec. werden im Allgemeinen als schnell wachsende
und robuste Mikroalgen charakterisiert (Sdnchez et al. 2008; Orosa et al. 2000). Unter
Mangelbedingungen ist der phototrophe Organismus in der Lage, intrazellular Produkte wie Lipide
und Kohlenhydrate oder Sekundarmetabolite wie Karotinoide zu synthetisieren (Allard und
Templier 2000; Ho et al. 2010; Kim et al. 2007). Dies macht den Mikroorganismus fir vielfaltige
industrielle Applikationen attraktiv. So weisen auch Scenedesmus obtusiusculus (Neuisolat aus der
Ostsee) und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 unter einer Vielzahl an Scenedesmus spec. ein
interessantes intrazellulares Produktspektrum auf (Schulze et al. 2016). Dariiber hinaus sind die
beiden Mikroalgenstdimme allerdings weitestgehend unerforscht. Aus diesem Grund wurden die
beiden Griunalgenspezies fiir eine detaillierte reaktionstechnische Charakterisierung im Rahmen

dieser Forschungsarbeit ausgewahlt.

Herstellungsprozesse mit Mikroalgen werden oftmals in Blasensdulenreaktoren mit integriertem
Umlauf durchgefiihrt (Bechet et al. 2013; Zhang et al. 2015). Der Leistungseintrag erfolgt hierbei
durch Begasung des Reaktionsraumes vom Boden des Reaktors (gas-lift-Reaktoren). Eine spezielle
Form dieses Reaktortyps ist der Flachplattenphotobioreaktor. Der Reaktionsraum wird hier von
zwei lichtdurchldssigen Platten (meist Glas) mit definiertem Abstand begrenzt. Da
Flachplattenphotobioreaktoren vielfach fur Mikroalgenproduktionsprozesse sowohl im industriell
relevanten als auch im LabormaBstab Anwendung finden (Bergmann et al. 2013; Breuer et al.
2013), wurde dieser Reaktortyp fur die reaktionstechnische Charakterisierung von Scenedesmus
obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 51.80 gewahlt. Eine kiinstliche LED-Beleuchtung
gestattet es hierbei, den Lichteintrag definiert zu verandern und somit Reaktionsbedingungen fir

eine geeignete Prozessfiihrung zu identifizieren.

Eine Herausforderung bei der Nutzung von Mikroalgen ist, dass die Produkte in der Regel zellintern
vorliegen (Krienitz und Wirth 2006; Qin et al. 2008). Fir die Herstellung von Produkten muss daher

ein geeignetes Verfahren zur Massenproduktion der nutzbaren Mikroalgenbiomasse vorliegen, um
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die hochste Biomassebildung zu erzielen. Die Beschreibung der Lichtkinetik stellt dabei einen der
Hauptaspekte phototropher Produktionsprozesse dar (Aiba 1982; Andrews 1968).

Um die Reaktionskinetik des lichtabhdngigen Zellwachstums in Flachplattenphotobioreaktoren
untersuchen zu kénnen, mussen zunéchst geeignete Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur, Licht)
identifiziert werden, die ein schnelles Zellwachstum im Satzverfahren im Labormalistab
ermoglichen. Da diese fir jeden Mikroalgenstamm individuell und fir Scenedesmus obtusiusculus
und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 noch nicht beschrieben sind, ist die reaktionstechnische
Untersuchung des Wachstums der ausgewéhlten Scenedesmus spec. im Labormalistab (2 L) sowie
die Identifikation dafiir geeigneter Reaktionsbedingungen ein Ziel dieser Arbeit.

Ein hdufig in der Literatur beschriebenes Problem stellt dabei die Lichtverfugbarkeit im
Reaktionsraum dar (Acién Fernandez et al. 1997; Cornet et al. 1994). Diese ist hauptsachlich von
der Reaktorschichtdicke (Lichteindringtiefe), den optischen Eigenschaften der Mikroalgen
(Lichtabsorption und -streuung) sowie der Zelldichte und den Strdmungsverhaltnissen im Reaktor
(gegenseitige Beschattung und Durchmischung) abhéangig (Cornet et al. 1992b; Li et al. 2015;
Soeder 1971). Licht ist daher in vielen Massenkultivierungssystemen fur Mikroalgen nicht
homogen im Reaktor verteilt, weshalb sich die Lichtabschwédchung im Reaktor nur schwer
vorhersagen lasst (Choi et al. 2003; Soeder 1971; Yun und Park 2003). Mehrere Studien
beschéftigten sich deswegen mit der mathematischen Beschreibung der Lichtabschwéachung in
Photobioreaktoren (Cornet et al. 1992a; Lee et al. 1987; Rabe und Benoit 1962; Yun und Park
2003). Ziel dieser Arbeit ist es, aus diesen zur Verfligung stehenden Modellansétzen ein geeignetes
Modell zur Beschreibung der speziesspezifischen Lichtabschwédchung im Flachplatten-
photobioreaktor fur die gewéhlten Scenedesmus spec. zu identifizieren.

Ausgehend von dem gewdhlten Modell ist eine weitere Zielsetzung, mittlere integrale
Photonenflussdichten fur die Analyse der lichtabhdngigen Reaktionskinetik abzuschétzen. Diese
kdnnen verwendet werden, um den Zusammenhang zwischen dem phototrophen Metabolismus, oft
in Form der zellspezifischen Wachstumsrate p, und der Lichtverfugbarkeit im Reaktor
modellgestitzt zu analysieren (Lichtantwortkurve). Auch hierflir stehen verschiedene kinetische
Wachstumsmodelle fur eine mathematische Beschreibung dieses Zusammenhangs zur Verfiigung
(Andrews 1968; Camacho Rubio et al. 2003; Steele 1965). Ziel dieser Arbeit ist es, daraus ein
geeignetes kinetisches Modell zu identifizieren, welches das Wachstum von Scenedesmus
obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 am besten beschreiben kann. Im
Wesentlichen sollen hierbei die kinetischen Parameter pmax (maximale Wachstumsrate), K|
(Lichtinhibierungskonstante) und Ks (Lichtsattigungskonstante) identifiziert werden. Anhand derer
lasst sich das Zellwachstum der gewahlten Scenedesmus spec. eindeutig charakterisieren und der

Einfluss von Licht auf das Mikroalgenwachstum aufzeigen.
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Eine Mdglichkeit, die Reaktionskinetik anschliefend zu nutzen, ist die Anwendung eines
Lichtprofils, bei dem die Eingangsphotonenflussdichte mit steigender Biomassekonzentration im
Reaktor erhéht wird. Damit kann der Einfluss einer dynamischen Lichteinstrahlung im Vergleich
zu einer konstanten Lichteinstrahlung auf die Biomasseherstellung im Flachplattenphotobioreaktor

untersucht werden.

Ein weiterer Aspekt der Nutzbarmachung von Algenbiomasse ist die Ubertragung schneller
Biomasseproduktionsprozesse ausgehend dem Labormalistab in einen technisch relevanten
Mal3stab. Dies ist fir Scenedesmus obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 noch
nicht beschrieben. Ausgehend von den wahrend der reaktionstechnischen Charakterisierung der
gewahlten Scenedesmus spec. identifizierten Prozessbedingungen fur eine schnelle
Biomasseproduktion im LabormalRistab ist die Untersuchung der Skalierung der Prozesse in den
Pilotmal3stab (300 L) daher eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit. Ein Vergleich der Prozesse unter
gleichen Reaktionsbedingungen im Labor- und Pilotmalstab gestattet es, die Durchfiihrbarkeit der
MaRstabsvergréfRerung zu untersuchen und die Skalierbarkeit abschlielend zu bewerten. Ein
wesentlicher Aspekt hierbei ist die Biomasseproduktivitat, welche Aufschluss darlber geben kann,

ob mit den gewéhlten Scenedesmus spec. eine Biomasseproduktion im Pilotmal3stab sinnvoll ist.

Ausgehend von der beschriebenen Problemstellung und Zielsetzung sollen daher folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:

= Reaktionstechnische Charakterisierung zweier Scenedesmus spec. zur ldentifikation
geeigneter Prozessbedingungen fir die Biomasseproduktion im Labormafstab
e Charakterisierung des pH-abhangigen Wachstums
e Charakterisierung des Temperaturabhangigen Wachstums

e Charakterisierung des Lichtabhangigen Wachstums

= Modell-basierte Beschreibung des Lichttransfers im Flachplattenphotobioreaktor
e Auswahl mdglicher Lichtabschwéchungsmodelle
e Abschatzung mittlerer integraler Photonenflussdichten im Bereich des
exponentiellen Wachstums unter Beriicksichtigung der Reaktorschichtdicke sowie

der Biomassekonzentration im Reaktor

= Detaillierte Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhédngigen Wachstums zweier
Scenedesmus spec. im Flachplattenphotobioreaktor
e Modellierung des lichtabhédngigen Wachstums unter  Beriicksichtigung

photoinhibitorischer Einfllsse
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e Modellgestutzte Bestimmung und Interpretation von kinetischen Parametern
e Anwendung eines Lichtprofils in Abhdngigkeit der Biomassekonzentration im
Reaktor

= Ubertragung eines Laborprozesses zur Massenproduktion von Algenbiomasse mit
verschiedenen Scenedesmus spec.
e Charakterisierung der Mal3stabsvergroRerung in den Pilotmalstab

¢ Realisierung eines Biomasseproduktionsprozesses im Pilotmafstab
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Mikroalgen

Algen sind Organismen des Pflanzenreichs, welche keine Wurzeln, Stdamme oder Blatter
ausdifferenzieren. Sie gehtren somit zu den Thallophyten und tragen Chlorophyll a als priméres
photosynthetisches Pigment (Lee 2008). Neben multizelluldren Makroalgen, welche bis zu mehrere
Meter lang werden kdnnen, existiert eine Vielzahl an ein- oder mehrzelligen Mikroalgen, welche
nur wenige Mikrometer gro3 sind. Im Folgenden werden die grundlegenden Merkmale und
Eigenschaften dieser phototrophen Mikroorganismen genauer beschrieben.

3.1.1 Allgemeine Eigenschaften und Merkmale von Mikroalgen

Mikroalgen stellen eine der wichtigsten primaren Biomassequellen dar. Die Mdglichkeit, sie fur
kosmetische und chemische Anwendungen oder als Nahrungsmittel einzusetzen, unterstreicht ihr
Potential fir die kommerzielle Nutzung und macht sie zu einem interessanten Gegenstand der
aktuellen Forschung (Kim 2015). Pro Hektar Anbauflache produzieren Mikroalgen ftiinfmal mehr
Biomasse im Vergleich zu herkdbmmlichen Nutzpflanzen (Posten und Walter 2012b). Dabei kénnen
unfruchtbare Bodenflachen sowie Abwasser oder Brackwasser fir ihre Kultivierung verwendet
werden. Ihre Eigenschaft, intrazellular mehr als 50 % Lipide akkumulieren oder andere hochwertige
Stoffe produzieren zu kénnen, macht sie zusatzlich fiir eine energetische oder chemische Nutzung
attraktiv.

Mikroalgen kommen hauptséchlich in wassriger Umgebung vor. Sie wachsen sowohl in Stlwasser
als auch in Salz- oder Brackwasser. Dartiber hinaus kénnen sie in Lebensrdumen wie heil3en
Quellen, trockenen Boden, auf Pflanzen, Felsen oder im Eis tUberleben (Borowitzka 2007; Lee
2008). Bedingt durch diese hohe Variabilitat ist die Biodiversitat von Mikroalgen erheblich. Unter
den eukaryotischen Gruppen werden etwa 30 taxonomische Klassen unterschieden. Insgesamt wird
die Zahl an Algenspezies auf etwa 200.000 geschétzt, wovon bisher weniger als 60.000 beschrieben
sind (Posten und Walter 2012a). Ihre stammesgeschichtliche Entwicklung ist im Allgemeinen stark
umstritten. Die Theorie Uber die Entstehung von Plastiden basiert meist auf der Hypothese der
primaren Endosymbiose, bei der eine Aufnahme einer kokkoiden Bakterienzelle durch eine nicht
phototrophe eukaryotische Zelle angenommen wird. Da einige Mikroalgen Plastide mit mehreren
Membranen tragen, wird darliber hinaus eine sekunddre Endosymbiose bereits existierender
Algenzellen fir wahrscheinlich gehalten (Bhattacharya 1997). Bezlglich ihrer Morphologie sind
zahlreiche Erscheinungsformen von Mikroalgenzellen beschrieben. Es existieren einzellige oder
mehrzellige Spezies, welche ein bis mehrere Flagellen zur Fortbewegung ausgepragt haben oder
keine Motilitat aufweisen. Neben nackten und Zellwand tragenden Zellen gibt es eingebettete

Zellen, welche von Kieselséure, proteindsen oder organischen Platten sowie von kalkhaltigen
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Schuppen umgeben sind (Berner 1993; Borowitzka 2007). Intrazellulér sind neben einem Zellkern
(Eukaryoten) verschiedene Organelle wie Vakuolen, Chloroplasten, Pyrenoide, Golgi-Apparat,
Pigmente und andere Ultrastrukturen enthalten. Diese befinden sich im Zytoplasma, welches von
einer dunnen Membran umfasst wird. Wahrend des zelluldren Reproduktionszyklus nimmt eine
Zelle an GroRe zu und vervielfacht die Komponenten (DNA, Organelle etc.), welche anschlieRend
auf die Tochterzellen verteilt werden. Diese Phase wird als Interphase bezeichnet. Neben der
Interphase durchlaufen eukaryotische Zellen eine zweite Phase, die Mitose, in der die Teilung des
Zellkerns erfolgt. In der Regel wird die ZellgroRe wahrend des Zellzyklus verdoppelt, bevor sich
die Zelle in zwei Tochterzellen teilt (Richmond und Hu 2004). Das Wachstum wird bei Mikroalgen
hormonell gesteuert. Die Fortpflanzung kann sowohl vegetativ als auch asexuell (Sporen) oder
sexuell (Gameten) stattfinden (Sharma 1986). Im Allgemeinen wird bei Mikroalgen zwischen
phototrophem und heterotrophem Wachstum, oder einer Kombination aus beiden Formen
(mixotrophes Wachstum) unterschieden. Die meisten Mikroalgenspezies wachsen phototroph und
nutzen Licht und Kohlenstoffdioxid fiir ihre Energiegewinnung. Bei heterotrophen Prozessen
wachsen Algenzellen auch im Dunkeln, wobei ihre Energie vollstandig aus organischem
Kohlenstoff bezogen wird (Alkhamis und Qin 2013; Lee 2001; Perez-Garcia et al. 2011).

3.1.2 Klassifizierung von Mikroalgen

Eine Klassifizierung von Mikroalgen kann nach einer Vielzahl verschiedener Merkmale erfolgen.
Im Allgemeinen werden Mikroalgen in die zwei grundlegenden Zelltypen Prokaryoten und
Eukaryoten gegliedert. Eukaryoten besitzen membrangebundene Organellen wie Plastide,
Mitochondrien, Zellkern, Golgi-Apparat und Flagellen, welche in prokaryotischen Zellen fehlen.
Eukaryotische Zellen haben dariiber hinaus eine sehr heterogene Auspragung in den Merkmalen.
So konnen verschiedene Eigenschaften wie Beweglichkeit oder Reproduktion sowie der Aufbau
der Zellwand stark variieren (Borowitzka 2007). Unterschiede im Lebenszyklus, in der
Ultrastruktur oder in der biochemischen Zusammensetzung von Speicherstoffen und anderen
Zellbestandteilen werden oft fur eine Einteilung in Untergruppen herangezogen. Meist erfolgt eine
Unterscheidung aufgrund der Pigmentierung, also der Farbgebung der Alge. Zu den wichtigsten
Algengruppen zéhlen die Eukaryoten Bacillophyta (Diatomeen), Prymnesiophyta/Haptophyta,
Eustigmatophyta, Chlorophyta (Griinalgen) sowie die Prokaryoten Cyanophyta (Blaugriinalgen).
Die biologischen Eigenschaften der Cyanophyta und Chlorophyta sind stellvertreten flir den

prokaroytischen und eukaryotischen Mikroalgenzelltyp im Folgenden genauer beschrieben.

Cyanophyta (Blaugrinalgen). Blaugriinalgen sind photoautotrophe Mikroorganismen, welche in
unterschiedlichsten Habitaten von Meerwasser tber SuBwasser bis hin zu trockenen und felsigen
Lebensrdumen zu finden sind. Sie z&hlen zu den prokaryotischen Mikroalgen und werden auch als

Cyanobakterien bezeichnet. Dies l&sst sich unter anderem auf ihre Zelleigenschaften zurlickfihren,
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welche den charakteristischen Merkmalen gramnegativer Bakterien &hneln. Die Zellwand ist dabei
oftmals von einer gelartigen Membran aus Polysacchariden umgeben. Manche Formen enthalten
gasgefillte Vakuolen oder filamentdse Auspragungen, welche ein Treiben beziehungsweise Gleiten
im Wasser ermdglichen. Die Farbgebung von Blaugrinalgen ist auf die Pigmente Phycocyanin und
Phycoerithrin zurlickzufuhren, welche meist das Hauptpigment Chlorophyll a uberdecken. Ihre
ZellgroRe kann bis zu 30 um betragen, wobei Zellen einzeln oder in Kolonien vorliegen kénnen.
Die bei der Photosynthese gewonnene Energie wird iiberwiegend in Form von a-1,4-glykosidisch
verknlpftem Glykogen gespeichert. Eine Reproduktion erfolgt sowohl durch Sprossung als auch
durch Zellteilung (Andersen 2005; Lee 2008; Richmond und Hu 2004).

Chlorophyta (Grunalgen). Grinalgen sind phototrophe Mikroorganismen mit einer hohen
morphologischen Variabilitat. Sie kommen Uberwiegend in SuBwasserhabitaten vor, wobei auch
marine oder terrestrische Lebensrdume nicht ausgeschlossen sind. Es existieren etwa 6.000
verschiedene Grunalgenspezies, welche unizellular oder als Kolonie sowie in kokkoider oder
filamentdser Form vorliegen kénnen. Grinalgen sind den héheren Pflanzen sehr dhnlich. Sie
besitzen Chloroplasten mit gestapelten Thylakoiden, welche die Pigmente Chlorophyll a und b
enthalten. Diese sind verantwortlich flr die Grinfarbung des Mikroorganismus. Neben den beiden
Hauptpigmenten bilden Griinalgen auBerhalb der Chloroplasten unter anderem Karotinoide, welche
die Zellen vor allem in Stresssituationen orange oder rot farben. Da die Chloroplasten Uber eine
Doppelmembran verfuigen, wird eine Aufnahme Gber direkte Endosymbiose von Cyanobakterien
vermutet. Im Gegensatz zu anderen Mikroalgengruppen wird die bei der Photosynthese gewonnene
Energie bei Griinalgen nicht im Zytoplasma sondern innerhalb der Chloroplasten in Form von
Starke gespeichert. Diese besteht (iberwiegend aus den Bestandteilen Amylose und Amylopektin
(0-1,4-glykosidisch verknipft). Im Allgemeinen sind Griinalgen relativ robuste Mikroorganismen.
Sie sind von einer Cellulose haltigen Zellwand umgeben, in der oft weitere stabilisierende
Strukturen wie Chitin oder Sporopollein eingelagert sind. Ihre Reproduktion erfolgt meist vegetativ
durch Zellteilung (Andersen 2005; AquaFuels 2009; Lee 2008; Richmond und Hu 2004).

3.1.3 Scenedesmus spec.

Mikroalgen der Gattung Scenedesmus werden der Gruppe der Griinalgen zugeordnet. Es handelt
sich dabei um einen einzelligen Organismus mit einer Grol3e von bis zu 30 um, welcher als einzelne
Zelle oder in Form von Kolonien vorliegen kann. Seine Form ist naviculoid (bootférmig) bis oval
und oft mit einem oder mehreren Stacheln versehen (Schiemer 1983). Die Fortpflanzung erfolgt in
den meisten Fallen vegetativ. Aber auch eine (a)sexuelle Reproduktion ist méglich wie Cepak und
Pribyl (2006) beschreiben. Bei beweglichen Scenedesmus Spezies ist die Motilitat oftmals durch
die Ausbildungen zweier Flagellen gegeben (Buchheim et al. 2001). Im Allgemeinen sind

Scenedesmus spec. schnell wachsende und robuste Mikroalgen (Ho et al. 2010; Morais und Vieira
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Costa 2007; Yang und Gao 2003; Yoo et al. 2010). Viele Spezies haben mesophile Eigenschaften,
sind aber auch in extremen Habitaten tberlebensféhig und tolerant gegentiber hohen Temperaturen
und Bestrahlungsstarken (Sanchez et al. 2008; Orosa et al. 2000). Auch unter Mangelbedingungen
kann der Organismus wachsen, wobei fiir gewohnlich eine schnelle metabolische Antwort auf
Anderungen der Umgebungsbedingungen zu beobachten ist (Dean et al. 2010). Unter solchen
limitierten Bedingungen sind die Zellen in der Lage, intrazellular hohe Mengen an Lipiden und
Kohlenhydraten oder an Sekunddrmetaboliten wie Karotinoiden zu synthetisieren. Diese
Eigenschaft macht Scenedesmus spec. fur verschiedene industrielle Anwendungen attraktiv. So
kdnnen Zellen bis zu 73 % (w/w) Lipide akkumulieren (Matsunaga et al. 2009). Diese bestehen
tberwiegend aus den geséttigten C16- und C18-Fettsauren Palmitin- und Stearinsaure (Allard und
Templier 2000; Ho et al. 2010; Krienitz und Wirth 2006), welche fir die Produktion von
Biokraftstoffen verwendet werden kénnen (Ho et al. 2010; Jena et al. 2012; Prabakaran und
Ravindran 2012; Xin et al. 2010). Neben der Lipidsynthese ist die Gattung Scenedesmus bekannt
fiur die Bildung von sekundéren Pflanzenstoffen wie Karotinoide. Karotinoide sind essentielle
Pigmente der Photosynthese in den Chloroplasten. Wahrend der Photomorphogenese wird neben
anderen Komponenten die Menge an Chlorophyll und Karotinoid erhéht, wodurch ein funktioneller
Photosynthese-Apparat entsteht (Lintig et al. 1997). Der Karotinoid-Metabolismus wird dabei
durch Starklicht oder durch eine Nahrstofflimitierung angeregt (Hanagata und Dubinsky 1999). Die
dabei entstehenden Hauptkarotinoide sind die Xanthophylle Astaxanthin, Canthaxanthin und Lutein
(Brown 1987; Forjan Lozano et al. 2007; Kim et al. 2007; Masojidek et al. 1999; Qin et al. 2008).
Da es sich bei diesem Prozess um einen reversiblen Prozess handelt, der Uber die
Reaktionsbedingungen gesteuert werden kann, ist der Einsatz von Scenedesmus fur eine vielseitige
kommerzielle Anwendung attraktiv (Qin et al. 2008). Dariiber hinaus beschreiben Ordég et al.
(2004) eine hohe antimikrobielle Aktivitat der Mikroalge, wodurch eine Anwendung auch in diesem
Bereich moglich ist (Gupta und Shrivastava 1965).

3.1.4 Reaktorsysteme zur Produktion von Mikroalgen

Fur eine industrielle und kommerzielle Anwendung von Mikroalgen ist es unabdingbar, geeignete
Produktionssysteme fur die Herstellung groRer Mengen an Algenbiomasse und somit deren
intrazelluldren Produkte zur Verfiigung zu haben. In der Literatur sind sowohl zur Atmosphére hin
offene als auch geschlossene Reaktorsysteme fiir die Massenproduktion beschrieben (Chini Zittelli
et al. 2000; Janssen et al. 2003; Tredici 2004). Offene Reaktorsysteme weisen den Vorteil auf, dass
sie einfacher und kostenginstiger gebaut und betrieben werden konnen. Die h&ufigsten, flr
kommerzielle Zwecke eingesetzten Formen offener Photobioreaktoren sind flache/geneigte
Systeme sowie sogenannte Raceway ponds mit Becken von bis zu 150.000 m? Flache. Der

Leistungseintrag erfolgt hier in der Regel durch Kreislauffihrung der Algensuspension (Apel und
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Weuster-Botz 2015; Chini Zittelli et al. 2004; Tredici 2004). Neben offenen Reaktorsystemen
kommen dartiber hinaus geschlossene Photobioreaktoren zum Einsatz. Ihr Vorteil liegt im
geringeren Kontaminationsrisiko wahrend des Betriebs. Zudem sind geschlossene Reaktoren
flexibler, da eine speziesspezifische Anpassung durch eine prézise Steuerung und Kontrolle der
biotechnologischen Prozesse maoglich ist (Tredici et al. 2010).

Licht hat neben der Medienzusammensetzung, der CO2-Verfugbarkeit und der Temperatur den
groRten Einfluss auf das Wachstum phototropher Mikroorganismen. Daher ist auf eine geeignete
Konstruktion mit hinreichender Lichtverfligbarkeit im Reaktor zu achten. Hohe Zelldichten fiihren
zu einer gegenseitigen Beschattung phototropher Zellen (Soeder 1971), wodurch eine Anwendung
im industriellen Mal3stab eingeschrénkt ist. Wird der Reaktordurchmesser zu grol} gewéhlt, so steht
den Mikroalgen ab einer gewissen Zelldichte nicht mehr ausreichend Licht zur Verfligung. Daruber
hinaus wird oftmals eine externe, kinstliche Lichtquelle benétigt. Herkdmmliche
Rihrkesselreaktoren, wie sie fir heterotrophe biotechnologische Prozesse verwendet werden
(Chmiel 2011), sind fir phototrophe Kultivierungsprozesse folglich nicht geeignet. Die am
haufigsten fur phototrophe Prozesse eingesetzten geschlossenen Reaktortypen sind
Blasensédulenreaktoren, bei denen der Energieeintrag durch Expansion einer Gasphase im
sogenannten gas-lift-Betrieb erfolgt (aufsteigende Gasblasen vom Boden des Reaktors).
Ublicherweise werden hierfir zylindrische GefaBe (Bechet et al. 2013) oder
Flachplattenphotobioreaktoren mit definierter Schichtdicke (Zhang et al. 2015) verwendet, welche
horizontal, geneigt, vertikal, mehrreihig oder in anderer Form angeordnet sein konnen. Daneben
kommen Rohrreaktoren (Camacho Rubio et al. 1999; Huang und Rorrer 2002; Rorrer und Mullikin
1999) zum Einsatz, bei denen der Energieeintrag durch Kreislauffiihrung der Algensuspension mit
einer Pumpe erfolgt. Um eine Versorgung mit Licht zu gewahrleisten, werden fir die
Reaktionskammern von geschlossenen Photobioreaktoren lichtdurchlassige Materialien wie Glas
oder transparente Kunststoffe verwendet. Die Hauptkriterien fir die Planung von
Photobioreaktoren sind das Oberflachen zu Volumen Verhdltnis, die Orientierung und Neigung
zum Sonnenstand, die Durchmischung und der Stofftransport (gas-flissig), die eingesetzten
Materialien sowie die Temperaturkontrolle (Richmond und Hu 2004; Tredici et al. 2010). Dar(ber
hinaus spielt die Skalierbarkeit der Photobioreaktoren eine wichtige Rolle. Fir
Flachplattenphotobioreaktoren sind Volumina sowohl im Labor-MaBstab (1 L) als auch im
Produktionsmal3stab (4300 L) beschrieben (Bergmann et al. 2013; Breuer et al. 2013). Einen
wesentlichen Aspekt fur die Durchfiihrbarkeit einer Mafstabsvergroflerung stellt dabei die
Lichtverfugbarkeit im Reaktor dar. Der Lichtweg in einer Zellsuspension sollte nicht mehr als 10
cm betragen, um Photorespiration in moglichen Dunkelzonen zu vermeiden (Li et al. 2015). Der
Durchmesser von geschlossenen Geféalien wie Blasensdaulenreaktoren kann demnach nicht beliebig

vergrolRert werden. Bei Rohrreaktoren kann bei hohen Zelldichten zudem das Problem der toxischen
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Sauerstoffakkumulation mit zunehmender Rohrldnge auftreten, da das gebildete Gas im Gegensatz
zu einem Blasenséulenreaktor nicht entweichen kann (Molina et al. 2001). Eine Vergrofierung des
Volumens oder der photosynthetisch aktiven Oberflache wird daher hdufig durch Kaskadierung

mehrerer Einzelmodule realisiert.

3.2 Phototropher Metabolismus

Seit mehr als 200 Jahren ist der biochemische Prozess der Photosynthese bekannt. Er umfasst die
Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie, welche in Form von Biomasse gespeichert
wird. Dabei wird zwischen der anoxygenen und oxygenen Photosynthese unterschieden. Algen
setzen wie Pflanzen oder Cyanobakterien Sauerstoff bei der Photosynthese frei und z&hlen zu den
oxygenen phototrophen Organismen (Fuchs et al. 2007). Die oxygene Photosynthese ist eine
lichtgetriebene Redoxreaktion, bei der Kohlenstoffdioxid (CO.) und Wasser (H20) in
Kohlenhydrate (CH20) und Sauerstoff (O2) umgewandelt werden. Die Reaktion findet in den
Chloroplasten statt und wird in die zwei Phasen Lichtreaktion und Dunkelreaktion unterteilt
(Abbildung 3-1).

2 H,0 Co,
) Lichtreaktion Dunkelreaktion C
0, CH,0O

Abbildung 3-1: Schematischer Uberblick iber die beiden Phasen der oxygenen Photosynthese (nach Masojidek
2013). In der Lichtreaktion wird Licht absorbiert und Wasser (H20) zu Sauerstoff (O) oxidiert.
Die dabei entstehenden Produkte NADPH und ATP werden in der Dunkelreaktion verbraucht,
um Kohlenstoffdioxid (CO2) zu reduzieren und Kohlenhydrate (CH,0) zu synthetisieren.

2 NADPH

3 ATP

In der Lichtreaktion wird Lichtenergie von Pigmentmolekiilen (Chlorophylle) eingefangen und fur
die Oxidation von Wasser verwendet. Dabei werden unter Freisetzung von Sauerstoff die beiden
Produkte NADPH und ATP gebildet. Diese stehen in der Dunkelreaktion fur die Reduktion von
Kohlenstoffdioxid zu Kohlenhydraten zur Verfigung (Masojidek et al. 2013). Etwa 50 % des
weltweiten Sauerstoffaufkommens wird auf diese Art und Weise von marinen Algen unter
Verwertung von Kohlenstoffdioxid gebildet (Posten und Walter 2012b). Die Dunkelreaktion wird

daher auch als CO.-Fixierung bezeichnet.

3.2.1 Chloroplasten, der Ort der Photosynthese
Die Photosynthese findet in speziellen Organellen, den Chloroplasten, statt. Diese besitzen eine

aulere und eine innere Membran, welche den Intermembranraum einschlieRen (Abbildung 3-2).



12 Theoretische Grundlagen

—r Granum aus Thylakoiden

dufsere Membran \

Stroma

Intermembranraum
Stromalamellen

Abbildung 3-2: Schema eines Chloroplasten (nach Nature Education 2010).

Die innere Membran umgibt das Stroma, in dem die Dunkelreaktion ablduft. Die Lichtreaktion
erfolgt in den Membranstrukturen von Thylakoiden, welche im Stroma vorhanden sind. Thylakoide
bestehen aus einer Doppelschicht, in der Proteine eingebettet sind. Diese Proteine formen flache,
scheibenartige Vesikel, welche den Thylakoidraum, das Lumen, einschlielen und in Stapeln
angeordnet sind. Diese Stapel werden Grana genannt. Sie sind ber Stromalamellen miteinander
verbunden (Berg et al. 2007).

Die an der Energieumwandlung beteiligten Hauptkomponenten der Photosynthese sind in der
Thylakoidmembran verankert. Uber sie werden der photosynthetische Elektronentransport und der
Mechanismus der Photosynthese aufrechterhalten. Zu den wichtigsten Bestandteilen gehdren die
Lichtsammelkomplexe oder -antennen (lichtsammelnde Proteine), die Reaktionszentren
(Photosystem | und Photosystem I1), die Elektronentransportkette (Cytochrom b6/f) sowie die ATP-
Synthase (Masojidek et al. 2013). Aufbau und Funktion der Komponenten werden im Folgenden

genauer beschrieben.

3.2.2 Lichtreaktion

In der Lichtreaktion werden durch Spaltung von Wasser unter Freisetzung von Sauerstoff die beiden
Produkte NADPH und ATP generiert. Alle dafir nétigen Vorgange finden in der
Thylakoidmembran statt.

Der erste Schritt der Lichtreaktion ist die Absorption von Licht. Photosynthese-betreibende
Organismen besitzen hierfir Antennensysteme, welche die Lichtenergie zu den Reaktionszentren
leiten. Sie bestehen aus zahlreichen Proteinen und organischen Pigmenten, die an der
Lichtabsorption sowie dem Elektronentransfer beteiligt sind. Dabei wird zwischen den hydrophilen
Phycobilinen, die in Cyanobakterien und Rotalgen vorkommen, und den lipophilen Pigment-
Protein-Komplexen LHC Il und LHC I unterschieden. Die Lichtsammelkomplexe LHC Il und
LHC | enthalten den primdren Photonenrezeptor Chlorophyll a sowie Chlorophyll b und
Karotinoide und sind fir die Absorption von Licht verantwortlich (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Chemische Struktur des Hauptpigments Chlorophyll a (A) sowie der akzessorischen Pigmente
Chlorophyll b (B) und p-Karotin (Karotinoid, C) oxygener phototropher Organismen (hach Berg
et al. 2007). Chlorophyll besteht aus einem Tetrapyrrolring mit einem zentral gebundenen
Magnesiumatom. Eine Phytolgruppe (R) ist Uber eine Esterbindung an das Chlorophyll
gebunden. Chlorophyll b unterscheidet sich von Chlorophyll a durch eine Formyl- (CHO)
anstelle einer Methylgruppe (CH:).

Chlorophyll a ist unter den photosynthetischen Pigmenten der wichtigste Photonenrezeptor,
wahrend es sich bei Chlorophyll b und den Karotinoiden um akzessorische Pigmente handelt. Das
Molekil Chlorophyll a ist ein wesentlicher Bestandteil der Reaktionszentren und besteht aus einem
Tetrapyrrolring mit einem zentralen Magnesiumatom und einem langkettigen, hydrophoben
Alkohol, dem Phytol. Dieser ist iber eine Esterbindung an eine saure Seitengruppe des Chlorophylls
gebunden (Berg et al. 2007). Die Funktionsweise von Chlorophyll a besteht darin, die Energie von
Licht aufzunehmen und Elektronen auf ein héheres Energieniveau anzuregen. Dabei kehrt das
Elektron nicht in den Grundzustand zurlick wie bei den meisten lichtabsorbierenden Verbindungen,
sondern wird auf einen Akzeptor in der N&he des Chlorophylls tbertragen (Ladungstrennung).
Dadurch entsteht ein Reduktionspotential, welches in einer Reihe von chemischen Reaktionen zur
Erzeugung von NADPH und ATP verwendet wird. Die Dichte von Chlorophyll a-Molekdlen im

Reaktionszentrum ist allerdings relativ gering. Dariiber hinaus absorbiert Chlorophyll a nur Licht
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in einem bestimmten Wellenldngenbereich (Abbildung 3-4). Licht des mittleren sichtbaren
Bereichs zwischen 450 und 650 nm wiirde mit Chlorophyll a als einziges photosynthetisches
Pigment nicht eingefangen werden. Daher wir das Hauptpigment durch weitere lichtabsorbierende
Molekiile (Chlorophyll b und Karotinoide) unterstiitzt. Diese umgeben das Reaktionszentrum
vollstdndig und leiten zusétzliche Lichtenergie darauf weiter.

10°

Extinktionskoeffizient, M-! cm™!

400 500 600 700
Wellenlange, nm

Abbildung 3-4: Extinktionsspektren der an der Photosynthese beteiligten Pigmente Chlorophyll a (a) und
Chlorophyll b (b) (nach Berg et. al. 2007).

Chlorophyll b (Abbildung 3-3 B) absorbiert Licht hauptsachlich zwischen 450 und 500 nm und
erhéht damit die Effizienz der Lichtabsorption (Abbildung 3-4). Karotinoide (Abbildung 3-3 C)
absorbieren in einem ahnlichen Wellenldngenbereich zwischen 400 und 550 nm. Neben ihrer
strukturellen und unterstlitzenden Funktion als Energielbertrdger fir die Reaktionszentren
tbernehmen Karotinoide auch eine Schutzfunktion bei zu hohen Bestrahlungsstarken. Sie
unterdriicken schadigende photochemische Reaktionen und bewahren die Zelle vor der Bildung
freier Radikale (Berg et al. 2007; Masojidek et al. 2013; Posten und Walter 2012b).



Theoretische Grundlagen 15

Die an die Absorption anschlieBenden Schritte der Lichtreaktion bestehen in der Freisetzung und
dem Transport von Elektronen zur Bereitstellung des biochemischen Cofaktors NADPH. Der
Elektronenfluss von Wasser zu NADP* wird fiir gewohnlich in einem sogenannten Z-Schema der
Photosynthese zusammengefasst (Abbildung 3-5).

- Photosystem II Photosystem |
_ P700"
21,0 |-
<
. P680° N
5 _
g Ph
5 B I Photon 2 Fd-NADP*-
2 B PQ Fd = Reduktase
E 0 Ph | Cytochrom- —
. . .
o _ oton bf-Komplex oo NADP* NADPH
- P700
— Mn-
1,0 & | Zentrum P680

<
A

2H,0  O,+4H’

(,

Abbildung 3-5: Z-Schema der Photosynthese (nach Berg et. al. 2007). Im Mangan(Mn)-Zentrum werden zwei
Molekile Wasser zu einem Molekil Sauerstoff oxidiert. Die freigesetzten Elektronen fliefen
vom Photosystem [l zum Photosystem | und werden dort von einer Ferredoxin-NADP*-
Reduktase unter Bildung von NADPH Ubertragen. Die endergonische Reaktion wird durch die
Absorption von Licht der Wellenldnge 680 (P680) und 700 nm (P700) angeregt. Der
Elektronentransport erfolgt Gber Phéophytin (Ph), Plastochinon (PQ), Cytochrom-bf-Komplex,
Plastocyanin (Pc), den Elektronenakzeptoren Ao und Az, sowie durch Eisen-Schwefel-Cluster
(4Fe-4S) und Ferredoxin (Fd).

Die an dieser Reaktionskette beteiligten Hauptkomplexe sind die beiden Photosysteme PS | und
PS Il. Es handelt sich dabei um Transmembrankomplexe, die in der Thylakoidmembran verankert
sind. Im Reaktionszentrum des Photosystems | ist ein spezielles Paar von Chlorophyll a-Molekiilen
vorhanden, welches durch Licht mit einer Wellenldnge von maximal 700 nm zur Ladungstrennung
angeregt wird (P700). Uber weitere photochemische Reaktionen (Ao, A1, 4Fe-4S, Fd) entsteht ein
Redoxpotential, das fur die Herstellung von NADPH benétigt wird. Die NADPH-Generierung
erfolgt auf der Stromaseite der Membran und wird von der Ferredoxin-NADP*-Reduktase
katalysiert. Fur diese Reaktion werden Elektronen bendtigt, welche im Photosystem Il durch
Oxidation von Wassermolekiillen erzeugt und Uber eine Elektronentransportkette zum
Photosystem | transportiert werden.

Die Elektronenerzeugung im Photosystem Il erfolgt ebenfalls tber ein spezielles Paar von
Chlorophyll a-Molekilen im Reaktionszentrum. Die Ladungstrennung wird durch Licht der
Wellenldnge 680 nm angeregt (P680). Die dabei freigesetzten Elektronen werden zunéchst auf ein

Phaophytin (Ph) und Uber weitere Transporter (PQ, Cytochrom-bf, Pc) auf das Photosystem |
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Ubertragen. Zur Neutralisierung der nun positiven Ladung des Chlorophyll-Molekiils werden
Elektroden aus der Oxidation von zwei Molekilen Wasser zu einem Molekul Sauerstoff gezogen.
Die Oxidation findet an einem Mangan(Mn)-Zentrum im Photosystem 1 statt.

Hierbei werden darlber hinaus Protonen in das Lumen freigesetzt, wodurch im Thylakoidraum ein
Protoneniiberschuss gegenilber dem Stroma entsteht. Dieser Uberschuss wird durch den
Elektronentransport zwischen Photosystem | und Photosystem Il weiter ausgebaut, indem beim
Transport Uber den Cytochrom-bf-Komplex weitere Protonen aus dem Stroma in den
Thylakoidraum Gberflihrt werden. Der so entstehende Protonengradient wird in einem weiteren

Schritt der Photosynthese flr die Gewinnung von ATP genutzt (siehe auch Abbildung 3-6).

Im letzten Schritt der Lichtreaktion erfolgt die Synthese von ATP. Die Umwandlung der durch den
Protonengradienten erzeugten protonenmotorischen Kraft in ATP erfolgt in ATP-Synthasen. Diese
Reaktion wird auch als Photophosphorylierung bezeichnet. Die ATP-Synthase ist ein komplexes
Enzym, welches aus mehreren Untereinheiten besteht. CFo ist in der Thylakoidmembran verankert
und ermdglicht den Transport von Protonen aus dem Lumen in das Stroma. Die Bildung von ATP
aus ADP und anorganischem Phosphat (P;) erfolgt in der CFi-Einheit, welche auf der Stromaseite
der Thylakoidmembran lokalisiert ist. So wird ATP direkt in das Stoma abgegeben und kann fur
die Dunkelreaktion verwendet werden. Auf dhnliche Weise wird auch das vom Photosystem |
gebildete NADPH in das Stoma freigesetzt und steht der Dunkelreaktion zur Verfugung.

Fur die Lichtreaktion werden insgesamt 8 Photonen benétigt, um ein Molekul Sauerstoff, zwei
Molekile NADPH und 3 Molekile ATP zu erzeugen. Aus den beiden stéchiometrischen
Gleichungen fir die lichtgesteuerte NADPH- und ATP-Synthese lasst sich die gesamte

Lichtreaktion stochiometrisch zusammenfassen:

2 HZO + 2 NADP+ + 10 HStroma+ — 02 + 2 NADPH + 12 HLumen+
3 ADP* + 3P + 3 H" + 12 Huumen* — 3 ATP* + 3 H0 + 12 H suoma *

2 NADP* + 3 ADP* +3P* + H* — 02+ 2 NADPH + 3 ATP* + H,0

In Abbildung 3-6 ist der gesamte Mechanismus der photosynthetischen Lichtreaktion nochmals

schematisch restimiert.
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Schematischer Uberblick tiber den Mechanismus der Photosynthese.

Die an der Photosynthese beteiligten Hauptkomponenten sind in der Thylakoidmembran
verankert. Die beiden Photosysteme PS I und PS Il bilden das Kernstlck der funktionellen
Einheit. Uber die Lichtsammelkomplexe LHC 1 und Il wird Lichtenergie der Wellenldnge 680
oder 700 nm absorbiert und in die Reaktionszentren der Photosysteme geleitet. Dadurch werden
die NADPH-Synthese am PS | sowie der Elektronentransport von Photosystem Il auf das
Photosystem | induziert. Der Elektronentransport erfolgt Uber Phéaophytin (Ph) und die
Transportproteine Plastochinon (PQ), Cytochrom-bf-Komplex und Plastocyanin (Pc). Dabei
werden Protonen vom Stroma in den Thylakoidraum transportiert, welche fur die ATP-Synthese
verwendet werden. Zusétzliche Protonen werden durch die Spaltung von Wasser am
Photosystem | in den Thylakoidraum freigesetzt und stehen ebenfalls der ATP-Synthase zur
Verfligung. Die beiden Produkte NADPH und ATP der Lichtreaktion werden direkt ins Stroma
freigesetzt und werden fiir weitere biochemische Reaktionen im Calvinzyklus (Dunkelreaktion)
verwendet.

3.2.3 Dunkelreaktion
In der Dunkelreaktion werden die beiden Produkte der Lichtreaktion NADPH und ATP fir die
Fixierung von Kohlenstoffdioxid verwendet. Die biochemischen Reaktionen finden im Stroma der

Chloroplasten statt und erfolgen im sogenannten Calvin-Zyklus. Der Calvin-Zyklus wird in die vier

Phasen Carboxylierung, Reduktion, Regeneration und Produktion unterteilt (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: Vereinfachte Darstellung des Calvin-Zyklus.
Der Calvin-Zyklus wird in vier Phasen unterteilt. Im ersten Schritt erfolgt die Fixierung von CO;
durch Carboxylierung von Ribulose-1,5-bisphosphat. Das gebildete Produkt 3-Phosphoglycerat
wird im ndchsten Schritt unter Verbrauch der Stoffwechselprodukte der Lichtreaktion zu Hexose
reduziert. AnschlieBend erfolgt die Regenerierung der Ausgangsverbindung Ribulose-1,5-
bisphosphat. Das Hauptprodukt der Photosynthese sind Kohlenhydrate. Als Nebenprodukte
werden Lipide, Aminosduren und andere organische S&uren gebildet.

In der Carboxylierung erfolgt die Fixierung von Kohlenstoffdioxid (CO2). CO> wird dabei mit
Ribulose-1,5-bisphosphat zu zwei Molekiilen 3-Phosphoglycerat umgesetzt. Diese Reaktion wird
von dem Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO) katalysiert. In der
anschlieBenden Reduktionsphase wird 3-Phosphoglycerat unter Verbrauch der Produkte der
Lichtreaktion, ATP und NADPH, in mehreren Schritten zu Hexose reduziert. Ausgehend von
diesem Produkt sowie von Triosephosphaten wird die Ausgangsverbindung Ribulose-1,5-
bisphosphat in einer komplexen Abfolge von Reaktionen regeneriert. An der Umstrukturierung von
Kohlenhydratatomen sind insbesondere Transketolasen und Aldolasen beteiligt. Insgesamt werden
fur die Reaktionen des Calvin-Zyklus drei Molekile ATP und zwei Molekiile NADPH verbraucht.
Dabei entstehen Kohlenhydrate als Hauptprodukt sowie verschiedene Nebenprodukte wie

Fettsduren, Aminosduren oder andere organische Séuren (Berg et al. 2007; Masojidek et al. 2013).

3.2.4 Photorespiration

Abhangig von der CO2-Konzentration in der Umgebung kann das Enzym RuBisCO neben seiner
Funktion als Carboxylase in der Dunkelreaktion auch als Oxygenase wirken. In diesem Fall wird
nicht Kohlenstoffdioxid sondern Sauerstoff an ein anderes Molekil gebunden. Durch die
Sauerstoff-Fixierung wird aus Ribulose-1,5-bisphosphat unter anderem ein  Molekil

Phosphoglycolat gebildet, welches uber mehrere chemische Reaktionen schlieflich zu CO;
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abgebaut wird (Nabors und Scheibe 2007). Da die CO-Bildung bei Licht und unter
Sauerstoffverbrauch stattfindet, wird dieser Vorgang auch als Photorespiration bezeichnet.
RuBisCO hat im Allgemeinen eine schwache Affinitdt zu CO,. Liegt ein hohes O> zu CO-
Verhdltnis vor, so wird der Prozess der Photorespiration begunstigt. Ist das O> zu CO.-Verhéltnis
dagegen niedrig, so findet bevorzugt der Vorgang der Carboxylierung statt (Masojidek et al. 2013).
Bei manchen Spezies wird der Verlust der photosynthetischen Effizienz durch Photorespiration auf
bis zu 50 % geschétzt (Reddy und Madhusudana 2004). Fir einen optimalen Kultivierungsprozess
sollte daher darauf geachtet werden, photorespiratorische Vorgdnge durch eine geeignete

Prozessfuhrung maoglichst gering zu halten.

