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“Remember that all models are wrong;
the practical question is how wrong
do they have to be to not be useful.”

George E. P. Box (1987)






Kurzfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden das lichtabhangige Akklimatisations- und Wachstumsverhal-
ten der Modellmikroalge Chlorella vulgaris unter Nahrstoffsattigung auf makroskopischer
Ebene charakterisiert. Die hierdurch gewonnenen Daten und Erkenntnisse dienten zusammen
mit experimentellen lichtabh&ngigen Photosynthesekinetiken als Basis fur die Entwicklung
eines quasi-mechanistischen, stationdren Photosynthesemodells, das auf dem Konzept einer
photosynthetic unit aufbaut. Das Hauptziel hierbei bestand darin, ein prozessnahes Modell zu
entwickeln, das die Liicke zwischen den hochkomplexen physiologischen Photosynthesemodel-
len sowie den Ublichen prozessnahen Photosynthesemodellen, die oftmals rein empirisch und
nicht ausreichend physiologisch begriindet sind, schlieBen kann.

Weiterhin besteht bei prozessnahen Photosynthesemodellen hdufig das Problem, dass fir die
Modellentwicklung und -validierung experimentelle Daten genutzt werden, die unter fur Kineti-
sche Untersuchungen ungeeigneten Bedingungen erhoben wurden. Bei solchen Untersuchungen
ist es besonders relevant, eine mdéglichst gleichméBige Lichtverteilung innerhalb des entspre-
chenden Kultivierungs- und Messsystems zu erreichen, da eine stark ausgepragte Lichtabnahme
zu einer Maskierung und einer damit einhergehenden Verfalschung der lichtbedingten physiolo-
gischen Photosynthesekinetik fihren kann. Dies konnte auch innerhalb dieser Arbeit deutlich
gezeigt werden. Zudem besteht oft die Problematik, dass experimentelle Daten im Rahmen von
dynamischen Batch-Kultivierungen erhoben und fiir die Modellbildung verwendet werden,
jedoch ohne die Dynamik eines Batch-Prozesses ausreichend zu berticksichtigen. Die beiden
aufgefiihrten Problemstellungen wurden in dieser Arbeit durch eine geeignete Prozessfiihrung
weitestgehend geldst. Hierfur wurden jegliche Kultivierungen in beidseitig beleuchteten Flach-
platten-Photobioreaktoren im kontinuierlichen Turbidostat mit optisch diinnen Kulturen von C.
vulgaris durchgefiihrt. Zusatzlich wurde ein Messaufbau zur Bestimmung der oxygenen Photo-
syntheserate entwickelt, in dem die entsprechenden Messungen unter reaktorahnlichen Bedin-
gungen stattfinden konnten. Durch diese Vorkehrungen konnten die Mikroalgenzellen stets in
einem quasi-stationdren Akklimatisationszustand untersucht werden.

Im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das lichtabhdngige Zell-
wachstum von C. vulgaris unter Nahrstoffsattigung und im photoakklimatisierten Zustand bis
etwa 87 umol-m=2-s? durch die reine Zunahme der aktiven bzw. funktionalen Biomasse (Bio-
masse ohne Speicherstoffe wie Starke oder Triacylglycerole) begriindet ist. Bei dieser aktini-
schen Photonenflussdichte und unter den genannten Bedingungen erreicht die spezifische NH4*-
Aufnahmerate in C. vulgaris scheinbar ihren Maximalwert von 0,0087 +0,0002 g-g*-h. Ab
diesem Punkt erfolgt eine wesentliche Akkumulation von Kohlenhydraten, die hauptverantwort-
lich fur die fortfuhrende Zunahme der spezifischen Wachstumsrate von C. vulgaris im lichtlimi-
tierten Bereich der Wachstumskinetik zu sein scheint. Die Lichtséttigung des Zellwachstums
konnte ab etwa 233-267 umol-m2-s? festgestellt werden. Die dabei erreichte maximale spezifi-
sche Wachstumsrate betrug 0,1061 + 0,0063 h-1. Eine effektiv sichtbare Photoinhibierung und
die damit verbundene Abnahme des lichtakklimatisierten Wachstums von C. vulgaris konnten
selbst bei einer Photonenflussdichte von 1436 pmol-m2-s? nicht eindeutig identifiziert werden.
Die maximale photonenspezifische Biomasseausbeute von 1,043 + 0,062 g-mol* konnte nur im
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Bereich geringer Lichtintensitaten von 39-57 umol-m2-s? erreicht werden. Die lichtbedingte
Induktion der Kohlenhydratakkumulation ging mit einer parallelen Abnahme der photonenspe-
zifischen Biomasseausbeute einher. Diese Abnahme wurde in ihrer Auspragung ab dem Errei-
chen des lichtgesattigten Zellwachstums von C. vulgaris deutlich verstirkt. Die geringste pho-
tonenspezifische Biomasseausbeute von 0,376 + 0,003 g-mol* wurde bei 1436 pmol-m2-s*!
erfasst. Anhand der Messungen von schnellen lichtabhangigen Photosynthesekinetiken, die eine
Bestimmung der gesamten Leistungskapazitdt des Photosyntheseapparates im jeweiligen Ak-
klimatisationszustand ermdglichen, konnte zudem gezeigt werden, dass die Lichtséattigung des
Zellwachstums von C. vulgaris wahrscheinlich nicht durch eine Auslastung des CO»-
Fixierungsapparates hervorgerufen wird. Dies gilt zumindest fir die Gehalte von 0,2-2 % (v/v)
CO; in der Zuluft. Demnach erscheint es wahrscheinlich, dass eine andere zelluldre Limitierung
unter solch hohen CO,-Gehalten die Lichtsattigung des photoakklimatisierten Zellwachstums
von C. vulgaris bewirkt. Eine mdgliche Limitierung ist hierbei die begrenzte GréRe des Prote-
oms, da C. vulgaris scheinbar nicht in der Lage ist, die Proteinmenge mit zunehmenden Photo-
nenflussdichten zu steigern.