3.2.5 Photoakklimation und Photoinhibition

Mikroalgen sind wie nahezu alle stoffwechselbetreibenden Organismen Schwankungen ihrer
Umgebungsbedingungen ausgesetzt. Um ihren Metabolismus aufrechtzuerhalten, haben
Mikroalgen mannigfache Mechanismen zur Anpassung an solche Anderungen entwickelt (Tredici
2004). Modifikationen, die durch einen Wechsel der Lichtverhdltnisse hervorgerufen werden,
werden als Photoakklimation bezeichnet. Ziel der Photoakklimation ist es, das Gleichgewicht
zwischen der photosynthetischen Licht- und Dunkelreaktionen zu erhalten (Grobbelaar 2010). Bei
einer Anderung der Lichtverhiltnisse (Qualitat und Stiarke) kommt es haufig zu einer
Umstrukturierung von Komponenten des Photosyntheseapparates. Dadurch sollen die
Lichtabsorption sowie die Bildung von NADPH und ATP und damit das Zellwachstum
aufrechterhalten werden (Richmond und Hu 2004). Algen unterliegen nicht nur biochemischen
Mechanismen sondern auch ultrastrukturellen, biophysikalischen oder physiologischen
Anderungsprozessen zum Erhalt der photosynthetischen Aktivitat und zur Fortfilhrung des
phototrophen Wachstums (Dubinsky und Stambler 2009; Post et al. 1985). Die Vorgénge kdnnen
dabei wenige Sekunden bis hin zu mehrere Stunden oder Tage dauern (Torzillo und VVonshak 2013).
Ein vielfach beobachteter Adaptionsmechanismus bei Mikroalgen ist eine Anpassung der Grofie
von Lichtsammelkomplexen und der Anzahl an Reaktionszentren des Photosystems PS Il
(Dubinsky und Stambler 2009; Falkowski 1998; Falkowski und Owens 1980; Sukenik et al. 1987).
Dariiber hinaus wird hiufig eine Anderung der Pigmentzusammensetzung in der Zelle als Antwort
auf verdnderte Lichtverhdltnisse beobachtet. Bei niedrigen Photonenflussdichten wird die
Konzentration an Chlorophyll a oder anderen Lichtsammelpigmenten erhoht. Bei sehr starkem
Licht bilden Algen dagegen oft tbermé&Rig viele sekundare Karotinoide wie Xanthophyll,
Astxanthin oder Canthaxanthin aus. Die Pigmente liegen im Cytoplasma vor, wobei ihre Funktion
noch weitestgehend unbekannt ist (Richmond und Hu 2004). Hu (2013) beschreibt, dass eine
Erhéhung der sekundéren Pigmente zu einer Verringerung der Anzahl der auf die Photosysteme

aufprallenden Photonen fiihrt und somit einen aktiven Schutz vor UberméRig hohen
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Photonenflussdichten darstellt. Karotinoide fangen freie Radikale ab und wandeln uberschissige
Lichtenergie in Warme um (Dubinsky und Stambler 2009). Eine besondere Bedeutung kommt dabei
dem Xanthophyllzyklus zu. Bei der Bildung von Zeaxanthin aus Violaxanthin wird (iberschiissige
Anregungsenergie des Antennensystems im Photosystem Il in Form von Warme freigesetzt. Diese
Waérmedissipation fuhrt zu einer Art Energiel6schung und schiitzt den photosynthetischen Apparat
vor Starklicht-induzierten Schdden am Photosystem 11 (Torzillo und Vonshak 2013).
Nichtsdestotrotz kann es zu einem Verlust oder einer Hemmung der Photosynthese kommen, wenn
die Zellen weiterhin sehr hohen Photonenflussdichten ausgesetzt sind, oder diese weiter erhoht
wird. Solche Prozesse werden als photoschddigende Prozesse oder Photoinhibition bezeichnet
(Long et al. 1994). Haufig werden dabei Schliisselkomponenten des Photosyntheseapparates
vollstandig oder partiell deaktiviert (Camacho Rubio et al. 2003; Han 2000; Nedbal et al. 1996).
Der Begriff Photoinhibition wird oft auch als Synonym fiir die Schadigung des Reaktionszentrums
am Photosystem Il verwendet. Da die Photosyntheserate fur gewohnlich von der Rate der CO,-
Fixierung abhangt, muss eine Schédigung von Reaktionszentren nicht zwangslaufig einen Einfluss
auf die Photosyntheseleistung haben (Behrenfeld et al. 1998). Photoinhibiton bezeichnet den
Prozess der Inaktivierung von PS Il daher nur bei einem gleichzeitigen Rickgang der
Photosyntheserate (Long et al. 1994). Die Inhibition ist dabei ein zunédchst vollstandig reversibler
Schritt (Myers und Burr 1940). Wird eine kritische Photonenflussdichte tberschritten, so kann das
Photosystem Il der photosynthetischen Einheit beschadigt werden. Als Konsequenz werden weitere
Systeme wie der Sauersoff-freisetzende Komplex, Elektronentransporter oder Schliisselproteine
des Photosystems 11 (D1/D2) ebenfalls beeintréchtigt (Camacho Rubio et al. 2003). Werden die
Zellen weiterhin hohen Photonenflussdichten ausgesetzt, so kdnnen Reparaturmechanismen
unterdriickt und das Photosystem Il dauerhaft inaktiviert werden (Myers und Burr 1940; Prasil et
al. 1992). Die genauen Ursachen und Mechanismen der Photoinhibition sind bisher allerdings noch
nicht vollstdndig aufgeklart (Long et al. 1994; Yamamoto 2016).

Das Verstandnis der protektiven Mechanismen phototropher Mikroorganismen ist nicht nur fir die
Grundlagenforschung von Bedeutung. Auch die angewandte Forschung unter der Nutzung
phototropher Organismen wie Mikroalgen profitiert von dem Wissen tber die Grundaspekte
photoakklimatorischer und photoinhibitorischer Vorgénge. So kann der Lichteinfluss durch
Anpassung des Reaktordesigns (Schichtdicke, Materialien) in gewisser Weise gesteuert werden.
Durch eine entsprechend abgestimmte Prozessfuhrung (Zelldichte, Durchmischung, Bestrahlung,
Temperierung) ist es moglich, Effekte der Photoakklimation und Photoinhibition zu minimieren
und eine Verbesserung der Prozesse zur Massenproduktion von Mikroalgen zu erzielen (Torzillo
und Vonshak 2013).
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3.3 Wachstum von Mikroalgen

Mikrobielles Wachstum setzt voraus, dass den Zellen einer Suspension alle essentiellen Nahrstoffe
zur Verfligungen stehen. Liegen zudem geeignete Bedingungen, wie eine passende Temperatur und
ein passender pH vor, so wird eine Zunahme an Biomasse beobachtet. Die Zunahme an Zellgrofie
resultiert in der Regel in einer Erhdhung der Zellzahl.

Mikroalgen zahlen zu den phototrophen Mikroorganismen. Sie nutzen Licht als primére
Energiequelle fir ihre phototrophe Reproduktion. Kohlenstoffdioxid stellt ein weiteres essentielles
Substrat dar und wird fir das Wachstum benétigt. Im Folgenden werden die Grundlagen des
Mikroalgenwachstums sowie die mathematischen Ansétze mikrobieller Prozesse unter
kontrollierten Bedingungen beschrieben. Anschlielend werden die wichtigsten Einflussfaktoren

auf Prozesse mit phototrophen Mikroorganismen vorgestellt.

3.3.1 Wachstumsphasen im Satzverfahren

Ein biotechnologischer Prozess im Satzverfahren ist ein Prozess im geschlossenen System,
welchem auBer Gas, Antischaum- und Titrationsmittel nichts hinzugefiigt oder entnommen wird.
Probenvolumina sind in der Regel gering in Relation zum Reaktorvolumen und daher
vernachldssigbar. Bei einem Satzverfahren wird das Nahrmedium im Reaktor vorgelegt und mit der
Starterkultur inokuliert (Inokulum). Die Zellen beginnen sich zu vermehren und durchlaufen dabei
verschiedene Wachstumsphasen. Liegen begrenzte Nahrstoffbedingungen, aber sonst unlimitierte
und nicht inhibierte Gegebenheiten vor, so lassen sich fur Mikroalgen sechs Phasen unterscheiden.
Eine idealisierte Wachstumskurve, wie sie (Ublicherweise auch flir nicht-phototrophe

Mikroorganismen beschrieben wird, ist in Abbildung 3-8 gezeigt.
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Abbildung 3-8: Idealisierte Wachstumskurve einer Mikroalgenkultur im unlimitierten, begrenzten
Satzverfahren.
1: Adaptionsphase 2: Ubergangsphase 3: Exponentielles Wachstum
4: Ubergangsphase 5: Stationdre Phase 6: Absterbephase
Wird ein Mikroorganismus in eine andere Umgebung tberfuhrt, so passen sich die Zellen zunéchst
an die neuen Gegebenheiten an (Phase 1). Der Stoffwechsel wird umgestellt und es ist kaum ein

Zellwachstum zu beobachten. Die Dauer der Adaptionsphase hangt dabei vom physiologischen
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Zustand und der Vitalitat der Zellen ab. Der Mikroorganismus reagiert in dieser Wachstumsphase
sensitiver auf Anderungen anderer Umgebungsbedingungen wie Temperatur oder Licht und weist
eine erhohte physiologische Aktivitat auf. Sobald die Zellen an die neuen Bedingungen adaptiert
sind, gehen sie in ein exponentielles Wachstumsverhalten tber (Phase 2 und 3). Licht ist in dieser
Phase nicht limitierend und die N&hrstoffaufnahme gering im Vergleich zum Né&hrstoffangebot.
Unter diesen nicht-limitierten Bedingungen teilen sich die Zellen und wachsen mit einer konstanten
spezifischen Wachstumsrate p. Dabei wird eine maximal mogliche Wachstumsrate [max
aufrechterhalten bis eine kritische Zelldichte erreicht ist. Wird diese Zelldichte uberschritten, so
beschatten sich die Zellen gegenseitig und die Lichtausbeute pro Zelle sinkt. Licht wird daraufhin
zum limitierenden Substrat und fiihrt zu einem verlangsamten Zellwachstum (Phase 4). Fur
phototrophe Mikroorganismen ist dabei eine lineare Zunahme an Biomasse charakteristisch
(Tamiya 1957). Das lineare Zellwachstum setzt sich fort bis ein anderes Substrat oder ein anderer
Medienbestandteil limitierend wird. Es folgt die stationdre Wachstumsphase, in der die Wachstums-
und Absterberate im Gleichgewicht stehen (Phase 5). In dieser Phase ist keine Zunahme an
Biomasse zu beobachten. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Photorespiration der Zellen.
Dabei werden bereits synthetisierte Substanzen oxidativ abgebaut. Dieser Abbau steht der
Biomassebildung gegeniber, so dass das Zellwachstum stagniert und die im Satzverfahren maximal
mdgliche Biomassekonzentration erreicht ist. Im weiteren Prozessverlauf sinkt die Zellviabilitat mit
freiwerdendem organischen, meist wachstumsinhibierenden Material bis die Absterberate die
spezifische Wachstumsrate Ubersteigt und eine Abnahme der Biomassekonzentration zu
beobachten ist (Phase 6) (Becker 1994; Lee 2016).

3.3.2 Formalkinetische Ansatze des phototrophen Wachstums

Liegen in einem biotechnologischen Prozess im Satzverfahren unlimitierte Bedingungen vor, so
vermehrt sich ein Mikroorganismus exponentiell mit einer konstanten spezifischen Wachstumsrate
W. Die Wachstumskinetik kann dabei vereinfachend mit einem unstrukturierten und unsegregierten
Ansatz beschrieben werden, welcher die Zellpopulation als eine einzelne homogene GréfRe
zusammenfasst und das zellulare System nicht in Substrukturen unterteilt. Der Zuwachs an
Biomasse cx pro Zeit t ist bei dieser Betrachtung direkt proportional zur vorliegenden Biomasse und
wird durch die Wachstumsrate r beschrieben:

T = % = U Cy Gleichung 3-1
Mit 1y Wachstumsrate, g L™ h?
Cx Biomassekonzentration, g L™
t Zeit, h

1 Spezifische Wachstumsrate, h
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Unter der Annahme einer idealen Durchmischung und homogenen Verteilung der Biomasse sowie
von isothermen Bedingungen, lasst sich die spezifische Wachstumsrate wie folgt definieren:
1 dc,

— Gleichung 3-2
c, dt J

U

Zur Beschreibung der exponentiellen Wachstumskinetik ergibt sich nach Integration von

Gleichung 3-2 folgender Zusammenhang:

Cx = Cyp - €M Gleichung 3-3

Mit  cxo Anfangsbiomassekonzentration, g L™

Im Satzverfahren ist exponentielles Wachstum nur zu beobachten, solange nicht-limitierte
Bedingungen vorliegen. Ist ein Substrat vollstdndig verbraucht, so stellt dieses den limitierenden
Faktor dar. Der formalkinetische Zusammenhang zwischen der spezifischen Wachstumsrate p und
der limitierenden Substratkonzentration cs wird in der Regel durch die von Monod (1949)

beschriebene Sattigungskinetik hergestellt:

Cs .
U= Wmax ot K, Gleichung 3-4
Mit  Hmax Maximale spezifische Wachstumsrate, h*
Cs Substratkonzentration, g L™
Ks Halbsattigungskonstante, g L™

Die maximale spezifische Wachstumsrate pmax entspricht dabei der Wachstumsrate, welche
theoretisch unter Substratiiberschuss maximal erreicht werden kann. Die Substratkonzentration, bei
der die halbe maximale spezifische Wachstumsrate vorliegt, wird als Halbsattigungskonstante Ks
bezeichnet. Da der Energiestoffwechsel phototropher Mikroorganismen im Wesentlichen von der
Photosynthese abhéngt, stellt Licht als Photonenflussdichte I neben CO,, Temperatur und
Néhrstoffen im Medium das wichtigste Substrat fir phototrophe Mikroorganismen dar (Acién
Fernandez et al. 1997; Kurano und Miyachi 2005):

= Hmax " f ) Gleichung 3-5

Eine Besonderheit bei phototrophen Mikroorganismen ist, dass neben der Lichtlimitierung bei
niedrigen Photonenflussdichten auch das Ph&nomen der Lichtinhibition bei sehr hohen
Photonenflussdichten beriicksichtigt werden muss. Die spezifische Wachstumsrate p steigt bei

phototrophen Kulturen mit zunehmender Photonenflussdichte | solange an, bis eine optimale
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spezifische Wachstumsrate plopt erreicht ist. Wird dieser Sattigungspunkt (berschritten, so treten
photoinhibitorische Effekte auf, welche zu verminderten Wachstumsraten fihren. Dieser

Zusammenhang lasst sich als erweiterte Sattigungskinetik beschreiben (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Auswahl an Modellen zur Beschreibung der formalkinetischen Wachstumskinetik unter
Beriicksichtigung des Effekts der Photoinhibition (Andrews 1968; Camacho Rubio et al. 2003;
Kurano und Miyachi 2005; Steele 1965; Tazdait et al. 2013; Webb 1963).
Bei phototrophen Mikroorganismen hangt die spezifische Wachstumsrate p im Wesentlichen von
der Photonenflussdichte | ab und erreicht ein Optimum popr am Lichtséttigungspunkt. Die
Séattigungskonstante K ist die niedrigste Photonenflussdichte, bei der die halb-maximale
Wachstumsrate pmax erreicht ist. K ist die Inhibierungskonstante. ¢, @ und x sind empirische
Parameters von Camacho Rubio (2003). £ ist eine empirische Konstante von Webb (1963).

- (1+ 64
H = HUmax —;2 Webb (1963)
I+K+ K
L)
W= max g€ M Steel (1965)
I
I
H=Umax " — 12
i Andrews (1968)
K, +1+ K

_ 1 ¢ P2 1 ,
U= Wmax 20 (1+K+1) J(l K I) + 4k <1+wﬁ> Camacho-Rubio (2003)

Wie auch der vereinfachende formalkinetische Ansatz von Monod (1949) setzen die in Tabelle 3-1
aufgelisteten kinetischen Modelle voraus, dass die Wachstumsrate von einem einzigen
limitierenden Substrat abhdngt und andere Prozessparameter wie pH, Temperatur und andere

Substrate als konstant angesehen werden kénnen.

3.3.3 Betrieb von Bioreaktoren

Ruhrkesselreaktoren gehdren zu der wichtigsten Gruppe an Produktionsreaktoren in der
Biotechnologie (Weuster-Botz 2006). In der Regel werden sie mit Scheibenblattrihrer als
Rihrorgan betrieben, wodurch eine ideale Durchmischung des Reaktionsansatzes sowie rdumlich
konstante (isotrope) Prozessbedingungen (Konzentrationen, Reaktionsgeschwindigkeiten)
gewdhrleistet werden sollen. Unter der zusétzlichen Annahme isobarer und isothermer
Reaktionsbedingungen ist die Stoffbilanzgleichung flir den idealen Ruhrkesselreaktor wie folgt
beschrieben (Schiigerl 1985):
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@ = Fein " Ciein — Faus " Ciaus 77" Vg Gleichung 3-6

Mit  Fein Zulaufstrom, L h*

Faus Ablaufstrom, L h'

Ci Konzentration der Komponente i im Reaktor, g L™

Ci, ein Konzentration der Komponente i im Zulauf, g L™

Ci, aus Konzentration der Komponente i im Ablauf, g L™

ri Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i, g L*h

VR Volumen des Reaktionsansatzes, L

Bioreaktoren konnen dabei unterschiedlich betrieben werden: im Satzbetrieb, im halb-

kontinuierlichen Betrieb und im kontinuierlichen Betrieb.
Satzbetrieb

Im Satzbetrieb werden alle bendtigten Nahrstoffe im Reaktionsansatz vorgelegt und mit Ausnahme
von Gasen und geringen Mengen an Titrationsmitteln keine weiteren Medien wéhrend des Betriebs
zu- oder abgefuhrt. Durch die einfache Betriebsweise ergibt sich ein nédherungsweise konstantes
Reaktionsvolumen und die Stoffbilanzgleichung fur ideale Ruhrkesselreaktoren (Gleichung 3-6)

kann wie folgt vereinfacht werden:

dc;
d_l =7 Gleichung 3-7
t

Halb-kontinuierlicher Betrieb

Bei einem halb-kontinuierlich betriebenen Prozess werden dem Reaktionsansatz von auf3en ein oder
mehrere Nahrstoffe zugefiihrt. Solche Prozesse werden daher auch als Zulaufverfahren bezeichnet.
Der Vorteil gegeniiber Satzprozessen liegt in der Mdoglichkeit, Substratiiberschussinhibierungen
und Stofflimitierungen zu umgehen. Wahrend des Prozesses nimmt das Reaktionsvolumen tber die
Prozesszeit zu und es ergibt sich folgende Stoffbilanzgleichung:

d(Vg - ¢; .

% = Foin " Cioin +1; " Vg Gleichung 3-8
Mit der Volumenzunahme einhergehend erfolgt eine Verdiinnung des Reaktionsansatzes Vg,

wodurch eine getrennte Beschreibung der zeitlichen Anderungen von Vg und ci notwendig wird:

dCi dVR

R gp TG g = Fein Ciein + 71 Vi Gleichung 3-9
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Die Volumenénderung wird hierbei durch den Zulaufvolumenstrom Fein beschrieben:

dv, :
d_tR =F,, Gleichung 3-10
Durch Einsetzen von Gleichung 3-9 in Gleichung 3-8 und anschlieBender Umformung kann die
zeitliche Konzentrationsanderung einer beliebigen Komponente i im Reaktionsansatz
folgendermalen beschrieben werden:

de; Fy

d_tl = ;;;n- (ci,el-n - ci) +r Gleichung 3-11
Fur die Realisierung eines substratlimitierten Zulaufverfahrens kann unter der Annahme einer
zeitlich  konstanten Substratkonzentration (dcs/dt=0) folgendes Zulaufprofil mit dem

Zulaufvolumenstrom Fein eingestellt werden:

/A

Fop = ———>—
o (CS,ein - Cs)

Gleichung 3-12

Kontinuierlicher Betrieb

Bei kontinuierlich betriebenen Prozessen kann die im Reaktionsansatz vorliegende Konzentration
ci zeitlich konstant gehalten werden (dci/dt = 0). Hierflir wird bei einer Zufuhr von Nahrstoffen mit
einem konstanten Zulaufstrom Fein gleichzeitig ein dquivalenter Ablaufstrom Faus dem Bioreaktor
entnommen (F = Fein = Faus). Dadurch wird ein gleichbleibendes Reaktorvolumen aufrechterhalten.

Die Stoffbilanzgleichung (Gleichung 3-6) fiir ideale Rihrkesselreaktoren vereinfacht sich damit zu:

av, .
d_tR =0=F(Cipim— ;) +1:" Vg Gleichung 3-13

Die Verdunnungsrate D (englisch fur dilution rate) wird bei gleichen Volumenstréomen im Zu- und
Ablauf folgendermafen definiert:

D=—-= = Gleichung 3-14
Mit  Fein Volumenstrom, L ht

Damit ergibt sich fir Gleichung 3-8 folgende Vereinfachung:

r,=D-:- (ci,aus - ci,ein) Gleichung 3-15
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3.3.4 Einflussfaktoren auf das Mikroalgenwachstum

Das Wachstum von Mikroalgen ist in hohem Malte von Umgebungsbedingungen abhéngig. Fir
eine zielflihrende Durchfuhrung mikrobieller phototropher Prozesse, sollten die wichtigsten
Einflussgrofien wéhrend eines Kultivierungsprozesses beachtet und kontrolliert werden. Dies stellt
eine grolle Herausforderung fur die Gestaltung effizienter und robuster Produktionsprozesse dar.
Insbesondere das Nahrstoff- sowie das Lichtangebot kénnen limitierend oder inhibierend flr das
Mikroalgenwachstum sein. Auch andere Reaktionsbedingungen wie pH, Salzgehalt im Medium
sowie Temperatur haben einen Einfluss auf die Biomassegewinnung (Hannon et al. 2010;
Grobbelaar 2010; Soeder 1971). Durch die Umgebungsbedingungen werden allerdings nicht nur
die Photosynthese sowie die Biomassebildung beeinflusst. Auch andere Stoffwechselwege werden
durch Umweltfaktoren manipuliert und die Aktivitat des zellularen Metabolismus verandert.
Neben dem herausfordernden Aspekt der Biomasseproduktivitatsverluste stellt die
Stoffwechselumstellung ein hohes Potential fir die Etablierung spezieller biotechnologischer
Wertschopfungsprozesse dar. Durch eine gezielte Modulation der Umgebungsbedingung kann die
umgebungsbedingte Variabilitdt der Zellzusammensetzung genutzt werden, um hochwertige
Produkte mit Hilfe von Mikroalgen zu erzeugen (Hu 2013). Im Folgenden wird auf die wichtigsten

Einflussfaktoren und Stellgréfien des Mikroalgenwachstums eingegangen.

Salinitat. Mikroalgen kommen in unterschiedlichsten Lebensrdumen vor. Es gibt terrestrische,
marine oder in SiRwasser lebende Spezies. Der Salzanteil wird meistens auf den Gehalt an
Natriumchlorid (% (w/v) NaCl) im Medium bezogen und sollte méglichst dem der natirlichen
Umgebung des isolierten Mikroalgenstamms entsprechen (Grobbelaar 2010). Viele Spezies
wachsen bei einer Salinitét, die etwas unterhalb des Salzgehalts ihres natiirlichen Habitats liegt am
besten. Halophile Organismen sind an bestimme Salzkonzentrationen angepasst und kénnen nur in
einer solchen Umgebung Uberleben. Halotolerante Organismen sind dagegen auch unterhalb des
optimalen Salzgehaltes (berlebensfahig. Die Salzkonzentration von Habitaten gangiger mariner
Mikroalgen betragt zwischen 20 und 28 g L™ NaCl (Coutteau 1996). Dunaliella salina ist eine der
halotolerantesten Mikroalgenspezies und wachst bei Salzgehalten von bis zu 33 % (w/v) NaCl
(Borowitzka 2007). Der Salzgehalt im Medium hat einen mal3geblichen Einfluss auf die Lipid- und

Karotinoidsynthese sowie auf die Synthese verschiedener Osmotika in der Zelle (Hu 2013).

Nahrstoffe. Die wichtigsten Substrate fir Mikroalgenwachstum sind Wasser, Licht und
Kohlenstoffdioxid. Daneben werden fir den Metabolismus weitere Nahrstoffe wie Stickstoff,
Phosphor, Eisen und Schwefel bendtigt. Fir die Durchfiihrung mikrobieller Prozesse sollte die
Né&hrstoffzusammensetzung des Kulturmediums mdoglichst genau auf die Anspriche der

verwendeten Mikroalge abgestimmt sein. Dabei ist es sinnvoll, Mineralstoffe und Spurenelemente
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in dem Verhaltnis zuzugeben, wie sie von der Algenzelle aufgenommen werden (Soeder 1971).
CH31,700,4No,15P0,0004 ist nach Oswald (1988) die durchschnittliche elementare Zusammensetzung
von Mikroalgen (Greenwell et al. 2010). Liegen Nahrstoffe im Uberschuss vor und ist Licht das
limitierende Substrat, so liegen etwa 45-50 % Kohlenstoff, 4-10 % Stickstoff und 1 % Phosphor
in der Zelle vor. Eine Zelle setzt sich unter diesen Bedingungen aus etwa 50 % Proteinen, 30—40 %
Kohlenhydraten und 10-20 % Lipiden zusammen (Shelef 1980).

Stickstoff wird in Algenzellen als essentieller Baustein aller strukturellen und funktionellen
Proteine benotigt. Die meisten Algen kdnnen Stickstoff nicht selbst fixieren, weshalb Verbindungen
mit gebundenem Stickstoff bendtigt werden. Aus Kostengriinden werden vorwiegend Harnstoff
(CH4N20) und Ammonium(hydroxid) (NH4" bzw. NH4OH) als Stickstoffquellen verwendet. Auch
Nitrat wird fiir die Mikroalgenkultivierung eingesetzt (Borowitzka 2007; Hu 2013).

Phosphor wird wie auch Stickstoff fiir die Herstellung funktioneller und struktureller Komponenten
in der Zelle benétigt. Als Phosphorquelle wird haufig anorganisches Phosphat wie H.PO4™ oder
HPO,* verwendet. Ein Phosphorgehalt von etwa 0,03 bis 0,06 % im Medium wird bei der
Mikroalgenkultivierung eingesetzt (Hannon et al. 2010; Richmond und Hu 2004). Wie bei
Stickstoff konnen auch hohe Phosphorkonzentrationen zu einer Wachstumsinhibierung fiihren
(Borowitzka 2007).

Eisen ist eine weitere wichtige Komponente fiir den biochemischen Stoffwechsel einer Zelle. Es
besitzt besondere Redoxeigenschaften und wird fir grundlegende Stoffwechselprozesse wie
Atmung, Stickstofffixierung, DNA-Synthese oder den Elektronentransport in der Photosynthese
benotig. Eisen kommt in Eisen-Schwefel-Clustern vor und wird vorzugsweise in der komplexierten
Form aufgenommen (Hannon et al. 2010; Hu 2013).

Schwefel wird fir den Elektronentransport, die Proteinsynthese und den Lipidmetabolismus in
Algen bendtigt. Da er limitierend auf die Algendichte wirkt und das Algenwachstum beeintrachtigt,
wird er nur in geringen Konzentrationen eingesetzt (Hannon et al. 2010; Richmond und Hu 2004).
Als weitere Medienzusatze werden ionische Komponenten wie K*, Mg?*, Na*, Ca?*, SO4” oder CI,
Spurenelemente, Komplexbildner wie EDTA und Vitamine (B1 und B12) verwendet. Bei
Diatomeen wird hdufig Silikat dem Kulturmedium zugesetzt, da es Bestandteil der Zellwand ist
(Grobbelaar 2010; Lebeau und Robert 2003).

Fur die Anwendung von Mikroalgen als Produktionsorganismus stellen Kultivierungsprozesse
unter  Néahrstofflimitierung einen  vielversprechenden Ansatz dar. Biotechnologische
Produktionsprozesse mit Mikroalgen werden haufig unter Stickstoff oder Phosphor-limitierten
Bedingungen durchgefiihrt. Ein Mangel an N&hrstoff fuhrt zu einer Stresssituation, in der
Mikroalgen Kohlenhydrate und sekundére Karotinoide akkumulieren. Darlber hinaus kénnen

manche Spezies unter Abwesenheit von Stickstoff bis zu 70 % (w/w) Lipide einlagern (Matsunaga
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et al. 2009). Die Effekte unter Phosphormangel sind dabei nicht so stark wie bei einem
Stickstoffmangel. Ein h&ufiges Anwendungsgebiet ist die Herstellung von Lipiden, welche fur
energetische Zwecke wie die Biokraftstoffgewinnung eingesetzt werden kdnnen (Greenwell et al.
2010; Lebeau und Robert 2003; Rodolfi et al. 2009). Ein Nachteil liegt in der Verfugbarkeit der
Né&hrstoffe. Um mit einer Mikroalgenkultivierung die Produktionsmenge an konventionell
hergestelltem Petroleum in den USA zu erreichen, misste mehr Phosphor erzeugt werden, als
momentan zur Verfligung steht. Dies stellt eine besondere Herausforderung dar und erfordert neue
Recycling-Strategien. Im Gegensatz zu Stickstoff und Phosphor ist Eisen einfacher zugénglich
(Hannon et al. 2010).

Kohlenstoffdioxid und pH. Kohlenstoffdioxid ist ein essentielles Substrat zur photosynthetischen
Energiegewinnung und wird von Mikroalgen als anorganische Kohlenstoffquelle verwendet.
Anorganischer Kohlenstoff liegt in wassriger Lésung in Form von Kohlenstoffdioxid (CO2),

Hydrogencarbonat (HCO3") und Carbonat (CO3?) in folgendem Gleichgewicht vor:
CO2 + H20 <> HCO3z + H' «» CO3* + 2 H*

Abhéngig vom pH sind die Kohlenstoffverbindungen zu unterschiedlichen Anteilen im wassrigen
System vorhanden (Abbildung 3-9). Bis pH 4 ist fast ausschlief3lich CO2 und ab pH 11 Uiberwiegend
CO3?% gelost. Die Konzentration an HCOs™ ist im leicht alkalischen pH-Bereich (pH 8) am hochsten.
Die Loslichkeit von anorganischem Kohlenstoff wird unter anderem vom Salzgehalt des

Kulturmediums sowie von der Temperatur beeinflusst (Borowitzka 2007).
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Abbildung 3-9: Bicarbonat-Puffersystem. Abhéngig vom pH liegen unterschiedliche relative Anteile der
Kohlenstoffverbindungen Kohlenstoffdioxid CO2, Hydrogencarbonat HCOs und Carbonat
COs? in wassriger Losung vor.

In welchem Umfang verfiigbarer anorganischer Kohlenstoff von Mikroalgen fur die Photosynthese

aufgenommen wird, ist stark vom pH abhéangig. CO, kann von allen Mikroalgenstimmen durch
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Diffusion Uber das Plasmalemma durch die permeable Membran aufgenommen werden. Fur die
Aufnahme von HCOs3™ wird ein aktives Transportsystem benétigt, das in vielen Mikroalgen
vorhanden ist. CO3* kann dagegen von keiner Mikroalge natiirlicherweise aufgenommen werden
(Borowitzka 2007). Je héher der pH ist, desto besser wird CO; einer wassrigen Losung absorbiert.
Die Ausnutzung des Kohlenstoffdioxids wird durch ein alkalisches Milieu gefordert (Soeder 1971).
Fur Mikroalgen ist ein optimales Wachstum im neutralen bis leicht alkalischen pH-Bereich
beschrieben (Bartley et al. 2014; Goldman et al. 1982; Talukdar 2012). Nur ein schmaler pH-
Bereich zwischen pH 7 und pH 9 erlaubt Mikroalgenzellen, ihren intrazelluldaren pH aufrecht zu
erhalten (Coleman und Colman 1981). Da metabolische Prozesse und Enzymaktivitaten sowie
Transportvorgange innerhalb einer Zelle vom pH abhéngig sind, werden aul3erhalb dieses optimalen

Bereichs rucklaufige Biomasseertrage beobachtet (Ying et al. 2014).

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Kohlenstoffdioxid und pH ist die CO2-Konzentration im
Kulturmedium ein wichtiger Parameter, der photosynthetische Prozesse beeinflusst. Die
Bestimmung der optimalen CO,-Konzentration fiir die Kultivierung von Mikroalgen stellt eine
Herausforderung dar. Zu hohe Konzentrationen fiihren zu einem Absinken des pH, was einen Abfall
der Wachstumsrate zur Folge haben kann. Zu niedrige Konzentrationen bewirken einen pH-Anstieg
und koénnen die Photosynthese und damit das Algenwachstum ebenfalls limitieren. Hohere CO»-
Konzentrationen erscheinen trotzdem sinnvoll, da sie den Massentransfer zwischen Gas und
Medium verbessern (Pires et al. 2012). In der Praxis wird der pH fir gewoéhnlich durch
automatisierte CO»-Zugabe geregelt (Raven 1993). Ublicherweise wird ein COz-Anteil von
0,5 bis 5,0 % zur Begasung bei der Kultivierung von Mikroalgen angegeben (Lebeau und Robert
2003). Im Allgemeinen reicht die Photosyntheseeffizienz von Mikroalgen aus, um CO2 sowohl aus
der Atmosphaére als auch aus industriellen Abgasen zu fixieren. Bis zu 70 % des eingetragenen CO>
konnten von Mikroalgen fur die Photosynthese absorbiert werden. Bei einer Erhohung des CO.-
Eintrags durch Steigerung der Gasflussraten wurde trotz hoherer Konzentration an verfligbarem
Gas weniger CO, umgesetzt. Hohere Flussraten flihren zur Koaleszenz von CO2-Blasen, was eine
geringere spezifische Grenzflache zwischen Gas und Flissigkeit bedingt. Dadurch kann nur ein
geringer Anteil des eingetragenen CO- von den Algen verwertet werden (Borowitzka 2007; Doucha
und Livansky 2006; Pires et al. 2012). Fir die Biosynthese von 1 g Biotrockenmasse werden nach
Doucha und Livansky (2006) etwa 1,7 g CO> bendétigt.

Sauerstoff O. Sauerstoff entsteht bei der CO»-Fixierung waéhrend der Lichtreaktion der
Photosynthese. Da O, zu Photoinhibition und Photorespiration und somit zu reduzierten
Photosynthese- und Wachstumsraten fiihren kann, sollte die Konzentration des Gases im

Kulturmedium moglichst gering gehalten werden (Borowitzka 2007; Pires et al. 2012).
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Licht. Licht ist neben Kohlenstoffdioxid und Wasser ein essentielles Substrat fiir phototrophe
Mikroorganismen. Die von Mikroalgen aufgenommene Lichtenergie ist abhangig von der
Photonenflussdichte, welche auf die Algenkultur auftrifft. Die Zellen absorbieren je nach
Zelldichte, optischen Eigenschaften der Zellen, Lichtweg und Durchmischung im Reaktor nur einen
Teil der zur Verfligung stehenden Photonen. Der restliche Photonenfluss wird reflektiert oder in
Waérme umgesetzt (Richmond und Hu 2004). Zur Analyse des Wachstums photosynthetisch aktiver
Zellen in  Abhéngigkeit der Lichtverhdltnisse wird hdufig die Photosyntheserate, die
Sauerstoffbildungsrate oder die Wachstumsrate als Bewertungskriterium herangezogen. Der
Zusammenhang zwischen Photosynthese und Photonenflussdichte wurde urspringlich von Myers
und Burr (1940) beschrieben. Die Abhdngigkeit l&sst sich mit einem charakteristischen

Kurvenverlauf (Lichtantwortkurve oder P/1-Kurve) veranschaulichen (Abbildung 3-10).

(1) Lichtlimitierungs-Phase (2) Lichtsattigungs-Phase (3) Photoinhibitions-Phase
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Abbildung 3-10: Schematische Darstellung der Photosyntheserate in Abhangigkeit der Photonenflussdichte
(P/1-Kurve) (nach Grobbelaar 2010).
Die Photosyntheserate ist bei gesattigten Lichtverhéltnissen maximal (Pmax). Bei niedrigeren
Photonenflussdichten I ist ein linearer Zusammenhang zwischen der Photonenflussdichte und
der Photosyntheserate mit der Steigung o; gegeben. Bei Photonenflussdichten oberhalb des
optimalen Lichtbereichs Iq sinkt die Photosyntheserate sobald eine inhibierende
Photonenflussdichte I, Uberschritten ist. Die Dunkelrespiration wird mit Ry bezeichnet. o
beschreibt die maximale Photosyntheseeffizienz und Ix den Lichtkompensationspunkt, bei dem
die Menge an fixiertem Kohlenstoffdioxid der Menge des bei der Atmung entstehenden
Kohlenstoffdioxids entspricht.

Die Lichtantwort gliedert sich in die drei Phasen Lichtlimitierung, Lichtsattigung und
Photoinhibition. Werden photosynthetisch aktive Zellen einer Lichtquelle mit geringer
Photonenflussdichte ausgesetzt, so befinden sich die Zellen in der lichtlimitierten Phase, in der die
Photosyntheserate mit zunehmender Photonenflussdichte zunéchst linear ansteigt (1). Die Rate der
Photonenabsorption steht dabei im Gleichgewicht mit der Elektronentransportrate von Wasser zu

CO: unter Freisetzung von Sauerstoff. Die Steigung wird mit o bezeichnet und kann unter



32 Theoretische Grundlagen

Beriicksichtigung des Chlorophyllgehalts als maximale Quantenausbeute der Photosynthese
betrachtet werden. Wird die Photonenflussdichte weiter erhoht, so steigt die Photosyntheserate
nicht mehr linear an. Die Photonenabsorptionsrate ist hoher als die Rate des Elektronentransports
und es tritt der Zustand der Lichtsattigung ein (2). In dieser Phase wird eine maximale
Photosyntheserate Pmax erreicht, welche schlieBlich mit steigender Photonenflussdichte in die Phase
der Photoinhibition (3) Ubergeht (Grobbelaar 2010; Richmond und Hu 2004).

Die Photosynthese und damit das Wachstum von Mikroalgen sind stark von den umgebenden
Lichtverhaltnissen abh&ngig. Dabei spielt nicht nur die Starke des Lichts, sondern auch die spektrale
Eigenschaft der Lichtquelle eine entscheidende Rolle. Blaues und rotes Licht bieten den fir die
Photosynthese optimalen Wellenldngenbereich von etwa 400 bis 700 nm (Lebeau und Robert 2003;
LI-COR 2009). Der Einstrahlwinkel sowie die Dauer der Bestrahlung (hell zu dunkel Verhéltnis)
sind dariiber hinaus ebenfalls von Bedeutung (Tredici 2004). Bereits 1953 war der Einfluss von
Photonenflussdichte, hell/dunkel (L/D) Fluktuationen sowie der Einfluss des Verhéltnisses hell zu
dunkel auf die Photosynthese bekannt (Kok 1953). Die Dauer oder Frequenz der Zyklen ist dabei
stark speziesspezifisch und kann von 5 Hz bis zu 37 kHz reichen (Park und Lee 2000; Sforza et al.
2012). Durch eine Verringerung der Dauer der Hell- und Dunkelphasen von 3000/3000 ms tber
20/20 ms auf 5/5 ms (gleiche Dauer der Hell/Dunkel-Phasen) l&sst sich die maximale spezifische
Wachstumsrate erhéhen (Chmiel 2011). Eine solche schnelle Abfolge von hellen und dunklen
Phase, Gberwiegend im Millisekundenbereich, kann darlber hinaus die photosynthetische Effizienz
steigern und wird als Flashing-Light bezeichnet. Dabei wird von den Algenzellen Energie in den
hellen Reaktorbereichen gespeichert, welche in den Dunkelzonen zu Stoffwechselenergie
abreagieren kann (Kaltschmitt et al. 2016). Dadurch kdnnen negative Folgen der Lichtsattigung
oder Lichtlimitierung abgeschwécht werden (Flashing-Light-Effekt). Zur Anpassung an die
unterschiedlichen Phasen, die fur gewdhnlich wahrend eines Kultivierungsprozesses durchlaufen
werden, haben Mikroalgen zahlreiche Adaptionsmechanismen entwickelt, welche bereits in
Kapitel 3.2.5 erldutert sind.

Zelldichte und Reaktorschichtdicke. In Zusammenhang mit der Bereitstellung des essentiellen
Substrats Licht sind die Dichte einer Mikroalgenkultur sowie die Reaktorschichtdicke von
Bedeutung. Die Lichtverfligbarkeit in einer Zellsuspension nimmt mit dem Abstand einer Zelle zur
Lichtquelle sowie mit zunehmender Zelldichte ab. Suspensionsdichten, bei denen eine gegenseitige
Beschattung der Zellen auftritt, sollten wéhrend eines Kultivierungsprozesses vermieden werden.
Zellen der Population sollten dem Licht gleichermalen ausgesetzt sein, da die Photonenflussdichte
sonst limitierend wirken kdnnte (Lebeau und Robert 2003). Ist die Photonenflussdichte zu hoch, so
kann eine Starklichthemmung des Photosyntheseapparats auftreten und es setzt der in

Abbildung 3-10 (Phase 3) charakteristische Kurvenverlauf ein. Die Suspensionsdichte einer
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Mikroalgenkultur sollte daher auf eine optimale Flachendichte (Gramm Algenbiomasse pro m?)
eingestellt werden, bei der weder limitierende noch photoschédigende Effekte zu erwarten sind. Bei
niedriger Flachendichte kann nicht die gesamte Strahlungsenergie ausgenutzt werden, sodass der
Flachenertrag gering ist. Bei zu hoher Flachendichte beschatten die jeweils oben (aulRen)
befindlichen Zellen die unten (innen) befindlichen Zellen (Soeder 1971). Anstelle der
Photosynthese findet dann die unerwiinschte Photorespiration statt, bei der organischer Kohlenstoff
in CO. umgewandelt wird (Kapitel 3.2.4). Eine optimale Nutzung der Lichtenergie kann nach
Soeder (1971) durch hohe Suspensionsdichten bei niedriger Reaktorschichtdicke erreicht werden.
In der Praxis stellt die Bereitstellung der optimalen Lichtenergie eine effektive Methode zur
Massenproduktion von Mikroalgen dar (Choi et al. 2003). Hohe Zelldichten kdénnen durch eine
lumostatische Betriebsfiihrung des Kultivierungsprozesses realisiert werden. Hierbei wird die auf
eine Zellsuspension auftreffende Photonenflussdichte mit zunehmender Zelldichte schrittweise
erhoht, um die spezifische Lichtaufnahmerate im Reaktor konstant zu halten. Die
Lichtverfugbarkeit hangt dabei nicht nur von der Zelldichte sowie der Lichtquantitat ab.
Begasungsraten sowie die FlieBgeschwindigkeit (Durchmischung und Turbulenz) spielen bei

phototrophen Kultivierungsprozessen ebenfalls eine wichtige Rolle (Lebeau und Robert 2003).

Durchmischung. Die Durchmischung mikrobieller Kulturen dient der homogenen Verteilung von
Zellen, Nahrstoffen und der Temperatur. Dadurch sollen die Sedimentation von Zellen sowie die
Bildung von Gas- und Nahrstoffgradienten verhindert werden. Hohe Gasflussraten verbessern
zudem den Massentransfer zwischen Gas- und Flussigphase. Speziell bei der Kultivierung von
Mikroalgen soll die Durchmischung geeignete Lichtverhéltnisse schaffen. Lokale Turbulenzen
fuhren zu einer Verteilung der Zellen innerhalb des Photobioreaktors, wodurch gut beleuchtete
Volumenelemente auf der Reaktorvorderseite (lichtzugewandt) und weniger beleuchtete
Volumenelemente auf der Reaktorriickseite (lichtabgewandt) von den Algenzellen zuféllig
durchstrémt werden. Je héher die Gasflussrate ist, desto starkere Turbulenzen ergeben sich. Jede
Zelle ist somit statistischen Hell-/Dunkel-Zyklen ausgesetzt, wodurch der zuvor beschrieben
Flashing-Light-Effekt beglnstigt wird (Unterpunkt: Licht). Liegen ausreichend hohe Fluktuationen
(mikroalgenspezifisch: > 10— 1000 Hz) in der Photonenflussdichte vor, so kdnnen gesteigerte
spezifische Wachstumsraten und Produktivitdt von Mikroalgenkulturen beobachtet werden
(Fathurrahman et al. 2013; Jacobi und Posten 2012; Park und Lee 2000). Dabei muss ein
Gleichgewicht zwischen optimaler Durchmischung und optimalem Energieeintrag sowie der
Zerstorung der Zellen durch hydrodynamischen Stress oder Scherbeanspruchung gefunden werden
(Eriksen 2008; Grobbelaar 2000; Grobbelaar 2010; Pires et al. 2012). Zur mathematischen

Beschreibung von Photobioreaktoren oder zur modellbasierten Charakterisierung der



34 Theoretische Grundlagen

Reaktionskinetik wird in der Regel ein ideal durchmischter Photobioreaktor angenommen
(vergleiche Kapitel 3.3.3).

Temperatur. Die Temperatur stellt einen entscheidenden Parameter fiir das Zellwachstum und die
Metabolitsynthese dar. Mikroalgenmotilitat (Flagellen) sowie genotypische und phénotypische
Anpassungsmechanismen sind von der Temperatur abhéngig. Auch chemische Transformationen
und Transportprozesse durch oder innerhalb von Membranen werden von der Temperatur
beeinflusst (Raven und Geider 1988). Darlber hinaus ist die katalytische Funktion von Enzymen
wie RuBisCO von der Temperatur abhangig. RuBisCO ist mal3geblich an der Photosynthese
beteiligt und kann bei suboptimalen Temperaturen wachstumslimitierend wirken (Berry und
Bjorkman 1980; Li 1980; Li et al. 1984). Die Enzymaktivitéat steigt in der Regel mit erhohter
Temperatur bis ein Optimum erreicht ist. Temperaturen oberhalb des Optimums verursachen
Hitzestress und resultieren in einem Verlust der Enzym- oder Proteinaktivitdt, wodurch das
Mikroalgenwachstum vermindert wird (Renaud et al. 2002; Salvucci und Crafts-Brandner 2004).
Jede Mikroalgenspezies bevorzugt ein Temperaturoptimum, bei dem das Wachstum optimal ist.
Abhangig von anderen Wachstumsbedingungen konnen extreme Temperaturen oberhalb oder
unterhalb des Optimums von den Mikroorganismen toleriert werden. Die meisten Algen wachsen
im Temperaturbereich zwischen 16 und 27 °C am besten (Lebeau und Robert 2003). Ahnlich wie
Licht, ist auch der Einfluss der Temperatur von der Suspensionsdichte abhéngig (Soeder 1971).
Wird der optimale Temperaturbereich wahrend eines Kultivierungsprozesses nicht gewahrleistet,

so konnen der Zellmetabolismus und damit der Produktionsprozess beeintrachtigt sein.

3.4 Modellierung des phototrophen Wachstums

Phototrophe Mikroorganismen nutzen Licht als primére Energiequelle fir ihren Metabolismus. Das
Mikroalgenwachstum sowie Verdnderungsvorgange in der Zelle werden maRgeblich durch das
Hauptsubstrat beeinflusst. Fur ein besseres Verstandnis, wie sich Licht in einem Reaktor verteilt
und welche Auswirkungen die Lichtverfugbarkeit auf das Mikroalgenwachstum in
Photobioreaktoren hat, werden unterstitzende Modellierungsansétze herangezogen. Die
Modellierung des lichtabhdngigen Mikroalgenwachstums hilft dabei, den Verlauf phototropher
Prozesse abzuschatzen. Ihre Verwendung kann eine Verbesserung der Prozessfiihrung unterstiitzen
(Aiba 1982; Evers 1991; Rabe und Benoit 1962).

3.4.1 Definition von Licht
Phototrophe Mikroorganismen nutzen Licht als primére Energiequelle fiir die Photosynthese. Licht
setzt sich aus elektromagnetischen Wellen zusammen und wird meist als der fur das menschliche

Auge sichtbare Teil des elektromagnetischen Spektrums definiert. Lichtwellen breiten sich im
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Vakuum mit einer Geschwindigkeit von 2,997-10® m s™ aus und werden anhand der Wellenléinge A

oder der Frequenz v charakterisiert:

_ ¢ Gleichung 3-16
V=2

Mit v Frequenz; Anzahl an Schwingungen pro Sekunde, Hz
Lichtgeschwindigkeit, 2,997-108 m s
A Wellenldnge, nm

Der sichtbare Bereich der Sonnenenergie umfasst den spektralen Wellenl&ngenbereich zwischen
380 und 750 nm und beinhaltet etwa 45-50 % der eingestrahlten Sonnenenergie. Er wird von
Mikroalgen zur Photosynthese genutzt und gilt daher auch als photosynthetisch aktive Strahlung
(PAR, englisch fur photosynthetically active radiation) im Wellenldngenbereich zwischen 400 und
700 nm. Nach der Quantentheorie besteht Licht aus Photonen, welche als Trager der
elektromagnetischen Strahlung aufgefasst werden konnen. Die einfallende Lichtmenge wird
demnach als Photonenflussdichte bezeichnet und gibt die Menge an Photonen (umol), die pro
Flacheneinheit (m?) und Zeiteinheit (s*) auf eine Mikroalgenkultur auftrifft, wieder. Fur die
Photosynthese ist die Anzahl an Photonen entscheidend, die von einer Zelle absorbiert werden. Pro
fixiertem Kohlenstoffdioxidmolekil mussen etwa 8 bis 10 Photonen aufgenommen werden (Nobel
1991). Dabei werden Photonen zwischen 400 und 700 nm unabhéangig von der Wellenldange mit
ahnlicher Effizienz fiir die Photosynthese verwendet. Photosynthetische Pigmente absorbieren die
Energie der Photonen und leiten sie an die Reaktionszentren weiter. Der Energiegehalt eines
einzelnen Lichtquanten (Photons) E wird durch das Produkt aus Lichtfrequenz und Plank’sches

Wirkungsquantum h definiert:

c i -
E=h-yv=h-o Gleichung 3-17

Mit E Energiegehalt eines Photons, J
h Plank’sches Wirkungsquantum, 6,63-10°%* Js

Haufig wird die Lichtmenge auch als Lichtenergie in der Energieeinheit W m? angegeben. Die
Umrechnung der integralen Quanteneinheit in Energieeinheit ist sehr spezifisch und abhé&ngig von
der spektralen Zusammensetzung des Lichts. Durchschnittlich entspricht 1 W m? etwa
4,7 umol Photonen m? s (Nobel 1991; Masojidek et al. 2013).

3.4.2 Lichtabschwachung im Flachplattenphotobioreaktor
Fur die Produktion und Nutzung von Mikroalgenbiomasse zur Herstellung hochwertiger
intrazellularer ~ Produkte  werden  haufig  Flachplattenphotobioreaktoren  eingesetzt.

Flachplattenphotobioreaktoren bestehen aus zwei lichtdurchl&ssigen Platten, die in einem
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definierten Abstand den Reaktionsraum begrenzen. Der Leistungseintrag erfolgt dabei durch eine
Begasung tber den Furaum des Reaktors. Flachplattenphotobioreaktoren z&hlen somit zu den
Blasensdulenreaktoren, welche im sogenannten gas-lift-Verfahren betrieben werden. Hohe
Zelldichten oder Reaktorschichtdicken verursachen in solchen Photobioreaktoren oft Effekte wie
Beschattung oder Lichtstreuung, weshalb die Massenkultivierung von Mikroalgen hdaufig
lichtlimitiert ist (Soeder 1971). Aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Algenbiomasse im
Reaktor variiert die Photonenflussdichte innerhalb des Photobioreaktors. Inshesondere die
Lichtabsorption durch photosynthetische Pigmente und Lichtstreuung an der gesamten
Mikroalgenzelle oder an Reaktorkomponenten filhren zu einer rdumlichen Lichtverteilung im
Reaktor (Evers 1991; Rabe und Benoit 1962). Diese l&sst sich nur schwer vorhersagen (Choi et al.
2003; Yun und Park 2003). Um dennoch eine Abschédtzung vornehmen zu kénnen, werden héufig
modellgestiitzte Ansatze flir eine mathematische Beschreibung der Lichtverteilung in
Photobioreaktoren angewandt (Huesemann et al. 2013; Lee et al. 1987; Rabe und Benoit 1962).
Hierfur ist es notwendig, den Zusammenhang zwischen dem phototrophen Metabolismus und den
reaktorspezifischen Besonderheiten wie dem Lichttransfer im Reaktor detailliert zu charakterisieren
(Cornet et al. 1992a; Cornet et al. 1992b; Cornet et al. 1994; Lee et al. 1987; Yun und Park 2003).

Licht wird mit zunehmender Schichtdicke S eines Photobioreaktors abgeschwécht. Die
Lichtabschwachung im Reaktor wird in einer Mikroalgenkultur auch als Beschattungseffekt
bezeichnet (Cornet et al. 1992a; Hoopen et al. 1981; Sorokin und Krauss 1958). Trifft Licht mit
einer einfallenden Photonenflussdichte lo auf die Reaktoroberflache auf, so kdnnen, wie in
Abbildung 3-11 schematisch fir einen Flachplattenphotobioreaktor veranschaulicht ist, mehrere
Lichtzonen innerhalb des Reaktors unterschieden werden (Cornet et al. 1992a; Grobbelaar 2010).

Im vorderen Teil des Reaktors ist die Photonenflussdichte am hdchsten und die Zellen kdnnen
photoschadigenden Effekten ausgesetzt sein (A). Mit zunehmender Schichtdickte wird das
einfallende Licht abgeschwécht, bis im mittleren Reaktorbereich eine photogesattigte Zone vorliegt
(B). Hier ist das Mikroalgenwachstum p(s) maximal. Auf der lichtabgewandten Seite des Reaktors
(Ruckseite), wird das einfallende Licht noch weiter abgeschwécht, weshalb sich Zellen in dieser
Zone an lichtlimitierte Bedingungen adaptieren missen (C). Das Mikroalgenwachstum ist limitiert
und austretendes Licht | ist geringer als das einfallende Licht Io.
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Abbildung 3-11: Schematische Darstellung der Lichtabschwéachung innerhalb eines Flachplattenphotobioreaktors

mit der Schichtdicke S (Franco-Lara et al. 2006; Molina Grima et al. 1994).

Trifft Licht mit der einfallenden Photonenflussdichte o auf einen Reaktor auf, so bilden sich
mehrere Lichtzonen innerhalb des Reaktors aus: A photoinhibierte, B photogeséttigte, C
photolimitierte Schicht (Grobbelaar, 2010). Einfallendes Licht (lo) wird auf ein austretendes
Licht (I) mit im Vergleich niedrigerer Photonenflussdichte abgeschwacht. Dieser Abfall kann
mit der Funktion I(s) beschrieben werden. Nachdem die Wachstumsrate von den
Umgebungsbedingungen abhangig ist, kann auch fiir den Verlauf der Wachstumsrate innerhalb
des Bioreaktors eine lokale Abhangigkeit u(s) erwartet werden. Unter der Annahme, dass die
Biomasse im gesamten Reaktor gleichméRig verteilt ist, ist die Angabe eine integrale
Photonenflussdichte 1" (beziehungsweise p(1™)) moglich.

Die innerhalb eines Flachplattenphotobioreaktors auftretende Lichtabschwachung kann als

Funktion der Schichtdicke I(s) beschrieben werden. Fir gewohnlich wird das Gesetz von Lambert

und Beer als Modell zur Beschreibung der Lichtabschwdchung in einem Photobioreaktor
herangezogen (Lee et al. 1987; Martinez et al. 1997; Rorrer und Mullikin 1999):

I(s) = I, - e~ Gleichung 3-18
- 10

auf die Reaktoroberflache einfallende Photonenflussdichte, pmol Photonen m2 s
auf der Reaktorriickseite austretende Photonenflussdichte, umol Photonen m? st
Extinktionskoeffizient, L m™ garm™

Biomassekonzentration im Reaktor, g L™

Schichtdicke, m

Daneben existieren weitere Modelle wie das Gesetz von Reynolds und Pacala (1993)

(Gleichung 3-19) oder ein von Franco-Lara et al. (2006) modifiziertes Lambert-Beer’sches Modell

(Gleichung 3-20), welche fiir die Beschreibung der Lichtabschwachung im Reaktor eingesetzt

werden kdnnen:

1 Gleichung 3-19
1) = by g :

I(s) =1, -e~sVexs Gleichung 3-20
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Den drei Abschwéchungsmodellen ist gemeinsam, dass der charakteristische Extinktionskoeffizient
€ nur das Phdnomen der Lichtabsorption berticksichtig. Effekte der Lichtstreuung werden dagegen
vernachlassigt. Sollen Streulichteffekte im Bioreaktor, insbesondere bei dichten Zellkulturen, mit
einbezogen werden, so stehen weitere Modelle zur Verfugung (Acién Fernandez et al. 1997; Aiba
1982; Cornet et al. 1992a; Cornet et al. 1992b; Cornet et al. 1994). Unter den Modellen, welche
beide Ph&nomene beriicksichtigen, ist die von Cornet et al. (1992a) beschriebene Hypothese nach
Schuster (1905) algebraisch lésbar:

4a Gleichung 3-21
I(s) = Iy - (1+a)?- edcx's — (1-a)?- e—0cx's

Die beiden Koeffizienten « und o sind folgendermafen definiert:

Eq
a= |7 i .
(E, +E,) Gleichung 3-22
0 = ,/Ea -(E, + E) Gleichung 3-23

Mit Ea Lichtabsorptionskoeffizient

Es Lichtstreukoeffizient

Schusters Modell schlielt zwei unabhéngige Parameter mit ein. Den Lichtabsorptionskoeffizienten
Ea und den Lichtstreukoeffizienten Es. Es beriicksichtigt Anderungen in der Biomassekonzentration
sowie der Zellzusammensetzung und soll dadurch die Genauigkeit des Modells verbessern (Cornet
et al. 1992a).

3.4.3 Mittlere integrale Photonenflussdichte im Flachplattenphotobioreaktor

Wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben, ist Licht in einem Photobioreaktor sehr inhomogen verteilt. Fir
bestimmte Anwendungen wie der Charakterisierung oder Modellierung der Reaktionskinetik des
lichtabhdangigen Wachstums phototropher Mikroorganismen muss die im Reaktor zur Verfligung
stehende Photonenflussdichte allerdings klar definiert sein. Daher werden hdufig sogenannte
integrale Photonenflussdichten berechnet, welche eine durchschnittliche, tber die gesamte
Reaktorschichtdicke vorliegende Photonenflussdichte abschédtzend wiedergeben (Acién Fernandez
et al. 1997; Cornet et al. 1992a; Rorrer und Mullikin 1999; Yun und Park 2003):

Gleichung 3-24

1 S
I* =§jo I1(s)ds

Die integrale Photonenflussdichte I” beschreibt die Photonenflussdichte in der Kultivierkammer nur
unter der Annahme, dass die Biomasse im gesamten Reaktorvolumen gleichmaliig verteilt. Fir das

Gesetz nach Lambert und Beer ist sie wie folgt definiert:
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Iy
I* — (1 — —&Cx'S
E:Cyp* S ( ¢ )

Gleichung 3-25

Fur Schusters Hypothese ergibt sich folgende integrale Photonenflussdichte:

= 2-1y < edxs —1 ) Gleichung 3-26
§ce'S \edxS—a+a-e¥faxS+1

Die so ermittelten integralen Photonenflussdichten sind ein vielversprechender Ansatz, um die

Auswirkungen von Licht auf das Mikroalgenwachstum in einem Photobioreaktor verstehen und

interpretieren zu kénnen. Basierend auf der durchschnittlichen Photonenflussdichte im Bioreaktor

lassen sich kinetische Wachstumsmodelle ableiten, die dabei unterstiitzen kdnnen, den kinetischen

Zusammenhang zwischen der spezifischen Wachstumsrate und der auf die Reaktoroberflache

auftreffenden Photonenflussdichte mathematisch beschreiben zu kdnnen.

3.4.4 Kinetische Wachstumsmodelle und Modellvergleich

Fir die Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhdngigen Wachstums phototropher
Mikroorganismen stehen verschiedene kinetische Wachstumsmodelle zur Verfligung
(Kapitel 3.3.2, Tabelle 3-1). Zusammen mit dem Ansatz der integralen Photonenflussdichten kann
damit der kinetische Zusammenhang zwischen der Lichtverfuigbarkeit im Reaktor und dem davon
abhangigen Wachstumsverhalten von Mikroalgen charakterisiert werden. Um eine Auswahl zu
treffen, welches der Modelle unter den verwendeten die experimentellen Daten am besten
beschreibt, steht neben Standardabweichungen und Konfidenzintervallen auch Akaike’s
Informationskriterium flr einen Modellvergleich zur Verfligung (Motulsky und Christopoulos
2004). Das Kriterium basiert auf der Informationstheorie und l&sst den Schluss zu, welches Modell
das zutreffendere der untersuchten ist. Es gibt keine Information Uber die absolute Qualitat des

Modells, sondern beurteilt Modelle immer relativ zueinander:

AlC=N-In <§V_5> + 2K Gleichung 3-27

SS ist die Summe der Fehlerquadrate zwischen experimentellen und vorhergesagten Daten. Ist die
Anzahl an Datenpunkten N klein im Vergleich zur Anzahl an Parametern K, welche angepasst
werden plus 1, so wird AIC zu klein und es sollte ein korrigiertes Informationskriterium AIC.

(corrected AIC) herangezogen werden:

2K(K+ 1) Gleichung 3-28

AlIC, = AIC + ———F+——
¢ * (N—K—1)

Das Modell, welches den kleineren Wert fir AIC. ergibt, ist das Modell, welches die

experimentellen Daten am besten beschreibt im Vergleich zu den anderen untersuchten Modellen.

Die Werte kdnnen dabei positiv oder negativ sein.
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4 Material und Methoden

In den nachfolgenden Kapiteln werden die flr vorliegende Arbeit wesentlichen Methoden sowie
die daflir verwendeten Materialien und Geratschaften beschrieben. Eine Auflistung aller allgemein
genutzten Apparaturen und Chemikalien ist im Anhang gegeben (Kapitel A.1).

4.1 Mikroorganismen und Stammhaltung

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Scenedesmus spec wurden von Frau Dr. Mundt vom
Institut fur Pharmazie (Pharmazeutische Biologie) der Ernst-Moritz-Arndt Universitat in
Greifswald zur Verfugung gestellt.

4.1.1 Scenedesmus ovalternus SAG 52.80

Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 wurde von der Sammlung von Algenkulturen (SAG 2016) der
Universitat Gottingen bezogen. Der phototrophe Mikroorganismus gehort zu den Griinalgen
(Chlorophyta) und ist eine elliptische oder spindelférmige Mikroalge mit Abmessungen bis zu
13 x 9 um (Lange x Breite). Die Zellen treten meist in Form von Kolonien, bestehend aus zwei,
vier, acht oder sechzehn Zellen, auf (Abbildung 4-1). Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 gilt als
weitestgehend unerforscht (Protist Information Server 2016).

Abbildung 4-1: Lichtmikroskopische Aufnahme der Mikroalge Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 (Hellfeld,
100x VergrolRerung).

4.1.2 Scenedesmus obtusiusculus

Bei dem Mikroalgenstamm Scenedesmus obtusiusculus handelt es sich um ein Eigenisolat (Ostsee)
des Instituts fiir Pharmazie (Pharmazeutische Biologie) der Ernst-Moritz-Arndt Universitat
(Schulze et al. 2016). Die Mikroalge gehort ebenfalls zur Abteilung der Chlorophyta und liegt meist
als Einzeller vor, wobei die GroRe stark variabel ist (Abbildung 4-2). In Coahuila, Mexiko, existiert
ein weiteres Isolat dieser Griinalge, welches taxonomisch als Scenedesmus obtusiusculus
eingeordnet wurde. Der Stamm der mexikanischen Gruppe zeichnet sich durch eine hohe CO,-
Fixierungsrate, eine hohe Biomasseproduktivitat sowie durch eine hohe Lipidbildung mit bis zu

55 % (w/w) der Biotrockenmasse aus (Toledo-Cervantes et al. 2013). Das in dieser Arbeit
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verwendete Eigenisolat des Projektpartners aus der Ostsee ist dagegen neu und weitestgehend

unerforscht.

10 um

Abbildung 4-2: Lichtmikroskopische Aufnahme der Mikroalge Scenedesmus obtusiusculus (Hellfeld, 100x
VergroRerung).

4.1.3 Stammhaltung

Die Stammbhaltung beider Mikroalgenstdamme erfolgte bei Raumtemperatur (RT) und Laborlicht in
Flussigkulturen (100 mL in 250 mL-Kulturkolben). Die vom Projektpartner zur Verfligung
gestellten Stdamme wurden dazu in steriles BG-11 Medium (Kapitel 4.2) tberfiihrt und alle 3-4
Monate in frisches Medium tberimpft. Aufgrund ausgepragter Sedimentation wurden die Kulturen

einmal taglich durch manuelles Schwenken der Kulturkolben resuspendiert.

4.2 Kulturmedium

Zur Stammhaltung der beiden Scenedesmus spec. sowie flr alle Kultivierungsprozesse im
Satzverfahren wurde ein Medium fir blaugriine Algen (BG-11) nach Waterbury und Stanier (1981)
verwendet. Die Spurenelementlésung fur das BG-11 Medium wurde nach Kuhl und Lorenzen
(1964) angesetzt. Die genaue Zusammensetzung ist im Anhang in den Tabellen Tab. A-5 und Tab.
A-6 beschrieben. Zur Vermeidung chemischer und thermischer Reaktionen der
Medienkomponenten wurde von allen Bestandteilen des Grundmediums (Tab. A-5) jeweils eine
konzentrierte Losung hergestellt, welche anschlieRend sterilfiltriert (0,22 um) und bei 4 °C gelagert
wurde. Die Komponenten der Spurenelementlésung (Tab. A-6) wurden ebenfalls als einzelne
konzentrierte Losungen sterilfiltriert und zu einer angereicherten Spurenelementldsung vereint. Zur
Herstellung des BG-11 Mediums wurde vollentsalztes Wasser (VE-H>0) durch Autoklavieren
(121 °C, 20 min) sterilisiert. AnschlieBend wurden unter aseptischen Bedingungen die sterilen,

konzentrierten Medienbestandteile hinzugefligt und das finale Volumen eingestellt.

4.3 Kultivierung von Mikroalgen
Kultivierungsprozesse  im  LabormaRstab  wurden  zweistufig  durchgefiihrt:  Die

Vorkulturherstellung  erfolgte  in  licht- und  temperaturkontrollierten  parallelen
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Blasensdulenreaktoren (200 mL). Die nachfolgende Hauptkultivierung wurde in automatisierten
Flachplattenphotobioreaktoren (1,8 L) im Satzverfahren durchgefiihrt. Kultivierungsprozesse im
Pilotmalistab erfolgten dagegen vierstufig: Hierbei kamen parallele Blasenséulenreaktoren sowie
Flachplattenphotobioreaktoren (1,8 L) zur Mikroalgenanzucht zum Einsatz. Das Hauptinokulum
wurde aufgrund des hohen Biomassebedarfs in offenen Photobioreaktoren des Typs Flaches
Schraggerinne FSG 1 hergestellt und fur Experimente im Pilot-Flachplattenphotobioreaktor
(300 L) eingesetzt. Die verwendeten Algenbioreaktoren sowie die genaue Versuchsdurchfiihrung
werden im Folgenden beschrieben. Detailbeschreibungen einzelner Anlagenkomponenten sowie
eine genaue Auflistung der fir die verschiedenen Algenbioreaktoren eingesetzten Bauteile,
Geratschaften und Computerprogramme sind im Anhang (Kapitel A.3) gegeben.

4.3.1 Vorkulturherstellung in Blasensaulenreaktoren

Fur die Vorkulturherstellung zur reaktionstechnischen Charakterisierung verschiedener
Mikroalgenstdmme wurde ein temperatur- und lichtkontrolliertes Blasensaulenreaktorsystem
eingesetzt (Altenbach-Rehm et al. 1999; Havel et al. 2008). Eine schematische Darstellung des
Systems ist in Abbildung 4-3 gegeben. Der Aufbau eines Blasenséulenreaktors kann dem Anhang

(Abb. A-1) entnommen werden.

Blasensaulenreaktor Lichtquelle Kihler
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]
Ventil Gasverteilerplatte  Luftumlenker

Abbildung 4-3: Schematische Darstellung der Blasensaulenverteilung im Inkubator (Aufsicht) sowie des
seitlichen Querschnitts des parallelen Blasensaulensystems (nach Havel 2006).

Der modifizierte Inkubator (Profors, Infors HT, Bottmingen, Schweiz) bietet Platz fiir den
Parallelbetrieb von bis zu 16 Blasensaulenreaktoren. Jeder Blasensdulenreaktor wird dabei
individuell mit Gas versorgt (~ 10 L h™%). Dies ermdglicht eine Gasverteilerplatte, an der fiir jede
Blasensédule ein separates Ventil zur Steuerung des Gasvolumenstroms angebracht ist. Die
Zusammensetzung des Gases (5 % v/v CO3, 95 % v/v Luft) wird extern tber eine Gasmischstation
(WMR 4000, Westphal, Brooks Instrument GmbH, Dresden) gesteuert und geregelt. Als
Lichtquelle (100 pmol Photonen m2 s) dient eine Kombination aus den Leuchtstoffrohren Fluora
L77 (30 W, Osram, Minchen) und Sun-Glo (30 W, Hagen, Holm). Die zugehorige spektrale
Energieverteilung ist in Abbildung 4-4 dargestellt.



Material und Methoden 43

Relative
Photonenflussdichte, -

200 400 600 800 1000
Wellenléange, nm

Abbildung 4-4: Spektrale Energieverteilung der Leuchtstoffrohrenkombination des Blasensauleninkubators.

Die Temperierung des Inkubators (25 °C) erfolgt tber ein externes Kuhlthermostat, welches den
Waérmetauscher des Inkubators bedient. Luftumlenker sorgen fur eine gleichmaRige Verteilung der
temperierten Luft im Inkubator.

Zur Vorkulturherstellung wurden leere Blasensdulenreaktoren im Autoklaven sterilisiert (121 °C,
20 min) und anschlieend unter sterilen Bedingungen mit dem in Tab. A-5 beschriebenen Medium
(200 mL BG-11) befullt. Als Inokulum dienten 2 bis 5mL der jeweiligen Stammkultur
(Kapitel 4.1). Wahrend des Betriebs des Blasensdulenreaktorsystems wurde auf eine homogene
Gasblasenverteilung im Reaktor geachtet. Verdunstungseffekte wurden bei Bedarf manuell tber
einen sterilen Spritzenvorsatzfilter (0,22 um) mit BG-11 Medium ausgeglichen. Der pH wurde
nicht kontrolliert. Die Inokulumsernte erfolgte innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase,
wobei der Vorkulturansatz ohne weitere Vorbehandlung Uber Einwegspritzen in die

Flachplattenphotobioreaktoren tberfiihrt wurde.

4.3.2 Satzprozess im Flachplattenphotobioreaktor im Labormalistab

Zur reaktionstechnischen Charakterisierung der beiden Mikroalgenstdmme wurden Satzprozesse in
einem automatisierten Flachplattenphotobioreaktor im Labormalistab (Labfors 5 LUX, Infors HT,
Bottmingen, Schweiz) durchgefihrt. Das in dieser Arbeit verwendete Reaktorsystem wurde von
Infors HT speziell fur die Kultivierung von phototrophen Mikroorganismen entwickelt. Im
Gegensatz zu einem klassischen Rihrkesselreaktor besteht ein solcher Reaktor aus einem flachen
Kultivierungsgefal, welches in eine Kultivierkammer (lichtzugewandte Seite; VVorderseite) und in
eine Temperierkammer (lichtabgewandte Seite, Riickseite) unterteilt wird. Die Trennscheibe der
beiden Kammern sowie die Vorder- und Riickseite des Flachplattenphotobioreaktors besteht aus
5,5 mm dickem Borsilikatglas (gehartetes Sicherheitsglas). Daneben soll eine geringe Schichtdicke
von 2 cm in der Kultivierkammer eine moglichst optimale Lichtausnutzung gewahrleisten. Ein

Uberblick tiber den Versuchsaufbau ist in Abbildung 4-5 gegeben.
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Abbildung 4-5: Versuchsaufbau zur Mikroalgenkultivierung im Satzprozess im Labormafstab (1,8 L) als
schematische (Infors HT) und fotografische Darstellung des Labfors 5 LUX Flachplatten-
photobioreaktorsystems.

1 Bedieneinheit 5 LED-Bestrahlungseinheit
2 Massendurchflussregler 6 Anschlisse fir die Temperierkammer
3 Kultivierungsgefal 7 Abgaskihler

4 pH- und pO,-Sonde

Uber die Bedieneinheit (1) ist eine Steuerung von relevanten Reaktionsbedingungen wie pH,
Temperatur, Photonenflussdichte und Gasvolumenstrom mdglich. Alternativ kann eine
Prozessuberwachung mit Hilfe der Bediensoftware IRIS (Infors HT) realisiert werden. Diese
erlaubt gleichzeitig eine Verlaufsdokumentation prozessrelevanter GroRen. Die Temperierung des
Kulturmediums wird Uber eine separate Temperierkammer durch Warmeaustausch tber die
gesamte Flache der Kultivierkammer (3) realisiert (6). Fir die Messung des pH und der
Gelostsauerstoffkonzentration stehen eine pH- sowie pO2-Sonde zur Verfligung (3). Eine LED-
Bestrahlungseinheit (5) mit 260 warmweifl3en Hochleistungsleuchtdioden erlaubt eine Bestrahlung
im sichtbaren Wellenlangenbereich (400 nm bis 800 nm) mit Eingangsphotonenflussdichten Io
zwischen 0 und 4200 pmol Photonen m2 s (0 — 100 %) in Schritten von 4,2 pmol Photonen m? s

(0,1 %). Die zugehdrige spektrale Lichtverteilung ist in Abbildung 4-6 dargestellt.



Material und Methoden 45

1.0

0.8 |-------b-mmmm i b

0.6 |-------b--mofobo ot

Relative
Photonenflusdichte, -

————pm—— -

200 400 600 800 1000
Wellenlange, nm
Abbildung 4-6: Spektrale Energieverteilung der LED-Bestrahlungseinheit des Labfors 5 LUX Flachplatten-
photobioreaktors.

Wie in Abbildung 4-7 schematisch gezeigt ist, wird der Flachplattenphotobioreaktor als Blasenséule

mit integriertem Umlauf (gas-lift-Reaktor mit Stromungsleitblech) betrieben.
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Abbildung 4-7: Schematische Abbildung der Kultivierkammer eines Flachplattenphotobioreaktors Labfors 5
LUX (Arbeitsvolum: 1,8 L; Photosynthetisch aktive Flache: 0,09 m? L: 225 mm, B: 20 mm,
H: 410 mm). Der Photobioreaktor wird als Blasensaule mit integriertem Umlauf betrieben. Die
Begasung (CO2-Luft, kontinuierlich) erfolgt Uber ein Begasungsrohr im FuRRraum des Reaktors
(9: 6 mm; 14 Poren mit je 0,4 mm @). Ein Strémungsleitblech (L: 1 mm, B: 19,3 mm, H:
253 mm) teilt die Kultivierkammer in zwei Bereiche: aufsteigende Gasblasen flihren zu einem
Auftrieb der Algensuspension im begasten Bereich; im nicht begasten Bereich sinkt die
Algensuspension wieder ab (Umlauf). Ein auf der Frontplatte des Kultivierungsgeféaies
befestigtes Licht-Abschirmblech soll eine Biofilmbildung im Kopfraum des Reaktors
reduzieren.
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Hierzu wird ein Gasgemisch bestehend aus CO und Luft (iber ein Begasungsrohr von unten in die
Kultivierungskammer eingetragen. Mit einer Breite von 225 mm, einer Kultivierungshthe von
410 mm und einer Schichtdicke von 20 mm betragt das Arbeitsvolumen etwa 1,8 L (0,09 m?
photosynthetisch aktive Flache). Das Begasungsrohr, (ber das der Gaseintrag erfolgt, hat einen
Durchmesser von 6 mm und enthalt 14 Bohrungen mit einem Porendurchmesser von jeweils
0,4 mm. Ein Stromungsleitblech (L: 1 mm, B: 19,3 mm, H: 253 mm) teilt die Kultivierkammer in
zwei Bereiche: auf der begasten Seite werden Gasblasen nach oben geleitet und somit ein Auftrieb
der Algensuspension induziert. Uberschiissiges Gas kann iiber den Kopfraum des Reaktors
entweichen. Auf der nicht begasten Seite entsteht ein Strdmungsumlauf, wodurch es zu einem
Abstieg der Flissigkeit und somit zur Durchmischung der Algensuspension im Bioreaktor kommt.
Neben der Durchmischung ermdglicht die Begasung (2 NL min™) auch eine pH-Kontrolle durch
automatisierte  Anpassung des CO,-Gehalts im Gasgemisch. Die Einstellung der
Gaszusammensetzung (0 % v/v bis 10 % v/v COy) erfolgt Uber zwei Massendurchflussregler (2,
Abbildung 4-5). Ein Licht-Abschirmblech am GeféalRkopf des Reaktors dient dazu, die Bildung von

Schaum oder Biofilm im Kopfraum der Kultivierkammer zu reduzieren.

Die Satzprozesse zur Charakterisierung der in dieser Arbeit eingesetzten Scenedesmus spec. wurden
mit dem in Tab. A-5 beschriebenen Medium (BG-11) durchgefiihrt. Aufgrund von Temperatur-
katalysierten chemischen Reaktionen der Medienbestandteile erfolgte die Sterilisation des Reaktors
im Autoklaven (121 °C, 20 min) mit einer Kaliumchloridldsung. Im Anschluss an die Sterilisation
wurde die KCI-Losung aus der Kultivierungskammer entfernt und BG-11 Medium uber eine
Medienvorlageflasche steril in den Reaktor tUberfuhrt. Nach Einstellen der Prozessbedingungen
(20-40 °C, pH 7-10, 102-3794 pmol Photonen m?s?) erfolgte die Zugabe des Inokulums.
Zusammen mit dem Inokulum wurde jeweils ein Anfangsvolumen von 1,8L und eine
Biomasseanfangskonzentration von 0,08 germ L™ realisiert.  Verdunstungseffekte sowie

Probenahmen wahrend der Satzprozesse wurden manuell mit BG-11 Medium ausgeglichen.

4.3.3 Vorkulturherstellung im offenen Photobioreaktor

Vorkulturen zur Inokulation des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors im 300 L-MaRstab wurden in
einem dreistufigen Prozess gewonnen. In einem ersten Schritt wurde eine Mikroalgenkultur in
Blasenséulenreaktoren, wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben, im Satzverfahren angezogen. Nach einer
Kultivierungsdauer von sieben Tagen wurde der gesamte Inhalt einer Blasensdule flr eine drei- bis
viertdgige Satzkultivierung bei 1200 umol Photonen m2s?, 30 °C, pH 7,5 oder pH 8,0 in 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktoren tberfuhrt. Dieser Schritt fand ebenfalls unter sterilen Bedingungen
statt (Kapitel 4.3.2), um eine Kontamination der Kultur im Pilot-Flachplattenphotobioreaktor
mdoglichst gering zu halten. Die so gewonnene Algensuspension wurde zur Herstellung des

Hauptinokulums in einem weiteren Schritt in ein offenes Photobioreaktorsystem gegeben. Dabei
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handelte es sich um ein sogenanntes Flaches Schraggerinne FSG 1, das von Herrn Dipl.-Ing. Dipl.-
Wirt.Ing. Andreas Apel am Lehrstuhl fir Bioverfahrenstechnik der Technischen Universitat
Miinchen entwickelt wurde. Der Reaktor wurde in einem von der Technischen Universitit Minchen
in Zusammenarbeit mit der Airbus Group auf dem Ludwig Bolkow Campus in Ottobrunn sidlich
von Minchen errichteten Algentechnikum betrieben. Der schematische Aufbau des dort fur die
Herstellung der Hauptvorkultur genutzten Reaktors ist in Abbildung 4-8 gegeben. Nahere
Informationen zum Algentechnikum kénnen dem Anhang entnommen werden (Kapitel A.4).

E

Abbildung 4-8: Schematischer Aufbau (links) und fotographische Abbildung (rechts) des Flachen
Schraggerinnes zur Herstellung des Hauptinokulums fiir Satzprozesse im 300 L-
Flachplattenphotobioreaktor.

(A) Einlaufbecken (E) Sammelbecken
(B) oberes Gerinne (F) Frequenzumrichter
(C) Wendebecken (G) Pumpe

(D) unteres Gerinne (H) LED-Beleuchtung

Das flache Schréggerinne wurde zur Vorkulturherstellung mit einem Minimalvolumen von 80 L
betrieben. Dazu wurde Trinkwasser im Sammelbecken (E) vorgelegt und die in 5 L Trinkwasser
vorgeldsten Bestandteile fiir 80 L BG-11 Medium hinzugefugt (Tab. A-5). Nach der Inokulation
wurde ein Gesamtvolumen wvon 80 L eingestellt und die Kreislauffihrung gestartet
(Pumpendrehzahl: 40 Hz; 2 L s1). Diese erfolgte durch Steuerung einer Magnetkreiselpumpe (G)
mit Hilfe eines Frequenzumrichters (F). Die Algensuspension wurde aus dem Sammelbecken (E)
in ein Einlaufbecken (A) gepumpt, woraus sie auf das obere Gerinne (B) gleichméalig verteilt
wurde. Uber ein Wendebecken (C) gelangte die Kultur nach Passieren des unteren Gerinnes (D)
zuriick in das Sammelbecken. Die Gerinne waren in einem Winkel von 1,75 % geneigt angeordnet.
Zur Prozessuberwachung (25-30°C, pH 7,5-8,0) standen ein Temperatur- sowie ein pH-Sensor im
Sammelbecken zur Verfugung. Die pH-Regelung erfolgte durch automatisierte Dosierung von
Kohlenstoffdioxid. Als Beleuchtung (33 W m, entspricht 158 umol Photonen m s1) dienten tiber
dem Schréggerinne befestigte LED-Leuchten (H; FUTURELED, Berlin). Die spektrale Verteilung
ist in Abbildung 4-9 gegeben. Die eingesetzten Bestandteile, Software und Messtechnik der Anlage
sind im Anhang in Kapitel A.3.3 detailliert aufgefiihrt.
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Abbildung 4-9: Spektrale Energieverteilung der LED-Bestrahlungseinheit des flachen Schraggerinnes sowie des
Flachplattenphotobioreaktors im Pilotmafistab (300 L).

Nach einer Kultivierungsdauer von finf Tagen wurde ein Teil der Vorkultur aus dem offenen
Photobioreaktor enthommen und ohne weitere Vorbehandlung fir die Inokulation des

Flachplattenphotobioreaktors im Pilotmalistab (300 L) eingesetzt.

4.3.4 Satzprozess im Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmalistab

Zur Ubertragung ausgewahlter im LabormaRstab analysierter Satzprozesse in den PilotmaRstab
wurde ein Flachplattenphotobioreaktor mit einem Fassungsvermdgen von maximal 300 L und einer
photosynthetisch aktiven Flache von bis zu 14 m? eingesetzt (Mikroalgenforschungsanlage, SSC
GmbH, Hamburg). Die Forschungsanlage wurde speziell fir den Betrieb im Algentechnikum auf
dem Ludwig Bolkow Campus in Ottobrunn bei Miinchen (Kapitel A.4) ausgelegt. Ein Uberblick
tber den Aufbau des Flachplattenphotobioreaktors ist in Abbildung 4-10 gegeben.

Abbildung 4-10: Aufbau des Flachplattenphotobioreaktors im PilotmaBstab (300 L). A: Ansicht von vorne auf
die zweireihig angeordneten Reaktormodule (zwei Reaktorlinien). B: Ansicht von der Seite
auf eine Reaktorlinie der Pilotforschungsanlage.

1: Reaktormodule (zehn Stlck) 3: LED-Beleuchtung
2: Feuerverzinktes Tragergestell 4: Begasung mit Luft
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Der Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmalstab besteht aus insgesamt zehn Reaktormodulen (1).
Jedes Reaktormodul ist 2,5 m hoch sowie 0,57 m breit. Mit einer Schichtdicke von jeweils 2,2 cm
betragt das maximale Arbeitsvolumen (maximaler Fullstand: 2,4 m) 10x 30 L (300 L). Dies
entspricht einer photosynthetisch aktiven Fliache von etwa 14 m?. Zur Minimierung von
Biofilmbildung befinden sich Ikosaeder unterschiedlicher Dichte in den Reaktormodulen, die an
den Innenseiten der Glasscheiben reiben. Die Reaktormodule sind mit aus Weilglas hergestelltem
Verbundsicherheitsglas einfach verglast und in zwei Linien hintereinander angeordnet. Dabei sind
jeweils finf Reaktormodule auf einem feuerverzinkten Trégergestell (2) angebracht. Die beiden
Reaktorlinien sind dabei so ausgerichtet, dass ihre gegenseitige Beschattung minimal ist. Eine
Neigung der Reaktormodule im 60°-Winkel zum Glasdach des Algentechnikum ermdglicht neben
einer kinstlichen LED-Beleuchtung (3; FUTURELED, Berlin) die Nutzung von nattrlichem
Sonnenlicht. Die Lichtemission der LED-Segmente kann dabei mit Hilfe eines Sensors in
Abhangigkeit der natirlichen Sonneneinstrahlung geregelt werden, so dass eine konstante
Photonenflussdichte energiesparend realisiert werden kann. Jedes Reaktormodul wird von einem
LED-Segment mittig bestrahlt. Der Einbau von acht verschiedenen Leuchtdioden erlaubt eine
beliebige Variation der spektralen Zusammensetzung sowie der Photonenflussdichte bis zu
1550 pmol Photonen m2 s, Die fur die Experimente gewdhlte spektrale Energieverteilung
(Tageslichtspektrum) sowie eine Abbildung der im LED-Segment angeordneten Leuchtdioden sind

in Abbildung 4-11 gezeigt.
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Abbildung 4-11: Spektrale Energieverteilung der LED-Bestrahlungseinheit des Flachplattenphotobioreaktors
im Pilotmal3stab (300 L) (links).
Abbildung eines LED-Segments im Algentechnikum von unten (rechts). Insgesamt sind acht
verschiedenartige Leuchtdioden verbaut, die einzeln steuerbar sind. Dadurch konnen
individuelle Spektren bis hin zu einem sonnenlichtahnlichen Spektrum (links) realisiert
werden.
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Steuerung und Prozesskontrolle

Abbildung 4-12 gibt einen Uberblick tber die Steuer- und Prozesseinheit des Pilot-
Flachplattenphotobioreaktors. Dariiber hinaus ist ein schematischer Uberblick tber die gesamte
Pilotanlage in Abbildung 4-15 gegeben. Die Steuerung der Anlage erfolgt entweder direkt an der
Forschungsanlage Uber eine Steuereinheit (a) oder online per Fernzugriff Gber eine

Steuerungssoftware (Endress+Hauser Messtechnik GmbH+Co. KG, Weil am Rhein).

Abbildung 4-12: Uberblick Uber die Prozesseinheit des Flachplattenphotobioreaktors im PilotmaBstab. A:
Ruckansicht. B: Frontansicht.

a: Steuereinheit d: Tank g: Messstrecke (Abbildung 4-13)
b: Begasungseinheit e: Warmetauscher h: Vorlagebehélter fur Medienzulauf
c: Kreiselpumpe f: Ventil des Warmetauschers  i:  Probenahmehahn

Die technische Umsetzung der vorgegebenen Befehle (Reaktionsbedingungen wie pH und
Temperatur) wird in der Prozesseinheit realisiert. Diese enthdlt einen Tank (d), Gber den die
Beflllung der Reaktormodule erfolgt. Hierfur wird an der Steuereinheit ein Flllstand definiert,
wodurch automatisiert Ventile des Trinkwasseranschlusses sowie eine Hochdruck-Kreiselpumpe
(c) zur Beforderung des Trinkwassers aus dem Tank in die Reaktormodule aktiviert werden. Die
Beflllung erfolgt dabei periodisch, sodass wahrenddessen Medienkomponenten, Inokulum oder
andere Substanzen manuell Uber den Tank zugefiihrt werden kénnen. Die Prozesseinheit bietet
daruber hinaus die Mdoglichkeit Zusatze wie konzentrierte Medienldsung, Antischaum oder
Titrationsmittel Uber steuerbare Pumpen automatisiert zuzugeben (h). Eine Probenentnahme kann
Uber einen separaten Ablauf der Prozesseinheit erfolgen (i). Nach Erreichen des erforderlichen
Prozessvolumens wird eine Umwalzpumpe gestartet (20 L min™; nicht gezeigt), welche die
Zellsuspension im Kreislauf fihrt. Die Kultur durchstromt dabei alle zehn Reaktoren sowie die
gesamte Prozesseinheit (Abbildung 4-15). Dort durchlduft sie einen Wéarmetauscher (e), woriber
die Temperierung des Reaktorinhaltes erfolgt. Die Kuhlwassermenge wird dabei automatisiert tiber
ein Ventil (f) geregelt. Dem Wéarmetauscher ist eine Messstrecke (g) vorgeschaltet, welche die
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Sensorik zur Uberwachung von Biomasse (optische Dichte), Nitratkonzentration, pH,
Gelostsauerstoffkonzentration, Temperatur sowie Salinitét (Leitfahigkeit) enthalt. Ein vergroRerter
Uberblick tiber die Messstrecke ist in Abbildung 4-13 gegeben. Uber die Sensorik der Messstrecke
wird neben dem Warmetauscher auch die CO2-Zugabe geregelt. Diese erfolgt automatisiert in
Abhangigkeit des pH (ber die Begasungseinheit (b).

Abbildung 4-13: Uberblick iiber die Messstrecke der Prozesseinheit des Flachplattenphotobioreaktors im
PilotmaRstab.
1: Kompaktthermometer 2: Nitrat-Sensor 3: optischer Geldstsauerstoff-Sensor
4: Leitfahigkeitssensor 5: pH-Sensor 6: Zellwachstums- und Biomassensensor

Betriebsweise des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors
Der Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab wird als Blasensaule mit Umlauf (gas-lift)

betrieben (Abbildung 4-14). Hierfur wird Luft mit Hilfe der Begasungseinheit periodisch tiber zwei

Offnungen im FuBraum eines Reaktormoduls in den Reaktionsraum geleitet.
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Abbildung 4-14: Schematische Darstellung eines Reaktormoduls des Flachplattenphotobioreaktors im
PilotmaRstab (300 L; Photosynthetisch aktive Flache: 14 m?; L: 0,57 m, B: 22 mm, H: 2,5 m).
Der Photobioreaktor wird als Blasenséule mit integriertem Umlauf betrieben. Die Begasung
(Luft, periodisch) erfolgt tber zwei Offnungen im FuBraum des Reaktors. Drei
Stromungsleitbleche teilen die Kultivierkammer in vier Bereiche: aufsteigende Gasblasen
fiihren zu einem Auftrieb der Algensuspension im begasten Bereich; im nicht begasten Bereich
sinkt die Algensuspension wieder ab (Umlauf). Im Kopfraum des Reaktormoduls koaleszieren
die Gasblasen. Uberschiissiges Gas kann nach oben hin entweichen.
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Stromungsleitbleche unterteilen den Reaktionsraum in vier Bereiche und ermdglichen einen
Umlauf der Algensuspension im Reaktormodul: in den beiden begasten Zonen strémen Gasblasen
nach oben, wodurch ein Auftrieb der Algensuspension entsteht. Oberhalb der Stromungsleitbleche
koaleszieren die Gasblasen und entweichen tiber den Kopfraum. In den nicht begasten Zonen stromt
die Flussigkeit nach unten. Dadurch kommt es zur Durchmischung der Algensuspension im
Reaktormodul. Zusatzlich zu den Offnungen fir die Begasung befinden sich am FuB des
Reaktormoduls der Zu- und Ablauf fir die zuvor erwéhnte Kreislauffiihrung der Algensuspension.
Der Leistungseintragung sowie die Durchmischung erfolgen im Pilot-Flachplattenphotobioreaktor
somit durch periodische Begasung des Reaktionsansatzes mit Luft sowie durch Beforderung der
Algensuspension mittels einer Kreiselpumpe (20 L min't). Eine Darstellung tber die Verschaltung
der Reaktormodule sowie eine Ubersicht (iber die Volumenstrome der Gas- und Flissigphasen

innerhalb des Pilot-Photobioreaktors sind in Abbildung 4-15 schematisch gegeben.

Abbildung 4-15 fasst den Aufbau und die Betriebsweise des Flachplattenphotobioreaktors im
Pilotmafstab zusammen. Die Pilotanlage gliedert sich in eine Prozesseinheit, eine Steuereinheit und
in die Reaktormodule. In der Prozesseinheit erfolgt eine Uberwachung und Kontrolle der
Reaktionsbedingungen und ProzessgroBen Triibbung (OD750), pH, Leitfdhigkeit/Salinitdt (o),
Gelostsauerstoffkonzentration (pO2), Nitrat und Temperatur. Hierfr wird die Algensuspension mit
Hilfe einer Kreiselpumpe kontinuierlich durch die Prozesseinheit gepumpt. Dabei erfolgt sowohl
die Temperierung der Algensuspension (Warmetauscher) als auch die CO»-Zugabe zur Regelung
des pH (Begasungseinheit). Nach dem Durchstromen der Prozesseinheit (16 L, Verweilzeit:
0,8 min), wird die Algensuspension uber den Vorlauf in die Reaktormodule geleitet. Die beiden
Reaktorlinien sind dabei in Reihe geschaltet. Die fiinf Reaktormodule einer Linie werden dagegen
parallel betrieben. Ebenso verhdlt es sich mit dem Riicklauf der Flussigphase (Ruckfihrung in die
Prozesseinheit) sowie der Begasung der Reaktormodule mit Luft (gas-lift). Zur Zwischenreinigung
des Pilotreaktors erfolgt mehrmals téglich eine Druckluftspilung. Hierfir wird ein Teil der
Algensuspension im Tank der Prozesseinheit zwischengelagert und Luft in Gegenrichtung in den
Ricklauf geleitet.
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Abbildung 4-15: Schematischer Uberblick iber die Verschaltung der Reaktormodule sowie (iber die
Volumenstrome der Gas- und Flussigphasen innerhalb des Flachplattenphotobioreaktors im

PilotmaRstab (300 L). Die Pilotanlage gliedert sich in eine Prozesseinheit, eine Steuereinheit
und die Reaktormodule. Die beiden Reaktorlinien (jeweils fiinf Reaktormodule) sind in Reihe
geschaltet. Die Reaktormodule innerhalb einer Linie werden parallel gefhrt.

Vorlauf Flussigphase: orange (hell); Ricklauf Flissigphase: schwarz (dunkel); Gasphase: blau

(gepunktet).
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Versuchsdurchfiihrung

Zum Betrieb der Forschungsanlage wurden die Reaktormodule automatisiert mit Trinkwasser
befillt. Dies erfolgte durch Vorgabe der Fillstandhéhe in den Reaktormodulen (2,2-2,4 m).
Waéhrend des Fullvorgangs wurden Medienbestandteile (BG-11, Tab. A-5) und das Inokulum
(Kapitel 4.3.3) tiber den Tank der Prozesseinheit in die Reaktormodule gepumpt (20 L min™). Da
ein aseptischer Betrieb der Anlage nicht mdglich war, wurden diese Arbeiten unter nicht sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Nach Einstellen des Endvolumens (300 L) wurden die Umwélzung
(20 L minY) und die Begasung mit Luft zur Durchmischung der Algensuspension in den
Reaktormodulen gestartet. Die pH-Regelung (speziesspezifisch: pH 7,5-8,0) erfolgte separat durch
CO,-Zugabe in der Prozesseinheit, welche die Mikroalgensuspension kontinuierlich wahrend der
Kreislauffihrung passierte (Volumen: 16 L, Verweilzeit: 0,8 min). Auch die Temperierung
(Istwerte zwischen 25-30 °C) erfolgte in der Prozesseinheit mit Hilfe eines wasserdurchstromten
Waérmetauschers. Ebenso war eine Versorgung mit Antischaum oder Zulaufmedien durch
steuerbare Pumpen wéhrend des Durchflusses durch die Prozesseinheit moglich. Probenahmen und
Verdunstungseffekte wahrend des Prozesses wurden automatisiert mit Trinkwasser ausgeglichen.
Fur eine zusatzliche Durchmischung des Reaktorinhaltes wéhrend des Prozesses erfolgte dreimal
taglich eine Druckluftspilung. Hierfir wurde ein Teil der Algensuspension automatisiert in den
Tank der Prozesseinheit abgelassen und Zu- und Abldufe der Reaktormodule sowie die
Prozesseinheit mit Druckluft entleert. Anschlieend wurde die Algensuspension ebenfalls

automatisiert zuriick in die Reaktormodule gepumpt.

4.4  Analytische Methoden

Fur die Untersuchung und anschlielende Bewertung der im Flachplattenphotobioreaktor
durchgefuhrten Satzprozesse wurden verschiedene analytische Methoden herangezogen. Neben der
optischen Dichte, der Biomassekonzentration sowie der Raum-Zeit-Ausbeute wurden Néahrstoffe
im Medium wéhrend der Prozesse kontrolliert und die Pigmentzusammensetzung in Algenzellen
bestimmt. Die hierfur durchgefiihrten Methoden und Vorgehensweisen werden in den folgenden

Kapiteln beschrieben.

4.4.1 Nachweis von N&hrstoffen

Der Nachweis von Nahrstoffen im Medium erfolgte halbquantitativ mit Hilfe von Teststreifen
(QUANTOFIX® Teststabchen, Macherey-Nagel, Diren). Hierfir wurden die Zellen mittels
Zentrifugation vom Medium abgetrennt (12000 rpm, 3 min, RT) und die Phosphat-, Nitrat-/Nitrit-,
Sulfat- und Eisenkonzentration im Uberstand abgeschitzt. Die genaue Bezeichnung der Teststreifen

sind in Tab. A-4 im Anhang gegeben. Wurde bei Prozessen im Zulaufverfahren eine
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Nahrstofflimitierung im Uberstand einer Probe festgestellt, so wurden dem Reaktionsansatz

benotigte Nahrstoffe manuell hinzugegeben.

4.4.2 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde photometrisch mit einem
Einstrahlphotometer in Kiivetten mit Schichtdicken von 1 cm bestimmt. Bei Uberschreiten der
Messobergrenze von 0,3 wurden die Proben entsprechend mit BG-11 Medium verdiinnt. Die
Messung erfolgte bei einer Wellenldange von 680 (ODegonm) und 750 nm (OD7sonm) im
Dreifachansatz. Eine Wellenldénge von 750 nm liegt auflerhalb des Bereichs, in dem
photosynthetische Pigmente absorbieren und ist somit fir die Verfolgung des Wachstums
pigmenttragender Zellen wie Mikroalgen geeignet (Griffiths et al. 2011; Gitelson et al. 2000). Die
Wellenldange 680 nm entspricht dem Absorptionsbereich photosynthetischer Pigmente wie
Chlorophyll a und kann als Indikator fiir die Chlorophyllpigmentierung von Algenzellen dienen
(Griffiths et al. 2011). Das Verhaltnis OD7s0nm zu ODegonm ermoglicht eine Aussage Uber die
Veranderung des Pigmentgehalts wéhrend eines Prozesses.