In Bezug auf die lichtbedingte Akklimatisation des Photosyntheseapparates von C. vulgaris
konnte mithilfe experimentell ermittelter Chlorophyllgehalte und auf Literaturdaten basierenden
Berechnungen gezeigt werden, dass die beiden Photosysteme sowohl in ihrer GroRe (Anzahl der
Lichtsammelkomplexe pro Reaktionszentrum) als auch in ihrer Anzahl in Abhéangigkeit der
Lichtverfugbarkeit variieren. Dabei hat sich ergeben, dass die KomplexgréRen der beiden Pho-
tosysteme zwischen 39-193 pmol-m2-s** nahezu unverandert bleiben und erst danach deutlich
abzunehmen scheinen. Im Vergleich dazu scheinen die Anzahlen der Photosysteme Il und |
stetig mit steigenden Photonenflussdichten zu sinken. Trotz dieses lichtabhdngigen Akklimati-
sationsverhaltens des photosynthetischen Apparates von C. vulgaris konnte mithilfe von Flu-
orimetriemessungen festgestellt werden, dass die Abnahme der Effizienz des Photosystems Il
und die daran gekoppelte Zunahme der Energiedissipation an jenen Komplexen mit steigenden
Lichtintensitdaten unvermeidbar zu sein scheinen. So sinken die experimentellen Fv/Fn- und
Fu/Fn-Werte von jeweils 0,7656 + 0,0034 und 0,7511 + 0,0030 bei 39 pumol-m2-s* auf jeweils
0,6849 + 0,0193 und 0,6071 + 0,0270 bei 1436 umol-m=2-s ab, wahrend die entsprechenden
NPQ-Werte von 0,0828 + 0,0077 auf 0,4106 £ 0,0577 ansteigen. Auch in diesem Fall wurde
erst ab etwa 233-267 umol-m2-s* eine deutliche Verschlechterung der Effizienz von Photosys-
tem Il verzeichnet, die bis ca. 193-233 umol-m-2-s'* nahezu gleichbleibend hoch war.

Fir die Entwicklung des zuvor erwéhnten Photosynthesemodells war es wichtig, den Reaktions-
schritt zu identifizieren, der die maximale Photosyntheserate im jeweiligen photoakklimatisier-
ten Zustand von C. vulgaris definiert. Flr diesen Zweck wurden schnelle lichtabhéngige Photo-
synthesekinetiken herangezogen, mithilfe derer gezeigt werden konnte, dass die Leistung des
CO,-Fixierungsapparates die maximale Leistungskapazitit des gesamten Photosyntheseappara-
tes auch bei hohen CO»-Gehalten in der Zuluft von 0,2-2 % (v/v) determiniert. Zusétzlich konn-
te aus diesen Messungen abgeleitet werden, dass eine Riickkopplung zwischen der Lichtabsorp-
tion an einem Photosystem Il und dem nachgeschalteten CO.-Fixierungsapparat besteht.
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen, wurde der Photosyntheseapparat durch zwei miteinander
gekoppelte Reaktionsschritte modelliert. Dabei bildete die Lichtabsorption am Photosystem Il
den ersten Reaktionsschritt, der hauptsachlich den lichtlimitierten Bereich der lichtabhéngigen
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Photosynthesekinetik definiert. Der nachgeschaltete zweite Reaktionsschritt wurde durch die
von der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase katalysierte Carboxylierungsreaktion
reprasentiert und als determinierend fuir die maximale Photosyntheserate festgelegt. Die Kopp-
lung der beiden Reaktionsschritte erfolgte Gber den Plastochinon-Pool, der in diesem Fall als ein
Elektronenspeicher fungiert.

Unter zusatzlicher Berlcksichtigung der Photoakklimatisation von C. vulgaris durch die damit
verknlpften Modellparameter konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit entwickelte
Photosynthesemodell schnelle lichtabhéangige Photosynthesekinetiken besser beschreiben kann
als die herangezogenen und ebenfalls auf dem Konzept der photosynthetic unit basierende
Referenzmodelle. Hierfur wurden schnelle lichtabhéngige Photosynthesekinetiken der C. vulga-
ris Zellen, die jeweils an 42, 233 und 1423 pmol-m-2.st akklimatisiert wurden, verwendet, um
die kinetischen Modellparameter zu schétzen und die Anpassungsgute des jeweiligen Modells
zu bestimmen. Die dabei berechneten Akaike-Gewichte haben ergeben, dass das in dieser Arbeit
erstellte Photosynthesemodell mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 99 % die Photosyntheseki-
netiken der jeweils an 42 und 233 pmol-m2-s* akklimatisierten C. vulgaris Zellen besser als die
Referenzmodelle beschreiben kann. Bei den an 1423 pmol-m2-s* akklimatisierten Mikroalgen-
zellen fiel diese Wahrscheinlichkeit mit ca. 14 % deutlich geringer aus, wobei jedoch alle unter-
suchten Modelle keine zufriedenstellenden Ergebnisse hierbei liefern konnten. AuBerdem wurde
untersucht, inwieweit das eigene kalibrierte Photosynthesemodell die operativen Photosynthese-
raten bei unterschiedlichen lichtbedingten Akklimatisationszustanden von C. vulgaris vorhersa-
gen kann. Das Ergebnis dieser Untersuchung war, dass in diesem Fall die VVorhersagegenauig-
keit des Modells insgesamt zufriedenstellend ausfallt (R?: 0,9688; normierter root mean square
error: 11,74 %; normierter mean bias error: -9,76 %).

Damit konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit entwickelte Photosynthesemodell eine
gute Grundlage fiir weitere Modellierungsarbeiten in diesem Arbeitsfeld darstellt. Zudem konn-
te es als ein Ausgangspunkt fur die Modellierung des Metabolismus der Mikroalgen dienen. Das
erstellte Photosynthesemodell basiert auf tiefgreifenden physiologischen Erkenntnissen und ist
gleichzeitig so weit vereinfacht, dass es prinzipiell auch im Kontext der Prozessoptimierung
eingesetzt werden konnte. Hierflr musste es jedoch um weitere Aspekte, wie bspw. die Dyna-
mik der zelluldren Akklimatisationsprozesse, erweitert und in ein Multiphysik-Modell einge-
bunden werden.






Abstract

In this work, the light-dependent acclimation and growth behavior of the model microalgae
Chlorella vulgaris under nutrient saturating conditions were investigated at the macroscopic
scale. The data and insights obtained thereby, together with experimental light-dependent pho-
tosynthetic Kinetics, served as the basis for the development of a quasi-mechanistic steady-state
photosynthetic model, which is founded on the concept of a photosynthetic unit. The main
objective hereby was to establish a process-oriented model that can bridge the gap between the
highly complex physiological photosynthetic models and the common process-oriented photo-
synthetic models, which are often purely empirical and not sufficiently justified from a physio-
logical point of view.