4.4.3 Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Die direkte Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch, jeweils im Dreifachansatz.
Bei Kultivierungsprozessen im LabormaRstab wurden hierfiir 1,5 mL Zellsuspension in ein zuvor
trocken ausgewogenes Reaktionsgefal (1,5 mL) Uberfiihrt. Nach Zentrifugation der Probe
(Tischzentrifuge, 12000 rpm, 3 min, RT) wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert und das
Zellpellet zweimal mit VE-Wasser gewaschen. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das
Zellpellet bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach Auswiegen des Reaktionsgefalies

mit Sediment wurde die Biotrockenmassekonzentration mit folgender Gleichung ermittelt:

_ Myoy — Myeer Gleichung 4-1
Cx =——mF
|4
Mit ¢ Biomassekonzentration, gstm L™
Myoll Masse des getrockneten Reaktionsgefalles mit Zellpellet, g
Mieer Masse des getrockneten leeren Reaktionsgefales, g
vV Volumen der Zellsuspension vor der Zentrifugation, L

Fur Prozesse im Pilotmalistab wurden jeweils 10 mL Zellsuspension in ein Reaktionsgefa3 (15 mL)
uberfithrt. Nach Zentrifugation der Probe (3220 g, 5 min, RT) wurde der Uberstand vorsichtig
dekantiert und das Zellpellet zweimal mit VE-Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet in 5 mL VE-Wasser resuspendiert und die Suspension in eine zuvor trocken ausgewogene

Aluschale tberfuhrt. Nach Trocknung der Aluschale mit Zellsuspension bei 80 °C wurde der Ansatz
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bei Gewichtskonstanz erneut ausgewogen und die Biomassekonzentration nach Gleichung 4-1

bestimmt.

Die Konzentration der Biotrockenmasse wurde in jedem Prozess ab dem zweiten Tag bis zum
Erreichen der stationdren Phase ein- bis viermal tdglich gravimetrisch bestimmt. Zur Ermittlung
aller weiteren Konzentrationen (cx) wéhrend eines Prozesses wurde die optische Dichte bei 750 nm
(OD7s0nm) mit der Biomassekonzentration anhand der experimentellen Daten korreliert (fy):

Cx = fx " OD750nm Gleichung 4-2
Mit  cx Biomassekonzentration, gstm L™
fx Korrelationsfaktor
OD750nm optische Dichte der Zellsuspension bei 750 nm, -

Die Zellzusammensetzung hat dabei einen signifikanten Einfluss auf die photometrische Messung
der optischen Dichte. Dartiber hinaus spielt der Zustand der Zelle bei der Inokulation eine Rolle,
weshalb fiir jeden Prozess ein individueller Korrelationsfaktor ermittelt und angewandt wurde. Die
finale Biomassekonzentration am Ende eines Prozesses wurde durch arithmetische Mittelung der

wahrend der stationdren Phase gemessenen Konzentrationen bestimmit.

4.4.4 Bestimmung der Raum-Zeit-Ausbeute

Eine Zielsetzung dieser Forschungsarbeit war die Etablierung eines schnellen und robusten
Biomasseproduktionsprozesses. Aus diesem Grund wurde die Raum-Zeit-Ausbeute als
Bewertungskriterium flr die Prozessentwicklung herangezogen. Aufgrund der unterschiedlichen
Dauer der Satzprozesse wurde die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) stets an Tag vier ermittelt, um eine
Vergleichbarkeit der Prozesse zu gewdhrleisten. Bei kirzerer Prozesszeit wurde die Raum-Zeit-

Ausbeute zum Zeitpunkt der letzten Probenahme bestimmt. Hierfur wurde folgende Gleichung

verwendet:
BTM, — BTM, Gleichung 4-3
RZIA = ———
At
Mit  RZA Raum-Zeit-Ausbeute, g L™ d*
BTM: Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt t (in der Regel Tag 4), g L™
BTMo Biotrockenmassekonzentration bei Inokulation, g L
At Zeitintervall zwischen Inokulation und Zeitpunkt t (in der Regel 4 Tage), d

4.4.5 Probenaufbereitung zur Quantifizierung intrazellularer Metabolite
Die Quantifizierung intrazellularer Metabolite erfolgte mit getrockneter Algenbiomasse. Hierftr

wurden 15 bis 50 mL Zellsuspension in ein Reaktionsgefal (50 mL) berfihrt und die Zellen durch
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Zentrifugation (4500 rpm, 5 min, RT) sedimentiert. Zum Entfernen von Salzen wurden die Zellen
zweimal mit VE-Wasser gewaschen und erneut pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Zellpellet bei -80 °C fir mehrere Stunden gefroren. Die Ansétze wurden anschlielend bei -42 °C
im Vakuum bei 0,12 mbar gefriergetrocknet und das Trocknungsprodukt mit Hilfe eines Morsers

pulverisiert. Das Pulver wurde fur den Nachweis von photosynthetischen Pigmenten verwendet.

4.4.6 Bestimmung der Pigmentzusammensetzung

Die Pigmentzusammensetzung in Algenzellen wurde mit Hilfe einer Losemittelextraktion ermittelt.
5 mg der zu untersuchenden pulverisierten Algentrockensubstanz (Kapitel 4.4.5) wurden in ein
Glasgefal? (10 mL) eingewogen und mit 100 uL VE-Wasser fir zehn Minuten befeuchtet. Die
Extraktion der photosynthetischen Pigmente erfolgte mit 8 mL 90 % Ethanol, welches mit
Salzséure auf eine Endkonzentration von 0,075 M HCI angeséuert wurde. Das Ansduern bewirkt
eine Entfernung des Magnesiumatoms, welches in den Chlorophyll-Pigmenten vorhanden ist.
Zuruck Dbleibt eine Magnesium-freie Form des Chlorophylls (Ph&ophytin) wodurch eine
Bestimmung des gesamten Chlorophyllgehalts und nicht nur der Magnesium-tragenden Variante
ermoglicht wird. Der Ansatz wurde anschlieBend fir 3 min auf 80 °C erhitzt (Thermomixer,
300 rpm) und fir 24 Stunden im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Mischung zunéchst homogenisiert und die Zellen anschlieRende sedimentiert (maximal 2000 g,
2 min, RT). 1 mL des Uberstands wurde photometrisch bei 470,0 nm, 648,6 nm und 664,2 nm in
einer Kivette mit 1 cm Schichtdicke vermessen. Bei Uberschreiten der Messobergrenze von 0,3
wurden die Proben entsprechend mit VE-Wasser verdinnt. Die Berechnung der
Pigmentkonzentrationen erfolgte mit folgenden Gleichungen nach Lichtenthaler und Buschmann
(2001):

(13,36 * Aggaz — 519 - Agage) - 8,1

C = Gleichung 4-4
Chla m, 9
(27,43 " A64-8,6 - 8,12 " A664,2) - 8,1 G|9IChung 4-5
Cchib =
mx
(4‘,785 b A4_70 + 3,657 " A664,2 - 12,76 - A648,6) ) 8,1 G|9IChung 4-6
Ckarotinoid =
mx
Mit  my eingewogene Biotrockenmasse, mg
Cchla Chlorophyll a Konzentration (Magnesium-freie Form), mgcniagstv™
Cchib Chlorophyll b Konzentration (Magnesium-freie Form), mgchib gstm™
CKarotinoid Karotinoidkonzentration, Mmgkarotinoid JsTM ™

A Absorption bei 664,2 nm, 648,6 nm und 470 nm, -
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4.5 Methoden zur Modellierung des lichtabhangigen Wachstums

Die Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhangigen Wachstums zweier Scenedesmus spec.
in einem Flachplattenphotobioreaktor fand in dieser Arbeit modellgestutzt statt. Hierfiir war neben
der Verfugbarkeit geeigneter Modellgleichungen die Generierung experimenteller Daten
erforderlich. Im Folgenden wird die VVorgehensweise der Lichtmessung wéhrend der im Rahmen
der reaktionstechnischen Charakterisierung durchgefiihrten Satzprozesse beschrieben. Dariiber
hinaus werden Methoden zur Bestimmung durchschnittlicher im Reaktor vorliegender

Photonenflussdichten dargestellt.

45.1 Lichtmessung am Flachplattenphotobioreaktor

Zur Emissionsmessung der Lichtquellen der Flachplattenphotobioreaktoren im Labor- und
Pilotmalistab wurde ein Spektroradiometer (BLUE-Wave UVND, Stellarnet, Tampa, Florida)
verwendet. Hierfur wurde der Lichtsensor des Spektroradiometers jeweils im 180°-Winkel zur
Lichtquelle platziert und die Lichtemission in Form von Photonenflussdichte
(umol Photonen m2 s) oder Strahlungsstromdichte (W m) detektiert.

Im Pilotmalstab erfolgte die Messung mittig an einem Reaktormodul. Dabei wurde die
Photonenflussdichte vor (lichtzugewandte Seite) und hinter (lichtabgewandte Seite) einem
Reaktormodul gemessen und daraus ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert wurde fiir die
Prozesse im PilotmaRstab als Eingangsphotonenflussdichte, das heif3t als Photonenflussdichte, die
direkt auf die Mikroalgensuspension auftrifft, angenommen.

Im Labormalistab erfolgte eine exaktere Bestimmung dieser Photonenflussdichte. Fir die
Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhangigen Mikroalgenwachstums wurde sowohl die
Eingangsphotonenflussdichte 1o als auch die Photonenflussdichte auf der Reaktorriickseite
(lichtabgewandte Seite) wahrend der Prozesse benétigt. Die Eingangsphotonenflussdichte wurde
hierzu fur verschiedene Einstellungen der LED-Bestrahlungseinheit direkt hinter der ersten
Glasscheibe der Kultivierungskammer gemessen und einmalig mit Einstellung an der
Reaktorbedieneinheit  (in %) korreliert. Dadurch konnte fir jedes Experiment die
Eingangsphotonenflussdichte vor Versuchsbeginn abgeschatzt werden. Die Messung der
Photonenflussdichte wahrend eines Prozesses erfolgte an sechs verschiedenen Positionen auf der
Reaktorruckseite. Hierfir wurde eine bearbeitete Silikonmatte an der Reaktorrlickseite angebracht,
welche neben einer einheitlichen Lichtmessung eine Abschirmung von Umgebungslicht
gewahrleisten sollte (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Messpositionen zur Bestimmung einer mittleren Photonenflussdichte wahrend der Satzprozesse
im Flachplattenphotobioreaktor im LabormaRstab.

4.5.2 Lichtmessung zur Charakterisierung des Absorptionsverhaltens von Mikroalgen

Zur Charakterisierung der Lichtabsorption stationdrer Mikroalgenkulturen wurde in dieser Arbeit
eine Apparatur entwickelt, mit der eine Messung der Lichttransmission in Abhangigkeit der
Schichtdicke und Biomassekonzentration mdglich war. Der Aufbau der Apparatur ist in
Abbildung 4-17 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4-17: Schematische Darstellung der Messapparatur zur Bestimmung der Lichtabsorption wvon
Mikroalgen in Abh&ngigkeit der Schichtdicke und Biomassekonzentration.
1 Hohenverstellbares lichtundurchléssiges Rohr 5 Modifizierter Messzylinder

2 Styroporbox 6 Halterung fur Messzylinder
3 Lichtundurchléssiges, schwarzes Rohr 7 Spektroradiometer
4 Dimmbare LED-Beleuchtungsquelle 8 Deckel der Styroporbox als Standfu®

Die Basis der Messapparatur bildet eine Styroporbox (2), deren Deckel als Standfu® fungiert (8).
Im oberen Bereich der Styroporbox ist ein lichtundurchlé&ssiges Rohr (1) eingelassen, welches als
Halterung fur eine dimmbare LED-Beleuchtungsquelle (4) dient. Das Rohr ist dabei

hohenverstellbar, so dass der Abstand zwischen der Beleuchtungsquelle und der
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Mikroalgensuspension im modifizierten Messzylinder (5) variiert werden kann. Zur Messung der
Lichttransmission ist ein Spektroradiometer (BLUE-Wave UVNDb, Stellarnet, Tampa, Florida)
mittig zur Position des Messzylinders in den Standful} eingebettet. Um eine Beeinflussung der
Messwerte durch Streulicht oder eventuellen Lichteinfall durch die Styroporbox zu vermeiden, ist

ein weiteres lichtundurchlassiges Rohr um den Messzylinder herum angebracht (3).

Fur die Messungen wurde die im Messzylinder befindliche Mikroalgensuspension mit Hilfe der
LED-Quelle beleuchtet und die am Ful} des Messzylinders noch messbare Photonenflussdichte
aufgezeichnet. Zur Simulation verschiedener Reaktorschichtdicken (0 cm bis 3,5 cm) wurde das
Volumen der Suspension im Messzylinder variiert. Der Abstand zwischen der
Suspensionsoberflache und der Beleuchtungsquelle wurde durch Bewegung der LED-Halterung (1)
stets konstant gehalten. Um den Einfluss der Biomassekonzentration auf die Lichtabsorption zu
ermitteln, erfolgte die Transmissionsmessung zudem mit Algensuspensionen unterschiedlicher

Biomassekonzentrationen zwischen 0 gstm L™ und 2,7 gstm L™

4.5.3 Berechnung mittlerer integraler Photonenflussdichten

Mittlere integrale Photonenflussdichten wurden auf der Grundlage des Gesetztes von Lambert und
Beer sowie eines Modells von Schuster (1905) bei konstanten Wachstumsraten p bestimmt
(Kapitel 3.4.2 und 3.4.3). Die Gleichung fir das Lambert-Beer’sche Gesetz lautet:

* . * —_c*.q. Cx Ende ex
[ =Atexp .12* . g5 ¢y Ei(—¢ -C.S;'Cx) 4 e &S e — ] ¥ Ende e Gleichung 4-7
Cx Anfang exp
Mit 17 Mittlere integrale Photonenflussdichte, pmol Photonen m? s

lo Eingangsphotonenflussdichte, pmol Photonen m2 s
Atexp Zeitraum des exponentiellen Wachstums, d
g Mittlerer Extinktionskoeffizient im Bereich des exponentiellen Wachstums
S Reaktorschichtdicke, m
U spezifische Wachstumsrate, h*
Cx Biomassekonzentration, gstm L™
Ei Integralexponentialfunktion

Fur Schuster wurde folgende Gleichung verwendet:

I** —

21y f €xEnde exp [ e® xS Gleichung 4-8

— dc
. T c2.G.(p0CxS _ . 00CyS x
Aterp - 1 Cx Anfang exp §-c2-S-(e9xS —a+a-e®«S+1)
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1

Mit 1 Mittlere integrale Photonenflussdichte, pmol Photonen m? s
lo Eingangsphotonenflussdichte, pmol Photonen m2 s
Atexp Zeitraum des exponentiellen Wachstums, d
U spezifische Wachstumsrate, h
Cx Biomassekonzentration, kgstm m
S Reaktorschichtdicke, m
0 Konstante zur Beschreibung der Lichtstreuung
a Konstante zur Beschreibung der Lichtabsorption

Die Herleitung dieser Modellgleichungen ist im Anhang unter A.5.3 beschrieben.

Fur eine Losung der beiden Ansédtze wurde bei jedem Satzprozess, der im Rahmen der
Untersuchung des lichtabhdngigen Wachstums im Flachplattenphotobioreaktor durchgefiihrt
wurde, die Photonenflussdichte auf der Reaktorrlickseite Uber den gesamten Prozessverlauf
bestimmt (Kapitel 4.5.1). So wurde fir jede Eingangsphotonenflussdichte lo ein Verlauf der
Lichtabschwachung mit zunehmender Biomassekonzentration im Reaktor erhalten. Zudem wurde
die Biomassekonzentration bei jeder Lichtmessung ermittelt. Basierend auf den experimentellen
Daten erfolgte anschlieBend die mathematische Lésung der Gleichung 4-7 und Gleichung 4-8 unter
Verwendung von MatLab 2014b.

Fur das Gesetz von Lambert und Beer war eine analytische Losung des Integrals méglich. Da sich
mit  zunehmender Stoffkonzentration (Biomassezuwachs wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase), der Brechungsindex eines Mediums andern kann, die Molrefraktion nach der
Dispersionstheorie allerdings konzentrationsunabhingig ist, kann es zu einer Anderung des

Extinktionskoeffizienten wahrend des exponentiellen Wachstums kommen:

R —g. n Gleichung 4-9
mol = £ 2 + 2)2
Mit  Rmol Molrefraktion, L mol™* cm™
n Brechungsindex des Mediums, -

Zur Losung von Gleichung 4-7 wurde daher ein durchschnittlicher, wahrend der exponentiellen

Wachstumsphase vorliegender Extinktionskoeffizient ¢” herangezogen:

1 Cx Ende exp Gleichung 4-10
& = -[ Espline (Cx) dCx ’

~ Ac
X eXP Y Cx Anfang exp

Zur Bestimmung des mittleren Extinktionskoeffizienten ¢ im Bereich des exponentiellen
Wachstums  wurde der Extinktionskoeffizient fur jede experimentell gemessene

Biomassekonzentration cx mit Lambert-Beers Absorptionsmodell abgeschatzt und die Wertepaare
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(e, ¢x) anschlielRend Uber eine sogenannte Spline-Interpolation (MatLab 2014b) interpoliert. Die so
erhaltene Spline-Funktion &spiine(Cx) Wurde anschlieBend Uber den Zeitraum der exponentiellen

Wachstumsphase integriert und so ein durchschnittlicher Wert erhalten.

Die Bestimmung der mittleren integralen Photonenflussdichten auf der Basis von Schusters Gesetz
erfolgte ebenfalls Uber die Methode der Spline-Interpolation. Die dadurch ermittelte Zielfunktion
(Spline-Funktion) wurde durch numerische Interpolation mit MatLab 2014b geldst (command
spline und integral). Die beiden Parameter « und ¢ wurden ebenfalls mit MatLab 2014b Gber
nicht-lineare Regression bestimmt. Hierfur wurden die experimentellen Daten an die mit Schusters
Gesetz vorhergesagte Korrelation zwischen Biomassekonzentration und Lichtabschwéchung

angepasst (curve fit).
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5 Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus im  Flachplatten-

photobioreaktor

Die folgenden Abschnitte beschaftigen sich mit der Untersuchung der lichtabhdngigen
Wachstumskinetik der neu isolierten und weitestgehend unerforschten Griinalge Scenedesmus

obtusiusculus in einem Flachplattenphotobioreaktor.

5.1 Reaktionstechnische Charakterisierung von S. obtusiusculus

Fur die Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhdngigen Wachstums mussten zunédchst
geeignete Parameter (pH, Temperatur und Licht) identifiziert werden, um einen Prozess im
Satzverfahren mit schnellem Mikroalgenwachstum zu ermdglichen. Die in diesem Zusammenhang
durchgefuhrten Parameterstudien werden im Folgenden beschrieben und das pH-, temperatur- und
lichtabhéngige Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus néher charakterisiert.

5.1.1 pH-Abhéangigkeit des Wachstums von S. obtusiusculus

Zur Untersuchung des pH-abhéngigen Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus erfolgten
definierte Satzprozesse im pH-, temperatur- und lichtkontrollierten Flachplattenphotobioreaktor mit
einem Arbeitsvolumen von 1,8L. Da es sich um die ersten Satzversuche mit diesem
Mikroalgenstamm handelte, wurde eine mittlere, fiir die meisten Mikroalgen geeignete Temperatur
von 25 °C fur die Untersuchung des pH-Einflusses auf das Wachstum von S. obtusiusculus gewahlt.
Die Bestrahlung des Reaktors erfolgte bei einer moderaten Eingangsphotonenflussdichte 1o von
560 umol Photonen m?s?, welche ebenfalls von vielen Mikroalgen toleriert wird. Als Medium
diente definiertes BG-11 Medium. Die pH-Abhdngigkeit des Neuisolats wurde im Bereich
zwischen pH 6,5 und pH10 untersucht. Dieses Intervall umfasst den fir Mikroalgen
charakteristischen pH-Bereich pH 7 bis pH 9 (in 0,5 pH-Schritten) sowie die beiden Werte pH 6,5
und pH 10. Die fiir Scenedesmus obtusiusculus ermittelten Wachstumskurven in Abhangigkeit des
pH sind in Abbildung 5-1 dargestellt.
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Abbildung 5-1: Einfluss des pH auf das Wachstum wvon Scenedesmus obtusiusculus im 1,8L-
Flachplattenphotobioreaktor. Die Satzprozesse wurden bei 25°C und einer Eingangs-
photonenflussdichte I von 560 pumol Photonen m2 s durchgefiihrt. Der pH wurde Uber den
CO,-Gehalt im kontinuierlichen Gasvolumenstrom (2 NL min) automatisiert geregelt. Die
Abkilrzung BTM bezeichnet die Biotrockenmassekonzentration im Reaktor. Der schattierte
Bereich entspricht der Phase des exponentiellen Wachstums.

Unabhéangig vom pH war zu Beginn der Satzprozesse eine kurze Verzégerungsphase ersichtlich,
welcher eine ebenfalls kurze exponentielle Wachstumsphase folgte. Eine stationdre Phase wurde

jeweils nach einer Prozesszeit von etwa sechs bis acht Tagen festgestellt.

Zur Analyse der Prozessverldaufe wurde die spezifische Wachstumsrate mittels exponentieller
Regression im Bereich des exponentiellen Wachstums (schattierte Fladche) ermittelt. Die
Endkonzentration der Biotrockenmasse wurde wéhrend der stationdren Phase als arithmetisches

Mittel bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, erfolgte die
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Berechnung der Raum-Zeit-Ausbeute fiir jeden Prozess an Tag vier. Anhand dieser Kriterien wurde

das pH-Optimum flr Scenedesmus obtusiusculus ermittelt (Abbildung 5-2).

0.25 — T T T 7 — T
g e
T 020 foooboo o A A R
< by R R BH BE BN CRESEEEatE
goasy e gla e R b
= A B S 2 .0 0. R
FUSURSEES RS BN BN BN SEEEEEE édﬁ IHEHEEEHE I
S 01 R R R é RN BN BN NN BN BN NEA.
R M B iR BR B B R BR R |
0.00 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1 1 1
6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.510.0 6.5 7.0 7.5 8.0 85 9.0 9.510.0
pHa_ pH,'
14 S e
g 124
= a8 |
S, 101----W--R-yg-T -
8o 3 B B B
g a0 i H H T
SRl B B H H H
@ ] 1 1 1 1 1 1
ST BY BN BN BN BN BEEE
@ 1 1 1 1 1 1 1
 0218B BB B R
0.0 1 1 1 1 1 1 1

6.5 70 7.5 8.0 85 9.0 9.510.0
pH1 -

Abbildung 5-2: Einfluss des pH auf die spezifische Wachstumsrate (exponentielle Phase), die finale
Biotrockenmassekonzentration sowie auf die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier von Scenedesmus
obtusiusculus zur Bestimmung des pH-Optimums. Die Satzprozesse erfolgten im 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktor bei 25 °C und einer Eingangsphotonenflussdichte 1o von 560 pmol
Photonen m? s, Der pH wurde Gber den CO,-Gehalt im kontinuierlichen Gasvolumenstrom
(2 NL min'?) geregelt. pH 9,5 wurde nicht untersucht.

Wie Abbildung 5-1 und Abbildung 5-2 zeigen, wuchs Scenedesmus obtusiusculus im gesamten
untersuchten pH-Bereich zwischen pH 6,5 und pH 10. Die hichste Wachstumsrate von 0,13 ht
wurde bei pH 7,5 festgestellt. Bei diesem pH wurde mit 1,14 + 0,05 gstm L™ d™ dariiber hinaus die
hdchste Raum-Zeit-Ausbeute erreicht. Bezuglich der maximalen Biotrockenmassekonzentration
am Ende des Prozesses war kein signifikanter Einfluss zwischen pH 6,5 und pH 8,5 ersichtlich. Bei
pH 9,0 und pH 10,0 waren die niedrigsten Biotrockenmassekonzentrationen und Raum-Zeit-

Ausbeuten sowie ein verlangsamtes Wachstum fiir S. obtusiusculus zu verzeichnen.
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Anhand der drei Kriterien Wachstumsrate, maximale Biotrockenmassekonzentration am Ende des
Prozesses sowie der Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier konnten neutrale bis leicht alkalische
Bedingungen als optimaler pH-Bereich fiir Scenedesmus obtusiusculus identifiziert werden. Diese
Beobachtung entspricht den in der Fachliteratur fir andere Mikroalgen verdffentlichten
Ergebnissen (Bartley et al. 2014; Goldman et al. 1982; Talukdar 2012). Ein Bereich zwischen
pH 7 und pH 9 ermdglicht Algen, ihren intrazellularen pH aufrechtzuerhalten (Coleman und
Colman 1981), was das fur S. obtusiusculus ermittelte pH-Optimum von pH 7,5 stiitzt. Im
Folgenden wurde daher pH 7,5 als Sollwert vorgegeben und fiir die Untersuchungen des

temperaturabh&ngigen Wachstums verwendet.

5.1.2 Temperaturabhangigkeit des Wachstums von S. obtusiusculus

Analog zur Untersuchung des pH-abhangigen Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus wurden
die Satzprozesse zur Ermittlung der Temperaturabhéngigkeit im pH-, Temperatur- und
Lichtkontrollierten 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor in BG-11 Medium durchgefihrt. Die
Bestrahlung der Kultur erfolgte wie bei der Charakterisierung des pH-abhangigen Wachstums bei
einer Eingangsphotonenflussdichte lo von 560 pmol Photonen m s, Der Einfluss der Temperatur

auf das Wachstum von S. obtusiusculus wurde zwischen 20 °C und 40 °C in 5 °C-Schritten

untersucht.
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Abbildung 5-3: Einfluss des Temperatur auf das Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus im 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktor. Die Satzprozesse wurden bei pH 7,5 und einer Photonenflussdichte
lo von 560 umol Photonen m st durchgefUhrt. Der schattierte Bereich entspricht der Phase des
exponentiellen Wachstums. BTM bezeichnet die Biotrockenmassekonzentration.
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Abbildung 5-3 zeigt die aufgezeichneten Wachstumskurven flr S. obtusiusculus in Abhangigkeit
der Temperatur. Wie auch bei der Untersuchung des pH-abhéngigen Wachstums konnten bei den
moderaten Temperaturen 20°C und 25°C fur Mikroorganismen charakteristische
Wachstumskurven, unterteilt in eine Verzogerungsphase, eine exponentielle und eine stationére
Phase, verzeichnet werden. Bei 30°C und 35°C wurde ein sofortiges Anwachsen der
Mikroalgenzellen ohne Verzdgerungsphase beobachtet. Bei 40 °C war kein Wachstum ersichtlich.
Ein &hnliches Ergebnis ist in Abbildung 5-4 zu erkennen. Schnellstes Wachstum und damit die
hochste Wachstumsrate von 0,17 h* wurde bei 30 °C beobachtet. Daraus resultierte mit
6,16 +0,02g L™ und 1,08 +0,06 gL d? die héchste Biomassekonzentration bei Prozessende
sowie die hochste Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier. Bei 35 °C verlangsamte sich das Wachstum,
wodurch entsprechend weniger Biotrockenmasse produziert und damit eine geringere Raum-Zeit-
Ausbeute erzielt wurde. Da S. obtusiusculus bei 40 °C nicht wuchs, konnten weder eine
Wachstumsrate noch eine Biotrockenmassekonzentration oder Raum-Zeit-Ausbeute fur diese

Temperatur ermittelt werden.
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Abbildung 5-4: Einfluss der Temperatur auf die spezifische Wachstumsrate (exponentielle Phase), die finale
Biotrockenmassekonzentration sowie auf die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier von Scenedesmus
obtusiusculus zur Bestimmung des Temperaturoptimums. Die Satzprozesse erfolgten bei pH 7,5
und einer Eingangsphotonenflussdichte 1l von 560 pmol Photonen m2st im
Flachplattenphotobioreaktor. Bei 40 °C konnte kein Zellwachstum nachgewiesen werden.
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Der Temperatureinfluss auf das Wachstum von S. obtusiusculus wurde bereits anhand der
Wachstumskurven deutlich. Wahrend bei 20 °C und 25 °C eine Verzogerungsphase beobachtet
wurde, wuchsen die Zellen bei 30°C wund 35°C ohne Adaption an die neuen
Umgebungsbedingungen an. Da die Vorkulturherstellung sowie die Inokulation (Erntezeitpunkt,
Anfangskonzentration) fur alle Versuche gleichartig durchgefihrt wurden, l&sst sich der
Unterschied im Anwachsverhalten nicht darauf zurtickfihren. Darlber hinaus waren alle weiteren
ProzessgrolRen (pH, Photonenflussdichte, Begasung, Medienzusammensetzung) wahrend der
Versuche jeweils identisch. Eine Temperatur von 30 °C und 35 °C scheint den Zellmetabolismus
somit positiv zu beeinflussen und das Zellwachstum zu beschleunigen. Werden daruiber hinaus die
drei Kriterien Wachstumsrate, Biotrockenmassekonzentration am Ende des Prozesses und die
Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier betrachtet, so zeichnet sich ein deutliches Maximum bei 30 °C
ab. Diese Temperatur liegt in dem fir Mikroalgen charakteristischen Temperaturbereich zwischen
22 °C und 35 °C (Renaud et al. 2002; Singh und Singh 2015). Hohere Temperaturen kénnen die
Beweglichkeit von Zellen (Flagellen) beeintrachtigen und genotypische und phé&notypische
Veranderungen verursachen. Auch chemische Transformationen und Transportprozesse innerhalb
oder durch Membranen werden von der Temperatur beeinflusst (Raven und Geider 1988). Dies
konnen mogliche Grinde fir das beobachtete verlangsamte oder fehlende Wachstum bei
Temperaturen tber 30 °C sein. Insbesondere die katalytische Aktivitdt von Enzymen wie
beispielsweise der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO) kdénnen bei
suboptimalen Bedingungen eingeschrénkt sein. RuBisCO ist ein zentrales Schlusselenzym der
Photosynthese und kann daher negative Auswirkungen auf die Reproduktion von Mikroalgen bei
extremen Temperaturen haben (Berry und Bjorkman 1980; Li 1980; Li et al. 1984). Auch andere
Enzyme sind nur bis zu einer gewissen Temperatur aktiv. Hohere Warmezustande verursachen
Hitzestress und kénnen zu einem Verlust der Enzym- oder Proteinaktivitat und schlieBlich zu einer
Inhibition des Mikroalgenwachstums fiihren (Salvucci und Crafts-Brandner 2004). Fir die folgende
Untersuchung des lichtabhédngigen Wachstums von S. obtusiusculus wurde daher eine

Prozesstemperatur von 30 °C festgelegt.
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5.1.3 Lichtabhéangigkeit des Wachstums von S. obtusiusculus

Zur Charakterisierung des lichtabhdngigen Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus bei 30 °C
und pH75 in BG-11 Medium wurde die Eingangsphotonenflussdichte zwischen 102 und
3794 pmol Photonen m s variiert (Abbildung 5-5). Die Eingangsphotonenflussdichte entspricht
der Photonenflussdichte, die hinter der ersten Glasplatte der Kultivierungskammer direkt auf die
Mikroalgensuspension auftrifft. Sie wurde nicht vor jedem Prozess gemessen, sondern in einem
Vorversuch mit der steuerbaren Lichtemission der LED-Bestrahlungseinheit des
Flachplattenphotobioreaktors korreliert (Kapitel 4.5.1). So war eine einfache Angabe und
Einstellung der Eingangsphotonenflussdichte tber die Reaktorsoftware zu Prozessbeginn moglich.
Neben der optischen Zelldichte und der Biotrockenmassekonzentration wurde die
Lichttransmission auf der Reaktorriickseite (lichtabgewandte Seite) wéhrend des gesamten
Prozesses bei jeder Probenahme gemessen. Dariiber hinaus wurden die Mediennéhrstoffe
Stickstoff, Phosphor, Sulfur und Eisen regelmaRig mittels Quantofix-Teststreifen kontrolliert
(Kapitel 4.4.1). Abbildung 5-5 zeigt die ermittelten Wachstumskurven fur S. obtusiusculus in
Abhéngigkeit der Eingangsphotonenflussdichte.
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248 pmol Photonen m2 s! 394 pmol Photonen m2s!

102 pmol Photonen m2 s!
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Prozesszeit, d

Prozesszeit, d
durchgefiihrt. Die Abkiirzung BTM bezeichnet die Biotrockenmassekonzentration im Reaktor.

Abhangigkeit der Eingangsphotonenflussdichte. Die Satzprozesse wurden bei 30 °C und pH 7,5
Der schattierte Bereich entspricht der Phase des exponentiellen Wachstums.

Prozesszeit, d
Abbildung 5-5: Wachstumskurven von Scenedesmus obtusiusculus im 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor in
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Die Prozesszeit betrug im Durchschnitt vier bis sechs Tage. Bei niedrigen Photonenflussdichten
unter 400 pmol Photonen m? s erstreckte sich der Satzprozess auf sechs bis zehn Tage. Bis zu
dieser Photonenflussdichte war eine langere Verzogerungsphase im Vergleich zu den Satzprozessen
bei héheren Photonenflussdichten zu beobachten. Durch die Bestrahlung mit Photonenflussdichten
iiber 650 pumol Photonen m2s® wurde eine Beschleunigung des Kultivierungsprozesses im
Satzverfahren erzielt. Dartber hinaus war ein Anstieg der finalen Biomassekonzentration mit
zunehmender Photonenflussdichte zu verzeichnen. Bei noch hdheren Photonenflussdichten (iber
1900 pmol Photonen m? s blieb die Prozessdauer mit drei bis vier Tagen ebenso kurz, wobei
anhand des Biomassekonzentrationsverlaufs ein deutlicher Ruckgang der finalen
Biomassekonzentration festgestellt werden konnte. Im Allgemeinen gingen die Zellen unabhdngig
von der Eingangsphotonenflussdichte nach einer kurzen exponentiellen Phase ab einer
Biomassekonzentration von etwa 1gstm L™ in ein lineares Wachstumsverhalten iiber und

erreichten schliellich die stationédre Phase.

Zur Ermittlung einer optimalen Eingangsphotonenflussdichte wurden wiederum die drei Kriterien
Wachstumsrate (schattierter Bereich), Biotrockenmassekonzentration am Ende des Prozesses sowie
die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier herangezogen. Das Ergebnis ist in Abbildung 5-6 (A bis C)
dargestellt.

Wie der pH und die Temperatur hatte auch Licht einen Einfluss auf das Wachstum von
S. obtusiusculus. Bei niedrigen Photonenflussdichten (100 pmol Photonen m? st) wurden finale
Zelldichten von etwa 2,30 + 0,25 gstm L™ innerhalb einer Prozesszeit von zehn Tagen erreicht
(Abbildung 5-6 B). Mit zunehmender Eingangsphotonenflussdichte verkdirzte sich die Prozesszeit
und die Endkonzentration der Biotrockenmasse stieg bis zu einem Maximum von
4,95 + 0,16 gstm Lt innerhalb von 3,5 Prozesstagen an (1374 umol Photonen m? s?). Eine weitere
Erhohung der Photonenflussdichte resultierte in niedrigeren Biomassekonzentrationen
(3,10 £ 0,23 gstm L; 3794 pmol Photonen m? st). Eine ahnliche Abhdngigkeit wurde fir die
Raum-Zeit-Ausbeute beobachtet. Wie bei der Biomasseendkonzentration wurde das Maximum mit
1,23 £ 0,04 germ L d? bei einer Eingangsphotonenflussdichte von 1374 umol Photonen m? st
erreicht (Abbildung 5-6 C). Fur die spezifischen Wachstumsraten ergab sich ein weniger
ausgeprégter Einfluss hoher Photonenflussdichten (Abbildung 5-6 A). Bis zu einer
Photonenflussdichte von 1374 pmol Photonen m s stieg die Wachstumsrate zunehmend auf etwa
0,22 h! an. Eine weitere Erhohung der Eingangsphotonenflussdichte hatte erst ab Werten von etwa
3300 umol Photonen m? st einen hemmenden Einfluss und es wurde ein geringfiigiger Riickgang
der Wachstumsrate auf 0,19 h't bis 0,20 h™* nachgewiesen. Die Daten aller fiinfzehn Satzprozesse

sind in Tab. A-11 (Anhang A.5.1) zusammengefasst.
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Abbildung 5-6:  Einfluss der Eingangsphotonenflussdichte 1o auf die spezifische Wachstumsrate in der
exponentiellen Phase (A), die Endkonzentration der Biomasse (B) sowie der Raum-Zeit-
Ausbeute an Tag vier (C) wvon Scenedesmus obtusiusculus im 1,8L-
Flachplattenphotobioreaktor (30°C, pH 7,5). In Abbildung D ist der Anteil der
Photonenflussdichte gezeigt, welcher am Ende des Prozesses (stationare Phase) nicht von der
Algensuspension im Reaktor absorbiert wurde. Hierfir wurde die Photonenflussdichte auf der
Reaktorriickseite bei Prozessende gemessen und auf die Biomasseendkonzentration sowie die
Eingangsphotonenflussdichte bezogen. Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet die
Versuche, bei denen bei Prozessende eine Nahrstofflimitierung (N, P) detektiert wurde.

Zusatzlich zur spezifischen Wachstumsrate in der exponentiellen Phase, der finalen
Biomassekonzentration und der Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier wurde bei der Untersuchung des
lichtabhdangigen Wachstums die Lichttransmission am Ende des Prozesses ermittelt. Hierzu wurde
die Photonenflussdichte auf der Reaktorriickseite gemessen, sobald die stationdre Phase erreicht
war. Dadurch konnte der prozentuale Anteil an nicht absorbierten Photonen pro Gramm
Biotrockenmasse am Ende des Prozesses berechnet werden (Abbildung 5-6 D). Wahrend bis zu
einer Photonenflussdichte von 1374 pmol Photonen m? s kaum Lichttransmission nachgewiesen
werden konnte, stieg der Anteil an nicht absorbierten Photonen bei htheren Photonenflussdichten
zunehmend an.

Des Weiteren konnte bei Photonenflussdichten bis zu 600 umol Photonen m?s?® keine

Né&hrstofflimitierung bei Prozessabbruch festgestellt werden. Auch bei Photonenflussdichten von
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mehr als 1400 pmol Photonen m? s waren ausreichend Nahrstoffe im Medium vorhanden. Im
Bereich zwischen 600 und 1400 pmol Photonen m s war dagegen kein Nachweis der Nahrstoffe

Phosphor und Stickstoff mdglich.
Diskussion

Durch die Variation der Eingangsphotonenflussdichte bei sonst gleichen Prozessbedingungen im
Satzverfahren konnte eine fiir das Neuisolat geeignete Eingangsphotonenflussdichte lo von 1200
bis 1400 pmol Photonen m?s? identifiziert werden, welche zum besten Prozessergebnis
(Wachstumsrate, Biotrockenmassekonzentration und Raum-Zeit-Ausbeute) im untersuchten
Lichtbereich fihrte.

Da im Photonenflussdichtenbereich zwischen 600 und 1400 umol Photonen m? s die Nahstoffe
Phosphor und Stickstoff nicht mehr im Medium nachgewiesen werden konnten, lasst sich die
Stagnation des Wachstums unter diesen Lichtbedingungen auf eine Nahrstofflimitierung
zuriickflhren. Bei allen anderen Photonenflussdichten konnte eine Nahrstofflimitierung (N, P, S,
Fe) ausgeschlossen werden. Stattdessen wurde durch die Messung der Lichttransmission auf der
Riickseite des Flachplattenphotobioreaktors (Abbildung 5-6 D) gezeigt, dass bis zu einer
Photonenflussdichte von 1400 pmol Photonen m? s nahezu das gesamte eingestrahlte Licht und
somit alle zur Verfiigung gestellten Photonen von der Mikroalgensuspension absorbiert wurden.
Das eingestrahlte Licht durchdrang demnach nicht mehr den gesamten Reaktor, so dass bei
Photonenflussdichten unterhalb von 1400 pumol Photonen m s von lichtlimitierten Bedingungen
auszugehen ist. Insbesondere den Zellen im lichtabgewandten Bereich des Reaktors standen
dadurch nicht mehr ausreichend Photonen zur Verfligung. Damit einhergehend wurden fur den
Lichtbereich unterhalb von 1400 umol Photonen m? s niedrigere Biomassekonzentrationen und
Raum-Zeit-Ausbeuten beobachtet (Abbildung 5-6 A bis C), was der in der Literatur beschriebenen
Beeintrachtigung der Photosynthese unter lichtlimitierten Bedingungen entspricht (Soeder 1971;
Sorokin und Krauss 1958).

Bei Photonenflussdichten Giber 1400 umol Photonen m?2s? konnte dagegen noch Licht auf der
Reaktorriickseite bei Erreichen der stationdren Phase gemessen werden (Abbildung 5-6 D). Da
zudem ausreichend Nahrstoffe (N, P, S, Fe) im Medium nachgewiesen werden konnten, war es
mdglich, eine Nahrstoff- sowie Lichtlimitierung als Ursache fiir den beobachteten Riickgang der
Biotrockenmassekonzentrationen und Raum-Zeit-Ausbeuten bei Photonenflussdichten oberhalb
von 1400 pmol Photonen m2 s auszuschlieRen. Vielmehr lasst sich der fallende Kurvenverlauf
auf Starklicht induzierte Photoakklimations- und photoschadigende Prozesse zuriickfihren, welche
in der Literatur als mogliche Ursachen diskutiert werden (Brody und Vatter 1959; Juneja et al.
2013).
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Insgesamt wurden das schnellste Wachstum sowie die hdchste Biomasseproduktivitit bei einer
Eingangsphotonenflussdichte von 1374 pmol Photonen m? s fiir Scenedesmus obtusiusculus
erzielt. Damit wurde eine Biomassekonzentration von 4,95+ 0,16 gstm L™ innerhalb einer
Prozesszeit von 3,5 Tagen produziert (28,3 + 0.9 gsrm m?d?). Diese Konzentration sowie
Produktivitét ist in etwa 25 % hoher als fur andere S. obtusiusculus in der Literatur beschrieben
(Cabello et al. 2014; Cabello et al. 2015; Toledo-Cervantes et al. 2013). Dariiber hinaus wurde bei
dieser Eingangsphotonenflussdichte im Flachplattenphotobioreaktor (1,8 L) eine vierfach hohere
spezifische Wachstumsrate von S. obtusiusculus erreicht (u=0,22 h'%) als von Cabello et al. (2015)

publiziert ist.



Ergebnisse und Diskussion 75

5.2 Reaktionskinetik des lichtabhdangigen Wachstums von Scenedesmus

obtusiusculus*
In den folgenden Abschnitten wird auf die Charakterisierung des Lichttransfers im verwendeten
Flachplattenphotobioreaktor zur Bestimmung der Reaktionskinetik des lichtabhangigen
Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus eingegangen. Es werden die Ergebnisse aus der
Untersuchung des Lichtabsorptionsverhaltens des Neuisolats vorgestellt und Kinetische Parameter
abgeschatzt. Abschlieend werden die Anwendung der neuen Erkenntnisse zur Gestaltung eines

Lichtprofils und dessen experimentelle Validierung beschrieben.

5.2.1 Lichttransfer im Flachplattenphotobioreaktor

Der folgende Abschnitt beschreibt den Einfluss der Biomassekonzentration auf das
Absorptionsverhalten von Scenedesmus obtusiusculus in Abhé&ngigkeit der Reaktorschichtdicke.
Dartiber hinaus wird auf die Anwendbarkeit verschiedener Modelle zur Beschreibung der

Lichtabsorption durch Mikroalgen im verwendeten Flachplattenphotobioreaktor eingegangen.
Untersuchung der Lichtabsorption von S. obtusiusculus in einem Vorversuch

Zur Untersuchung des Lichtabsorptionsverhaltens von Scenedesmus obtusiusculus in Abhangigkeit
der Reaktorschichtdicke sowie der Biomassekonzentration, wurde der in Kapitel 4.5.2 erlauterte
Versuchsaufbau herangezogen. Durch Variation des Probevolumens in der Messapparatur konnten
verschiedene Schichtdicken in der Kultivierungskammer zwischen 0 cm und 3,5 cm in 0,25 cm
Abstédnden nachgeahmt werden. Fur jede Schichtdicke wurde die Photonenflussdichte am Boden
der Messapparatur gemessen und so die Lichtabschwachung mit zunehmendem Abstand zur
Lichtquelle experimentell bestimmt. Die Messung erfolgte bei den drei Photonenflussdichten 40,
300 und 640 umol Photonen m s, um den Einfluss der Eingangsphotonenflussdichte, welche auf
die Mikroalgensuspension auftrifft, auf die Lichtabsorption zu untersuchen. Zur Ermittlung des
Einflusses der Zelldichte auf die Lichtabsorption im Reaktor wurden dariiber hinaus Suspensionen
mit unterschiedlichen Biomassekonzentrationen zwischen 0,3 getm L™ und 2,7 gstm L™ eingesetzt
und jeweils der Lichttransfer innerhalb eines Flachplattenphotobioreaktors nachempfunden und
experimentell ermittelt. Der Verlauf der Lichtabschwéchung in Abhangigkeit der Schichtdicke ist
fur drei verschiedene Biomassekonzentrationen in Abbildung 5-7 A dargestellt. Abbildung 5-7 B
zeigt die Lichtabsorption in Abh&ngigkeit der eingesetzten Photonenflussdichte beispielhaft fir eine

Biomassekonzentration von 2,7 gstm L. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde

! Teile der Ergebnisse wurden bereits publiziert in:

Koller AP, Léwe H, Schmid V, Mundt S, Weuster-Botz D (2016): Model-supported phototrophic growth studies
with Scenedesmus obtusiusculus in a flat-plate photobioreactor. Biotechnol Bioeng online first: DOI:
10.1002/bit.26072
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die experimentell gemessen Lichttransmission jeweils auf die Eingangsphotonenflussdichte

normiert, mit der die Mikroalgensuspension bestrahlt wurde.
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Abbildung 5-7: Experimentell flr einen Flachplattenphotobioreaktor nachgebildete Lichtabschwéachung in
Abhéngigkeit der Reaktorschichtdicke einer Scenedesmus obtusiusculus Zellsuspension. Die
experimentell gemessene Photonenflussdichte (PFD) wurde fiir eine bessere Vergleichbarkeit
der Ergebnisse jeweils auf die Eingangsphotonenflussdichte normiert.

A: 300 umol Photonen m? s; Biomassekonzentrationen: 0,3 (#), 1,2 (A) und 2,7 (®) getm L.
B: 2,7 getm L%; Photonenflussdichten: 40 (o), 300 () und 640 (e) pumol Photonen m2 s,

Wie in Abbildung 5-7 ersichtlich ist, nahm die experimentell gemessene Lichttransmission mit

zunehmender Schichtdicke unabhdngig von der Biomassekonzentration ab. Je hoher die

Algensuspension konzentriert war, desto starker wurde das eintretende Licht erwartungsgeman

abgeschwacht (Abbildung 5-7 A). Eine Abhéangigkeit von der Eingangsphotonenflussdichte konnte

dabei nicht nachgewiesen werden. Die normierten Kurven waren fur alle drei eingesetzten

Photonenflussdichten nahezu deckungsgleich (Abbildung 5-7 B).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden die in Kapitel 3.4.2 aufgelisteten Modellgleichungen
flr das Lambert-Beer’sche Gesetz, das modifizierte Lambert-Beer’sche Gesetz sowie flir das
Absorptionsmodell nach Reynolds und Pacala (Gleichung 3-8 bis 3-10) angewandt, um ein
geeignetes Modell zur Beschreibung der Lichtabsorption von Scenedesmus obtusiusculus zu
identifizieren. Hierfur wurden die Modellgleichungen jeweils fir einen Lichtweg von 2 cm geldst,
was der Schichtdicke des in dieser Arbeit eingesetzten Flachplattenphotobioreaktors entspricht. Fur
die Berechnungen wurden die Versuchsdaten der Lichtabschwdachung bei einer
Eingangsphotonenflussdichte von 300 pmol Photonen m?s™ herangezogen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 5-8 dargestellt.
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Abbildung 5-8: A: Vergleich der experimentell ermittelten Absorptionsdaten fiir Scenedesmus obtusiusculus (m)
mit den modell-gestutzten theoretischen Absorptionskurven nach Lambert-Beer (—), dem
modifizierten Lambert-Beer (---) sowie Reynolds und Pacala (- ) far eine
Eingangsphotonenflussdichte von 1lo= 300 umol Photonen m? s und einem Lichtweg von
S =2 ¢cm (Schichtdicke des Flachplattenphotobioreaktors).

B: Aus den experimentellen Daten (300 umol Photonen m2 s, 2 cm Schichtdicke) berechnete
Extinktionskoeffizienten in Abhéngigkeit der Biomassekonzentration fir das Lambert-
Beer’sche Gesetz (®, L germ™ cm™), Gesetz nach Reynolds und Pacala (O,L gstm™ cm™) und

das modifizierte Lambert-Beer’sche Gesetz (®, J@cm*).
Nur mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz war es moglich, die experimentell ermittelten Daten
hinreichend genau zu beschreiben (Abbildung 5-8 A). Dieses Resultat wurde durch die Berechnung
der Extinktionskoeffizienten in Abhangigkeit der Biomassekonzentration gestutzt. AusschlieBlich
mit dem Absorptionsmodell von Lambert und Beer konnte ein nahezu konstanter
Extinktionskoeffizient von etwa 0,5 m? kgetm™ fiir die verschiedenen Biomassekonzentrationen
nachgewiesen werden (Abbildung 5-8 B). Das Lambert-Beer’sche Gesetz schien somit geeignet zu
sein, das Absorptionsverhalten von S. obtusiusculus wiederzugeben, und sollte flr die weitere

Charakterisierung des Neuisolats eingesetzt werden.
Untersuchung der Lichtabsorption von S. obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor

Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem Vorversuch in den Flachplattenphotobioreaktor zu
tUberprifen, wurde die Lichtabsorption wahrend einer Kultivierung im Flachplattenphotobioreaktor
bestimmt. Hierflr wurden standardisierte Satzprozesse, wie sie in Kapitel 4.3.2 und 5.1.3
beschrieben sind, durchgefuhrt. Eine Ermittlung der Lichtabsorption in Abhdangigkeit der
Schichtdicke war aus technischen Griinden nicht mdglich. Daher wurde die Photonenflussdichte
auf der Reaktorriickseite wéhrend des Prozesses aufgezeichnet (Kapitel 4.5.1). Dies entspricht der
Untersuchung der Lichtabsorption im Vorversuch in Abh&ngigkeit der Biomassekonzentration bei
einer Schichtdicke von 2 cm. Die Lichtabschwachung als Funktion der Biomassekonzentration im
Reaktor den Prozess bei einer

ist beispielhaft fir Eingangsphotonenflussdichte von

665 pumol Photonen m2 s in Abbildung 5-9 A gezeigt. Abbildung 5-9 B legt die zugehdrigen
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Extinktionskoeffizienten, welche mit dem modifizierten und dem originalen Lambert-Beer’schen

Gesetz sowie mit Reynolds und Pacalas Ansatz berechnet wurden, dar.
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Abbildung 5-9: A: Lichtabschwéachung, gemessen auf der Rickseite des Flachplattenphotobioreaktors, in

Abhéngigkeit der Biomassekonzentration wahrend eines Satzprozesses bei einer
Eingangsphotonenflussdichte von 665 pmol Photonen m s (Scenedesmus obtusiusculus).
B: Aus den experimentellen Daten ermittelte Extinktionskoeffizienten € in Abhingigkeit der
Biomassekonzentration wahrend des Satzprozesses (Abbildung A) fiir das Absorptionsgesetz
nach Lambert-Beer (LB,®), nach dem modifizierten Lambert-Beer (mLB, ®) sowie nach
Reynolds und Pacala (RP,0).

Bereits ab einer Biomassekonzentration von etwa 2 gstm L™ wurde nahezu das gesamte Licht von
der Mikroalgensuspension im Reaktor absorbiert und es konnte kaum eine Photonenflussdichte auf
der Reaktorriickseite gemessen werden. Entgegen der Erkenntnisse im Vorversuch wurde eine
signifikante Anderung des Extinktionskoeffizienten mit zunehmender Biomassekonzentration
festgestellt (Abbildung 5-9 B). Eine Gultigkeit der angewandten Absorptionsgesetze fur einen
Satzprozesses im eingesetzten Flachplattenphotobioreaktor konnte damit nicht bestétigt werden.

Diskussion

Fur eine detaillierte und modellgestiitzte Charakterisierung der lichtabhangigen Reaktionskinetik
phototropher Mikroorganismen ist insbesondere die realitdtsnahe Beschreibung des Lichttransfers
in einem Photobioreaktor entscheidend. Wahrend in einem Vorversuch in einer speziell
angefertigten Messapparatur die Gultigkeit des Lambert-Beer‘schen Gesetzes zur Beschreibung der
Lichtabsorption von Scenedesmus obtusiusculus nachgewiesen werden konnte, war eine
Beschreibung der  Absorption wéhrend eines realen  Kultivierungsprozesses im
Flachplattenphotobioreaktor im Satzverfahren mit diesem Absorptionsmodell nicht méglich. Auch
andere Absorptionsgesetze wie das modifizierte Lambert-Beer’sche Gesetz oder das Gesetz nach
Reynolds und Pacala konnten die experimentellen Daten nicht wiedergeben.

Im Allgemeinen ist das Lambert-Beer’sche Gesetz nur fir verdinnte Losungen gultig. Der

Geltungsbereich des Gesetzes wird unter anderem durch konzentrationsabhdangige Aggregation
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oder Komplexbildung beeinflusst. Der Extinktionskoeffizient hangt dabei sowohl von der
sogenannten Molrefraktion als auch vom Brechungsindex des Mediums ab. Da die Molrefraktion
nach der Dispersionstheorie konzentrationsunabhéngig ist, sich der Brechungsindex aber in der
Regel mit der Stoffkonzentration im Medium andert, war eine geringfugige Abweichung des
Extinktionskoeffizienten zu erwarten. Je nach eingesetztem Medium und eingesetztem Stoff ist
diese Modifikation unterschiedlich stark ausgeprégt. Bei den Absorptionsmessungen im
Flachplattenphotobioreaktor wurde allerdings eine signifikante Konzentrationsabhangigkeit mit
einer Veranderung des Extinktionskoeffizienten von uber 70 % festgestellt. Dartiber hinaus wurde
im vereinfachten VVorversuch eine Konzentrationsunabhéngigkeit des Extinktionskoeffizienten im
selben Biomassekonzentrationsbereich (bis etwa 3 gstm L) nachgewiesen. Da sich der
Brechungsindex in beiden Versuchen in Abhédngigkeit der Zelldichte &hnlich entwickelt haben
sollte, konnen die beobachteten Schwankungen im Extinktionskoeffizienten bei der
Absorptionsmessung im Flachplattenphotobioreaktor daher nicht ausschliellich auf eine
konzentrationsabh&ngige Modulation des Brechungsindex* zurtickgefiihrt werden. Dies deutet auf
weitere VVorgéange hin, die den beobachteten Sachverhalt bedingt haben kénnten.

Eine mogliche Ursache fur die kontroversen Beobachtungen kann zum einen im Umgebungslicht
gefunden werden. Im Vorversuch war die Algensuspension vollig von Umgebungslicht
abgeschirmt. Somit hatte nur die Lichtquelle mit der Eingangsphotonenflussdichte einen Einfluss
auf die Absorptionsmessungen. Beim Flachplattenphotobioreaktor kann dagegen keine vollstandige
Abschirmung realisiert werden, so dass Umgebungs- und Streulicht die Messung beeinflusst haben
kdnnten. Eine erste Abhilfe wurde durch Abdeckung der dem Lichtpanel abgewandten Seite des
Photobioreaktors mit einer lichtundurchlassigen Silikonmatte geschaffen (Kapitel 4.5.1). Dadurch
sollten zudem wahrend der Satzprozesse beobachtete tageszeitabhangige Verldufe der optischen
Dichte minimiert werden (Ergebnisse nicht dargestellt).

Ein weiterer Unterschied zwischen der Lichtmessung im Vorversuch und im Reaktor ist das
Vorhandensein von Gasblasen im Flachplattenphotobioreaktor, welche in der Messapparatur des
Vorversuchs fehlten. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss Gasblasen, etwa durch
Lichtstreuung oder -absorption, auf die Absorptionsmessung auf der Rickseite des
Flachplattenphotobioreaktors und damit auf die Lichtverteilung in der Kultivierungskammer haben.
Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen der Messung mit beziehungsweise ohne
Begasung festzustellen. Die Abweichungen lagen jeweils unter 10 % (siehe Anhang A.5 Abb. A-
5), weshalb der Einfluss von Gasblasen auf die Lichtabsorption vernachlassigt werden kann. Auch
eine Beeinflussung aufgrund einer standigen Bewegung (Durchmischung) der Zellen in der
Suspension kann damit relativiert werden. Vielmehr wurde eine Veranderung der
Zellzusammensetzung wahrend des Prozesses als Hauptursache fur die Verdnderlichkeit der

Extinktionskoeffizienten angenommen. Im Vorversuch wurde eine stationdre Kultur aus einer
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bestimmten Wachstumsphase verwendet, deren Zusammensetzung sich im Messzeitraum nicht
veranderte. Die verschiedenen Zelldichten wurden durch Verdinnung der Ausgangskultur erstellt,
so dass eine Veranderung der Zellkomposition im Messzeitraum ausgeschlossen werden kann.
Waéhrend des Prozesses im Photobioreaktor wuchsen und vermehrten sich die Algen dagegen,
weshalb eine kontinuierliche Veranderung der Zellzusammensetzung moglich ist. Algenzellen
unterliegen einer stdndigen  Pigmentverdnderung zur Anpassung an  wechselnde
Umgebungsbedingungen (Kapitel 3.2.5). Solche Akklimationsprozesse konnten auch in dieser
Arbeit in Form einer deutlichen Verfarbung der Mikroalgen von einer griin nach orange/braun
wahrend des Kultivierungsprozesses beobachtet werden. Die Adaption der Mikroalgenkultur wurde
daher als Hauptursache fir die sich &ndernden Extinktionskoeffizienten vermutet. Im Folgenden
sollten Absorptionsversuche mit ,,stationdren Kulturen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen
zur Untersuchung dieser Hypothese durchgefuhrt werden. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse

werden im nachstehenden Kapitel vorgestellt.

5.2.2 Einfluss der Zellzusammensetzung auf das Lichtabsorptionsverhalten von
Scenedesmus obtusiusculus

Wie durch die Lichtabsorptionsversuche im Flachplattenphotobioreaktor gezeigt wurde, tritt

wahrend eines realen Satzprozesses eine Verdnderung der Extinktionskoeffizienten in

Abhangigkeit der Biomassekonzentration im Reaktor auf. Dies spricht gegen die Anwendbarkeit

des Gesetzes von Lambert und Beer zur Beschreibung der Lichtabschwéchung durch Scenedesmus

obtusiusculus im verwendeten Flachplattenphotobioreaktor und sollte in weiteren Experimenten

vertiefend untersucht werden.

Zur Untersuchung des Einflusses der Zellzusammensetzung auf die Absorptionsmessung wurden
mehrere Messungen im Flachplattenphotobioreaktor durchgefiihrt. Zur Charakterisierung des
Einflusses der Zellzusammensetzung auf die Lichtabsorption wurde je eine Algensuspension aus
einer frihen (Pigmentierung: griin), einer mittleren (Pigmentierung orange-griin) und einer spéten
Wachstumsphase (Pigmentierung: orange) aus zuvor durchgefiihrten Satzprozessen fur die
Absorptionsmessungen eingesetzt (Abbildung 5-10).

Algen-

suspension 1 suspension 2 suspension 3
griin orange-grin § orange

.

Abbildung 5-10: Unterschiedlich  pigmentierte Mikroalgenkulturen (Scenedesmus obtusiusculus) zur
Charakterisierung des Einflusses der Zellzusammensetzung auf die Lichtabsorption im
Flachplattenphotobioreaktor.
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Fir jede Algensuspension wurde eine Verdiinnungsreihe zwischen 0 gstm L™ und 4 gstm L mit
BG11-Medium erstellt, um einen Prozess mit zunehmender Biomassekonzentration nachzubilden.
Jede Verdiinnung wurde anschlieBend jeweils separat in den Flachplattenphotobioreaktor gefllt
und die Photonenflussdichte auf der Reaktorriickseite fur eine Eingangsphotonenflussdichte von
235 umol Photonen m?s® gemessen (Kapitel 4.5.1). Zur Auswertung der Daten wurde
anschlielend der Extinktionskoeffizient mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate fur jede der
drei untersuchten Kultur fir das Lambert-Beer’sche Gesetz aus den experimentellen Daten
bestimmt (Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-11: Aufder Riickseite des Flachplattenphotobioreaktors fiir eine Eingangsphotonenflussdichte von
lo = 235 pumol Photonen m2 s gemessene Photonenflussdichte | fiir Verdinnungsreihen
(BTM = Biomassekonzentration) unterschiedlich pigmentierter Algensuspensionen (1 bis 3)
zur Bestimmung des Einflusses der Zellzusammensetzung auf die Lichtabsorption
(Extinktionskoeffizienten) im Flachplattenphotobioreaktor. Die Extinktionskoeffizienten
(Algensuspension 1: 0,63 L gsrm™ cm™; Algensuspension 2: 0,70 L getmt cm®; Algen-
suspension 3: 0,85 L gstm™® cm™) wurden mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate (-)
aus den experimentellen Daten (m) flir das Gesetz nach Lambert und Beer ermittelt.

Wie in Abbildung 5-11 ersichtlich ist, wurde erwartungsgemalR eine Abnahme der
Photonenflussdichte mit steigender Biomassekonzentration im Reaktor verzeichnet. Dabei war es
moglich, den Verlauf mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes bis zu einer
Biomassekonzentration von etwa 1 getm L™ zu beschreiben. Fiir héhere Konzentrationen wurden
Abweichungen zwischen den experimentellen Daten und den Regressionsdaten bestimmt. Anders
als bei der konzentrationsabhéngigen Untersuchung der Lichtabsorption im Photobioreaktor konnte
bei der Ermittlung der Abhéngigkeit der Absorption von der Zellzusammensetzung eine Erhéhung
der abgeschétzten Extinktionskoeffizienten mit zunehmender Orangefarbung der Mikroalgenkultur
nachgewiesen werden. Wahrend der Extinktionskoeffizient bei der griinen Algensuspension
0,63 L germ™* cm™ betrug, wurde er in der orangen Algensuspension auf 0,85 L gstm™ cm™
bestimmt.

Analog zu den beiden Vorversuchen wurde in diesem Experiment ebenso die Abhéngigkeit des

Extinktionskoeffizienten von der Biomassekonzentration untersucht. Hierfir wurde der
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Extinktionskoeffizient fur das Lambert-Beer’sche Gesetz zusétzlich zur Abschédtzung mit der
Methode der Kleinsten Fehlerquadrate (Abbildung 5-11) flr jede Absorptionsmessung mit
unterschiedlichen Biomassekonzentrationen direkt berechnet. Das Ergebnis ist in Abbildung 5-12

gezeigt.
Algensuspension 1 Algensuspension 2 Algensuspension 3
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Abbildung 5-12: Extinktionskoeffizienten ¢ in Abhédngigkeit der Biomassekonzentration cy flr drei
unterschiedlich pigmentierte Scenedesmus obtusiusculus Kulturen im Flachplatten-
photobioreaktor (S =2 cm; lp = 235 pumol Photonen m?2 s?) auf der Basis von Lambert und
Beers Absorptionsmodel.

Ahnlich wie bei der Absorptionsmessung wihrend eines realen Kultivierungsprozesses im
Satzverfahren, konnte ein Absinken des Extinktionskoeffizienten mit zunehmender Zelldichte im
Reaktor festgestellt werden. Obwohl die Pigmentzusammensetzung der Algenzellen wahrend der
Messung jeweils unveréndert war (,,stationdre” Kultur), konnte im Flachplattenphotobioreaktor
keine Unabhé&ngigkeit des Extinktionskoeffizienten von der Zelldichte fur eine einzelne ,,stationdre*
Kultur nachgewiesen werden. Dies widerspricht den Beobachtungen, welche in Kapitel 5.2.1 fir
die Untersuchung der Lichtabsorption stationdrer Mikroalgenkulturen in einer separaten
Messapparatur beschrieben sind. Fir verschiedene Biomassekonzentrationen im Reaktor blieb der
Extinktionskoeffizient im Vorversuch nahezu konstant. Im Flachplattenphotobioreaktor ergaben
sich trotz gleichbleibender Zellzusammensetzung unterschiedliche Extinktionskoeffizienten. Aus
diesem Grund muss die Lichtabsorption im Flachplattenphotobioreaktor noch von weiteren
Faktoren beeinflusst werden.

Einen genaueren Einblick sollte eine weitere Untersuchung der Anwendbarkeit des Gesetzes von
Lambert und Beer geben. Dazu wurde analog zu Acién Fernandez et al. (1997) Forschungsarbeit
die Lichtabschwéachung (In(lo/1)) fir jede der untersuchten Biomassekonzentrationen berechnet.
Dariiber hinaus wurden die theoretischen Modelldaten (gestrichelte Linie) fir das Lambert-
Beer’sche Gesetz abgeschitzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-13 beispielhaft fur die grine
Kultur (Kultur 1, Abbildung 5-10) dargestellt.
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Abbildung 5-13: Experimentell mit Hilfe des Gesetzes nach Lambert und Beer (In(lo/l)) fir Scenedesmus
obtusiusculus ermittelte Lichtabschwéchung. Das Lambert-Beer’sche Gesetz gibt die
experimentellen Daten (#) bis zu einer Biomassekonzentration (BTM) von etwa 1 ggtm L gut
wieder. Bei hoheren Zelldichten sind die mit dem Gesetz theoretisch abgeschatzten Werte ()
stets héher als die gemessenen Werte.

Nur bis zu einer Biomassekonzentration von etwa 1 gstm L konnten die experimentellen Daten
mit dem Modell (In(lo/l)) beschrieben werden. Bei hdheren Konzentrationen war eine deutliche

Abweichung zwischen den experimentellen und den theoretischen Daten festzustellen.
Diskussion

Durch die Untersuchung des Einflusses der Zellzusammensetzung auf das von Lambert und Beer
beschriebene  Absorptionsverhalten von  Scenedesmus obtusiusculus im  eingesetzten
Flachplattenphotobioreaktor war ein experimenteller Nachweis der Abhédngigkeit zwischen der
Lichtabsorption im Reaktor und der Zellzusammensetzung mdglich. Je nach Pigmentierung der
Zellen  &nderte sich das Absorptionsverhalten und es wurden unterschiedliche
Extinktionskoeffizienten ermittelt. Auffallig war dabei der Anstieg des Extinktionskoeffizienten
mit zunehmender Karotinoidbildung (Orangefarbung), welcher ebenso in der Literatur beschrieben
ist (Aciéen Fernandez et al. 1997). Da es wéhrend eines Kultivierungsprozesses ebenfalls zu einer
Anpassung der Zellzusammensetzung an die Umgebungsbedingungen kommen kann, ist eine
Anwendbarkeit des Lambert-Beer’schen Gesetztes zur Beschreibung des Lichttransfers im
Flachplattenphotobioreaktor damit nicht mehr uneingeschréankt moglich.

Die Variabilitdt der Zellkomposition wurde allerdings nicht als einzige Ursache fir die
eingeschrankte Validitdt des Lambert-Beer’schen Gesetzes fir die in dieser Arbeit etablierten
Biomasseproduktionsprozesse mit S. obtusiusculus nachgewiesen. Eine konzentrationsabhangige,
fir  jede unterschiedlich  pigmentierte  Kultur  durchgefihrte  Berechnung  der
Extinktionskoeffizienten ergab eine Abnahme des Extinktionskoeffizienten mit steigender
Zelldichte. Trotz einer gleich bleibenden Pigmentierung der Zellen konnten die experimentellen

Daten lediglich bis zu einer Biomassekonzentration von 1 gsm L™ mit dem Absorptionsmodell von
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Lambert und Beer wiedergegeben werden. Die beschriebenen Effekte der Konzentrationsanderung
miussen dabei den nachgewiesenen Effekt der Pigmentverédnderung auf die Lichtabsorption im
Reaktor Uberwiegen. Dies lasst sich aus dem in Abbildung 5-9 (Kapitel 5.2.1) dargestellten
Ergebnis schlieen. Wahrend eines Kultivierungsprozesses im Satzverfahren erhohte sich die
Biomassekonzentration, wobei gleichzeitig eine Veradnderung der Pigmentzusammensetzung der
Algenzellen festgestellt werden konnte. Uber den gesamten Prozessverlauf war damit einhergehend
ein Absinken des Extinktionskoeffizient nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass die
Lichtabsorption im Flachplattenphotobioreaktor durch eine Konzentrationsdnderung (Absinken
von ¢) starker beeinflusst wird als durch die beobachtete Pigmentumstrukturierung (Anstieg von ¢).
Dariiber hinaus kann es weitere Effekte wie Lichtstreuung durch Reaktorkomponenten oder durch
die Biomasse an sich geben, die die Lichtabsorption im Flachplattenphotobioreaktor beeinflussen
und die beschriebenen Abweichungen zwischen experimentellen und theoretischen Daten
verursachen. Das Lambert-Beer’sche Gesetz sollte demnach ausschlielich fiir eine erste
Abschatzung der Lichtabschwachung im Reaktor herangezogen werden.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit stlitzen &hnliche in der Literatur dargestellte Beobachtungen (Acién
Fernandez et al. 1997; Huesemann et al. 2013; Molina Grima et al. 1994). Sie bestéarken die dort
aufgefuhrte Bedeutung, genauere Modelle zur Beschreibung der Lichtabschwdachung in einem
Photobioreaktor zu entwickeln und anzuwenden (Acién Fernandez et al. 1997; Cornet et al. 1992a;
Pruvost und Cornet 2012). Insbesondere die Berlcksichtigung von Lichtstreuung durch
Reaktorkomponenten oder durch die Mikroalgenzelle an sich sollte bei der Modellierung mit
einbezogen werden (Schuster 1905). Im Folgenden wird daher neben dem Gesetz von Lambert und
Beer ein weiteres Lichtabschwéchungsmodell eingeflhrt, welches neben der Lichtabsorption auch

Effekte der Lichtstreuung mitberticksichtigt.

5.2.3 Bestimmung von mittleren integralen Photonenflussdichten

Fur die Abschéatzung durchschnittlich im Reaktor vorliegender Photonenflussdichten wurde neben
dem Absorptionsmodell von Lambert-Beer (Gleichung 3-18, Kapitel 3.4.2) auch Schusters
Zweiflussmodell (Gleichung 3-21, Kapitel 3.4.2) herangezogen. Zur Beschreibung der
lichtabhdngigen Wachstumskinetik musste dartber hinaus der Zusammenhang zwischen der
Photonenflussdichte im Reaktor sowie der spezifischen Wachstumsrate in der exponentiellen Phase
ermittelt werden (Lichtantwortkurve). Hierflir wurde die spezifische Wachstumsrate fir
verschiedene Eingangsphotonenflussdichten lo im Bereich des exponentiellen Wachstums tber
mehrere Stunden bestimmt. In diesem Zeitraum &nderte sich die Biomassekonzentration, so dass
eine Anderung des Lichtabsorptionskoeffizienten in diesem Zeitraum beobachtet werden konnte
(vergleiche Kapitel 5.2.2, Ergebnisse nicht gezeigt). Dadurch liel sich einer spezifischen

Wachstumsrate durch blof3e Integration der Lichtabschwéchung iber die Reaktorschichtdicke nicht
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eindeutig eine einzelne integrale Photonenflussdichte zuordnen. Aus diesem Grund wurde in
Zusammenarbeit mit Frau Pfaffinger vom Lehrstuhl fur Bioverfahrenstechnik der Technischen
Universitdt Minchen ein neuer Ansatz entwickelt, der nicht nur die Reaktorschichtdicke
(Kapitel 4.5.3), sondern auch die Verédnderung der Biomasse wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase berticksichtigt. Dies wurde durch eine weitere Integration der integralen

Photonenflussdichte Uber den Zeitraum der exponentiellen Wachstumsphase (Azexp) erreicht:

1 tEnde exp i -
[ = ] I*(t)dt Gleichung 5-1
Ateyp J;

Anfang exp

*k

Mit 1 Mittlere integrale Photonenflussdichte, pmol Photonen m? s
Atexp Zeitraum des exponentiellen Wachstums, d
tanfang/Endeexp  Zeitpunkt, zu dem die exponentielle Wachstumsphase beginnt/endet, d

I(t) integrale Photonenflussdichte, umol Photonen m? s

Gleichung 5-1 wurde verwendet, um eine Lichtantwortkurve (u/1”"-Kurve) fir Scenedesmus
obtusiusculus zu erstellen. Hierfur wurden die in Kapitel 5.1.3 beschriebenen Versuche zur
Charakterisierung des Lichteinflusses auf das Wachstum von S. obtusiusculus herangezogen. Fir
jede Eingangsphotonenflussdichte wurde die Lichtabschwachung wéhrend des exponentiellen
Prozessverlaufs aufgezeichnet. Aus den experimentellen Daten wurden mittlere integrale
Photonenflussdichten (1) berechnet (Gleichung 5-1) und die Wachstumsrate als Funktion von 1™
aufgetragen (siehe Kapitel 4.5.3).
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Abbildung 5-14: Lichtantwortkurve (/™) fir Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor.
Die Lichtantwortkurve beschreibt den Zusammenhang zwischen Wachstumsrate p und der
mittleren integralen Photonenflussdichte 1™, welche durchschnittlich wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase im Reaktor vorliegt. 1™ wurde sowohl auf der Basis von
Lambert-Beers Absorptionsmodell als auch auf der Basis von Schusters Hypothese berechnet.

Der grundlegende Zusammenhang zwischen der Wachstumsrate und der mittleren integralen

Photonenflussdichte entspricht bei beiden Lichtabschwachungsmodellen dem in Kapitel 5.1.3 in

Abhangigkeit der Eingangsphotonenflussdichte beschriebenen und diskutierten Verlauf der W/I-
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Kurve fur Scenedesmus obtusiusculus (Abbildung 5-6 A). Einer lichtlimitierten Phase folgte eine
Phase der Lichtsattigung bis zu hohe Photonenflussdichten zu einer Inhibition des Wachstums
fihrten. Die hochste Wachstumsrate (0,22 hY) wurde bei einer mittleren integralen
Photonenflussdichte von 1341 pmol Photonen m2s? (Lambert und Beer) beziehungsweise
1254 pmol Photonen m s (Schuster) gemessen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den auf
der Grundlage beider Modelle berechneten mittleren integralen Photonenflussdichten war die
Starke mit der das auf die Reaktoroberflache auftreffende Licht abschédtzend abgeschwécht wurde.
Fur ein Eingangsbestrahlungsstarke von 3794 pumol Photonen m? s betrug die abgeschatzte
mittlere integrale Photonenflussdichte fur Schusters Ansatz noch 99 % der einfallenden
Photonenflussdichte. Durch die Abschatzung mit dem Gesetz von Lambert und Beer wurde eine
durchschnittliche Photonenflussdichte bestimmt, welche etwa 72% der
Eingangsphotonenflussdichte entsprach. Eine Zusammenfassung aller fur beide Modelle
berechneter mittlerer integraler Photonenflussdichten ist in Tab. A-11 im Anhang (Kapitel A.5)

gegeben.
Diskussion

Durch die Untersuchung des Lichtabsorptionsverhaltens von Scenedesmus obtusiusculus im
Flachplattenphotobioreaktor wurde gezeigt, dass auf eine Mikroalgenkultur auftreffendes Licht
innerhalb eines Photobioreaktors abgeschwéacht wird und keine homogene Lichtverteilung im
Reaktor vorliegt. Daruiber hinaus wurde ein Einfluss der Zelldichte sowie der Zellkomposition auf
die Lichtabsorption im Reaktor nachgewiesen. Zur Charakterisierung des lichtabhéngigen
Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus wurde in dieser Arbeit daher eine mittlere integrale
Photonenflussdichte  eingefuhrt, welche neben der in der Literatur beschriebenen
Lichtabschwdachung tber die Reaktorschichtdicke (Huesemann et al. 2013; Pruvost und Cornet
2012) auch eine Lichtabschwéchung aufgrund wachsender und sich verandernder Zellen wahrend
der exponentiellen Phase beriicksichtigt. Mit diesem Ansatz wurden durchschnittlich wéhrend der
exponentiellen Phase im Reaktor vorliegende Photonenflussdichten fur das Gesetz von Lambert
und Beer sowie flir Schusters Modell abgeschatzt. Im Allgemeinen waren die mittleren integralen
Photonenflussdichten fur Schusters Modell hoher als die Photonenflussdichten, welche mit dem
Gesetz von Lambert und Beer berechnet wurden. Dies lasst sich vermutlich auf die bei Schusters
Modell zusétzlich zur Lichtabsorption beriicksichtigte Lichtstreuung zurtickfihren. Durch die
Verwendung des in dieser Arbeit entwickelten Ansatzes war des Weiteren eine Korrelation
zwischen der Wachstumsrate und der dabei vorliegenden durchschnittlichen Photonenflussdichte
im Reaktor moglich. Die dadurch ermittelten p/I™*-Kurven (Lichtantwortkurven) fiir Scenedesmus
obtusiusculus kénnen im Folgenden fir die Abschatzung von kinetischen Parametern eingesetzt

werden.
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5.2.4 ldentifizierung von kinetischen Parametern und Modellvergleich

Zur ldentifizierung von kinetischen Parametern wurde sowohl fur das Gesetz von Lambert und Beer
als auch fur das Modell von Schuster die Abhangigkeit der Wachstumsrate von der mittleren
integralen Photonenflussdichte im Flachplattenphotobioreaktor fiir Scenedesmus obtusiusculus
bestimmt. Die kinetischen Parameter der verschiedenen Kkinetischen Wachstumsmodelle
(Tabelle 3-1, Kapitel 3.3.2) wurden unter der Annahme eines idealen Ruhrkesselverhaltens durch

Minimierung der Fehlerquadratsummen identifiziert.

Die p/I""-Kurven von Scenedesmus obtusiusculus sind zusammen mit den Regressionskurven fiir
die verschiedenen Wachstumsmodelle sowohl fir das Lambert-Beer’sche Gesetz als auch fiir das
Gesetz von Schuster in Abbildung 5-15 dargestellt. Die aus den Regressionskurven ermittelten

kinetischen Parameter sowie die Standardabweichungen sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.

Tabelle 5-1: Kinetische Parameter von Scenedesmus obtusiusculus fur verschiedene Wachstumsmodelle. Die
Parameter wurden mittels nichtlinearer Regression aus den experimentellen Daten bestimmt. Die
Sattigungskonstante Ks und die Inhibierungskonstante K; sind in pmol Photonen m2 s angegeben.
Standardabweichungen (in %) wurden mit Hilfe der Jackknife-Methode abgeschétzt (Miller 1974;
Quenouille 1956; Tukey 1958). AIC. ist Akaikes korrigiertes Informationskriterium, welches fir
den Modellvergleich herangezogen wurde.

Model Hmax, ht K, Ki, B ¢ K v Fehlerquadratsumme  AIC.

Gesetz von Lambert und Beer

Webb (1963) 1,060 39 1538 019 - - - 0,0016 -120,4
Standardabweichung 436 % 28% 551% 32% - - -

Steel (1977) 0,257 - 1152 - - - - 0,0162 -94,3
Standardabweichung 1 % - 3% - - - -

Andrews (1968) 0,326 237 4780 - - - - 0,0024 -121,2
Standardabweichung 3 % 7% 1% - - - -

Camacho-Rubio (2003) 0,260 - - - 299 0,07 0,003 0,0015 -121,2
Standardabweichung 5 % - - - 3% 29% 33%

Monod 0,239 118 - - - - - 0,0055 -110,4
Standardabweichung 1 % 7% - - - - -

Gesetz von Schuster

Webb (1963) 0,806 122 1736 024 - - - 0,0016 -120,4
Standardabweichung 477 % 51 % 648 % 00/33 - - -

Steel (1977) 0,249 - 1687 - - - - 0,0115 -99,5
Standardabweichung 1 % - 3% - - - -

Andrews (1968) 0,350 448 5642 - - - - 0,0020 -121,9
Standardabweichung 3 % 6 % 11% - - - -

Camacho-Rubio (2003) 0,269 - - - 524 0,07 0,003 0,0015 -122,0
Standardabweichung 9 % - - - 3% 57% 33%

Monod 0,239 198 - - - - - 0,0459 -112,4

Standardabweichung 1 % 7%
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Abbildung 5-15: Einfluss der mittleren integralen Photonenflussdichte I™ auf das phototrophe Wachstum von
Scenedesmus  obtusiusculus in einem Flachplattenphotobioreaktor. Die spezifische
Wachstumsrate p wurde mittels exponentieller Regression im Bereich des exponentiellen
Wachstums bestimmt (Kapitel 5.1.3). Die Berechnung von 1™ erfolgte sowohl flr das Gesetz
von Lambert und Beer als auch fiir das Gesetz von Schuster. Die Regressionskurven (—) wurden
fur verschiedene Wachstumsmodelle (Tabelle 3-1) aus den experimentellen Daten (®) ermittelt.
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Mit den in Abbildung 5-15 dargestellten Regressionskurven nach Andrews, Webb und Camacho-
Rubio konnten die experimentellen Daten augenscheinlich abgebildet werden. Steels
Wachstumsmodell war nicht geeignet, um das lichtabhdngige Wachstum von S. obtusiusculus zu
beschreiben. Da Monods Kinetik keine Lichtinhibition berlicksichtigt, wurde die einfache
Sattigungskinetik fir einen Vergleich der kinetischen Modellansétze ausgeschlossen.

Die berechneten kinetischen Parameter lagen alle in einem fir Mikroalgen sinnvollen
GrolRenordnungsbereich. Fur Webbs Modell wurden signifikant hohe Standardabweichungen bei
den Modellparametern von bis zu 650 % ermittelt. Ein Vergleich der verschiedenen
Wachstumsmodelle mit dem Kkorrigierten Akaike Informationskriterium (AICc) ergab keine
deutlichen Unterschiede zwischen Webbs, Andrews‘ und Camacho-Rubios Modellen des
Wachstums. Lediglich fur Steel und Monod konnten im Vergleich héhere Werte festgestellt
werden. Die beiden Modelle sind damit weniger fiir die Beschreibung des lichtabhdngigen
Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor geeignet. Da
Camacho-Rubios im Vergleich zu Andrews* Kinetik mehr kinetische Parameter enthalt, die nur
teilweise biologisch erklérbar sind, konnte auch dieses Modell fiir die kinetische Charakterisierung
von S. obtusiusculus ausgeschlossen werden. Andrews® Wachstumskinetik wurde daher als
sinnvollstes kinetisches Modell herangezogen. Basierend auf der Beschreibung der Lichtabsorption
nach Lambert und Beer betrug die maximale Wachstumsrate pmax=0,33%0,01h?. Die
Halbsattigungskonstante wurde zu Ks =237 + 16 umol Photonen m?s? bestimmt und die
Inhibierungskonstante  zu K, = 4780 + 537 umol Photonen m2s?®.  Bei Verwendung des
Modellansatzes von Schuster wurde eine maximale Wachstumsrate von pmax = 0,35+ 0,01 h'
ermittelt. Die Halbséttigung wurde bei einer Photonenflussdichte von
Ks = 448 + 27 pmol Photonen m? s erreicht. Die Inhibierungskonstante des Wachstums betragt
hier K; = 5642 + 620 pmol Photonen m2 s,

Diskussion

Durch die Untersuchung des lichtabhédngigen Wachstums von Scenedesmus obtusiusculus im
Flachplattenphotobioreaktor konnte Andrews‘ Wachstumskinetik unter den in dieser Arbeit
betrachteten Modellen als geeigneter kinetischer Ansatz identifiziert werden. Die Kinetischen
Parameter wurden daher flr Andrews‘ Wachstumskinetik sowohl auf der Basis des Lambert-
Beer’schen Absorptionsgesetzes als auch fir Schusters Gesetz flir S. obtusiusculus berechnet.
Dabei konnten fur beide Modelle ahnliche Standardabweichungen ermittelt werden. Dies deutet
darauf hin, dass beide Ansétze fiir die Beschreibung des lichtabhdngigen Wachstums von
Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor eingesetzt werden kénnen.

Neben der akkuraten Beschreibung der experimentellen Daten war es dartiber hinaus mit beiden

Modellen mdglich, Rickschlisse auf die Empfindlichkeit von Scenedesmus obtusiusculus
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bezuglich des Substrates Licht zu ziehen. Die Inhibierungskonstante betrug
4780 umol Photonen m?s®  (Lambert-Beer)  beziehungsweise 5642 pmol Photonen m? s
(Schuster) und war hoher als fur natiirliches Sonnenlicht gemessene Photonenflussdichten in
beispielsweise Desert Rock, Nevada, mit etwa 2600 umol Photonen m s (Earth System Research
Laboratory 2016). Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass S. obtusiusculus sehr robust gegentber
starker Lichteinstrahlung ist und fir Produktionsprozesse in extremen Erdregionen eingesetzt
werden  konnte.  Auch die  Sattigungsphotonenflussdichten ~ zwischen 500  und
2000 pumol Photonen m? s (Lambert und Beer) beziehungsweise 800 und
3000 umol Photonen m? s (Schuster) decken einen ausgedehnten Lichtbereich in der Natur
gangig vorkommender Photonenflussdichten ab und lassen eine Vielzahl an mdglichen
Kultivierungsregionen zu. Das Neuisolat hat damit ein hohes Potential und stellt einen

vielversprechenden Produktionsstamm fur eine kommerzielle Anwendung dar.

5.2.5 Gestaltung und Anwendung eines Lichtprofils

Mit den in Kapitel 5.2.2 beschriebenen Untersuchungen zur Lichtabschwachung wahrend eines
Kultivierungsprozesses im Satzverfahren konnte nachgewiesen werden, dass die Zelldichte der
Mikroalgenkultur die Lichtabschwachung und damit die Lichtverfligbarkeit im Reaktor signifikant
beeinflusst. Dariiber hinaus wurde im vorherigen Abschnitt gezeigt, dass lichtlimitierte sowie
lichtinhibierende Verhaltnisse das Mikroalgenwachstum beeintréchtigen und zu einer verminderten
Biomasseproduktion fiihren kdnnen. Daraus ergab sich die Frage, ob schnelleres Wachstum von
Scenedesmus obtusiusculus im Satzverfahren moglich ist, wenn wéhrend des gesamten
Prozessverlaufs eine optimale mittlere integrale Photonenflussdichte im Reaktor aufrechterhalten
werden konnte. Hierfir wurde ein Lichtprofil erstellt, bei dem die Eingangsphotonenflussdichte in
Abhéngigkeit der Zelldichte im Reaktor sukzessive erhdht wurde, um eine speziesspezifische
optimale mittlere integrale Photonenflussdichte wéhrend des Prozesses konstant aufrecht erhalten

zu konnen.
Anwendung eines Lichtprofils

Um eine optimale mittlere integrale Photonenflussdichte fiir Scenedesmus obtusiusculus zu
bestimmen, wurde zundchst das theoretische Optimum der Wachstumsrate popt und daraus die
zughorige optimale mittlere integrale Photonenflussdichte 1”0t berechnet. Hierfiir wurde das in
Kapitel 5.2.4 identifizierte Wachstumsmodell von Andrews (Tabelle 3-1, Kapitel 3.3.2) mit den

identifizierten kinetischen Parametern herangezogen und popt bestimmt:

du

=0 Gleichung 5-2
dl**
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Die optimale Wachstumsrate wurde sowohl fir die Lichtabsorption nach Lambert-Beer als auch fir
Schuster zu Hopt=0,22h  bestimmt. Die zugehorige optimale mittlere integrale
Photonenflussdichte  betrug  1”op:= 1072 pmol Photonen m?s?*  fir Lambert und Beer
beziehungsweise 1 "opt= 1590 pmol Photonen m?s? fiir Schusters Modellansatz. Um diese
mittleren Photonenflussdichten wahrend des Satzprozesses konstant zu halten, wurde die
Eingangsphotonenflussdichte in Abhangigkeit der Biomassekonzentration im Reaktor schrittweise
erhoht, sobald die Phase des exponentiellen Wachstums einsetzte. Die Ver&nderung der
Biomassekonzentration wahrend des Prozesses, welche fiir die Berechnung und anschlieRende
Anpassung der Eingangsphotonenflussdichte in Abhéangigkeit der Zelldichte im Reaktor
erforderlich war, wurde mit Gleichung 3-3 (Kapitel 3.3.2) ermittelt. Dadurch sollte die jeweilige

optimale mittlere integrale Photonenflussdichte im Reaktor konstant gehalten werden kdnnen.
Einfluss von Lichtprofilen auf das Wachstum von S. obtusiusculus

Zwei Lichtprofile wurde zum einen auf der Grundlage der Lichtabsorption nach Lambert-Beer und
zum anderen auf der Grundlage von Schusters Lichtabschwéchungsmodell ermittelt. Um den
Einfluss der zugrundeliegenden Absorptionsmodelle und damit der verschiedenen Lichtprofile auf
das Wachstum von S. obtusiusculus zu untersuchen, wurden beide Lichtprofile fir die Kultivierung
von S. obtusiusculus verwendet und die Prozesse miteinander verglichen. Fur eine Anwendung der
Lichtprofile  wurde  Scenedesmus  obtusiusculus  im  Satzverfahren im  18L-
Flachplattenphotobioreaktor kultiviert. BG-11 Medium wurde hierfiir vorgelegt und der Prozess bei
30 °C durchgefiihrt. Die Begasung mit einem CO.-Luft-Gemisch sorgte fiir eine gute
Durchmischung im Reaktor und regelte den pH automatisiert auf pH7,5. Die
Eingangsphotonenflussdichte lo wurde zu Beginn des Prozesses bis zum Einsetzen der
exponentiellen Wachstumsphase auf 1072 pmol Photonen m?s?  (Lambert und Beer)
beziehungsweise 1590 umol Photonen m?s? (Schuster) konstant gehalten (Abbildung 5-16).
AnschlieBend erfolgte eine Erhéhung der Eingangsphotonenflussdichte mit zunehmender
Biomassekonzentration, um die zuvor berechnete optimale mittlere integrale Photonenflussdichte
in Abh&ngigkeit der Zelldichte wéhrend des Prozesses aufrechtzuerhalten. Bei Erreichen der
geratespezifischen maximalen Photonenflussdichte (4200 pmol Photonen m2s?t) wurde diese
beibehalten bis die Zellen in die stationdre Wachstumsphase Ubergegangen waren. Ein Vergleich
der beiden Lichtprofile sowie der damit erzielten Konzentrationsverldufe fir S. obtusiusculus ist in
Abbildung 5-16 dargestellt.
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Abbildung 5-16: Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor unter Anwendung
eines Lichtprofils, um 1072 umol Photonen m2 s (Lambert-Beer: —, <) beziehungsweise
1590 pmol Photonen m2 s (Schuster: -, ) als mittlere integrale Photonenflussdichte im
Reaktor wéhrend des Prozesses konstant zu halten. Der grau hinterlegte Bereich entspricht der
exponentiellen Wachstumsphase. Das Erreichen des gerétespezifischen Maximums der
Eingangsphotonenflussdichte ist mit einer grauen Linie gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 5-16 A ersichtlich ist, musste die Eingangsphotonenflussdichte beim Lichtprofil,
welches auf dem Lichtabsorptionsmodell von Lambert und Beer beruht, deutlich schneller
gesteigert werden, als beim Lichtprofil nach Schusters Lichtabschwachungsmodell. Bereits nach
1,3 Tagen war das gerétespezifische Maximum der Photonenflussdichte erreicht, wahrend mit dem
Lichtprofil nach Schuster bei Prozessende erst 80 % der maximal mdglichen Photonenflussdichte
zur Bestrahlung der Algenkultur eingesetzt wurden. Dabei waren beide Wachstumskurven zu
Beginn des Prozesses kongruent. Unabh&ngig vom Lichtprofil wurden &hnliche spezifische
Wachstumsraten im Bereich des exponentiellen Wachstums ermittelt. Auch die Dauer der
exponentiellen Wachstumsphase war unabhdngig vom Lichtprofil &hnlich. Im Anschluss an das
exponentielle Wachstum konnte ein lineares Wachstumsverhalten beobachtet werden. Erst nach
etwa 1,5 Tagen wurden tendenzielle Unterschiede in der Biomassekonzentration fir die beiden
Lichtprofile nachgewiesen (Abbildung 5-16 B). Dieser Zeitpunkt deckte sich in etwa mit dem

Zeitpunkt zu dem die maximale Photonenflussdichte mit dem Lichtprofil auf der Basis von Lambert
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und Beers Absorptionsmodell erreicht wurde. Am Ende des Prozesses war die mit dem Lichtprofil
nach Schuster erreichte Biomassekonzentration (4,11 + 0,26 getm L) um etwa 13 % hoher als die
Biomassekonzentration, welche mit dem Lichtprofil auf der Grundlage von Lambert und Beers
Modell nachgewiesen werden konnte (3,65 + 0,23 gatm L ™).

Diskussion

Der Vergleich zweier Lichtprofile, welche auf dem Lichtabsorptionsmodell von Lambert-Beer und
dem Lichtabschwéachungsmodell von Schuster beruhen, zeigte, dass eine schrittweise Erhéhung der
Eingangsphotonenflussdichte keinen Einfluss auf die Wachstumsrate wvon Scenedesmus
obtusiusculus hatte. Obwohl die Eingangsphotonenflussdichte im Prozess mit dem Lichtprofil nach
Lambert-Beers Absorptionsmodell deutlich schneller (Alp = 1130 pmol Photonen m? s innerhalb
der exponentiellen Phase) erhdht wurde als im Lichtprofilprozess, welcher auf Schusters
Modellansatz beruht (Alp = 105 umol Photonen m? s innerhalb der exponentiellen Phase), wurde
mit beiden Lichtprofilen eine &hnliche Wachstumsrate fir S. obtusiusculus nachgewiesen. Dieses
Ergebnis konnte erwartet werden, da die in Kapitel 5.1.3 beschriebene p-1-Kurve (Abbildung 5-6 A)
keine  signifikante  Beeinflussung der spezifischen =~ Wachstumsraten bei  hohen
Eingangsphotonenflussdichten zeigte.

Die im Vergleich zum Lichtprofil nach Lambert-Beer erhdhte Biomassekonzentration, welche fir
das Lichtprofil nach Schuster am Prozessende bestimmt wurde, kann auf den langsameren Anstieg
der Eingangsphotonenflussdichte zurtickgefiihrt werden. Das Gesetz von Lambert und Beer
beriicksichtigt keine Lichtstreuung, weshalb die mittlere integrale Photonenflussdichte im Reaktor
im Vergleich zur Berechnung mit Schusters Modell niedriger ist (Kapitel 5.2.3). Die
Eingangsphotonenflussdichte musste daher schneller erhdht werden, um die optimale mittlere
integrale Photonenflussdichte wahrend des Prozesses konstant halten zu kénnen. Dadurch wurden
rasch hohe Eingangsphotonenflussdichten erreicht, welche den Mikroalgenmetabolismus,
insbesondere den der Zellen auf der VVorderseite des Reaktors, beeintrachtigen konnten. Dies kénnte
auch die Ursache fiir die kurze exponentielle Wachstumsphase und des im weiteren Prozessverlauf
beobachteten linearen Anstiegs der Biomassekonzentration sein. Das lineare Wachstum, welches
im Lichtprofilprozess auf der Grundlage von Schusters Lichtabschwachungsmodell ermittelt
wurde, kann dagegen nicht vollstdndig erklart werden. Nahrstoffe waren in ausreichender Menge
im Reaktionsansatz vorhanden. Dariiber hinaus lag die Eingangsphotonenflussdichte zu Beginn der
linearen Wachstumsphase bei 1690 pmol Photonen m?s?, so dass inhibierende oder
photoschadigende Effekte auf der Reaktorvorderseite ausgeschlossen werden kénnen. Eventuell
kénnten Biomassekonzentrationen iiber 1 gstm L™ zu einer gegenseitigen Beschattung der Zellen

und damit zu einem linearen Wachstum gefuhrt haben.
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Wie in Kapitel 5.1.3 gezeigt wurde, hatte eine Bestrahlung mit Eingangsphotonenflussdichten tiber
1500 pmol Photonen m s kaum einen Einfluss auf die Wachstumsrate von S. obtusiusculus (Tab.
A-11, Anhang A.5). Fur die Raum-Zeit-Ausbeute sowie die finale Biomassekonzentration konnten
bei hoheren Eingangsphotonenflussdichten dagegen rickladufige Werte festgestellt werden
(Abbildung 5-6 B und C). Daher wurde das Zellwachstum wohl durch den schnelleren Anstieg der
Eingangsphotonenflussdichte mit dem Lichtprofil nach Lambert und Beer beeintréchtigt. Liegen
Starklichtverhéltnisse vor, so verwenden Algenzellen die ihnen zur Verfiigung stehenden
Ressourcen vermutlich nicht mehr fur ihr Wachstum, sondern fir diverse Akklimationsprozesse
zum Schutz vor hohen Photonenflussdichten. Damit passen sie sich an eine schnelle Anderung der
Lichtverhaltnisse an, wie sie beim Lichtprofil nach Lambert und Beer auftrat. Mdglicherweise
nutzten sie ihre Energie flr die Produktion von Pigmentmolekilen wie Chlorophyll und erreichten
daher nur geringere Biomassekonzentrationen als die Eingangsphotonenflussdichte schnell anstieg.
Eine andere mogliche Erklarung fir die beobachteten Unterschiede der finalen
Biomassekonzentrationen ware, dass Kohlenstoffmolekiile bei einer ziigigen Anderung der
Lichtverhéltnisse schneller aufgenommen werden als bei einer langsamen Anpassung des Lichts.
Dadurch konnte sich das finale C/N/P-Verhéltnis in der Zelle verdndert und die beobachteten

Unterschiede in den Biomasseendkonzentrationen daraus resultiert haben.