Furthermore, in the case of process-oriented photosynthetic models it is not uncommon to use
experimental data collected under conditions unsuitable for kinetic studies and to use these data
for model development as well as model validation. In Kinetic studies, it is particularly im-
portant to achieve a light distribution within the corresponding cultivation and measurement
systems that is as uniform as possible, since a strongly pronounced light gradient could mask
and distort the light-induced physiological photosynthetic kinetics, which was clearly demon-
strated in this work. In addition, there is often the issue that experimental data are obtained
during dynamic batch cultivations and used for model development, without adequately ac-
counting for the dynamics of a batch process. These two problems were mostly overcome in this
thesis by implementing appropriate process conditions and controls. In this context, all cultiva-
tions were performed in flat panel photobioreactors illuminated from both sides with optically
thin cultures of C. vulgaris. Moreover, a measurement setup for the determination of the oxy-
genic photosynthetic rate was constructed, in which the corresponding measurements could be
performed under photobioreactor-like conditions. Due to these precautions, the microalgal cells
could always be investigated in a quasi-stationary acclimation state.

In the experimental part of the present thesis, it could be shown that the light-dependent, pho-
toacclimated cell growth of C. vulgaris under nutrient saturation is the result of the mere in-
crease of active/functional biomass (biomass without any storage compounds such as starch or
triacylglycerols), at least up to a photon flux density of approximately 87 umol-m2-s?. At this
actinic photon flux density and under the mentioned conditions, the specific NH,* uptake rate of
C. vulgaris seems to reach the maximum value of 0.0087 + 0.0002 g-g-h-%. From this point on,
a substantial accumulation of carbohydrates occurs, which appears to be mainly responsible for
the progressive rise of the specific growth rate of C. vulgaris in the light-limited region of the
growth kinetics. The light saturation of the cell growth could be detected upwards of approxi-
mately 233-267 umol-m=2-s1, The maximum specific growth rate observed in this case equaled
0.1061 £ 0.0063 h't. An apparent photoinhibition and the associated decrease in the photoaccli-
mated growth of C. vulgaris could not be unambiguously identified even at a photon flux densi-
ty of 1436 umol-m2-s*X. The maximum photon-specific biomass yield of 1.043 + 0.062 g-mol*
could only be observed in the range of low light intensities of about 39-57 pumol-m=2-s, The
light-dependent induction of carbohydrate accumulation was accompanied by a decrease in the
photon-specific biomass yield. This decline became even more severe from the point at which

\%



Abstract

C. vulgaris reached light-saturated cell growth. The lowest photon-specific biomass yield of
0.376 £0.003 g-mol* was recorded at 1436 pumol-m2-s, Using fast light-dependent photosyn-
thetic kinetics, which enable the determination of the total performance of the photosynthetic
apparatus in the respective acclimation state, it could be shown that the light-saturation of the
cell growth of C. vulgaris is probably not caused by the exhaustion of the capacity of the CO,-
fixation apparatus. This seems to be true at least for a CO,-content of 0.2-2 % (v/v) in the sup-
ply air. Consequently, it appears likely that another cellular constraint under such high CO»-
levels is responsible for the light-saturation of C. vulgaris photoacclimated cell growth. A
potential limitation in this regard is the finite proteome size, as C. vulgaris does not seem to be
able to increase the protein levels with increasing photon flux densities.

Regarding the light-induced acclimation of the photosynthetic apparatus of C. vulgaris, it could
be shown with the help of experimentally determined chlorophyll contents and computations
based on literature data that the two photosystems vary both in their respective size (number of
light-harvesting complexes per reaction center) and in their respective abundance depending on
light availability. This revealed that the complex sizes of the two photosystems remain almost
constant between 39-193 pmol-m2-s* and only appear to decrease substantially thereafter. In
comparison, the quantities of both photosystems appear to decline continuously with rising
photon flux densities. Despite this light-dependent acclimation of the photosynthetic apparatus
of C. vulgaris, fluorimetry measurements showed that the decrease in the efficiency of photo-
system Il and the associated increase in energy dissipation at those complexes seem to be inevi-
table with rising light intensities. Thus, in range of 39-1436 umol-m-2.s, the respective experi-
mental values of F./Fn and F./Fn decreased from 0.7656 +0.0034 and 0.7511 +0.0030 to
0.6849 +0.0193 and 0.6071 + 0.0270. Simultaneously, the corresponding NPQ values increased
from 0.0828 + 0.0077 to 0.4106 + 0.0577. Also in this case, a considerable deterioration in the
efficiency of photosystem Il was first detected from 233-267 pmol-m2-s* upwards. Up to
approximately 193-233 pumol-m2-s the photosystem Il efficiency remained almost constant.