Durch die Untersuchung des Einflusses der beiden Lichtprofile auf das Wachstum von
S. obtusiusculus und den anschlielenden Vergleich der Konzentrationsverldufe konnte gezeigt
werden, dass das Lichtprofil fir  Scenedesmus obtusiusculus auf  Schusters
Lichtabschwachungsmodell basieren sollte. Damit wurde der Nachweis erbracht, dass es sinnvoll
ist, fir Prozesse im eingesetzten Flachplattenphotobioreaktor neben der Lichtabsorption auch
Effekte der Lichtstreuung zu bertcksichtigen.

Vergleich eines Lichtprofilprozesses mit einem Prozess bei konstanter Photonenflussdichte

Basierend auf den Ergebnissen des Vergleichs der beiden Lichtprofile auf der Grundlage von
Lambert-Beers und Schusters Lichtabschwachungsmodell wurden ein weiterer Satzprozess mit
Lichtprofil (Schuster) sowie ein Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte durchgefiihrt.
Hierfur wurde zum einen die optimale mittlere integrale Photonenflussdichte
(" opt = 1590 umol Photonen m?s®)  wie zuvor beschrieben durch  Anpassung der
Eingangsphotonenflussdichte (Lichtprofil) konstant gehalten. Zum anderen wurde parallel ein
Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte (lo = 1590 umol Photonen m? s™) realisiert.
Neben dem Substrat Licht wurden weitere Nahrstoffe im Medium wéhrend des Prozesses
kontrolliert und gegebenenfalls zugefihrt, um eine Limitierung ausschlieRen zu kénnen. Fir beide

Satzprozesse konnte damit Uber die gesamte Prozessdauer eine Nahrstofflimitierung (N, P, S, Fe)
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ausgeschlossen werden. Die Biomassekonzentrationsverlaufe sowie die Verlaufe der

Photonenflussdichten sind flr beide Prozesse in Abbildung 5-17 dargestellt.
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Abbildung 5-17: Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor fir zwei
verschiedene Verlaufe der Eingangsphotonenflussdichte (30°C, pH 7,5).
A: Die Bestrahlung erfolgte zum einen mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte
(1590 pmol Photonen m2s?, -.... ) sowie mit einem Lichtprofil (Schuster: —). Die aus den
experimentellen Daten berechneten mittleren integralen Photonenflussdichten (o Lichtprofil;
A konstante Photonenflussdichte) zeigten, dass die zuvor theoretisch abgeschétzte mittlere
integrale Photonenflussdichte 1590 pmol Photonen m2s? (----) durch die Anwendung des
Lichtprofils wéhrend des Prozesses konstant gehalten werden konnte bis die geratespezifische
maximale Photonenflussdichte erreicht war.
B: Die Konzentrationsverldaufe des Lichtprofilprozesses (#) sowie des Prozesses bei
konstanter Photonenflussdichte (&) kdnnen in drei Phasen unterteilt werden. Es wurde eine
Phase des identischen Wachstums (dunkel schattiert), eine Phase des lichtinduzierten
unterschiedlichen Wachstums (nicht schattiert) und eine stationdre Wachstumsphase (hell
schattiert) identifiziert.

In Abbildung 5-17 A ist flr jeden Satzprozess zum einem die Eingangsphotonenflussdichte
aufgefiihrt. Zum anderen wurde dartiber hinaus zu jedem Probenahmezeitpunkt zusatzlich die
zugehorige im Reaktor vorliegende mittlere integrale Photonenflussdichte aus den experimentellen
Daten berechnet. Bis zu der markierten Prozesszeit von 4,4 Tagen konnte die flr S. obtusiusculus
ermittelte  optimale  mittlere  integrale ~ Photonenflussdichte  (gepunktete  Linie;
1590 pmol Photonen m?s?) durch eine Erhohung der Eingangsphotonenflussdichte im

Lichtprofilprozess konstant gehalten werden. Erst ab Erreichen der gerétespezifischen maximalen
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Eingangsphotonenflussdichte (4200 pmol Photonen m2s™) war es nicht mehr mdglich eine
mittlere integrale Photonenflussdichte im Reaktor aufrechtzuerhalten. Entsprechend wurde, wie in
Abbildung 5-17 A gekennzeichnet, ab diesem Zeitpunkt ein Absinken der aus den experimentellen
Daten abgeschéatzten mittleren integralen Photonenflussdichten verzeichnet. Fur den Prozess mit
konstanter Bestrahlungsstérke wurde im Gegensatz dazu bereits zu Prozessbeginn eine deutliche

Abnahme der mittleren integralen Photonenflussdichte nachgewiesen.

Beziiglich der Biomasseproduktion konnten zunédchst keine Unterschiede im Wachstumsverhalten
von S. obtusiusculus festgestellt werden. Entsprechend der Modellabschatzung wurde flr beide
phototrophen Prozesse eine Wachstumsrate von 0,22 h™t ermittelt. Die Wachstumskurven waren
nahezu kongruent. Erst ab einer Prozesszeit von etwa 2,5 Tagen wurde ein Unterschied im
Konzentrationsverlauf nachgewiesen. Durch die Anwendung des Lichtprofils wurde nach einer
Prozesszeit von flnf Tagen eine bis zu 24 % hohere Biomassekonzentration im Vergleich zur
konstanten Bestrahlung bestimmt. Die Biomasseendkonzentration betrug nach 11 Tagen
14,4 + 1,4 gstm L. Ab diesem Zeitpunkt blieb die Biomassekonzentration im Lichtprofilprozess
in etwa konstant. Im Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte dauerte das Wachstum
dagegen bis Tag 16 an. Die Biomassekonzentration wurde am Prozessende auf 15,5 + 1,5 gstm L

bestimmt.

Neben der Biomassekonzentration wurde die Pigmentzusammensetzung der Mikroalgenzellen
wahrend der Satzprozesse bestimmt. Eine Veranderung der Pigmentzusammensetzung sollte

Hinweise auf mdgliche Akklimations- oder Photoprotektionsprozesse geben.
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Abbildung 5-18: Ver&nderung der Pigmentzusammensetzung von S. obtusiusculus wahrend eines Satzprozesses

im Flachplattenphotobioreaktor mit konstanter Photonenflussdichte beziehungsweise
Lichtprofil (Abbildung 5-17): (m) Chlorophyll a; (=) Chlorophyll b; (=) Karotinoide.
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Wie in Abbildung 5-18 ersichtlich ist, konnte fiir den Lichtprofilprozess eine Akkumulation von
nahezu 13 % Karotinoiden in den letzten vier Prozesstagen nachgewiesen werden. Flr den Prozess
bei konstanter Eingangsbestrahlungsstarke wurde dagegen kaum eine Anderung in der
Pigmentzusammensetzung festgestellt. Es konnten fast ausschliel3lich die Pigmente Chlorophyll a
und Chlorophyll b als Zellbestandteile gefunden werden.

Diskussion

Durch die Modellgestitzte Erarbeitung und Anwendung eines Lichtprofilprozesses war es moglich,
den Biomasseproduktionsprozess mit Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor
zu beschleunigen. Daruiber hinaus war es moglich, das in dieser Arbeit entwickelte Modell zur
Ermittlung einer durchschnittlich wéhrend der exponentiellen Phase im Reaktor vorliegenden
Photonenflussdichte zu validieren: Zum einen konnte durch die Anwendung des Lichtprofils die
mit dem Modellierungsansatz vorhergesagte optimale Wachstumsrate popt auch experimentell
realisiert werden. Zum anderen war es maoglich, die ebenfalls mit dem Modell abgeschétzte mittlere
integrale Photonenflussdichte wahrend des Prozesses bis zum Erreichen der geratespezifischen
maximalen Photonenflussdichte aufrechtzuerhalten. Dieser Sachverhalt konnte mit Hilfe der
experimentellen Daten nachgewiesen und damit das Modell verifiziert werden.

Im Vergleich zu einem Prozess mit konstanter Photonenflussdichte konnte zu Prozessbeginn (erste
Prozessphase) kein Unterschied im Wachstumsverhalten festgestellt werden. Die
Biomassekonzentrationen waren vermutlich so gering, dass die Lichtverfugbarkeit im Reaktor nur
unerheblich beeinflusst wurde. Weder lichtlimitierte noch lichtinhibierende Effekte schienen bei
solchen Konzentrationen aufgetreten zu sein, weshalb das Wachstumsverhalten von Scenedesmus
obtusiusculus sowohl beim Satzprozess mit Lichtprofil als auch beim Satzprozess mit konstanter
Eingangsphotonenflussdichte &hnlich war.

Mit einem Anstieg der Biomassekonzentration nahm der Bedarf an Photonen zu, welche fur den
Zellmetabolismus benétigt wurden. Durch die Erhéhung der Eingangsphotonenflussdichte wéhrend
des Lichtprofilprozesses standen den Zellen mehr Photonen zur Verfiigung als im Prozess mit
konstantem Licht. Dies konnte zu den beobachteten erhdhten Biomassekonzentrationen beim
Lichtprofilprozess in der zweiten Prozessphase gefiihrt haben.

In der dritten Phase des Prozesses war die Zelldichte sehr hoch, so dass bei beiden Lichtszenarien
keine Photonenflussdichte mehr auf der Reaktorriickseite gemessen werden konnte (100 %
Lichtausbeute; nicht-dargestellte Ergebnisse). Da keine Limitierung der Hauptnéhrstoffe Stickstoff,
Phosphor, Sulfur und Eisen festgestellt werden konnte, kann die Stagnation des Wachstums
maoglicherweise auf eine Lichtlimitierung zurtickzufiihren sein. Darliber hinaus stellt die mittlere
integrale Photonenflussdichte lediglich eine Vereinfachung im Zuge der Modellierung und

Vorhersage des Mikroalgenwachstums dar. Tatsachlich trifft auf die Reaktoroberflache sehr hohes
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Licht auf, wéhrend auf der Reaktorriickseite nur wenig Licht vorhanden ist (Kapitel 5.2.1). Das
Mikroalgenwachstum kann daher insbesondere auf der Reaktoroberflache beeintréchtigt gewesen
sein. Bei der in Kapitel 5.1.3 beschriebenen Charakterisierung des lichtabhédngigen Wachstums
wurde fir Scenedesmus obtusiusculus ein optimales Wachstumsverhalten bei einer
Eingangsphotonenflussdichte von 1400 pmol Photonen m?s® nachgewiesen. Bei diesen
Lichtverhdltnissen wurde die maximale Biomassekonzentration, Raum-Zeit-Ausbeute und
spezifische Wachstumsrate flr das Neuisolat bestimmt. Hohere Photonenflussdichten verminderten
das Wachstum. Wahrend des Lichtprofilprozesses, wurde die Eingangsphotonenflussdichte tber
dieses identifizierte Optimum hinaus erhéht. Es ist daher davon auszugehen, dass das Wachstum
von S. obtusiusculus auf der Reaktoroberflache beeintrachtigt war, was die beschriebene Stagnation
der Biomassekonzentration verursachte. Wenn Zellen zu lange hohem Licht ausgesetzt sind, so
kdnnen photoschadigende Effekte irreversibel sein. Der Zellmetabolismus ist daraufhin gestort
(Pruvost et al. 2002; Vonshak und Guy 1992) und kann zu einem Rickgang der
Biomasseproduktivitdt oder Wachstumsrate fuhren. Darlber hinaus, konnen Algenzellen
strukturelle Modifikationen vornehmen, um sich an wechselnde Lichtverhdltnisse anzupassen. In
der Regel werden dabei photosynthetische Komponenten reduziert und Karotinoide akkumuliert.
Dadurch soll die Anzahl an Photonen reduziert werden, welche bei hohen Photonenflussdichten auf
die Photosysteme auftreffen (Hu 2013). Diese in der Literatur beschriebenen Beobachtungen
konnten durch die Analyse der Pigmentzusammensetzung wahrend der Prozesse gefestigt werden.
Am Ende des Lichtprofilprozesses konnte ein Anstieg des Karotinoidgehalts in der Zelle
nachgewiesen werden. Bei der Bestrahlung mit konstanter Photonenflussdichte wurde dagegen
keine Akkumulation festgestellt. Die beobachteten Unterschiede im Wachstumsverhalten kénnen
daher auf photoakklimative und photoschédigende Effekte aufgrund hoher Photonenflussdichten
auf der Reaktoroberflache zurtickgefiihrt werden.

Bezlglich der finalen Biomassekonzentration, ist beim Satzprozess mit konstanter
Eingangsphotonenflussdichte eine Ernte an Tag 16 sinnvoll, da zu diesem Zeitpunkt keine Zunahme
der Zelldichte mehr beobachtet wurde. Daraus ergibt sich eine Raum-Zeit-Ausbeute von
0,96 +0,09 gstm L d? und eine Flichen-Zeit-Ausbeute von 19,3+ 1,9 gsrm m2d™. Der
Lichtenergiebedarf zur Produktion der maximalen Zelldichte betrug 42 MJ innerhalb der 16 Tage.
Beim Lichtprofilprozess wurde ab Tag 11 kein Biomassezuwachs mehr verzeichnet. Die Raum-
und  Flachen-Zeit-Ausbeuten  betrugen  hier 1,3+0,1gsmmL?d?  beziehungsweise
26,2 + 2,5 gstm m2 dt. Zur Beleuchtung der Reaktoroberflache (0,09 m?) wurde dabei eine Energie
von insgesamt 65 MJ verbraucht. Fir die Herstellung derselben Biomassekonzentration mit
konstanter Eingangsphotonenflussdichte (13 Tage mit 1590 pmol Photonen m? s?), wurde dagegen

nur etwa die Halfte an Energie bendtigt (34 MJ) verglichen zum Prozess mit Lichtprofil. Aus
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energetischer Sicht ist eine Anwendung des Lichtprofils daher nur bedingt sinnvoll. In Bezug auf
die Prozessdauer konnte mit dem Lichtprofil allerdings eine Beschleunigung des Satzprozesses

erreicht werden.
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6 Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Flachplatten-

photobioreaktor

Neben Scenedesmus obtusiusculus wurde Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 untersucht. Es
handelt sich dabei um eine StRwasserspezies aus der Sammlung von Algenkulturen der Universitat
Gottingen (SAG), welche bis dato weitestgenend unerforscht war. Da der Stamm zur
vielversprechenden Familie der Lipid- und Metabolit-produzierenden Scenedesmeceae gehort,
sollte auch fir diese Spezies die Reaktionskinetik des lichtabhdngigen Wachstums im

Flachplattenphotobioreaktor charakterisiert werden.

6.1 Reaktionstechnische Charakterisierung von S. ovalternus

In den folgenden Abschnitten werden das pH-, temperatur- und lichtabhdngige Wachstum von
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 naher charakterisiert und geeignete Parameter flr die
Durchfiihrung eines schnellen Satzverfahrens eingefiihrt. Fir die Parameterstudien wurde
definiertes BG-11 Medium im Reaktor vorgelegt und das Mikroalgenwachstum bis zur Stagnation
verfolgt. Eine genaue Beschreibung der Prozessdurchfiihrung ist in den Kapiteln 4.3.1 und 4.3.2 zu

finden.

6.1.1 pH-Abhéangigkeit des Wachstums von S. ovalternus

Fur die Durchfuhrung der Satzprozesse zur Untersuchung des pH-abhangigen Wachstums von
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 wurde die Temperatur zunédchst auf einen von den meisten
Mikroalgen tolerierten Wert von 25 °C festgesetzt. Die Eingangsphotonenflussdichte lo wurde
konstant bei 560 pmol Photonen m? s gehalten. Der pH wurde zwischen pH 7 und pH 10 variiert,
wobei die Regelung Uber eine automatisierte Anpassung des CO2-Gehalts im CO,-Luft-Gemisch (0
bis 10 % CO,) erfolgte und mit einem Gasvolumenstrom von 2 NL min? fiir eine ausreichende
Durchmischung im Reaktor sorgte. Die ermittelten Biomassekonzentrationsverlaufe in
Abhangigkeit des pH sind in Abbildung 6-1 dargestellt.
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Abbildung 6-1: Einfluss des pH auf das Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktor. Die Satzprozesse wurden bei 25°C und einer Eingangs-
photonenflussdichte I von 560 pmol Photonen m? s durchgefiihrt. Der pH wurde tber den
CO,-Gehalt im kontinuierlichen Gasvolumenstrom (2 NL min) automatisiert geregelt. Die
Abkirzung BTM bezeichnet die Biotrockenmassekonzentration im Reaktor. Der schattierte
Bereich entspricht der Phase des exponentiellen Wachstums.

Wie erwartet ergaben sich die flr phototrophe Mikroorganismen charakteristischen Kurvenverldufe
im Satzverfahren mit einer Verzdgerungsphase, einer exponentiellen Wachstumsphase und einer
stationaren Phase. Bei pH 8 konnte dartiber hinaus bei Beendigung des Prozesses eine
Néahrstofflimitierung (N und P) nachgewiesen werden. Der Prozess bei pH 7,5 war am Ende
phosphorlimitiert. Eine genauere Interpretation und Bewertung der einzelnen Satzprozesse
erlaubten die spezifische Wachstumsrate in der exponentiellen Phase (schattierter Bereich), die
Biomassekonzentration am Ende des Prozesses sowie die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier. Die
Abhangigkeit der ProzessgréRen vom pH ist in Abbildung 6-2 gezeigt.
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Abbildung 6-2: Einfluss des pH auf die spezifische Wachstumsrate (exponentielle Phase), die finale
Biotrockenmassekonzentration sowie auf die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier von Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 zur Bestimmung des pH-Optimums. Die Satzprozesse erfolgtenim 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktor bei 25 °C und einer Eingangsphotonenflussdichte 1o von 560 pmol
Photonen m2 s, Der pH wurde Uber den CO2-Gehalt im kontinuierlichen Gasvolumenstrom
(2 NL min‘?) geregelt. pH 9,5 wurde nicht untersucht.

Wie aus Abbildung 6-2 ersichtlich ist, hatte der pH einen groRen Einfluss auf die Wachstumsrate
von S. ovalternus SAG 52.80. Diese stieg mit zunehmendem pH bis zu einem Maximum bei pH 8
an (0,10 + 0,01 h'l). Ein deutliches Maximum zeichnete sich bei diesem pH auch bei der finalen
Biomassekonzentration ab. Hier wurde mit 6,52 + 0,65 gstm L™ innerhalb von vier Tagen die
hochste finale Biomassekonzentration bei einer spezifischen Wachstumsrate von 0,10 + 0,01 h'
ermittelt. Im weiteren untersuchten pH-Bereich waren keine signifikanten Unterschiede in der
Biotrockenmasse festzustellen. Am Ende des Prozesses lagen dhnliche Konzentrationen zwischen
4,82 — 511 gstm L vor. Die Raum-Zeit-Ausbeute blieb mit etwa 1,3 gstm L d? ebenfalls
weitestgehend unbeeinflusst und nahm lediglich bei pH 9 und pH 10 um ca. 25 % ab.

Diskussion

Durch die Charakterisierung des pH-abhangigen Wachstums von Scenedesmus ovalternus
SAG 52.80 im standardisierten Satzprozess im 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor war es moglich,
pH 8 als wachstumsférdernden pH fir die untersuchte Mikroalgenspezies zu identifizieren. Dieser

pH lag in dem fir viele Mikroalgen erwarteten Bereich zwischen pH 7 und pH 9 (Coutteau 1996).
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Ein signifikanter Einfluss war dabei in den ermittelten Wachstumsraten zu sehen. Da metabolische
Prozesse und Enzymaktivitaten innerhalb einer Zelle maRgeblich vom pH abhéngen (Ying et al.
2014), war diese Beobachtung wie erwartet. Grund fir die Stagnation des Zellwachstums bei pH
7,5 und pH 8 war unter anderem die festgestellte Nahrstofflimitierung. Im weiteren untersuchten
pH-Bereich konnten die Mediennéhrstoffe N, P, S und Fe auch am Prozessende noch im Medium
nachgewiesen werden. Unterschiede im Wachstumsverhalten sowie das Erreichen der stationdren
Phase in diesem pH-Bereich lassen sich demnach auf den pH oder auf eine andere Limitierung wie
Lichtmangel zurlckfiihren. Dies sollte in der nachfolgenden Untersuchung des temperatur- und

lichtabhdngigen Wachstums erortert werden.

6.1.2 Temperaturabhangigkeit des Wachstums von S. ovalternus

Bei der Untersuchung des pH-abhangigen Wachstums wurde pH 8 als optimale Bedingung im
betrachteten pH-Bereich nachgewiesen. Die folgende Charakterisierung des Einflusses der
Temperatur auf das Wachstum von S. ovalternus SAG 52.80 erfolgte daher bei pH 8 und einer
Eingangsphotonenflussdichte lo von 560 pmol Photonen m st im standardisierten Satzprozess im
Labormalistab (Kapitel 4.3.2). Die Temperatur wurde zwischen 20 °C und 40 °C in 5 °C-Schritten
variiert und der Biomassekonzentrationsverlauf bis zur Stagnation verfolgt. Die ermittelten
Wachstumskurven sind in Abbildung 6-3 dargestellt. Der Bereich des exponentiellen Wachstums

ist grau hinterlegt.
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Abbildung 6-3: Einfluss des Temperatur auf das Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im 1,8 L-
Flachplattenphotobioreaktor. Die Satzprozesse wurden bei pH 8 und einer Photonenflussdichte
lo von 560 umol Photonen m s durchgefiihrt. Der schattierte Bereich entspricht der Phase des
exponentiellen Wachstums. BTM bezeichnet die Biotrockenmassekonzentration.
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Waéhrend bei 20 °C und 25 °C eine deutliche Adaptionsphase ausgepragt war, begann das
Zellwachstum bei 30 °C und 35 °C nahezu ohne Verzdgerung (Abbildung 6-3). Bei 40 °C wurde
kaum Zellwachstum verzeichnet. Eine genauere Charakterisierung der Temperaturabhéngigkeit des
Wachstums von S. ovalternus SAG 52.80 erlaubt Abbildung 6-4.
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Abbildung 6-4:  Einfluss der Temperatur auf die spezifische Wachstumsrate (exponentielle Phase), die finale
Biotrockenmassekonzentration sowie auf die Raum-Zeit-Ausbeute an Tag vier von
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 zur Bestimmung des Temperaturoptimums. Die
Satzprozesse erfolgten bei pH 8 und einer Eingangsphotonenflussdichte I von 560 pmol
Photonen m? s im Flachplattenphotobioreaktor. Bei 40 °C konnte kein Zellwachstum
nachgewiesen werden.

Wie aus Abbildung 6-4 ersichtlich ist, hatte die Temperatur einen deutlichen Einfluss auf die
Wachstumsrate von S. ovalternus SAG 52.80. Durch eine schrittweise Erhdhung der Temperatur
von 20 °C auf 35 °C konnte die Wachstumsrate um den Faktor 2,7 auf 0,13 h™! gesteigert werden.
Auch bei 40 °C konnte noch Zellwachstum verzeichnet werden, wobei die Biomassekonzentration
sowie die Raum-Zeit-Ausbeute am Ende des Prozesses signifikant unterhalb der
Biomasseproduktion lagen, welche bei niedrigeren Temperaturen bestimmt wurden. Bezuglich der

Biotrockenmasse wurde bereits ab 35 °C ein Rickgang der Endkonzentration nachgewiesen.
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Hinsichtlich der Raum-Zeit-Ausbeuten lagen mit 1,30 bis 1,37 gstm L™ d! dagegen vergleichbare

Werte im Temperaturbereich zwischen 25 °C und 35 °C vor.
Diskussion

Durch die Charakterisierung des temperaturabhdngigen Wachstums von S. ovalternus SAG 52.80
war es moglich die beiden Temperaturen 20 °C und 40 °C fir die Kultivierung von S. ovalternus
SAG 52.80 auszuschlieRen. Bei 20 °C wuchsen die Zellen nur sehr langsam, wohingegen bei 40 °C
kaum Biomassebildung stattfand. Mogliche Ursachen hierfir sind bereits in Kapitel 5.1.2 fur
Scenedesmus obtusiusculus beschrieben. Ab einer Temperatur von 35 °C konnte ein Riickgang der
Biomassekonzentration fur Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 bei Prozessende nachgewiesen
werden, weshalb diese Temperatur ebenfalls nicht fir die Satzkultivierung von S. ovalternus
SAG 52.80 geeignet zu sein schien. Im Hinblick auf die Wachstumsrate konnte der Zusammenhang
zwischen der Temperatur und der spezifischen Wachstumsrate mit einer Glockenkurve beschrieben
werden. Dieses Ergebnis deckte sich mit in der Literatur dargelegten Erkenntnissen (Ras et al.
2013). Da bei 25 °C und 30 °C jeweils vergleichbare Biomassekonzentrationen und Raum-Zeit-
Ausbeuten vorlagen und die Wachstumsrate bis zu einer Temperatur von 35 °C stetig zunahm,
wurde eine  Temperatur von 30°C fur die weitere Charakterisierung des
Biomasseproduktionsprozesses mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 gewéhlt. 30 °C liegt
dartber hinaus im fir Mikroalgen erwarteten Temperaturbereich zwischen 22 °C und 35 °C (Singh
und Singh 2015).

6.1.3 Lichtabhangigkeit des Wachstums von S. ovalternus

Zur Charakterisierung des lichtabhédngigen Wachstums von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80
wurde der standardisierte Satzprozess im Flachplattenphotobioreaktor herangezogen, welcher
grundlegend in Kapitel 4.3.2 beschrieben ist. Der Prozess fand bei den zuvor festgelegten
Prozessbedingungen pH 8 und 30 °C statt. Zur Charakterisierung der Lichtabhéngigkeit von
S. ovalternus SAG 52.80 wurde die Eingangsphotonenflussdichte lo im Bereich zwischen
102 pmol Photonen m?2 s und 3794 umol Photonen m?2 s variiert. Wie bereits zuvor, wurde
BG-11 Medium vorgelegt und der Biomassekonzentrationsverlauf wahrend der Satzprozesse bis

zum Eintritt in die stationdre Phase bestimmt.
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248 pmol Photonen m2 s! 373 umol Photonen m?s!
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Einfluss der Eingangsphotonenflussdichte lo auf das Wachstum von Scenedesmus ovalternus

SAG 52.80 im 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor. Die Satzprozesse wurden bei 30 °C und
pH 8 durchgefiihrt. Die Abkirzung BTM entspricht der Biotrockenmassekonzentration im

Reaktor. Der schattierte Bereich definiert die Phase des exponentiellen Wachstums.

4

2
SAG 52.80 malRgeblich von der auf die Mikroalgenkultur auf der lichtzugewandten Seite des

Wie Abbildung 6-5 verdeutlicht, wurde das Wachstumsverhalten von Scenedesmus ovalternus

Abbildung 6-5:
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Flachplattenphotobioreaktors auftreffenden Photonenflussdichte beeinflusst. Niedrige Eingangs-
photonenflussdichten unter 400 umol Photonen m2 s filhrten zu einer Verlidngerung der
Prozessdauer bis zum Einsetzen der stationdren Phase. Die Algenzellen erreichten die stationére
Phase nach acht bis zehn Tagen und wuchsen bei solchen Photonenflussdichten kaum exponentiell.
Stattdessen war eine nahezu lineare Zunahme der Biomassekonzentration mit der Prozesszeit zu
beobachten. Damit einhergehend wurde bei Prozessen mit niedrigen Photonenflussdichten bereits
nach zwei Tagen fast kein Licht mehr auf der Reaktorriickseite gemessen, wie Abbildung 6-6

beispielhaft fir eine Eingangsphotonenflussdichte von 373 pmol Photonen m s zeigt.
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Abbildung 6-6: Wahrend des Satzprozesses mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 (pH 8, 30 °C,
373 umol Photonen m2s1) auf der Reaktorriickseite (lichtabgewandte Seite) gemessene
Photonenflussdichte (PFD).

Mit weiter ansteigender Eingangsphotonenflussdichte (> 400 pmol Photonen m s) verkiirzte sich
die Verzogerungsphase stetig (Abbildung 6-5) und es konnte ein flir Mikroorganismen
charakteristischer Konzentrationsverlauf mit einer Prozesszeit von etwa vier bis sechs Tagen
erreicht werden. Eine fortflihrende Erhéhung der Photonenflussdichte bewirkte eine signifikante
Ausdehnung der Adaptionsphase auf bis zu sechs Tage. Innerhalb dieses Zeitraums konnte kein
Mikroalgenwachstum nachgewiesen werden. Im Anschluss an die verlangerte Verzégerungsphase
war ein beschleunigter aber kurzer Anstieg der Biotrockenmassekonzentration innerhalb von ein

bis zwei weiteren Prozesstagen zu verzeichnen.

Neben den Biomassekonzentrationsverlaufen wurden fur S. ovalternus SAG 52.80 die spezifischen
Wachstumsraten sowie die Biomassekonzentrationen bei Prozessende und die Raum-Zeit-
Ausbeuten an Tag vier zur Charakterisierung der Lichtabh&ngigkeit des Mikroalgenstamms
bestimmt. Der Einfluss der Eingangsphotonenflussdichte auf die ProzessgréfRen ist in
Abbildung 6-7 dargestellt.
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Abbildung 6-7:  Einfluss der Eingangsphotonenflussdichte (lo) auf die spezifische Wachstumsrate (A), die
Konzentration der Biomasse am Ende des Prozesses (B) sowie der Raum-Zeit-Ausbeute an
Tag vier (C) von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor.
In Abbildung D ist der Anteil der Photonenflussdichte gezeigt, welcher am Ende des Prozesses
(stationdre Phase) nicht von der Algensuspension im Reaktor absorbiert wurde. Der senkrechte
Strich kennzeichnet die experimentell bestimmte optimale Eingangsphotonenflussdichte. Der
grau hinterlegte Bereich kennzeichnet die Versuche, bei denen eine mehrtdgige
Verzogerungsphase beobachtet wurde.

Fur Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 konnte zunéchst ein Anstieg der Wachstumsrate, der
Biomassekonzentration und der Raum-Zeit-Ausbeute mit steigender Photonenflussdichte
festgestellt werden. Ein Maximum war, wie in Abbildung 6-7 gekennzeichnet ist, jeweils bei einer
Eingangsphotonenflussdichte lo von 1290 pmol Photonen m2s? zu verzeichnen. Bei dieser
Photonenflussdichte betrug die spezifische Wachstumsrate 0,12 h* und es wurde eine
Biomassekonzentration von 7,50 + 0,12 getm L™ innerhalb von sechs Tagen erreicht (RZA =
1,66 + 0,04 germ L1 d?). Dies entspricht einer Flachen-Zeit-Ausbeute von insgesamt
25,0+ 0,5gstm m>d . Hohere Photonenflussdichten fiihrten zu einem Riickgang der
Wachstumsrate und ab einer Photonenflussdichte von 2500 pmol Photonen m s wurde aufgrund
der lang andauernden Verzogerungsphase (Abbildung 6-5) eine Raum-Zeit-Ausbeute von

0germ L1 d? berechnet. In diesem Zusammenhang wurde dariiber hinaus ein signifikanter
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Rickgang der Biomassekonzentration um etwa 40 % im Vergleich zur maximal bestimmten
Biomassekonzentration im Bereich zwischen 1290 und 2200 pmol Photonen m™ s nachgewiesen.
Im Starklichtbereich (> 2500 umol Photonen m s) wurde zudem ein im Gegensatz zum mittleren
Photonenflussdichtenbereich hoherer Anteil an nicht absorbierten Photonen pro Gramm
Biotrockenmassekonzentration detektiert (Abbildung 6-7 D).

Diskussion

Durch die Untersuchung der Lichtabhdngigkeit von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 konnte
eine ausgepragte Abhangigkeit des Zellwachstums von der Eingangsphotonenflussdichte
festgestellt werden. Niedrige Photonenflussdichten (< 400 umol Photonen m= s?) filhrten zu einer
verlangerten Prozesszeit, wobei eine berwiegend lineare Zunahme der Biomassekonzentration
wahrend der Satzprozesse bei solchen Photonenflussdichten detektiert wurde. Fur gewdhnlich wird
der Ubergang in eine lineare Wachstumsphase bei Mikroalgen mit lichtlimitierten
Wachstumsbedingungen im Photobioreaktor in Zusammenhang gebracht (Tamiya 1957). Ist die
Zellkonzentration gering genug, so stehen auch bei niedrigen Bestrahlungsstarken ausreichend
Photonen zur Verfiigung und die Zellen vermehren sich exponentiell. Wird dagegen eine bestimmte
Biomassekonzentration Uberschritten, so werden alle verfigbaren Photonen von den
Mikroalgenzellen absorbiert und der Biomassezuwachs verlauft linear bis eine andere Komponente
(Substrat oder Inhibitor) zum limitierenden Faktor wird (Richmond und Hu 2004). Anhand der
Lichttransmissionsmessung auf der Ruckseite des Flachplattenphotobioreaktors konnte
nachgewiesen werden, dass bereits nach zwei Tagen nahezu der gesamte Photonenfluss von den
Algenzellen im Reaktor absorbiert worden ist. Dies lasst den Rickschluss zu, dass bei niedrigen
Eingangsphotonenflussdichten von lichtlimitierten Bedingungen im Reaktor als Ursache fur das
beobachtete Wachstumsverhalten auszugehen ist.

Hinsichtlich der Biomassekonzentration am Ende des Prozesses sowie der Raum-Zeit-Ausbeute an
Tag vier konnten fur S.ovalternus SAG 52.80 optimale Lichtbedingungen im
Photonenflussdichtenbereich  zwischen 1290 und 2200 pmol Photonen m2s? mit einem
ausgepragten Maximum der spezifischen Wachstumsrate bei 1290 pmol Photonen m? s
identifiziert werden. Hoéhere Photonenflussdichten (> 2500 umol Photonen m?s?) fihrten zu
einem Rickgang der untersuchten Prozessgroen und damit zu einem vergleichbar schlechteren
Produktionsprozess.

Durch  die  Bestrahlung der  Mikroalgenkultur ~ mit  Photonenflussdichten  Gber
2500 pumol Photonen m? st wurde eine langanhaltende (sechs Tage) Adaptionsphase induziert,
was die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen belegt (Brody und Vatter 1959; Juneja et al.
2013; Richmond und Hu 2004). Starklichtverhaltnisse stellen eine Stresssituation fiir Mikroalgen

dar, wodurch eine Vielzahl an Photoakklimationsprozessen in der Zelle aktiviert werden (Tredici
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2004). Extreme Lichtverhaltnisse im Reaktor, sei es Starklicht- oder Schwachlichtverhéltnisse,
konnen zu einer Veranderung der Zellzusammensetzung und damit zu einem veranderten
Stoffwechsel filhren. Um ihre photosynthetische Aktivitdt aufrechtzuerhalten, werden
ultrastrukturelle, biophysikalische oder physiologische Umwandlungen in einer phototrophen Zelle
vorgenommen (Tredici 2004). Dies konnte die Ursache fiir die beobachtete langanhaltende
Verzogerungsphase bei Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 sein.

Hohere Eingangsphotonenflussdichten hatten nicht nur einen Einfluss auf die VVerzégerungsphase.
Nach der Adaption an die suboptimalen Lichtbedingungen im Reaktor gingen die Zellen nach einer
kurzen Phase des Wachstums unmittelbar in den stationdren Zustand (ber. Da eine ausreichende
Verfligbarkeit von Licht im Reaktor nachgewiesen werden konnte (Abbildung 6-7 D) und darUber
hinaus keine Nahrstofflimitierung (N, P, S, Fe) im Medium vorlag (Ergebnisse nicht dargestellt),
kann eine Limitierung durch die wahrend des Satzprozesses Uberwachten Substrate (Licht,
Medienndhrstoffe) ausgeschlossen werden. Vielmehr konnte eine Erhohung des Anteils an
Schutzpigmenten bei gleichzeitiger Verringerung von Chlorophyll-Pigmenten wahrend der
langanhaltenden Verzdgerungsphase angenommen werden. Es ist moglich, dass sich die Zellen auf
diese Art und Weise zunéchst vor der hohen Anzahl an Photonen geschiitzt haben, bevor ihre
Reproduktion einsetzte. Durch den schnellen Anstieg an Biomasse konnte anschlieRend die Anzahl
an speziellen Paaren Chlorophyll a aufgrund der vorangegangenen Stoffwechselumstellung zu
gering gewesen sein, so dass der vorhandene Photonenfluss letztendlich nicht vollstdndig absorbiert
werden konnte. Eine erneute Adaption der metabolischen Prozesse zur Anpassung an die
veranderten Bedingungen kdnnte die beobachtete Stagnation hervorgerufen haben.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die Stagnation nach kurzem, aber schnellem Wachstum,
kénnten allerdings auch Photosystem-schadigende Prozesse sein, welche in der Literatur fur
phototrophe Mikroorganismen beschrieben sind. Hohe Photonenflussdichten kénnen zu einer
partiellen Deaktivierung von Schlisselkomponenten des Photosyntheseapparates fiihren (Nedbal et
al. 1996). Die Unterdriickung ist dabei ein zundchst reversibler Schritt (Myers und Burr 1940).
Sobald eine kritische Photonenflussdichte tberschritten wird, kann das Photosystem IlI der
photosynthetischen Einheit geschédigt werden (Camacho Rubio et al. 2003; Han 2000). Als Folge
kdnnen weitere Systeme wie das sauerstofffreisetzende System, Elektronentransporter oder die an
der Photosynthese beteiligten D1/D2 Proteine beeintrachtigt werden (Camacho Rubio et al. 2003).
Sind Mikroalgenzellen weiterhin hohen Photonenflussdichten ausgesetzt, so kann es sein, dass
photoprotektive Prozesse und Reparaturmechanismen nicht weiter fortgefiihrt werden, wodurch das
Photosystem Il dauerhaft inaktiviert werden kann (Myers und Burr 1940; Prasil et al. 1992). Dies
hat einen gestorten Zellmetabolismus und damit ein gestortes Zellwachstum zur Folge und kann
eine wie in dieser Arbeit beobachtete Beeintrachtigung des Biomasseproduktionsprozesses nach

sich ziehen.
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Um Photosystem-schadigenden Prozessen vorzubeugen, sollte fir Scenedesmus ovalternus
SAG 52.80 eine Eingangsphotonenflussdichte von 2000 pmol Photonen m s nicht tiberschritten
werden. Der produktivste Satzprozess zur Herstellung von Algenbiomasse konnte unter den
untersuchten Bedingungen bei einer Eingangsphotonenflussdichte von 1290 pmol Photonen m? s

realisiert werden.

6.1.4 Vergleich mit Scenedesmus obtusiusculus

Verglichen mit dem zuvor charakterisierten Neuisolat Scenedesmus obtusiusculus (Kapitel 1) war
die Biomasseendkonzentration beim Satzprozess mit S. ovalternus SAG 52.80 bei Erreichen der
stationdren Phase um 50 % hoher. Aufgrund des um den Faktor 1,8 schnelleren Wachstums von
S. obtusiusculus betrug die Prozesszeit fur das Neuisolat allerdings nur 3,5 Tage anstelle der mit
S. ovalternus SAG 52.80 in Anspruch genommenen sechs Tage. Uber den gesamten Satzprozess
betrachtet wurde mit S. obtusiusculus somit eine um 13 % erhohte Raum- sowie Flachen-Zeit-
Ausbeute im Vergleich zu S. ovalternus SAG 52.80 erzielt. Das Neuisolat stellt damit den besseren
Produktionsstamm der beiden untersuchten Scenedesmus spec. dar.

Beide Stamme zeigten eine vergleichbare Abhéngigkeit beziglich des pH,- temperatur- und
lichtabh&ngigen Wachstums (Tabelle 6-1).

Tabelle 6-1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Reaktionstechnischen Charakterisierung von Scenedesmus

obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Flachplattenphotobioreaktor (1,8 L) im
Vergleich zu Literaturdaten: a) Breuer et al. (2013) b) Sénchez et al. (2008)

Scenedesmus Scenedesmus Scenedesmus Scenedesmus
obtusiusculus ovalternus obliquus @ almeriensis
pH 7,5 8,0 7,0 8,0
Temperatur  30°C 30°C 2,5°C 33°C
Eingangsphotonenflussdic_I;nteii 1400 1300 800 — 1500 1700
pmol Photonen m=s
Spezifische Wachstumsrate 0,22 h'! 0,12 ht - <0,1ht
Finale Biomassekonzentration 5,0 ggtm L 7,5gstm L 8,0 germ L? 3,4 getmL?
Raum-Zeit-Ausbeute 1,43 ggrm L1d?  1,25gemmLtd? - 0,87 getm L1 d?

Unter Verwendung des gleichen, wie in dieser Arbeit eingesetzten Reaktorsystems (Kapitel 4.3.2)
erzielte die Forschungsgruppe von Breuer et al. (2013) das beste Wachstum flr die Grlnalge
Scenedesmus obliquus bei 27,5 °C, pH 7 und einer Eingangsphotonenflussdichte zwischen 800 und
1500 pmol Photonen m2 s, Dieses Ergebnis ist den fiir Scenedesmus obtusiusculus und
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 ermittelten Prozessbedingungen sehr dhnlich. Ein
vergleichbares Resultat mit 33°C, pH 8 und einer Eingangsphotonenflussdichte von
1700 pmol Photonen m st ermittelten Sanchez et al. (2008) fiir Scenedesmus almeriensis in einem

2 L-Blasensaulenphotobioreaktor.
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Im Hinblick auf die Biomasseproduktivitét ist die in dieser Arbeit fur S. ovalternus SAG 52.80
erreichte finale Biomassekonzentration von 7,5 gstm L™ der von Breuer et al. (2013) publizierten
Biomassekonzentration von 7-8 gstm L™ sehr dhnlich. Mit S. almeriensis wurden dagegen nur
3 g L%tin 2 L- Blasenséulenreaktoren erzielt (Sanchez et al. 2008).

Die nachgewiesenen Wachstumsraten und Biomasseproduktivitaten fur die beiden in dieser Arbeit
untersuchten Scenedesmus Spezies sind héher als fir andere Scenedesmus (Nalewajko et al. 1997),
Nannochloropsis (Spolaore et al. 2006), Dunaliella oder Chlorella spec. (Chiu et al. 2008; Kim et
al. 2007) berichtet wurde. Diese zeigten Wachstumsraten zwischen 0,014 h™ und 0,036 h* in
Satzprozossen in verschiedenen Kultivierungssystemen im LabormaRstab.
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6.2 Reaktionskinetik des lichtabhéangigen Wachstums von Scenedesmus

ovalternus
Die folgenden Abschnitte beschaftigen sich mit der Untersuchung des Lichttransfers im
verwendeten Flachplattenphotobioreaktor zur Charakterisierung der Reaktionskinetik des
lichtabhdngigen Wachstums von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80. Es werden Kinetische
Parameter fur die weitestgehend unerforschte Grinalge abgeschatzt und die neuen Erkenntnisse zur

Gestaltung und experimentellen Validierung eines Lichtprofils verwendet.

6.2.1 Bestimmung von mittleren integralen Photonenflussdichten

Zur Berechnung mittlerer integraler Photonenflussdichten fur S. ovalternus SAG 52.80 im
Flachplattenphotobioreaktor wurden die in Kapitel 6.1.3 beschriebenen standardisierten
Satzprozesse zur Charakterisierung des lichtabhdngigen Wachstums in Abhé&ngigkeit der
Eingangsphotonenflussdichte herangezogen (Abbildung 6-7). Flr jeden Prozess wurde die
Lichtabschwachung mit zunehmender Biomassekonzentration (ber die gesamte Prozessdauer
aufgezeichnet, wie in Abbildung 6-8 beispielhaft fir die Kultivierung bei einer

Eingangsphotonenflussdichte von 750 pmol Photonen m? s gezeigt ist.
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Abbildung 6-8:  Biomassezuwachs (¢) und damit einhergehende Lichtabschwéchung (m), beispielhaft fir einen
standardisierten Satzprozess im Flachplattenphotobioreaktor bei 30°C, pH8 und
lo= 750 pumol Photonen m2s2,

Aus den experimentellen Daten wurden anschlieBend, wie in Kapitel 4.5.3 beschrieben, die beiden
Parameter o (Lichtabsorption) und ¢ (Lichtstreuung) mittels nicht-linearer Regression ermittelt und
die in dieser Arbeit entwickelte Gleichung 4-8 zur Berechnung mittlerer integraler
Photonenflussdichten gel6st. Da durch die in Kapitel 5.2.5 beschriebenen Ergebnisse nachgewiesen
werden konnte, dass Schusters Modell eine prazisere Beschreibung der Lichtabschwdachung im
Flachplattenphotobioreaktor im Vergleich zu Lambert und Beers Modell erlaubt, wurde fur

S. ovalternus SAG 52.80 nur Schusters Modellgleichung zur Berechnung der mittleren integralen
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Photonenflussdichten  eingesetzt (Tab. A-12 im Anhang). Die daraus resultierende
Lichtantwortkurve (W/1”"-Kurve) ist in Abbildung 6-9 dargestellt.
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Abbildung 6-9:  Lichtantwortkurve (W/I1™), auf der Basis von Schusters Lichtabschwachungsmodell fiir
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Flachplattenphotobioreaktor berechnet.
Die Lichtantwortkurve beschreibt den Zusammenhang zwischen der Wachstumsrate 1 und der
mittleren integrale Photonenflussdichte 1™, welche durchschnittlich wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase im Reaktor vorliegt.

Die fur S. ovalternus SAG 52.80 bestimmte Lichtantwortkurve folgte einem fir phototrophe
Mikroorganismen charakteristischen Kurvenverlauf. In der lichtlimitierten Phase (etwa
0 — 700 pumol Photonen m s™) stieg die spezifische Wachstumsrate bis zum Lichtsattigungspunkt
bei etwa 1260 pmol Photonen m2 s an. Bei dieser mittleren integralen Photonenflussdichte wurde
experimentell das schnellste Wachstum (0,12 h'Y) nachgewiesen. AnschlieBend folgte eine
lichtschédigende Phase, bei der mit zunehmender mittleren integralen Photonenflussdichte eine
Abnahme der Wachstumsrate auf unter 0,10 h™* festgestellt werden konnte. Die Lichtantwortkurve
wurde fur die Identifizierung von kinetischen Parametern verwendet, welche im nachfolgenden

Kapitel beschrieben ist.

6.2.2 ldentifizierung von kinetischen Parametern und Modellvergleich

Die Identifizierung von kinetischen Parametern fiir Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im
Flachplattenphotobioreaktor erfolgte mit der im vorherigen Abschnitt beschriebenen
Lichtantwortkurve. Die experimentellen Daten wurden mit diversen kinetischen Modellansétzen
(Tabelle 3-1) analysiert und die kinetischen Parameter jeweils Uber nicht-lineare Regression
identifiziert. Tabelle 6-2 gibt die kinetischen Parameter fiir die verschiedenen Wachstumsmodelle
wieder. In Abbildung 6-10 sind neben den experimentellen Daten die identifizierten

Wachstumsmodelle gezeigt.
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Tabelle 6-2:

Kinetische Parameter wvon Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 fir verschiedene
Wachstumsmodelle. Die Parameter wurden mittels nichtlinearer Regression aus den
experimentellen Daten bestimmt. Die Sattigungskonstante Ks und die Inhibierungskonstante K, sind
in umol Photonen m-2 st angegeben. Standardabweichungen (in %) wurden mit Hilfe der Jackknife-
Methode abgeschatzt (Miller 1974; Quenouille 1956; Tukey 1958). AIC. ist Akaikes korrigiertes
Informationskriterium, welches fur den modellvergleich herangezogen wurde.

Model HMmax, ht Ks, Ki, B [0) K I'  Fehlerquadratsumme  AlC
Webb (1963) 0,214 545 2745 0 - - - 0,0002 -125,0
Standardabweichung 4% 7% 7% 0% - - -
Steel (1977) 0,120 - 1345 - - - - 0,0013 1115
Standardabweichung 1% - 2% - - - -
Andrews (1968) 0,214 545 2744 - - - - 0,0002 -130,6
Standardabweichung 4% 7% 7% - - - -
Camacho Rubio (2003) 1,737 - - - 1276 0,14 0,26 0,0001 -130,7
Standardabweichung  12% - - - 2% 15% 15%
Monod 0,118 162 - - - - - 0,0014 -110,6
Standardabweichung 1% 6%
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Abbildung 6-10: Einfluss der mittleren integralen Photonenflussdichte I™ auf das phototrophe Wachstum von

Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 in einem Flachplattenphotobioreaktor. Die spezifische
Wachstumsrate | wurde mittels exponentieller Regression im Bereich des exponentiellen
Wachstums bestimmt (vergleiche Kapitel 6.1.3). Die Regressionskurven (—) wurden fiir
verschiedene Wachstumsmodelle (Tabelle 3-1) aus den experimentellen Daten (®) ermittelt.

Wie in Abbildung 6-10 ersichtlich ist, war mit dem Modell von Steel nur bis zu einer mittleren

integralen Photonenflussdichte von etwa 1200 pmol Photonen m2s? eine Beschreibung der

experimentellen Daten moglich. Die Datenpunkte héherer Photonenflussdichten konnten mit dem

Modell nicht abgebildet werden. Beziglich Akaikes korrigiertem Informationskriterium (AIC,
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Tabelle 6-2) schienen Andrews‘ und Camacho Rubios Modell die Korrelation zwischen der
Wachstumsrate und der mittleren integralen Photonenflussdichte am besten unter den verwendeten
kinetischen Ansatzen wiederzugeben. Da die Standardabweichungen bei Camacho Rubios Modell
mit teilweise tber 10 % hoher waren als die bei Andrews® Modell und das Modell dartiber hinaus
mehr Kinetische Parameter enthélt, die teilweise nur unzureichend biologisch erklérbar sind, wurde
erneut Andrews‘ Kinetik zur Beschreibung des lichtabhdngigen Wachstums von Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 herangezogen. Fir Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 ergaben sich die
kinetischen Parameter zu Ks = 545 pmol Photonen m? s, K, = 2744 umol Photonen m?s? und
Hmax = 0,21 h'L,

6.2.3 Anwendung eines Lichtprofils

Mit Hilfe des zuvor identifizierten kinetischen Modells (Kapitel 6.2.2) wurde eine optimale mittlere
integrale Photonenflussdichte durch Ldsen der Gleichung 5-2 fur Andrews® Wachstumskinetik
ermittelt. Diese wurde zu 1™opt = 1220 umol Photonen m™ s bestimmt. Entsprechend wurde eine

optimale Wachstumsrate popt = 0,11 ht fiir S. ovalternus SAG 52.80 berechnet.

Fur die experimentelle Durchfuhrung im Flachplattenphotobioreaktor wurden 30 °C und pH 8
gewahlt. Die Hauptnahrstoffe Stickstoff, Phosphor, Sulfur und Eisen wurden, wie in Kapitel 4.4.1
beschrieben, wéhrend des gesamten Prozesses kontrolliert und gegebenenfalls manuell
hinzugegeben. Dadurch sollte eine Nahrstofflimitierung ausgeschlossen und Charakteristiken im
Wachstum auf den Einfluss von Licht zurtickgefiihrt werden kdnnen. Um die optimale integrale
Photonenflussdichte konstant zu halten, wurde die Eingangsphotonenflussdichte mit zunehmender
Biomassekonzentration im Reaktor erhéht. Die Abschatzung der Biomassekonzentration wahrend
des Prozesses erfolgte automatisiert im 20-Sekunden-Takt mit Hilfe von Gleichung 3-3 anhand der
zuvor ermittelten optimalen Wachstumsrate popt (0,11 h). Entsprechend der abgeschatzten
Biomassekonzentration im Reaktor wurde die benétigte Eingangsphotonenflussdichte lo mit
Schusters Lichtabschwachungsmodell fir 1(s) = 1"opt (Gleichung 3-21) ebenfalls alle 20 Sekunden
automatisiert  angepasst. Zur  Kontrolle des Lichtprofils wurde die aktuelle
Eingangsphotonenflussdichte bei jeder Probenahme beziglich der tatséchlich im Reaktor
vorliegenden Biomassekonzentration Uberpruft und gegebenenfalls manuell korrigiert. Darlber
hinaus wurde parallel ein Versuch mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte
(1220 pmol Photonen m? s?) durchgefiinrt und die Prozessverlaufe miteinander verglichen. Die
Charakteristika sind in Abbildung 6-11 dargestellt.

Bis zum Erreichen der geratespezifischen maximalen Photonenflussdichte nach 2 Prozesstagen war
es moglich, die theoretisch abgeschétzte mittlere integrale Photonenflussdichte mit Hilfe des

Lichtprofils im Reaktor konstant zu halten (Abbildung 6-11 A). Die aus den experimentellen Daten
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berechneten mittleren integralen Photonenflussdichten stimmten bis zu diesem Zeitpunkt mit der
zuvor abgeschatzten Photonenflussdichte tberein. Obwohl wahrend des Prozesses mit konstanter
Bestrahlung ein signifikanter Abfall der im Mittel wéhrend der exponentiellen Phase im Reaktor
vorliegenden Photonenflussdichte von 1220 auf 350 umol Photonen m? s innerhalb der ersten
beiden Prozesstage nachgewiesen wurde (Abbildung 6-11 A), konnte in diesem Prozesszeitraum
kein Unterschied zwischen dem Biomassekonzentrationsverlauf im Lichtprofilprozess und dem
Prozess bei konstanter Eingangsphotonenflussdichte festgestellt werden (Abbildung 6-11 B). Erst
nach zwei weiteren Prozesstagen war es moglich, einen Einfluss von Licht auf das Wachstum von
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 zu erkennen. Im Gegensatz zu Scenedesmus obtusiusculus war
die Biomassekonzentration zu diesem Zeitpunkt im Lichtprofilprozess geringer als im Prozess mit
konstanter Bestrahlung. Am Ende der beiden Satzprozesse (zwolf Tage) konnten flr den Prozess
mit Lichtprofil nur etwa 75% (10,91 + 0,42 gstm L) der Biomassekonzentration, welche im

Prozess mit konstanter Bestrahlung (14,48 + 0,85 gstm L) ermittelt wurde, gemessen werden.
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Abbildung 6-11: Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Flachplattenphotobioreaktor fir zwei
verschiedene Verlaufe der Eingangsphotonenflussdichte (30°C, pH 8).
A: Die Bestrahlung erfolgte zum einen mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte
(1220 pmol Photonen m2 s, --... ) sowie mit einem Lichtprofil (Schuster: —). Die aus den
experimentellen Daten berechneten mittleren integralen Photonenflussdichten (o Lichtprofil; A
konstante Eingangsphotonenflussdichte) zeigten, dass die zuvor abgeschétzte mittlere integrale
Photonenflussdichte 1220 umol Photonen m?2 s (----) durch die Anwendung des Lichtprofils
wahrend des Prozesses konstant gehalten werden konnte bis die gerdtespezifische maximale
Photonenflussdichte erreicht war (—).
B: Biomassekonzentrationsverlauf des Lichtprofilprozesses () sowie des Prozesses bei
konstanter Eingangsphotonenflussdichte ().
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Da die Zellzusammensetzung wéhrend eines phototrophen Kultivierungsprozesses einen Hinweis
auf mogliche lichtinduzierte Effekte geben kann, wurde neben der Biomassekonzentration die
Pigmentzusammensetzung der entnommenen Proben analysiert. Die genaue VVorgehensweise ist in
Kapitel 4.4.6 beschrieben.

Wie in Abbildung 6-12 ersichtlich ist, konnte nach Beendigung des Lichtprofilprozesses in der
geernteten Biomasse eine Akkumulation von Uber 15 % Karotinoiden nachgewiesen werden. Die
Biomasse, welche mit dem Prozess bei konstanter Photonenflussdichte gewonnen wurde, enthielt

dagegen keine Karotinoide.
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Abbildung 6-12: Pigmentzusammensetzung von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 am Prozessende flr einen
Satzprozesses im  Flachplattenphotobioreaktor mit konstanter  Photonenflussdichte
beziehungsweise Lichtprofil (Abbildung 6-11): (m) Chlorophyll a; (=) Chlorophyll b; (m)
Karotinoide.

6.2.4 Diskussion und Vergleich mit Scenedesmus obtusiusculus

Durch die Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabhédngigen Wachstums von Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 im Flachplattenphotobioreaktor war es mdglich neben einer optimalen
mittleren integralen Photonenflussdichte sowie einer optimalen Wachstumsrate die kinetischen
Parameter fir diese Mikroalgenspezies zu identifizieren. Mit einer Inhibierungskonstante von
Ki = 2744 pmol Photonen m? s wurde das Wachstum von S. ovalternus SAG 52.80 bei deutlich
niedrigeren mittleren integralen Photonenflussdichten beeintrdchtigt als das Wachstum von
S. obtusiusculus (Ki = 5640 umol Photonen m?s?). Somit zeigt S. ovalternus SAG 52.80 eine
héhere Lichtempfindlichkeit im Vergleich zum Neuisolat.

Mit Hilfe der kinetischen Parameter konnte ein Lichtprofil fur S. ovalternus SAG 52.80 entwickelt
werden, wodurch die optimale Photonenflussdichte wahrend eines Satzprozesses im
Flachplattenphotobioreaktor konstant gehalten werden konnte. Dies zeigten die zu jedem Zeitpunkt
der Probennahme aus den experimentellen Daten abgeschétzten mittleren integralen
Photonenflussdichten, welche dem zuvor abgeschitzten 1™ entsprachen. Die aus den

experimentellen Daten berechneten mittleren integralen Photonenflussdichten stimmten mit dem
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theoretisch berechneten Optimum (1220 umol Photonen m2s®) bis zum Erreichen der
geratespezifischen maximalen Photonenflussdichte iberein. Somit ist davon auszugehen, dass das
zugrunde liegenden Lichtabschwéchungsmodell nach Schuster und der kinetische Modellansatz
von Andrews fur die Beschreibung der lichtabhdngigen Reaktionskinetik von S. ovalternus
SAG 52.80 geeignet sind.

Ahnlich wie bei S. obtusiusculus zeigte ein Vergleich zweier Satzprozesse mit Lichtprofil
beziehungsweise konstanter Eingangsphotonenflussdichte, dass die Biomassekonzentration am
Ende des Prozesses durch Anwendung des Lichtprofils nicht gesteigert werden konnte. Wahrend
bei S. obtusiusculus eine Beschleunigung des Biomasseproduktionsprozess mit dem Lichtprofil
mdoglich war, wurde fir S. ovalternus SAG 52.80 im Lichtprofilprozess nach Erreichen des
geratespezifischen Maximums der Photonenflussdichte stets eine geringere Biomassekonzentration
nachgewiesen als im Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte. Dies kdnnte auf eine fiir
S. ovalternus SAG 52.80 beobachtete, im Vergleich zu S. obtusiusculus deutlicher ausgepragte
Abhangigkeit des Wachstums von der Eingangsphotonenflussdichte zuruickzufiihren sein. Das
Wachstum von S. obtusiusculus war erst ab extremen Eingangsphotonenflussdichten (ber
3000 pumol Photonen m™ s beeintréchtig (Kapitel 5.1.3 und 5.2.3). Fir S. ovalternus SAG 52.80
konnte dagegen schon ab Photonenflussdichten von etwa 1400 pmol Photonen m?s? ein
Ruckgang der Wachstumsraten nachgewiesen werden. Entsprechend wurde fir S. ovalternus eine
niedrigere optimale mittlere integrale Photonenflussdichte berechnet (1220 pmol Photonen m2 s%)
als fiir S. obtusiusculus (1590 pmol Photonen m?s?). Mogliche Akklimationsprozesse konnten
von S. ovalternus Zellen daher fruher aktiviert worden sein als von S. obtusiusculus. Daruber hinaus
wurde die geratespezifische maximale Photonenflussdichte im Prozess mit S. ovalternus
SAG 52.80 aufgrund hoherer Biomassekonzentrationen im Reaktor bereits nach zwei Prozesstagen
erreicht, wahrend das Lichtprofil im Prozess mit S. obtusiusculus vier Tage dauerte. S. ovalternus
SAG 52.80 war folglich einer schnelleren Anderung der Lichtverhéltnisse im Reaktor ausgesetzt
als S. obtusiusculus. Zum Schutz vor rasch ansteigenden hohen Eingangsphotonenflussdichten
musste der Zellmetabolismus daher entsprechend schneller angepasst werden. Dies kdnnte zu einer
friheren Unterdriickung von biochemischen Stoffwechselwegen zur Aufrechterhaltung des
Zellwachstums gefihrt haben, um die Energie fir die Herstellung von schitzenden
Pigmentmolekilen zu nutzen. Diese Hypothese wird durch das Ergebnis der Pigmentanalyse
gestutzt. Am Ende des Prozesses konnte ein Karotinoidanteil von ber 15 % der Hauptpigmente

(Chlorophyll a und b sowie Karotinoide) nachgewiesen werden.
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7 Maldstabsvergroflierung in den PilotmaRstab

Nachdem sowohl Scenedesmus obtusiusculus als auch Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im
LabormaRstab reaktionstechnisch analysiert wurden, sollten ausgewahlte Satzprozesse in den
halbtechnischen MaRstab ubertragen werden. In den folgenden Abschnitten werden die Kriterien
der Prozessskalierung beschrieben und die Malistabsubertragung fir beide Scenedesmus spec. nédher

charakterisiert.

Die MalstabsvergroRerung erfolgte ausgehend wvon den verwendeten Flachplatten-
photobioreaktoren im LabormaRstab (V =1,8 L) mit einer photosynthetisch aktiven Flache von
0,09 m? in den Flachplattenphotobioreaktor im 300 L-MaRstab mit einer photosynthetisch aktiven
Flache von 14 m? Folgende Ahnlichkeiten zeichneten die beiden eingesetzten

Flachplattenphotobioreaktoren aus:

= Die Reaktionsraume beider Bioreaktoren wurden von je zwei Glasplatten im Abstand von
2 cm beziehungsweise 2,2 cm im PilotmaRstab begrenzt.

= Geometrische Ahnlichkeit war gegeben:

DP,Modul _ VP,Modul 1/3
= =~ 2,3
D, VL

Mit  Dp modu Breite eines Reaktormoduls im PilotmafRstab (57 cm)
DL Breite der Kultivierungskammer im Labormalistab (25,5 cm)
Vp Modu  Maximalvolumen eines Reaktormoduls im Pilotmalistab (30 L)
Vi Maximalvolumen des Laborreaktors (2 L)

= Das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis war identisch:

S S
V—i = 72 ~ 0.05
Mit  Sp Photosynthetisch aktive Oberflache der Pilot-Anlage (14 m?)
SL Photosynthetisch aktive Oberflache des Laborreaktors (0,09 m?)
Vp Maximalvolumen der gesamten Pilot-Anlage (300 L)

= Die Durchmischung der Reaktionsraume in den Reaktoren erfolgte durch Begasung uber
den Boden der Kultivierungskammer (Blasenséule mit Umlauf, Gas-lift-Reaktor).

= Stromungsleitbleche sorgten fur den blasenfreien Umlauf.

= Die Prozessfiihrung erfolgte jeweils im Satzverfahren.

= Bei beiden Reaktoren war eine Regelung der Temperatur und des pH durch CO3-
Einspeisung maoglich.

= Ein LED-Beleuchtungssystem diente jeweils als kiinstliche Lichtquelle.

Eine genaue Beschreibung der Reaktoren ist in den Kapiteln 4.3.2 und 4.3.4 gegeben.
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7.1 Scenedesmus obtusiusculus

Fur die Malstabsvergrofierung des Neuisolats im Flachplattenphotobioreaktor wurde ein im
LabormaRstab ausgearbeitetes Satzverfahren fir Scenedesmus obtusiusculus mit folgenden
Reaktionsbedingungen ausgewahlt: 30 °C, pH 7,5 und eine Eingangsphotonenflussdichte lo von
1400 pmol Photonen m2s?  (siehe Kapitel 5.1). Die Vorkulturherstellung erfolgte in
200 mL-Blasensdulenreaktoren sowie in einem 1,8 L-Flachplattenphotobioreaktor (Kapitel 4.3.1
und 4.3.2). Da in Vorversuchen festgestellt wurde, dass eine Menge von etwa 4 L nicht ausreichend
ist, um ein Volumen von 300 L (Pilotanlage) zu inokulieren, wurde die Vorkulturherstellung
angepasst. Es wurde daher ein weiterer Vorkulturschritt in einem am Lehrstuhl fir
Bioverfahrenstechnik entwickelten offenen Bioreaktorsystem (80 L) eingefligt (Kapitel 4.3.3). Die
Ernte des Hauptinokulums erfolgte in der exponentiellen Wachstumsphase. Der Reaktorinhalt
wurde anschlieend direkt flir die Inokulation des Flachplattenphotobioreaktors im Pilotmalstab
(300 L) eingesetzt.

7.1.1 Untersuchungen zur Skalierbarkeit eines Laborprozesses (0,09 m?) in den
PilotmaRstab (14 m?)

Die Untersuchung der Skalierbarkeit eines Laborprozesses in den PilotmaRstab erfolgte anhand

eines Vergleichs zweier Prozesse, welche unter &hnlichen Bedingungen sowohl im 1,8 L-Malstab

als auch im 300 L-Mal3stab durchgefiihrt wurden. Die im Labor- (siehe Abbildung 5-5) und im

Pilot-Flachplattenphotobioreaktor gemessenen Wachstumskurven sind in  Abbildung 7-1

vergleichend dargestellt.
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Abbildung 7-1:  Vergleich des Biomassekonzentrationsverlaufs von Scenedesmus obtusiusculus im Pilot-
Flachplattenphotobioreaktor (#) mit dem Biomassezuwachs im Flachplattenphotobioreaktor
im Labormalistab (<) bis zum Einsetzen einer N&hrstofflimitierung. Beide Prozesse wurden
mit einer Bestrahlungsstarke von 1400 umol Photonen m2s? bei 30°C und pH 7,5
durchgefhrt.

Das Mikroalgenwachstum war in beiden Malstdben sehr &hnlich. Die Biomassekonzentrationen

waren zu Prozessbeginn nahezu deckungsgleich. Erst gegen Ende des Prozesses konnten



122 Ergebnisse und Diskussion

Abweichungen im Biomassekonzentrationsverlauf festgestellt werden. Gleichzeitig wurde im
Kopfraum einiger Reaktormodule des Flachplattenphotobioreaktors im PilotmaRstab eine
Schaumbildung und dadurch bedingt eine Ablagerung von Algenzellen an den Glasscheiben
oberhalb der Flussigphase beobachtet (siehe Abbildung 7-2).

=
Ll
&

Biofilm im Kopfraum
eines Reaktormoduls |

Abbildung 7-2: Biofilmbildung im Kopfraum eines Reaktormoduls des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors.
Wiéhrend des Satzprozesses im Flachplattenphotobioreaktor im PilotmalRstab (300 L) bei 30 °C,
pH 7,5 und einer Eingangsphotonenflussdichte lo von 1400 pmol Photonen m?s® wurde
zundchst eine Schaumbildung beobachtet, woraus sich ein Biofilm im Kopfraum der
Reaktormodule entwickelte.

Abbildung 7-3 zeigt vergleichend die jeweiligen spezifischen Wachstumsraten in der
exponentiellen Phase, die finalen Biomassekonzentrationen und Raum-Zeit-Ausbeuten an Tag vier.
Die spezifische Wachstumsrate in der exponentiellen Phase im Pilotprozess betrug mit 0,17 h™ etwa
80 % der Wachstumsrate, welche fiir den Laborprozess im Bereich des exponentiellen Wachstums
ermittelt werden konnte (0,22 h, siehe Kapitel 5.1). Die Raum-Zeit-Ausbeute im Laborprozess
war mit 1,37 £ 0,05 gsrm L d™ um 20 % héher als die Raum-Zeit-Ausbeute im Pilotmafstab
(1,12 + 0,03 gstm Lt d1). Vergleichbare Daten ergaben sich bei den nachgewiesenen Zelldichten,
welche maximal 4,95 + 0,16 gstm L™ im LabormaRstab beziehungsweise 4,61 + 0,07 gstm L™ im
PilotmaRstab betrugen. Auch die flachenbezogene Produktivitit war mit 28 gsrm m?2d*
(LabormaRstab) und 25 gstm m?2d? (PilotmaRstab) fiir beide MaRstabe ahnlich (Abweichung
< 10 %).
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Abbildung 7-3:  Vergleich der Wachstumsraten in der exponentiellen Phase, der finalen
Biomassekonzentrationen sowie der Raum-Zeit-Ausbeuten an Tag vier von Scenedesmus
obtusiusculus, kultiviert im Pilotmafstab beziehungsweise im Labormalistab bei 30 °C und
pH 7,5 mit einer Bestrahlungsstarke von 1400 umol Photonen m s (Abbildung 7-1).

Diskussion

Der bei der MaRstabsvergréfRerung mit Scenedesmus obtusiusculus beobachtete Unterschied im
Biomassekonzentrationsverlauf kann verschiedene Ursachen haben, die im Folgenden diskutiert
werden.

Die Flachplattenphotobioreaktoren im Labor- (1,8 L) beziehungsweise Pilotmal3stab (300 L)
weiRen neben den zuvor erwéhnten Gemeinsamkeiten auch bau- und prozessfiihrungstechnische
Abweichungen auf. Eine detaillierte Beschreibung des jeweiligen Aufbaus und der jeweiligen
Betriebsweise ist in den Kapiteln 4.3.2 und 4.3.4 zu finden. Jedes Modul des Flachplatten-
photobioreaktors im Pilotmafstab wurde zwar ebenso wie das einzelne Modul im LabormaRstab
als Blasenséulenreaktor mit integriertem Umlauf betrieben, der Gaseintrag erfolgte allerdings nicht
kontinuierlich wie im LabormaRstab, sondern periodisch. Darliber hinaus bestand der
Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmal3stab nicht aus einem einzigen Kultivierungsgefal wie der
Laborreaktor, sondern aus insgesamt zehn Reaktormodulen, welche in zwei Linien in Reihe mit
jeweils funf parallel gefuhrten Modulen betrieben wurden. Daher war ein zusatzlicher
Leistungseintrag durch Kreiselpumpen zur Kreislauffihrung der Algensuspension durch die
Reaktormodule sowie die Prozesseinheit notwendig.

Des Weiteren wurde der CO>-Gehalt im kontinuierlichen CO»-Luft-Zustrom im
Flachplattenphotobioreaktor im LabormaRstab alle 20 Sekunden zur Regelung des pH angepasst.
Im halbtechnischen MaRstab wurde der pH dagegen nicht direkt in den Reaktormodulen kontrolliert
und geregelt (der Gaseintrag im Blasensaulenverfahren erfolgte mit Luft), sondern ausschlieRlich
in der separaten Prozesseinheit (Kapitel 4.3.4). Diese wurde, wie der gesamte Pilot-
Flachplattenphotobioreaktor, mit einem Volumenstrom von 20 L min? (Kreislauffiihrung)
durchstrémt. Unter der Annahme eines idealen Strdmungsrohrs mit Pfropfenstromung wirde die
mittlere hydraulische Verweilzeit einer Algenzelle im Pilot-Flachplattenphotobioreaktor dabei

theoretisch 15 Minuten fur das Maximalvolumen von 300 L betragen. In diesem Zeitraum erfolgte
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in den Reaktormodulen also keine Regelung des pH (COz-Eintrag). Den Algenzellen stand damit
nur in der Prozesseinheit ausreichend CO; zur Verfligung. Bei der weiteren Durchstrémung der
Reaktormodule wurde CO; nach und nach verbraucht, was eine Ausbildung eines pH-, und CO,-
Gradienten und damit verschiedene Wachstumszonen in der gesamten Reaktoranlage zur Folge
gehabt haben konnte.

Analog dazu wurde die Temperatur wahrend der Prozesse im Flachplattenphotobioreaktor im
Pilotmastab ebenfalls nur in der Prozesseinheit (ber einen W&rmetauscher geregelt. Im
Labormalistab erfolgte eine Temperaturregelung dagegen kontinuierlich durch Wé&rmeaustausch
Uber eine Kihlkammer auf der Reaktorriickseite. Da zusatzlich zur Sollwertvorgabe von 30 °C an
der Steuereinheit des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors eine Hallentemperatur von 25 —28 °C
vorlag, ist eine Ausbildung von verschiedenen Temperaturzonen innerhalb der Pilot-Anlage
allerdings unwahrscheinlich. Zudem wurde jedes Reaktormodul mit Luft begast, welche ebenfalls
Raumtemperatur betrug. Zusétzlich wurde Warme (ber Lichteinstrahlung durch die LED-Segmente
auf der Ruickseite jedes Reaktormoduls eingetragen.

Neben den abweichenden Betriebsweisen und Aufbauten der Flachplattenphotobioreaktoren im
Pilot- beziehungsweise LabormafRstab konnten weitere Unterschiede im Kultivierungsprozess
Ursache fur die beobachteten Abweichungen der Biomassekonzentrationsverlaufe im Labor-
beziehungsweise Pilotmalstab sein. Die Vorkulturherstellung fur den Pilotprozess erfolgte in einem
offenen Photobioreaktorsystem, wahrend das Inokulum fiir den Laborprozess aseptisch hergestellt
wurde. Mit Hilfe von Mikroskop-Aufnahmen konnte im Prozess im Pilotmalistab eine unbekannte
mikrobielle Kontamination festgestellt werden (Abb. A-6 im Anhang A.6). Die Kontaminanten
lagen dabei nur vereinzelt vor, so dass Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 als der dominierende
Organismus in der Kultur angesehen werden konnte. Eine Beeinflussung des
Mikroalgenwachstums durch die bakterielle Kontamination konnte dennoch nicht ausgeschlossen
werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen dem Prozess im Labor- und Pilotmalistab lag darin, dass
Probenahmen im Labor stets mit BG-11 Medium ausgeglichen wurden. Da Flissigkeitsverluste im
Pilotmalistab automatisiert mit Trinkwasser aufgefullt wurden, konnten abweichende
Né&hrstoffkonzentrationen im Medium vorgelegen haben.

Des Weiteren wurden fir die beiden MaRstdbe unterschiedliche LED-Beleuchtungssysteme
verwendet. Die LED-Bestrahlungseinheit des Laborreaktors bestand aus nur einer Leuchtdiodenart
(warm-weiR) und versorgte die gesamte Reaktorfléche (0,09 m?) homogen mit Licht (Kapitel 4.3.2,
Abbildung 4-5). Fir den Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab wurde dagegen ein
neuartiges LED-Beleuchtungssystem aus insgesamt acht verschiedenartigen Leuchtdioden (blau,
gran, rot, weil}) eingesetzt, welches das Tageslichtspektrum moglichst realitatsnah abbilden sollte

und mittig hinter einem Reaktormodul angebracht war. Die spektrale Energieverteilung des
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Beleuchtungssystems im Pilotmalstab unterschied sich daher vom Lichtspektrum der im
Labormalistab vorhandenen Bestrahlungseinheit und konnte das Wachstum von Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 beeinflusst haben.

Druber hinaus konnten Unterschiede im Biomassekonzentrationsverlauf auf die beobachtete
Biofilmbildung zurtickzufiihren sein. Durch die Ablagerung der Zellen im Kopfraum der
Reaktormodule konnte die dort immobilisierte Biomasse bei der Messung der Zelldichte in der
Suspension nicht erfasst werden. Bei den Satzprozessen im LabormafRstab wurde dagegen keine
Biofilmbildung beobachtet.

7.1.2  Zulaufverfahren im PilotmaRstab (14 m?)

Das Zulaufverfahren im PilotmaRstab (300 L) wurde bei den in dieser Arbeit fur S. obtusiusculus
experimentell identifizierten optimalen Bedingungen durchgefihrt (Kapitel 5.1: 30 °C, pH 7,5 und
1400 pmol Photonen m? s?). Die Kultivierung erfolgte wiederum in einem vierstufigen Prozess,
wobei die einzelnen Prozessstufen in den Kapiteln 4.3.1 bis 4.3.4 ausfuhrlich beschrieben sind.
Nach Einsetzen einer Néahrstofflimitierung im Satzverfahren (siehe Abbildung 7-1) wurden bei
Bedarf, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, manuell N&hrstoffe fir 300 L Medium (BG-11 Medium)
hinzugefugt und der Prozess bis zur Stagnation der Biomassekonzentration fortgefiihrt. Die
wahrend des Prozesses aufgezeichnete Wachstumskurve ist in Abbildung 7-4 dargestellt. Der

Bereich ohne zusétzliche Nahrstoffzugabe ist grau hinterlegt.
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Abbildung 7-4:  Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmalistab
bei einer Eingangsphotonenflussdichte 1o von 1400 umol Photonen m2 s, pH 7,5 und 30 °C.
Bis zu Tag vier (schattierter Bereich) erfolgte keine Nahrstoffzugabe. AnschlieRend wurden
bei Bedarf Néahrstoffe (BG-11 Medium) fir 300 L Medium manuell zugegeben.

Die hochste Biomassekonzentration mit 13,4 + 0,9 gstm L™ wurde nach fiinfzehn Tagen erreicht.
Eine Analyse der Pigmentzusammensetzung der Biotrockenmasse von S. obtusiusculus ergab keine
Auffalligkeiten, wie in Abbildung 7-5 ersichtlich ist.
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Abbildung 7-5:  Veranderung der Pigmentzusammensetzung von S. obtusiusculus wéhrend eines Prozesses im
Photobioreaktor im PilotmaBstab bei 1400 pmol Photonen m2s?, pH7,5 und 30°C
(Abbildung 7-4): (m) Chlorophyll a; (=) Chlorophyll b; (w) Karotinoide.

Aufgrund einer unterschiedlichen Photonenflussdichte, mit der die Vorkultur und Hauptkultur
beleuchtet wurde, sowie wegen diversen Adaptionsvorgingen, die zu einer Anderung des
Stoffwechsels der Mikroalgenzellen flihren konnen, stieg der Chlorophyll a-Anteil nach
Inokulation vermutlich von 13 % auf 50 % an. Die Uberfiihrung der Algenzellen aus dem offenen
Photobioreaktor in den geschlossenen Pilot-Flachplattenphotobioreaktor, in dem frisches
BG-11 Medium vorlag, bewirkte mdglicherweise eine Adaption der Zellzusammensetzung (Tredici
2004). Im weiteren Prozessverlauf stabilisierte sich der Anteil vermutlich im Zuge weiterer
AkKlimationsprozesse bei etwa 36 % Chlorophyll a. Karotinoide konnten zu keinem

Prozesszeitpunkt nachgewiesen werden.
Diskussion

Die im Pilotmalistab erreichte Biomassekonzentration entspricht unter Berticksichtigung der
Standardabweichung in etwa der Biomassekonzentration eines vergleichbaren Prozess im
Labormalistab (15,5+1,5gs™m LY, Kapitel 5.2.5). Insgesamt wurden im
Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab damit 4 kg Biotrockenmasse innerhalb von 15 Tagen
produziert. Das entspricht einer Produktivitat von 270 gstm d™X. Bezogen auf die photosynthetisch
aktive Flache des Reaktors wurden 19 germ m™ d beziehungsweise 0,9 gstm L™ d? erreicht. Die
beobachtete Stagnation des Wachstums nach flinfzehn Tagen kann vermutlich auf eine
Lichtlimitierung zurlckgefuhrt werden. Im vergleichbaren Laborprozess, bei dem die
Reaktorschichtdicke ebenfalls 2 cm betrug, wurde eine Stagnation der Biomassekonzentration bei
einer ahnlichen Zelldichte zu einem ahnlichen Prozesszeitpunkt beobachtet und es konnte kein

Licht mehr auf der Reaktorriickseite gemessen werden (Kapitel 5.2.5).
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7.2 Scenedesmus ovalternus SAG 52.80

Aus technischen Griinden war es im Pilotmalistab nicht moglich eine Photonenflussdichte von mehr
als 750 pumol Photonen m? st zu realisieren. Die Ubertragbarkeit des Laborprozesses in den
Pilotmalistab wurde daher nicht mit den in dieser Arbeit flr S. ovalternus SAG 52.80 experimentell
identifizierten optimalen Reaktionsbedingungen (30 °C, pH8, 1290 umol Photonen m?s™)
durchgefiihrt, sondern bei einer niedrigeren Photonenflussdichte von 750 pmol Photonen m? s,
30 °C und pH 8. Die Vorkulturherstellung fir die Kultivierung im PilotmaRstab erfolgte wie zuvor
beschrieben (Kapitel 7.1).

7.2.1 Untersuchung der Skalierbarkeit eines Laborprozesses (0,09 m?) in den PilotmaRstab
(14 m?)

Die im Labor- (siehe Abbildung 6-5) und im Pilot-Flachplattenphotobioreaktor gemessenen

Wachstumskurven sind in Abbildung 7-6 vergleichend dargestellt.
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Abbildung 7-6:  Vergleich des Biomassekonzentrationsverlaufs von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im
Pilotphotobioreaktor (¢) mit dem Biomassezuwachs im Flachplattenphotobioreaktor im
Labormaflstab (<) im Satzverfahren bis zum Einsetzen einer Nahrstofflimitierung. Beide
Prozesse wurden mit einer Bestrahlungsstirke von 750 pmol Photonen m2 s** bei 30 °C und
pH 8 durchgefihrt.

Hier wird ersichtlich, dass unterschiedliche Wachstumskurven beobachtet wurden. Das
exponentielle Wachstum setzte im Pilotprozess deutlich spater ein als im Laborprozess. Auch die
Wachstumsraten in der exponentiellen Phase, die maximalen Biomassekonzentrationen sowie

Raum-Zeit-Ausbeuten unterschieden sich, wie Abbildung 7-7 verdeutlicht.
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Abbildung 7-7:  Vergleich der Wachstumsraten in der exponentiellen Phase, der finalen
Biomassekonzentrationen nach viereinhalb Tagen sowie der Raum-Zeit-Ausbeuten an Tag vier
von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80, kultiviert im Flachplattenphotobioreaktor im
PilotmaRstab beziehungsweise im LabormaBstab bei 30°C und pH8 mit einer
Bestrahlungsstarke von 750 pmol Photonen m2 s (Abbildung 7-6).

Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 wuchs in der Pilotanlage (0,06 h™) in der exponentiellen Phase
nur etwa halb so schnell im Vergleich zum Laborreaktor (0,11 h). Nach viereinhalb Tagen wurde
eine Biomassekonzentration von 4,86 + 0,26 gstm L™ im PilotmaRstab erreicht. Im Laborreaktor
betrug die Konzentration zum gleichen Zeitpunkt 5,65 + 0,08 gstm L. Entsprechend war die
Raum-Zeit-Ausbeute beim Pilotversuch um 11 % geringer als die Raum-Zeit-Ausbeute nach vier
Tagen, welche im Laborreaktor beobachtet werden konnte (1,10 +0,01 germ L d?). Die
flachenbezogene Produktivitdt war dagegen mit 24,2 gsrm m?d? (LabormaRstab) und
22,6 germ M2 d! (PilotmaRstab) sehr dhnlich (Abweichung < 10 %).

Zu Beginn des Satzprozesses im Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaBstab (300 L) konnte im
Kopfraum aller Reaktormodule eine Schaumbildung an der Flissigkeitsoberflache beobachtet
werden. Damit einhergehend lagerten sich zunehmen Zellen an den Glaswanden oberhalb der
Algensuspension ab. Durch Zugabe von Antischaum konnte eine weitere Schaumbildung
unterbunden werden. Im weiteren Prozessverlauf breitete sich der Biofilm dennoch in mehreren
Reaktormodulen auch im Bereich der Flussigphase an den Innenflachen beider Glasscheiben aus.
In vier der insgesamt zehn Reaktormodule wurde eine sehr starke Biofilmbildung beobachtet, wie
Abbildung 7-8 verdeutlicht.
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Biofilm im gesamten
Reaktionsraum eines
Reaktormoduls

Abbildung 7-8: Zellablagerung an beiden Glasscheiben im gesamten Reaktionsraum eines Reaktormoduls des
Pilot-Flachplattenphotobioreaktors im Pilotmalistab (300 L) nach dem ersten Spilvorgang mit
Wasser nach Abbruch des Satzprozesses bei 30 °C, pH 8 und einer Eingangsphotonenflussdichte
lo von 750 pumol Photonen m2 s,

Diskussion

Der Vergleich eines Prozesses im 1,8 L-MaRstab mit dem Prozess im 300 L-Malstab unter
ahnlichen Bedingungen zeigte, dass eine Prozessubertragung in den Pilotmalistab nur begrenzt
moglich war. Es konnte zwar fir beide Malistdbe eine &hnliche flachenbezogene
Biomasseproduktivitat ermittelt werden, das Mikroalgenwachstum war im Pilotmal3stab allerdings
deutlich beeintrachtigt im Vergleich zum LabormaRstab. Neben den in Kapitel 7.1.1 beschriebenen
Ursachen kénnten Unterschiede im Biomassekonzentrationsverlauf durch den verschiedenartigen
Probenahmeausgleich (BG-11 im LabormaRstab, Trinkwasser im Pilotmafstab) und somit durch
ein unterschiedliches Néahrstoffangebot verursacht worden sein. Daruber hinaus konnte eine
Beeinflussung durch Kontaminanten nicht ausgeschlossen werden (siehe Abb. A-6, Anhang A.6).
Die Hauptursache fir die im Pilot- beziehungsweise LabormaRstab beobachteten Unterschiede im
Biomassezuwachs liegt allerdings hdchstwahrscheinlich in der stark ausgepréagten Biofilmbildung.
Trotz der im Reaktionsraum vorhandenen Ikosaeder, die eine Reinigung der Glasflachen wahrend
der Prozesse ermdglichen sollten, konnte eine Biofilmbildung beobachtet werden. Dadurch lag
vermutlich sehr viel Biomasse immobilisiert auf den Innenseiten der Reaktorscheiben vor. Diese
Biomasse wurde bei der Messung der Zelldichte in Suspension nicht erfasst, wodurch die

unterschiedlichen Biomassekonzentrationen im Labor- und PilotmaRstab erklarbar sein kdnnten.
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7.2.2  Zulaufverfahren im PilotmaRstab (14 m?)

Nach Eintreten in die stationdre Wachstumsphase (siehe Abbildung 7-6) wurden Nahrstoffe bei
Bedarf, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, manuell hinzugegeben, um im weiteren Prozess eine
Né&hrstofflimitierung ausschlieBen zu konnen. Der durch diese Prozessfiihrung erreichte
Biomassekonzentrationsverlauf ist in Abbildung 7-9 dargestellt. Der grau schattierte Bereich
entspricht dem Wachstumsbereich, in dem keine Nahrstoffzugabe erfolgte. Eine Zugabe aller
Medienbestandteile des BG-11 Mediums fiir 300 L Medium (siehe Tab. A-5 im Anhang) ist durch
eine durchgezogene schwarze Linie gekennzeichnet. Die gestrichelte schwarze Linie zeigt den
Zeitpunkt der Zufuhr der beiden Medienbestandteile Phosphat und Nitrat fir 300 L Medium (siehe
NaNO3z und K;HPO4 in Tab. A-5 im Anhang) an.
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Abbildung 7-9:  Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Flachplattenphotobioreaktor im
PilotmaRstab bei 750 umol Photonen m2 s, pH 8 und 30 °C. Bis zu Tag fiinf (schattierter
Bereich) erfolgte keine Néhrstoffzugabe. AnschlieRend wurden bei Bedarf alle Nahrstoffe des
BG-11 Mediums (—) beziehungsweise ausschlieflich die Medienbestandteile Nitrat und
Phosphat (- - -) fiir 300 L Medium manuell zugegeben.

Durch die Bereitstellung ausreichender Mengen an Né&hrstoffen (durchgezogene Linie), konnte das
Wachstum von S. ovalternus SAG 52.80 nach Erreichen der néhrstofflimitierten Phase (Tag 5,5)
fortgefuhrt werden. Eine alleinige Zugabe von Nitrat und Phosphat an Tag 13 fiihrte zu keinem
weiteren  Anstieg der Biomassekonzentration im Reaktor. Erst nachdem weitere
BG-11-Bestandteile zugegeben worden waren, konnte erneutes Mikroalgenwachstum
nachgewiesen werden. Nach einer Prozesszeit von 30 Tagen wurde mit 19,6 + 1,1 gstm L die
hochste Biomassekonzentration im Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmalistab bestimmt. Am
darauffolgenden Tag konnte ein signifikanter Riickgang der Biomassekonzentration festgestellt
werden. Aufgrund einer Unterbrechung der CO»-Versorgung (Tag 31) konnte der Mikroalgenkultur
nicht mehr ausreichend Substrat zur Verfiigung gestellt werden. Dadurch fehlte den Algenzellen
zum einen essentielles Kohlenstoffdioxid und zum anderen war es nicht mehr mdglich, den pH auf

den gewiinschten Sollwert pH 8 zu regeln. Aufgrund des Substratmangels sowie des Anstiegs des
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pH auf Uber 10 (gemessen in der Prozesseinheit), wurde ein Absterben der Mikroalgenzellen

verzeichnet.

Neben der Biomassekonzentration wurde die Pigmentzusammensetzung wéhrend des Prozesses

analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 7-10 zusammengefasst.
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Abbildung 7-10: Veré&nderung der Pigmentzusammensetzung von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 wéhrend
eines Prozesses im  Flachplattenphotobioreaktor im  PilotmaRstab  bei  einer
Eingangsphotonenflussdichte 1o von 750 pumol Photonen m2 s, pH 8 und 30 °C (Abbildung
7-9): (m) Chlorophyll a; (=) Chlorophyll b; (m) Karotinoide.

Uber die gesamte Prozessdauer konnte ein Anstieg des Chlorophyll a-Gehalts von 35 % am Tag
acht auf etwa 44% am Prozessende festgestellt werden. Da Chlorophylla zu den
lichtabsorbierenden Pigmenten der Photosynthese zahlt, deutet die Anderung der
Pigmentzusammensetzung auf eine Verdnderung der Lichtverhdltnisse im Reaktor hin. Mit
zunehmender Prozesszeit stieg die Biomassekonzentration im Reaktor an, wodurch sich die
Lichtverfligbarkeit im Reaktor verringerte. In der Literatur wird eine Erhdhung der Konzentration
an Chlorophyll a oder anderen Lichtsammelpigmenten bei niedrigen Photonenflussdichten
beschrieben, was zu einer gesteigerten Aufnahme von Photonen fihren soll (Richmond und Hu
2004). Um genligend Photonen absorbieren zu kénnen kam es vermutlich zu der beobachteten
Anpassung der Pigmentzusammensetzung wéhrend des Prozesses. Der weitere Anstieg auf Uber
50 % Chlorophylla an Tag 31 lasst sich vermutlich auf den plétzlichen Biomasseriickgang
zuriickfihren (Abbildung 7-9), welcher auf eine Stresssituation hindeutet und somit zu einer
Anderung des Stoffwechsels der Mikroalgenzellen gefiihrt haben konnte. Eine Bildung von

schutzenden Karotinoiden konnte zu keiner Zeit nachgewiesen werden.
Diskussion

Aufgrund einer technischen Unterbrechung in der CO2-Versorgung wurde ein Rickgang in der
Biomassekonzentration beobachtet und der Zulaufprozess im Flachplattenphotobioreaktor im

Pilotmalstab abgebrochen. Neben dem technisch bedingten Wachstumsstopp am Prozessende
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sowie der Stagnation des Biomassewachstums aufgrund der N&hrstofflimitierung nach 5,5 Tagen
wurde eine weitere Stagnation nach etwa 13 Tagen festgestellt. Zu diesem Zeitpunkt wurden
anstelle aller Medienbestandteile nur Nitrat und Phosphat fir 300 L zugegeben. Durch alleinige
Zugabe der beiden Bestandteile konnte kein weiteres Mikroalgenwachstum induziert werden. Erst
nach erneuter Zugabe aller BG-11 Medienbestandteile fir 300 L Medium konnte die
Biomassekonzentration weiter gesteigert werden. Damit wurde die zu Uberprifende Hypothese
widerlegt, dass eine Nahrstofflimitierung auf den beiden Hauptbestandteilen Nitrat und Phosphat
beruht. Vielmehr ist davon auszugehen, dass auch andere Substrate, mdglicherweise Eisen, einen
limitierenden Einfluss auf das Mikroalgenwachstum haben.

Insgesamt  konnte im  Zulaufprozess mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im
Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab eine Biomassekonzentration von 19,6 gstm L™
innerhalb von 30 Tagen erreicht werden. Damit war eine Biomasseproduktion von insgesamt 5,9 kg
beziehungsweise von 197 gstm d* moglich. Bezogen auf die photosynthetisch aktive Flache des
Reaktors ergaben sich damit etwa 14 gsrm m?d? beziehungsweise 0,7 gstmL*d? fiir die
volumenbezogene Produktivitat. Verglichen mit den Literaturdaten, welche fur andere
Algenstdamme beschrieben sind (Tabelle 7-1), wurde damit eine moderate Biomassekonzentration
mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 produziert.

Tabelle 7-1: Vergleich der im Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab erzielten Flachen-Zeit-Ausbeuten
mit Literaturdaten.

Mikroalgenstamm Eéchen—Zeit— Reaktorflache/
usheute -volumen

Kinstliche Beleuchtung

Eigene Ergebnisse Scenedesmus obtusiusculus 19 ggrm m2 d? 300 L (14 m?)

Eigene Ergebnisse Scenedesmus ovalternus 14 ggtm m2 d*! 300 L (14 m?)

Chini Zittelli et al. (2000)  Nannochloropsis spec. 6 gsrm M2 d* 123 L (20 m?)

Nattrliche Beleuchtung

Cheng-Wau et al. (2001) Nannochloropsis spec. 12 ggrm m2 d*? 500 - 1000 L

Tredici et al. (1991) Spirulina platensis 15 ggtm m2 d* 4 m?

Grobbelaar (2012) Spirulina spec. 9-17getmm2d?t 263 m?

Hu et al. (1996) Spirulina platensis 50 germ m2d* 6-50L

Chini Zittelli et al. (2000) setzten ebenfalls eine kiinstliche Beleuchtung ein und ermittelten eine
Biomasseproduktivitdt von 6 germ m?d? (1 gsrm L™ d?) fiir eine Nannochchloropsis spec. in
einem  Flachplattenphotobioreaktor, bestehend aus sechs wabenformig angeordneten

Reaktormodulen mit einem Gesamtvolumen von 120 L und einer photosynthetisch aktiven Flache
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von 20 m? Fiir andere Nannochloropsis spec. wurden durchschnittlich in einem ganzjahrigen
kontinuierlichen Verfahren mit natiirlicher Beleuchtung 12 gstm m2 d* in einem 500 bis 1000 L
Flachplattenphotobioreaktor mit einer Schichtdicke von bis zu 10 cm publiziert (Cheng-Wu et al.
2001; Richmond und Cheng-Wu 2001). Mit anderen Griinalgen konnten dagegen nur bis zu
15 gstmm2d* erreicht werden (Tredici et al. 1991). Des Weiteren nennt Grobbelaar (2012) eine
Produktivitdt von 9 gstm m2d? beziehungsweise 17 gerw m2d? fiir die Kultivierung von
Spirulina spec. in Deutschland und Sidafrika. Er berechnete darliber hinaus einen moglichen
Schwellenwert von 200 gstm m™ d™* fiir die theoretisch maximal erreichbare Produktivitat, wenn
eine photosynthetische Effizienz von 8 % vorldge. Eine der hdchsten Biomassekonzentration,
welche durch die Kultivierung in einem Flachplattenphotobioreaktor erreicht wurde, wurde von
(Hu et al. 1996) mit bis zu 50 gsrmm?d! fur Spirulina platensis in geneigten
Flachplattenphotobioreaktoren publiziert. Eine hdhere Produktivitdt wurde berwiegend in

Prozessen im Laborreaktor erreicht (Tredici und Zittelli 1998).

7.3 Vergleich der Skalierbarkeit mit S. obtusiusculus und S. ovalternus

Anhand der Mal3stabsvergroRerung mit den beiden Griinalgen Scenedesmus obtusiusculus und
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 konnte gezeigt werden, dass eine Skalierung des
Laborprozesses unter Verwendung der im Labor identifizierten Prozessbedingungen in den
Pilotmalistab nur bedingt mdglich war. Trotz zahlreicher Analogien zwischen den beiden
Flachplattenphotobioreaktor im Labor- und PilotmaBstab koénnten Unterschiede in der
Prozessfihrung (ein Modul im LabormaRstab und zehn parallel und in Reihe geschaltete Module
im Pilotmal3stab, pH-Regelung etc.) hierfilr verantwortlich sein (siehe Kapitel 7.1.1).

Im Prozess mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 konnte eine grofRere Abweichung zwischen
Labor- und Pilotprozess bei der Prozesslbertragung festgestellt werden als fir Scenedesmus
obtusiusculus. Untersuchungen zur Reaktionskinetik des lichtabhédngigen Wachstums beider
Scenedesmus spec. zeigten eine hohere Lichtempfindlichkeit fir S. ovalternus SAG 52.80 im
Vergleich zu S. obtusiusculus (Kapitel 5.2 und 6.2). Da die Reaktormodule des Flachplatten-
photobioreaktors im Pilotmalistab nicht wie im Labormafstab durch eine Folie von
Umgebungslicht abgeschirmt waren, konnten Tageszyklus-bedingte Schwankungen der
Photonenflussdichte (auch Tag-Nacht-Zyklen) trotz der zusétzlichen kiinstlichen Beleuchtung das
Wachstum von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im Pilotmalstab starker beeinflusst haben als
das Wachstum von Scenedesmus obtusiusculus.