For the development of the aforementioned photosynthetic model, it was crucial to identify the
reaction step that defines the maximum photosynthetic rate in the respective photoacclimated
state of C. vulgaris. For this purpose, fast light-dependent photosynthetic kinetics were used to
demonstrate that the performance of the CO.-fixation apparatus governs the maximum perfor-
mance of the entire photosynthetic apparatus even at high CO--contents in the supply air of 0.2-
2 % (v/v). Moreover, it could be deduced from these measurements that there is feedback be-
tween the light absorption at the photosystem Il and the CO.-fixation apparatus located further
downstream. Based on these findings, the photosynthetic apparatus was modeled by two cou-
pled reaction steps. Thereby, the light absorption at the photosystem Il represents the first
reaction step, which mainly defines the light-limited region of the light-dependent photosynthet-
ic kinetics. The second reaction step is represented by the carboxylation reaction catalyzed by
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase and is assumed to be determinant for the
maximum photosynthetic rate. These two reaction steps are considered to be coupled via the
plastoquinone pool, which in this instance serves as an electron storage.

By additionally incorporating the photoacclimation of C. vulgaris through the associated model
parameters, it could be shown that the photosynthetic model developed in this work is superior
to the reference models, which are also based on the photosynthetic unit concept, with respect to
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the description of fast light-dependent photosynthetic kinetics. Herein, fast light-dependent
photosynthetic kinetics of C. vulgaris acclimated to 42, 233 and 1423 pmol-m=2-s, respective-
ly, were employed to estimate the kinetic model parameters and assess the goodness of fit of
each model. The computation of the so-called Akaike weights revealed that the probability of
the photosynthetic model developed in this thesis being the best suited of the considered models
to describe the photosynthetic kinetics of C. vulgaris acclimated to 42 and 233 pmol-m2-s?,
respectively, is about 99 %. In the case of microalgal cells acclimated to 1423 pmol-m2-s?, this
probability declined to about 14 %, although all examined models failed to provide satisfactory
results in this respect. Furthermore, the extent to which the here developed and calibrated model
can predict the operational photosynthetic rates at various photoacclimated states of C. vulgaris
was investigated. This investigation indicated an overall satisfactory predictive performance of
the model developed in this work (R?: 0.9688; normalized root mean square error: 11.74 %;
normalized mean bias error: -9.76 %).

Thus, it could be shown that the photosynthetic model presented here provides a sound founda-
tion for further modeling work in this research field. In addition, it could serve as a starting
point for the modeling of the microalgal metabolism. The photosynthetic model created in this
work is based on profound physiological knowledge and, at the same time, is simplified to such
an extent that it could be applied in the context of cultivation process optimization. For this
purpose, however, it would have to be extended to include further aspects, such as the dynamics
of cellular acclimation processes, and integrated into a comprehensive Multiphysics model.

Vil






Inhaltsverzeichnis

KUEZEBSSUNG ...ttt bbbt b e bbbttt I
N o] 1 - ot SRS \Y
INNAITSVEIZEICANIS. ...ttt sttt IX
AN o] o] 1 o [U T SV 7T 4= [od o V£ USSR X111
TabelleNVErZEICHNIS.......otiiiciee e XVII
ADKUFZUNGSVEIZEICNNIS . .....veciiiiiie ettt e st be e s e snaenrae s XIX
SYMDBOIVEFZEICHNIS .. .ei i sre et nre s XXI
V0] 011V o T O PSP TP PU P PPRTPPRPPPRY XXVII
1 EINTEITUNG. ..ottt b bbbttt n b 1
1.1 AUSQANGSSITUALION ... .eeiviiitiiiieccie ettt be e te e ste e steebeesbeseeereeneeas 1
1.2 ZIelSetzung der ArDEIL........ccviiice e 2
2 TheoretisSChe GrUNGIAQEN .........ooiiiie et sre e teesreenes 5
2.1 Die Grunalge Chlorella VUIQAriS.........coveiviiiiieie e se et sve e srae e snae e 5
2.2 Oxygene Photosynthese in MiIKroalgen...........ccccoiviiiiiiic i 5
2.2.1 Lichtabsorption durch photosynthetische Lichtsammelkomplexe.............c..c.c...... 6
2.2.2 Lichtreaktion der oxygenen PhotOSYNthESE.........ccceiveiveiiciie e e 9
2.2.3 Dunkelreaktion der oxygenen PhotoSynthese ..........ccovvvriiiviiicic e 14
2.3 Metabolismus und makromolekulare Zellzusammensetzung von Mikroalgen.............. 17
2.4 Respiration und Energieversorgung des Metabolismus von Mikroalgen unter
LiChteiNSIraNTUNG ..o 21
2.5 Photoautotrophe Kultivierung von Mikroalgen............ccccooiiiieiinniicic e 22
2.5.1 Lichtkinetik des photoautotrophen Wachstums ............cccoocvviiiiniiniiie e 22