Daruber hinaus befanden sich die Algenzellen beim Durchstromen der Prozesseinheit des
Pilotreaktorsystems fiir etwa eine Minute in Dunkelheit (siehe Kapitel 4.3.4). Da ultrastrukturelle,
biophysikalische oder physiologische Anderungsprozesse als Antwort auf verinderte

Lichtbedingungen auch innerhalb von Sekunden erfolgen kénnen (Torzillo und Vonshak 2013) und



134 Ergebnisse und Diskussion

S. ovalternus SAG 52.80 lichtempfindlicher ist als S. obtusiusculus, kdnnte die Dunkelzone in der
Prozesseinheit den Metabolismus von Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 starker beeinflusst
haben als die Stoffwechselvorgénge in Scenedesmus obtusiusculus.

Die groRte Beeinflussung rihrte aber hdchstwahrscheinlich von der im Satzprozesses mit
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 beobachteten starken Biofilmbildung auf der Innenseite der
Reaktorscheiben her, welche im Laborprozess beziehungsweise im Prozess mit
Scenedesmus obtusiusculus weniger stark ausgepragt war. Der beobachtete Biofilm, der sich
teilweise grof¥flachig Uber die Reaktormodule ausbreitete, konnte zu einer Ausbildung von
Lichtzonen mit unterschiedlichen Photonenflussdichten in den Reaktormodulen und dadurch zu den
Unterschieden im Biomassekonzentrationsverlauf bei der Prozessubertragung gefiihrt haben.
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8 Zusammenfassung

Scenedesmeceae werden in der Literatur als schnell wachsende Mikroalgenstdmme mit einem
breiten Produktspektrum beschrieben (Sanchez et al. 2008; Orosa et al. 2000). Sie stellen daher
einen interessanten Produktionsorganismus fur Anwendungen in der chemischen, der kosmetischen
oder der Nahrungsmittelindustrie sowie in der Biokraftstoffentwicklung dar (Qin et al. 2008). Da
die Produkte meistens zellintern vorliegen, ist die Biomassegewinnung ein wesentlicher Aspekt der
Nutzbarmachung von Mikroalgen.

Scenedesmus obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 weisen ein interessantes
intrazelluléres Produktspektrum auf (Schulze et al. 2016), sind bisher allerdings weitestgehend
unerforscht. Dies machte die beiden Mikroalgenstamme flir eine n&here Untersuchung des
Biomasseherstellungsprozess im Labor- (2 L) und PilotmaRstab (300 L) attraktiv. Da das essentielle
Substrat Licht den grofiten Einfluss auf das Wachstum von Mikroalgen hat, stand die Untersuchung
der Reaktionskinetik des lichtabhédngigen Wachstums im Fokus dieser Arbeit (Aiba 1982; Pruvost
et al. 2002; Yun und Park 2003). Hierfur wurden Flachplattenphotobioreaktoren im Labor- und
PilotmaRstab gewahlt, welche h&ufig fur Produktionsprozesse mit Mikroalgen verwendet werden.
Ziel dieser Arbeit war es zunéchst, geeignete Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur, Licht) fir
eine schnelle Biomasseherstellung im LabormaRstab zu identifizieren. Fir die anschlieRende
Charakterisierung der Reaktionskinetik des lichtabhangigen Wachstums sollten geeignete Modelle
fiur die mathematische Beschreibung der Lichtabschwéchung im Reaktor identifiziert werden.
Ausgehend davon galt es, einen geeigneten kinetischen Modellansatz zu finden, um das Wachstum
der gewahlten Scenedesmus spec. speziesspezifisch zu beschreiben und kinetische Modellparameter
zu identifizieren. AbschlieRend sollte, ausgehend von den wahrend der reaktionstechnischen
Charakterisierung der ausgewahlten Scenedesmus spec. identifizierten Reaktionsbedingungen fir
die Biomasseproduktion im Labormafstab, die Skalierbarkeit in den PilotmaRstab untersucht

werden.

Im Rahmen der reaktionstechnischen Charakterisierung der gewahlten Scenedesmus spec. im
Labormalstab wurde flr beide Mikroalgenspezies ein neutraler bis leicht alkalischer pH-Bereich
mit einem Optimum bei pH 7,5 fiir das Neuisolat Scenedesmus obtusiusculus beziehungsweise pH 8
fur Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 bestimmt.

In der anschlieBenden Untersuchung des Temperatureinflusses auf das Wachstum der beiden
Mikroalgenspezies konnte gezeigt werden, dass eine Temperatur von 30 °C fiir beide Scenedesmus
spec. am besten unter den untersuchten Temperaturen fur einen Kultivierungsprozess im
Satzverfahren im Flachplattenphotobioreaktor geeignet ist.

Durch Variation der Eingangsphotonenflussdichte war es moglich, eine spezifische Wachstumsrate

in der exponentiellen Phase von 0,22 h sowie eine finale Biomassekonzentration von
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4,95 + 0,16 gstm L™ innerhalb einer Prozesszeit von 3,5 Tagen mit Scenedesmus obtusiusculus zu
erzielen.  Der  Lichtsattigungsbereich  konnte  dabei  experimentell auf  einen
Eingangsphotonenflussdichtenbereich zwischen 1200 bis 1400 pmol Photonen m?s? festgelegt
werden. Ein photoschédigender Einfluss wurde erst bei Eingangsphotonenflussdichten Uber
3000 pumol Photonen m? s fiir Scenedesmus obtusiusculus festgestellt. Eine deutlich stirkere
Lichtabhangigkeit wurde fir den Mikroalgenstamm Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 gezeigt,
bei dem eine Inhibition des Wachstums schon ab Eingangsphotonenflussdichten von
2500 pumol Photonen m s beobachtet wurde. Héhere Eingangsphotonenflussdichten hatten einen
signifikanten Riickgang der spezifischen Wachstumsraten in der exponentiellen Phase, den finalen
Biomassekonzentrationen sowie den Raum-Zeit-Ausbeuten zur Folge. Schnellstes Wachstum
konnte mit einer Eingangsphotonenflussdichte von 1290 umol Photonen m?s? erzielt werden.
Hierbei wurde eine spezifische Wachstumsrate in der exponentiellen Phase von 0,12 h't und eine
Raum-Zeit-Ausbeute von 1,66 +0,04 germ L d? erreicht. Insgesamt konnte unter diesen
Bedingungen eine maximale Biomassekonzentration von 7,5+ 0,12 gsrm L™ innerhalb einer
Prozesszeit von sechs Tagen erzielt werden. Bezuglich der beiden untersuchten Scenedesmus spec.
wurde S. obtusiusculus mit einer um 13 % erhéhten Raum- sowie Flachen-Zeit-Ausbeute als der

bessere Produktionsstamm identifiziert.

Im Rahmen der Untersuchung der Reaktionskinetik des lichtabh&dngigen Wachstums wurde anhand
des Mikroalgenstamms Scenedesmus obtusiusculus zundchst nachgewiesen, dass das
Absorptionsgesetz von Lambert und Beer nur zur Beschreibung der Lichtabsorption stationdrer
Algensuspensionen (unveranderliche Zelldichte und -zusammensetzung) geeignet ist. Unabhéngig
von der Biomassekonzentration wurde hier ein konstanter Extinktionskoeffizient bestimmt. Im
Flachplattenphotobioreaktor &nderte sich der Extinktionskoeffizient dagegen mit steigender
Zelldichte im Reaktor um (iber 70 %, so dass die Lichtabsorption nicht mit dem Absorptionsmodell
von Lambert und Beer abgeschatzt werden konnte. Dariiber hinaus stieg der Extinktionskoeffizient
mit zunehmender Pigmentierung der Zellen (Farbanderung von griin nach orange) um 35 % an.
Damit konnte gezeigt werden, dass die Lichtabsorption im Reaktor sowohl von der Zelldichte als
auch von der Zellzusammensetzung abhangig ist. Aus diesem Grund wurde neben Lambert-Beers
Lichtabsorptionsmodell Schusters Lichtabschwachungsmodell als ein weiterer Modellansatz fiir die
Charakterisierung der Reaktionskinetik des lichtabhdngigen Wachstums herangezogen, welches
neben der Lichtabsorption auch die Lichtstreuung durch Reaktorkomponenten oder die

Mikroalgenzelle an sich berticksichtigt.

Ausgehend von Lambert und Beers Lichtabsorptionsmodell sowie Schusters Modellansatz zur
Beschreibung der Lichtabschwéchung im Reaktor wurden mittlere integrale Photonenflussdichten

fiir Scenedesmus obtusiusculus und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 (nur fur Schusters Modell),
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erfolgreich abgeschatzt. Um die Genauigkeit dieser modell-gestiitzten Abschdtzung zu erhéhen,
wurde ein neuer Modellansatz verwendet, welcher neben der Reaktorschichtdicke auch eine
Anderung der Biomassekonzentration wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase mit einbezieht.
Die Auftragung der flr verschiedene Eingangsphotonenflussdichten ermittelten spezifischen
Wachstumsraten p in der exponentiellen Phase als Funktion dieser mittleren integralen
Photonenflussdichten (Lichtantwortkurve) ermdglichte die Untersuchung verschiedener kinetischer
Wachstumsmodelle zur Beschreibung der lichtabhédngigen Wachstumskinetik. Fir beide
Scenedesmus spec. konnte Andrews* kinetischer Modellansatz die experimentellen Daten unter den
untersuchten Modellen am besten wiedergeben (siehe Abbildung 8-1). Dieses Ergebnis wurde durch
einen Modellvergleich mittels Akaikes korrigiertem Informationskriterium gestutzt. Basierend auf
Schusters Lichtabschwéchungsmodell, war es moglich die kinetischen Parameter flr die gewéhlten
Scenedesmus spec. zu identifizieren: pmax = 0,35 0,01 !, Ks = 448 + 27 pmol Photonen m? s
und K = 5642 + 620 umol Photonen m? s fiir Scenedesmus obtusiusculus sowie pmax = 0,21 h?,
Ks = 545 umol Photonen m2s?  und K, = 2744 pmol Photonen m2s*  fiir ~ Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80.
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Abbildung 8-1: Zusammenhang zwischen der spezifischen Wachstumsrate p in der exponentiellen Phase und
der mittleren integralen Photonenflussdichte 1™, welche auf der Basis von Schusters
Modellansatz zur Beschreibung der Lichtabschwéachung im Reaktor flr Scenedesmus
obtusiusculus (e) und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 (o) abgeschétzt wurde. Andrews
kinetisches Wachstumsmodell (—) beschrieb die experimentellen Daten (e,0) unter den
untersuchten kinetischen Modellansatzen am besten. Darauf basierend wurden die kinetischen
Parameter flr beide Scenedesmus Spezies identifiziert:

Scenedesmus obtusiusculus: Scenedesmus ovalternus SAG 51.80:
Hmax = 0,35 £ 0,01 h't Hmax = 0,21 B,

Ks = 448 + 27 pmol Photonen m? st Ks = 545 umol Photonen m2 s

K, = 5642 + 620 umol Photonen m2 s K, = 2744 umol Photonen m2 st

Mit Hilfe der kinetischen Parameter konnten eine optimale mittlere integrale Photonenflussdichte
sowie eine optimale Wachstumsrate fir die gewahlten Scenedesmus spec. ermitteln werden, welche
I opt = 1590 pmol Photonen m2s? und popt = 0,22 ht fiir Scenedesmus obtusiusculus und

I™opt = 1220 pmol Photonen m2 s und popt = 0,11 h fiir Scenedesmus ovalternus SAG 52.80
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betrugen. Durch eine schrittweise Erhéhung der Eingangsphotonenflussdichte in Abhangigkeit der
wahrend des Prozessverlaufs zunehmenden Biomassekonzentration im Reaktor in Form eines
Lichtprofils konnte diese abgeschétzte optimale mittlere integrale Photonenflussdichte wahrend des
Prozesses jeweils konstant gehalten werden. Dadurch war es mdglich, das in dieser Arbeit
verwendete Modell experimentell zu verifizieren.

Der Vergleich eines Lichtprofils, welches auf Lambert und Beers Absorptionsgesetz beruht, mit
einem Lichtprofil basierend auf Schusters Lichtabschwéchungsmodell zeigte dartber hinaus, dass
durch die Verwendung von Schusters Lichtabschwachungsmodell fur die Ermittlung des
Lichtprofils eine im Vergleich zum Lichtprofilprozess auf der Grundlage von Lambert-Beers
Absorptionsmodell um 13 % erhohte finale Biomassekonzentration erzielt werden konnte. Eine
Abschatzung der optimalen mittleren integralen Photonenflussdichte sollte daher mit Schusters
Modellansatz erfolgen.

Verglichen mit einem Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte konnte die finale
Biomassekonzentration durch die Anwendung des Lichtprofils allerdings fur keinen der
untersuchten Scenedesmus-Stdmme gesteigert werden. Da die Eingangsphotonenflussdichte bei der
Anwendung des Lichtprofils auf Werte oberhalb des inhibierenden Schwellenwerts erhoht wurde
(3000 pumol Photonen m™ s fiir S. obtusiusculus beziehungsweise 2500 pmol Photonen m s fiir
S. ovalternus SAG 52.80) und bei Prozessende eine Akkumulation von bis zu 15 % schitzende
Karotinoide in der geernteten Biomasse festgestellt werden konnte, wurden photoschédigende oder
photoakklimatorische Prozesse der Zellen auf der Reaktorvorderseite als Ursache hierfur vermutet.
Nichtdestotrotz war es mit dem Lichtprofil mdglich, den Biomasseherstellungsprozess
(~14gstm L) mit  S.obtusiusculus im Vergleich zu einem Prozess mit konstanter
Photonenflussdichte um zwei Tage zu beschleunigen. Eine energetische Untersuchung der Prozesse
ergab dabei einen doppelt so hohen Energiebedarf (65 MJ) fur den Lichtprofilprozess im Vergleich

zum Prozess mit konstanter Eingangsphotonenflussdichte (34 MJ).

AbschlieRend wurde flr die Entwicklung eines Biomasseproduktionsprozesses im halb-technischen
MaRstab die Ubertragung ausgewdhlter Laborprozesses in den PilotmaRstab fiir Scenedesmus
obtusiusculus (30 °C, pH 7,5, 1400 umol Photonen m2s?) und Scenedesmus ovalternus
SAG 52.80 (30 °C, pH 8, 750 umol Photonen m? s) untersucht. Bei beiden Spezies wichen die
Biomassekonzentrationsverldufe im Pilotmalistab jeweils von denen im Labormafistab ab und es
wurden stets niedrigere spezifische Wachstumsraten in der exponentiellen Phase und niedrigere
finale Biomassekonzentrationen im Pilotprozess bestimmt. Bei Scenedesmus obtusiusculus betrug
die spezifische Wachstumsrate in der exponentiellen Phase mit 0,17 h™* nur 80 % der spezifischen
Wachstumsrate, welche im LabormaRstab in der exponentiellen Phase ermittelt werden konnte

(0,22 h'1). Bei Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 konnte diesbeziiglich eine Abweichung von fast
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50 % zwischen dem PilotmaRstab (0,06 h™*) und dem LabormaRstab (0,11 h%) festgestellt werden.
Im Hinblick auf die finale Biomassekonzentration wurden mit Scenedesmus obtusiusculus
vergleichbare Zelldichten mit 4,95 + 0,16 gstm L™ im LabormaRstab und 4,61 + 0,07 ggtm L™ im
Pilotmal3stab erreicht. Im Pilotprozess mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 wurde dagegen mit
486+0,26 gstm L™ eine um 16 % niedrigere Biomassekonzentration im Vergleich zum
Laborprozess (5,65 + 0,08 germ L) beobachtet. Als mégliche Ursachen hierfir wurden
Unterschiede in der Prozessfihrung im Labor- und Pilotmalistab insbesondere beim
Leistungseintrag und der pH-Regelung sowie bei der Beleuchtung vermutet. Als Hauptursache
wurde eine Entstehung von Biofilm wahrend der Prozesse im Pilotmalistab angenommen, welche
im Labormal3stab nicht beobachtet wurde. Die Biofilmbildung war dartiber hinaus im Prozess im
Pilotmalistab mit Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 stdrker ausgeprégt als im Prozess mit
Scenedesmus obtusiusculus, weshalb die Abweichungen im Biomassekonzentrationsverlauf mit
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 vermutlich gréRRer waren.

Die abschlielende Durchfiihrung eines Zulaufverfahrens im Pilotmal3stab ermdglichte es, ahnliche
Biomasseproduktivitaten im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen Scenedesmus-,
Nannochloropsis- oder Spirulina-Spezies zu erzielen. Mit Scenedesmus obtusiusculus wurden
4 kg Biotrockenmasse innerhalb von 15 Tagen produziert (19 germ m?2d*; 0,9 gstm L dY). Mit
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 war es moglich, 5,9 kg Biotrockenmasse in 30 Tagen
herzustellen (14 getm m?2 d*; 0,7 gstm L™ d). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die gewahlten

Scenedesmus Spezies fur eine Biomasseherstellung im halbtechnischen Mal3stab geeignet sind.
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9 Ausblick

Die Reaktionstechnischen Untersuchungen mit Scenedesmus obtusiusculus und Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 hatten gezeigt, dass die gewahlten Mikroalgenstdmme ein schnelles
Wachstum aufweisen und fir die Biomasseherstellung im halbtechnischen Malistab eingesetzt
werden kdnnen. Eine weitergehende Spezifizierung moglicher Produkte ware von Interesse, um die
Maoglichkeiten der kommerziellen Nutzung zu konkretisieren.

Da geschlossene Photobioreaktoren mit kiinstlicher LED-Beleuchtung sowohl groRe Investitions-
als auch Betriebskosten aufgrund der kinstlichen Beleuchtung verursachen, missen die Produkte
eine genigende Wertschopfung erlauben. Hierflir ware neben einer detaillierten Analyse des
Produktportfolios eine modellgestiitzte Ermittlung der Produktionskosten hilfreich.

Im Hinblick auf das im Vergleich zur Bestrahlungseinheit im LabormafRstab weiterentwickelte
LED-System, welches im Pilot-MaRstab zur Verfligung steht, konnte eine Charakterisierung der
Lichtabhangigkeit das Verstandnis des Prozessverhaltens und damit das Verfahren im halb-
technischen Malistab verbessern. Hierbei konnten verschiedene Lichtszenarien wie Tag-Nacht-
Zyklen oder Tageslichtverldufe simuliert werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen wére es
mdoglich, einen geeigneten Standort zur Nutzung von natirlicher Tageslichteinstrahlung zu
identifizieren und die Auswirkungen auf die Betriebskosten zu untersuchen.

Eine weitere Alternative stellt die Biomasseherstellung in zur Atmosphére hin offenen
Photobioreaktoren ohne kunstliche Beleuchtung dar. Ein wesentliches Problem hierbei sind
Umwelteinflisse wie schnelle klimatische Verdnderungen (Wetterumschwung) oder
Kontaminationen, die den Produktionsprozess erschweren und deshalb detailliert charakterisiert
werden missen. Ein Vorteil gegentiber geschlossenen Photobioreaktoren liegt in den niedrigeren
Investitionskosten. Durch eine Klarung der Standortfrage kann darlber hinaus natirliches
Tageslicht genutzt werden, wodurch eine zusatzliche Reduzierung der Produktionskosten der

Biomasseherstellung mdglich ware.
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Abklrzung Bedeutung

AlIC Akaike's Informationskriterium

AIC Akaike's korrigiertes Informationskriterium
ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

BG-11 Medium  Medium fir blaugriine Algen

BTM Biotrockenmassekonzentration, getm (L)
CO2 Kohlenstoffdioxid

COs* Carbonat

FZA Flachen-Zeit-Ausbeute, gstm m? d*

H* Proton

H20 Wasser

HCO3 Hydrogencarbonat

LED Leuchtdiode

NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

(07) Sauerstoff

oD optische Dichte

PFD Photonenflussdichte, pmol Photonen m2 s
pH Negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenaktivitét
Pi Phosphat

RT Raumtemperatur, °C

RZA Raum-Zeit-Ausbeute, gstm L™ d*?

S. obtusiusculus
S. ovalternus
SAG

spec.

TUM

VE-H,;0

W

Scenedesmus obtusiusculus
Scenedesmus ovalternus

Sammlung von Algenkulturen Goéttingen
species (engl. fur Spezies)

Technische Universitat Munchen
vollentsalztes Wasser

Massenanteil, % (w/w)
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Symbol Bedeutung

A Absorption, -

c Lichtgeschwindigkeit; 2,997-108 m s

Cchla Chlorophyll a-Anteil bezogen auf die Biotrockenmasse, mgcnia gstm™
Cchib Chlorophyll b-Anteil bezogen auf die Biotrockenmasse, mgchib getm™
CKarotinoid Karotinoidanteil bezogen auf die Biotrockenmasse, mgcarotinoid gaTm ™

Cs Substratkonzentration

Cx Biomassekonzentration, ggtm L™

Cx Anfang/Ende exp Biomassekonzentration zu Beginn/Ende des exponentiellen Wachstums, gstm L™
Cx0 Anfangsbiomassekonzentration, g L™

DL Breite der Kultivierkammer des Labor-Flachplattenphotobioreaktors, 25,5 m
Dp, Modul Breite eines Reaktormoduls des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors, 57 cm
E Energiegehalt eines Photons, J

Ea Lichtabsorptionskoeffizient

Ei Integralexponentialfunktion

Es Streuungsmassenkoeffizient

h Plank'sches Wirkungsquantum; 6,63-1034Js

I Photonenflussdichte, pmol Photonen m2 s

I Integrale Photonenflussdichte, pmol Photonen m? s

e Mittlere integrale Photonenflussdichte, pmol Photonen m s’

lo Eingangsphotonenflussdichte, pmol Photonen m s

I Inhibierende Photonenflussdichte, umol Photonen m? s

Ik Halbgeséttigte Photonenflussdichte, pmol Photonen m2 st

lopt Optimale Photonenflussdichte, pmol Photonen m2 s

K Anzahl an Parameter +1 (AIC.)

k Variable

Ki Inhibitionskonstante

Ks Halbséttigungskonstante

My Biotrockenmasse, mg

N Anzahl an Datenpunkten (AICc)
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Symbol Bedeutung

P Photosyntheserate

P (max) Photosyntheserate (bei geséattigten Lichtverhéltnissen)

Rd Dunkelrespiration

x Wachstumsrate, g L™* h?

S, s Reaktorschichtdicke, m

SL Photosynthetisch aktive Oberflache des Labor-Flachplattenphotobioreaktors, 0,09 m?
Sp Photosynthetisch aktive Oberflache des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors, 14 m?
SS Summe der Fehlerquadrate zwischen experimentellen und vorhergesagten Daten
t Zeit, h

tAnfang/Ende exp Zeitpunkt, zu dem die exponentielle Wachstumsphase beginnt/endet, d

\Y% Volumen, L

A Maximalvolumen des Labor-Flachplattenphotobioreaktors, 2 L

Vp Maximalvolumen des Pilot-Flachplattenphotobioreaktors, 300 L

Vp, Modul Maximalvolumen eines Reaktormoduls im Pilotmal3stab, 30 L

a Konstante von Schuster zur Beschreibung der Lichtabsorption

a Steigung der P/I-Kurve (Lichtantwortkurve)

B Empirische Konstante von Webb (1963)

y Euler-Mascheroni-Konstante

0 Konstante von Schuster zur Beschreibung der Lichtstreuung

Atexp Zeitraum des exponentiellen Wachstums, d

€ Extinktionskoeffizient

espline(Cx) Splinefunktion zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten ¢

K, p, © Empirische Konstanten von Camacho-Rubio (2003)

A Wellenldnge, nm

1 spezifische Wachstumsrate, d*

max Maximale spezifische Wachstumsrate, h*

Mopt Modell-gestiitzte optimale Wachstumsrate, h™

0 Frequenz; Anzahl an Schwingungen pro Sekunde, Hz

X Beliebige Variable
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A. Anhang

A.1 Verwendete Chemikalien und allgemeine Materialien und Gerate

Tab. A-1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Hersteller Artikelnummer
Ammoniumeisen(l11)-citrat, ~18 % Fe Merck 103762
Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat Merck 101182
Antifoam 204 Carl Roth A6425
Borsaure, > 99,8 % Sigma-Aldrich 31146
Calciumchlorid-Dihydrat, > 99,0 % Carl Roth 5239.1
Citronensaure Monohydrat, > 99,5 % Carl Roth 3958.2
di-Kaliumhydrogenphosphat, > 98,0 % AppliChem 141512.1210
Ethanol, 99,8 % Carl Roth 9065.1
Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth X986
n-Hexan, Rotisolv HPLC Carl Roth 7339.2
Kaliumchlorid, > 99,5 % AppliChem A2939
Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat, > 99,0 % Merck 102790
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, > 48 % Carl Roth 8283.1
Mangansulfat-Monohydrat, > 99,0 % Carl Roth 4487.1
Natriumcarbonat, 99,9 % Merck 106392
Natriumhydroxid Carl Roth P031.3
Natriumnitrat, > 99 % Carl Roth Al136.1
Salzséure, rauchend 37 % Carl Roth 4625.1
Wasserstoffperoxid, 35 % Hofer Chemie SW1290
Zinksulfat-Heptahydrat, >99,5 % Carl Roth K301.1
Tab. A-2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Geratschaften.

Gerétschaft Bezeichnung Hersteller

Analysewaage Extend ED124S
Analysewaage MS104S/01
Autoklav Varioklav 500 E
Genesys 10S UV-VIS

Erntezentrifuge Evodos 10

Sartorius, Gottingen

Mettler-Toledo, Giel3en

H+P Labortechnik, Oberschleifheim
Einstrahlphotometer Thermo Scientific, USA

Evodos, Niederlande
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Tab. A-2: Fortsetzung

Geratschaft Bezeichnung Hersteller
Heizblock HB-120 Uniequip, Planegg
Lyophylle Alpha 1-2 LD plus Christ Gefriertrocknungsanlagen

Magnetrihrplatte

Mikroskop

Mikroskop-Objektiv
Mikrotiterplattenphotometer

Mikrotiterplattenphotometer

pH-Meter
Plattformwaage

Schlauchpumpe

Spektroradiometer

Standzentrifuge
Thermomixer

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Transferpipetten
Trockenschrank
Trockenschrank

Ultraschallsonde

\Vortexmischer

NeolLab D6010
Eclipse E200

100x PlanApoAMRD31905

Multiscan FC
Infinite 200 PRO
HandyLab 100
DE 60K1DL

P_classic 27-GM/FUC
BLUE Wave UVNb-50

ROTIXA 50 RS
Thermomixer basic
Espresso

Mikro 220
mySPIN 12

5810 R

20 pL bis 10mL
UF450

UN260

Sonopuls HD 2070

Vortex-Genie 2, G560 E

NeoLab, Heidelberg
Nikon, Dusseldorf

Nikon, Dusseldorf

Thermo Scientific

Tecan, Schweiz

Schott (SI Analytics), Weilheim
Kern & Sohn GmbH

Ponndorf Geratetechnik, Kassel
StellarNet, Florida, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
CellMedia, Elsteraue

Thermo Scientific, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Thermo Scientific, USA
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach

Bandelin, Berlin

Scientific Industries Inc., USA

Tab. A-3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten allgemeinen Materialien.

Material Hersteller Artikelnummer
Allzweck-Aluschalen, 20 mL Carl Roth PP65.1
Aluminiumschalen mit Deckel, 250 mL Carl Roth 0522.1
Aluminiumschalen mit Deckel, 500 mL Carl Roth 0906.1
Bdrdelkappe mit Bohrung, ND20, Butyl/PTFE Carl Roth LC70.1
Einmalspritzen LL, steril NeoLab E-1958
Feingewindeflasche ND18 NeoLab 7-0840
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Tab. A-3: Fortsetzung

Material Hersteller Artikelnummer
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225
Probeschalen, 28 mL Carl Roth 5494.1
Rollrandflaschen aus Glas, 10 mL Carl Roth LC62.1
Schraubkappe ND18 NeoLab 7-0849
Spritzenvorsatzfilter, Corning® syringe filters Sigma-Aldrich CLS431219-50EA
Whatman-Filter, @ 25 mm VWR 513-522

Tab. A-4: Teststreifen zum halbquantitativen N&hrstoffnachweis.

Né&hrstoff Bezeichnung Hersteller

Eisen Quantofix Gesamteisen 1000 (91330) Marcherey-Nagel GmbH & Co. KG
Nitrat Quantofix Nitrat Nitrit (91313) Marcherey-Nagel GmbH & Co. KG
Phosphat Quantofix Phosphat (91320) Marcherey-Nagel GmbH & Co. KG

Sulfat Quantofix Sulfat (91329) Marcherey-Nagel GmbH & Co. KG
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A.2 Medien und Lésungen

Tab. A-5: Zusammensetzung des BG-11 Mediums. Die Stammlésungen der einzelnen Komponenten wurden
sterilfiltriert (0,22 um) und anschliefend unter sterilen Bedingungen autoklaviertem VE-Wasser
(121 °C, 20 min) zugegeben.

Komponente !Endkon-zentration Konzentration Fir 1 L BG.11
im Medium, g L™ der Stammlésung, g L
NaNOs 1,500 3,75 4 mL
K2HPO4 0,040 0,40 1mL
MgSQO4-7H.0 0,075 0,75 1mL
CaCl,-2H:0 0,036 0,36 1mL
Zitronensaure 0,006 0,06 1mL
Na;EDTA-2H,0 0,00111 0,011 1mL
Ammoniumeisen(lll)-citrat 0,006 0,06 1mL
Na2COs 0,020 0,20 1mL
Spurenelementlésung 1mL

Tab. A-6:  Zusammensetzung der Spurenelementlésung fir das BG-11 Medium. Zur Herstellung einer
konzentrierten Spurenelementlésung wurden die Stammldsungen der einzelnen Komponenten
sterilfiltriert (0,22 um) und anschliefend unter sterilen Bedingungen autoklaviertem VE-Wasser
(121 °C, 20 min) zugegeben.

Endkonzentration, Konzentration der FarlL
Komponente
gL? Stammlosung, g L Spurenelementldsung
H3BO3 0,0610 0,305 4 mL
MnSO.-4H,0 0,2230 1,115 4 mL
Bzw. MnSQO4-H,0 0,16900 0,845 4 mL
ZnSQ04-7H0 0,2870 1,435 4 mL
CuS04-5H,0 0,0025 0,050 2 mL

(NH4)6M07024-4H20 0,0125 0,125 2mL
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A.3 Kultivierungssysteme

A.3.1 Blasensaulenreaktor

Zur Vorkulturherstellung fur die reaktionstechnische Charakterisierung von Mikroalgen im
Labormalistab wurden Blasensaulenreaktoren eingesetzt. Der genaue Aufbau ist im Folgenden
beschrieben.

Abb. A-1: Schematische und fotographische Darstellung einer einzelnen Blasensdule nach (Havel et al. 2008;
Weuster-Botz 2002).

1: Glasgefal 7:  lasergebohrte Gasverteilerplatte (Poren: @ 60 um)
2: Standful3 8:  Flussigphase

3: Bodenplatte mit Offnung 9:  Klemmfedern

4: Napfartiger Aufnahmeplatz 10: Aluminiumkappe

5: Gasverteiler 11: Probenahmestutzen (mit oder ohne Septum)

6: Membran

Der Blasensédulenreaktor besteht aus einem zylindrischen GlasgefalR (1), welches (ber einen
StandfuB (2) stabilisiert wird. Eine Offnung in der Bodenplatte (3) am unteren Ende der Blasenséule
lasst die Fixierung des GefaRes an napfartigen Aufnahmeplatzen (4) eines Gasverteilers (5) zu. Uber
diese Anschlussstelle wird das Gas durch eine Membran (6) sowie eine lasergebohrte
Gasverteilerplatte (7) Uber die gesamte Querschnittsflache in die darliberstehende Flissigphase (8)
eingetragen. Der Gasvolumenstrom kann dabei fir jede Reaktorposition individuell geregelt
werden. Lasergebohrte Gasverteilerplatte, Membran und Bodenplatte werden mit Hilfe einer
Klemmfeder (9) im StandfuR zusammengehalten. Die Offnung am oberen Ende der Kulturflasche
kann fir die Aufnahme von Standardvorrichtungen wie Sterilstopfen oder Aluminiumkappen (10)
verwendet werden. Letztere ermdglichen ein Entweichen von Gas, ohne eine Kontamination des
Reaktorinhaltes zu verursachen. Zudem ist auf diese Weise eine Sterilisation der gesamten

Blasensédule bei 121 °C im Autoklaven mdglich. Auch eine sterile Probenentnahme wird durch
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seitliche Gewindestutzen mit Septum gewéhrleistet (11). Das Fassungsvermdogen einer einzelnen

Blasenséule betragt 400 mL, das Arbeitsvolumen 200 mL.

Tab. A-7: Bauteile und Geréatschaften des Blasensaulenreaktorsystems.

Bauteil/Gerét Bezeichnung Hersteller

Blasensdulenreaktor Patent: 6.063.618 Weuster-Botz und Altenbach-Rehm
Dreiwegehahn Mini-Dreiwegehahn (2-4190) NeolLab, Heidelberg
Durchlaufkihler DLK 60 Fryka Kaltetechnik, Esslingen
Gasmischstation WMR 4000 (Westphal) Brooks Instrument, Dresden
Leuchtstoffrohre Fluora 77 Osram, Minchen

Leuchtstoffrohre SunGlo Hagen, Holm
Massendurchflussregler 5850E Brooks Instrument, Dresden
Inkubator (modifiziert)  Profors Infors HT, Schweiz

Sterilfilter Polyethersulfon (13420-88-K) Sartorius, Gottingen

A.3.2 Flachplattenphotobioreaktor im LabormalRstab (Labfors 5 LUX)

Zur reaktionstechnischen Charakterisierung von Mikroalgen wurde ein Flachplatten-
photobioreaktor Labfors 5 LUX (Infors HT, Bottmingen, Schweiz) im Labormalistab eingesetzt.
Der genaue Aufbau ist im Folgenden beschrieben.

II

III

v

Abb. A-2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Flachplattenphotobioreaktors Labfors 5 Lux (Infors HT

2016).
I:  Temperierkammer VI:  Lichtabschirmblech
Il:  Kultivierungskammer VII:  Aulenrahmen der Frontplatte
I1l:  AuBenrahmen der Rickplatte  VIII:  Klammer (sieben Stiick)
IV: Reaktorfull IX:  Strémungsbrecher;

V: Tragegriffe X: Begasungsrohr
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Der Flachplattenphotobioreaktor ist in eine Temperier- (I) und in eine Kultivierungskammer (I1)
unterteilt. Die beiden Kammern werden Gber einen AuBenrahmen (111+VII) fixiert, welcher mit
insgesamt sieben Klammern (V1) zusammengehalten wird. Gleichzeitig erfolgt tber den Rahmen
eine Befestigung am Reaktorful (IV). Fir einen besseren Tragekomfort sind seitlich zwei
Tragegriffe (V) angebracht. Ein Lichtabschirmblech auf der dem Licht zugewandten Seite des
Reaktors (LED-Bestrahlungseinheit) soll ein Wachstum von Mikroorganismen im Kopfraum des
Reaktors verhindern. Durch Begasung uber ein Begasungsrohr (X) sowie durch einen
Stromungsbrecher (1X) wird eine Durchmischung der Kultur im Reaktor gewahrleistet. Eine

detaillierte Explosivdarstellung des Reaktors ist in Abb. A-3 gezeigt.

>

| |B
| |
&‘\J
b
f e d c
Abb. A-3: Explosivdarstellung des ReaktorgefalRes des Flachplattenphotobioreaktors Labfors 5 LUX (Infors

HT 2016).
a: O-Ringe d: Trennscheiben aus Borsilikatglas (5,5 mm)
b: AuRenrahmen der Rickplatte e: Geh&use der Temperierkammer
¢: Gehduse der Kultivierungskammer f: AuBRenrahmen der Riickplatte

Die Unterteilung des Reaktors in eine Temperier- und eine Kultivierungskammer erfolgt Gber
insgesamt drei Trennscheiben aus Borsilikatglas der Dicke 5,5 mm (d). Die KammergréRRe wird
dabei Uber das eloxierte Aluminiumgehduse der Temperierkammer (e) sowie Uber das
Edelstahlgehduse der Kultivierungskammer (c) bestimmt. Der Aufbau wird iber eine Front- (b) und
tber eine Rickplatte (f) aus eloxiertem Aluminium zusammengehalten. Zur Abdichtung der mit
Flussigkeit geflllten Kammern sind O-Ringe (a) zwischen den Bauteilen eingeflgt. Alle

eingesetzten Materialien erlauben eine Sterilisation im Autoklaven bei 121 °C.
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Tab. A-8: Bauteile, Geratschaften und Software des Flachplattenphotobioreaktorsystems im Labormalstab.

Bauteil/Gerét Bezeichnung Hersteller
Flachplattenphotobioreaktor (1,8 L) Labfors 5 LUX Infors HT, Schweiz
Gelostsauerstoffsonde Visi Ferm DO120 (Arc) Hamilton, Schweiz

Kihlgerét Reaktor DK1800 Wutke, Schutterwald

Kihlgerat LED DK2700 Wutke, Schutterwald
pH-Elektrode Easy Ferm Plus Arc 120 Hamilton, Schweiz
Schlauchpumpe BVP 501U Watson Marlow, GroRbritannien
Software IRISV.6.0 Infors HT, Schweiz

A.3.3 Flaches Schraggerinne FSG 1 (offener Photobioreaktor)

Tab. A-9: Bauteile, Geratschaften und Software des offenen Photobioreaktors flaches Schraggerinne.

Bauteil/Gerat

Bezeichnung Hersteller

Frequenzumrichter
LED-Beleuchtung
Magnetkreiselpumpe
pH-Regler
Photobioreaktor (offen)

Software

Movitrac MCLTE B008-5A3-1-40 SEW Eurodrive, Bruchsal

- Futureled, Berlin

MKPG 3 Ventaix GmbH, Monschau
MC122 Milwaukee Instruments, Ungarn
Flaches Schréggerinne FSG 1 NefRlauer (2015)

Waspmote Libelium, Spanien
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A.3.4 Flachplattenphotobioreaktor im Pilotmal3stab (300L)
Zur Prozessibertragung der im Labor verbesserten Prozesse in den PilotmaRstab wurde ein speziell
fur Arbeiten im Algentechnikum ausgelegter Flachplattenphotobioreaktor im 300 L-MaRstab

eingesetzt. Eine Auflistung der eingesetzten Bauteile und Anlagenkomponenten ist in Tab. A-10

gegeben.

Tab. A-10: Bauteile, Gerétschaften und Software des Flachplattenphotobioreaktorsystems im Pilotmafstab.

Bauteil/Gerét

Bezeichnung

Hersteller

Biomassensensor
Gelostsauerstoffsonde
Kompaktthermometer
LED-Anlage
Leitfahigkeitssensor
Mikroalgenforschungsanlage
Nitratsensor

pH-Sensor

Pumpe Fullstandregelung
Pumpe Medienzulauf
Pumpe Umwalzung
Schaltschrank
Warmetauscher

Waéarmetauscherventil

OUSBT66
Oxymax COS61D
TMR31

Indumax CLS54D

Viomax CAS51D

CPS171D
Helix-V205-1/16/E/K/400-50
MAGDOS LD 1
Helix-\VV404-1/16/E/400-50
TS8

LEK-09.1300-0.88

ER 35.93B.GP6

Endress+Hauser, Weil am Rhein
Endress+Hauser, Weil am Rhein
Endress+Hauser, Weil am Rhein
FUTURELED, Berlin
Endress+Hauser, Weil am Rhein
SSC GmbH, Hamburg
Endress+Hauser, Weil am Rhein
Memosens, Gerlingen und Berlin
Wilo SE, Dortmund

Lutz-Jesco, Wedemark

Wilo SE, Dortmund

Rittal, Herborn

Gerberich, Mannheim

Valpes Valve control system,

Zur Reinigung der Forschungsanlage wird die gesamte Anlage zunéchst mehrfach mit Trinkwasser
gespult. Anschliefend wird eine maximal einprozentige Wasserstoffperoxidlosung drei bis funf
Tage im Kreislauf geflihrt. Dartiber hinaus werden Natronlauge sowie Zitronensdure eingesetzt, um
restlichen Biofilm und Kalkablagerungen zu entfernen. Bei der Verwendung von Sdure/Base und
Wasserstoffperoxid muss die Messstrecke ausgenommen und die jeweilige Lsung in einem Bypass
durch die Prozesseinheit gefuihrt werden. Im Anschluss an den Reinigungsprozess sollte die Anlage

erneut mehrfach mit Trinkwasser gesptilt werden.
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A.4  Algentechnikum

3

Abb. A-4: Algentechnikum auf dem Ludwig Bolkow Campus in Ottobrunn bei Minchen (Foto: Andreas
Heddergott/TUM).
A Hinterer Gebaudeteil: Labore (Erdgeschoss); Technische Raumlichkeiten (Untergeschoss);
Klimatechnik (Obergeschoss).
B Vorderer Gebéaudeteil: drei unabhangige Klimasimulationshallen (1, 2, 3).

Die Massenproduktion von Mikroalgen als alternativer Rohstoff zur nachhaltigen
Energiegewinnung erfordert neben robust und schnell wachsenden Produktionsstammen auch
adaquate Reaktorsysteme fiir geeignete Klimazonen auf der Erde. Fur eine erfolgreiche Umsetzung
solcher Projekte wurde von der Technischen Universitat Minchen in Zusammenarbeit mit der
Airbus Group auf dem Ludwig BoOlkow Campus in Ottobrunn bei Minchen ein neues
Algentechnikum speziell fur die Untersuchung phototropher Mikroorganismen errichtet. Das
Algentechnikum ist in zwei Bereiche gegliedert. Im vorderen Gebé&udeteil (B) befinden sich drei
unabhéngige Klimasimulationshallen (1-3), die eine simultane und unabhangige Durchfiihrung von
industrierelevanten Arbeiten an neuartigen Bioprozessen vom Labor- bis in den PilotmaRstab
erlauben. Durch die Glasfassade kann auch natirliches Sonnenlicht genutzt werden. Der hintere
Teil des Gebadudes (A) bietet Platz fur eine entsprechend ausgelegte Klimaanlage (Obergeschoss)
sowie fur Labore (Erdgeschoss) und technische R&umlichkeiten (Keller) fiir die Prozessanalyse und
den allgemeinen Betrieb des Algentechnikum.

Im Algentechnikum konnen charakteristische Klimaszenarien verschiedenster Regionen
physikalisch simuliert werden, in denen eine kommerzielle Mikroalgenproduktion denkbar ware.
Dies wird durch eine entsprechende Klimatechnik erméglicht, welche bezuglich Temperatur und
Luftfeuchtigkeit gesteuert werden kann. Ein neuartiges LED-Beleuchtungssystem erganzt mit einer
realititsnahen Nachahmung des Tageslichtspektrums die natirliche Sonneneinstrahlung im
Wellenlangenbereich zwischen 400 und 750 nm. Das Beleuchtungssystem wurde speziell fir den
Betrieb im Algentechnikum entwickelt (FUTURELED, Berlin). Die Spektrale Verteilung sowie das
LED-Muster fir kinstliches Sonnenlicht sind im Kapitel 4.3.4 in Abbildung 4-9 dargestellt. Ein

Salzsilo mit Soleerzeuger neben dem Technikum ermdglicht unter anderem die kontinuierliche
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Kultivierung hochsaliner Mikroalgen. Neben geschlossenen Photobioreaktoren werden auch offene

Photobioreaktorsysteme fur die Forschungsarbeiten eingesetzt.
A.5 Reaktionskinetik des lichtabhangigen Wachstums

A.5.1 Mittlere integrale Photonenflussdichten ftir S. obtusiusculus

Tab. A-11: Zusammenfassung der mittleren integralen Photonenflussdichten 1" in pmol Photonen m2 s sowie
der Hauptergebnisse der 15 Prozesse zur Charakterisierung des lichtabhangigen Wachstums von
Scenedesmus  obtusiusculus in  Abhéangigkeit der Eingangsphotonenflussdichte 1o (in
umol Photonen m2 s%).

FI)Erl] r(l)gt;grr:gz: - - Wachstums- Biomasse- Raum-Zeit- E, E.

(Lambert-Beer)  (Schuster) rate, h't konzentration, - Ausbeute m?kg!  m?kg?

flussdichte lo geTm L? getm L1 d?

102 65 94 0,054 2,30 £0,21 0,33 £0,02 7.811 891
248 146 244 0,104 3,31 +£0,16 0,74 £ 0,06 6.438 1005
394 192 365 0,157 3,93+0,16 0,89 £ 0,04 9,458 687
540 256 413 0,174 3,83+0,13 0,95 £ 0,03 24,968 482
665 363 622 0,205 452 +£0,18 1,05 +0,04 8,996 577
811 475 770 0,214 4,54 £0,23 1,08 £ 0,05 6,069 607
1082 570 1072 0,204 4,42 £0,18 1,04 £ 0,04 2,407 620
1228 664 1174 0,206 4,87 £0,18 1,22 £ 0,04 4,284 593
1374 755 1254 0,225 4,95 +0,16 1,23 +0,04 8,902 472
1646 918 1609 0,215 4,40 £ 0,23 1,06 £ 0,06 1,553 452
1917 998 1872 0,226 4,14 £ 0,07 1,00 £ 0,01 1,284 425
2334 1341 2289 0,216 3,96 £ 0,14 0,97 £ 0,03 1,706 372
2960 1984 2876 0,233 3,47 +£0,13 0,93 £0,04 2,535 403
3377 2140 3311 0,188 3,78 £0,13 0,93 £0,03 1,706 372

3794 2723 3764 0,204 3,10+0,23 0,82 + 0,06 0,770 386
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A.5.2 Lichtabschwachung im Flachplattenphotobioreaktor
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Abb. A-5: Einfluss von Gasblasen auf die Absorptionsmessung auf der Reaktorriickseite zur Charakterisierung
der Lichtabsorption von Scenedesmus obtusiusculus im Flachplattenphotobioreaktor (lo =
560 umol Photonen m2s?). + bedeutet, dass die Messung mit Gasblasen (m) hoher war als die
Messung ohne Gasblasen (o). — entspricht einer negativen Abweichung.

A.5.3 Mathematische Herleitung der mittlere integralen Photonenflussdichte

Zur Berechnung der mittleren integralen Photonenflussdichten wurde in dieser Arbeit ein neuer

Ansatz entwickelt:

1 tEnde exp .
™ = 2 f I*(t) dt Gleichung A-1
texP tAnfang exp

Mit Lambert-Beers und Schusters Lichttransfermodel sowie der Substitution
dc, dc,

e dt =
e R - Cy

Gleichung A-2

ergab sich fur das Gesetz von Lambert und Beer (Gleichung 3-18, Kapitel 3.4.2) folgende

analytische Lésung:

I** —

I 'S cyr Ei(—g- S+ c,) +e 50 — 1| Fnaeen Gleichung A-3
Atorp€-S-p cx

Cx Anfang exp

Ei ist dabei die Integralexponentialfunktion:

2 xk Gleichung A-4
Ei(x) =y + In|x| +
@ =yl +

v beschreibt die Euler-Mascheroni-Konstante:

©/1 1
y = j (— - —) dx = 0,57721 ... Gleichung A-5
1 \xlox
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Fur die mittlere integrale Photonenflussdichte nach Schusters Modell (Gleichung 3-21,

Kapitel 3.4.2) ergab sich folgende Gleichung:

1** —

2. IO Cx Ende exp 35'Cx'5
f [ dc, Gleichung A-6

: 2GS (e0CxS _ . 00CxS
Ateyp 1 Cx Anfang exp §-cz-S-(e% a+a-edxS4+1)

A.5.4 Mittlere integrale Photonenflussdichten fur S. ovalternus SAG 52.80

Tab. A-12: Mittlere integrale Photonenflussdichten fur Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 im
Flachplattenphotobioreaktor, berechnet mit Schusters Lichtabschwachungsmodell.

Mittlere integrale Spezifische
Photonenflussdichte Wachstumsrate Ea, m? kgt Es, m? kg
I, umol Photonen m2s?  p, ht

Eingangsphotonenflussdichte
lo, umol Photonen m2 st

102 76 0,032 35,0352 422
248 187 0,055 12,1649 432
373 394 0,078 0,0001 360
561 620 0,099 0,6820 448
749 694 0,108 6,8456 303
874 928 0,107 1,5353 385
1291 1258 0,119 2,8449 321
1500 1362 0,117 16,0560 215
1708 1554 0,112 1,8463 303
1917 1600 0,110 2,1574 260
2125 1785 0,104 6,8572 231
2543 2188 0,101 27,7404 262
2960 2498 0,103 3,4828 307

3794 3161 0,091 4,0383 465
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A.6 MalstabsvergroRerung in den PilotmaRstab (14 m?, 300 L)

Abb. A-6:  Mikroskop-Aufnahme von Scenedesmus obtusiusculus (A) und Scenedesmus ovalternus SAG 52.80
(B) wéhrend eines Prozess im Flachplattenphotobioreaktor im PilotmaRstab (Hellfeld, 100x
VergroRerung). Kontaminanten sind mit Kreisen gekennzeichnet.