2.5.2 Lichtverhéltnisse in einem Flachplatten-Photobioreaktor und
Prozessfihrungsstrategien zur Bestimmung der lichtabhangigen

PhotosyntheSEKINETIK ...........civiiiiciece e 24
2.5.3 Anpassungsstrategien der Mikroalgen an variierende
UMWEIDEAINGUNGEN ... 27
2.6 MOEllIErUNGSANSELZE ......cveeiiiieiiete e 32
2.6.1 Modellierung der optischen Eigenschaften von Mikroalgenzellen...................... 32
2.6.2 Modellierung des Lichteintrages in Photobioreaktoren............cccoceviiiiiiiennenn. 34
2.6.3 Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik im
bioverfahrenstechnischen KONtEXt ...........cccveiiiiiiiiiiiee e 37
2.6.4 Optimale Allokation eines endlichen Proteoms als Basis der
ZellakKIMALISATION ......eovieiiiiiiieee e e 42
3 Material UNd METNOEN ........cciiiiiiie it 45
3.1 MiKroalgenKUIIVIEIUNG ......ooivieiie e ree e ee e ree e 45



Inhaltsverzeichnis

3.1.1 Verwendete KUIUIMEIEN ........ooviiiiiiieieieseeese et 45
3.1.2 Stammbhaltung und Vorkulturflhrung .........cccocvie i 46
3.1.3 Kultivierung in Flachplatten-Photobioreaktoren ............cccocevveiveve v 46
3.1.4 Probenahme und Probenlagerung.........cccooiiieeiiiiiicie e 49
3.2 Experimentelle UntersuChUNGEN ........covoiiiiiiiiiieee e 50
3.2.1 Untersuchung des Lichteinflusses auf Chlorella vulgaris.............c.ccoovvveiininnns 50
3.2.2 Untersuchung des CO--Einflusses auf Chlorella vulgaris.............c.ccocoovvieninnne 51
3.3 Analytische MEthOTEN .........ooviiiiiie e 52
3.3.1 Quantifizierung der BiotroCKENMASSE .........ccvvviiiiieiii e 52
3.3.2 Quantifizierung der PIGMENTE .....ccooiiii ettt 53
3.3.3 Quantifizierung der Kohlenhydrate...........ccceiviiieiie i 54
3.3.4 Quantifizierung der ProteiNe .......cccccviiieeie it 54
3.3.5 Messung der oxygenen PhotosyntheSerate ..........cccovveveeieeieeieeveese e sie e 55
3.3.6 Pulsamplitudenmodulation-Fluorimetriemessungen ...........ccovevereninieneneniens 58
3.3.7 Experimentelle Bestimmung der massenspezifischen in vivo
ADSOrPLIONSQUEISCRNITEE. .......eiuiiiieieiiee e 60
3.4 Mathematische Modellierung und Berechnungen ...........ccoocovveiiiniene e 62
3.4.1 Modellierung der optischen Zelleigenschaften sowie des Lichtprofils in
Apparaten mit einer Flachplattengeometrie .........cccccvveeve v, 62
3.4.2 Approximation der Lichtsammelkomplexgrofie ausgehend vom
makroskopischen Pigmentgehalt.............ccooeiiiiiiii e 66
3.4.3 Berechnung statistischer Kennzahlen zur Beurteilung der Modellgiite ............... 68
4 Ergebnisse UN DISKUSSION ........ccuiiiiiiiiiiie st 71
4.1 Charakterisierung der lichtabhéngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris........... 71
4.1.1 Einfluss der Photonenflussdichte auf die spezifische Wachstumsrate und
SEFFIZIBNZ e 71
4.1.2 Einfluss der Photonenflussdichte auf den Photosyntheseapparat ........................ 75
4.1.3 Einfluss der Photonenflussdichte auf die Zellkomposition ............ccccocvveiennene 100
4.2 Charakterisierung des Einflusses der CO,-Verfugbarkeit auf Chlorella vulgaris........ 110
4.2.1 Untersuchung der Limitierung der maximalen Photosyntheseleistung von
ChIOrella VUIGAKIS ... .eeeeeeie et s 110
4.2.2 Untersuchung der Limitierung des lichtgesattigten Wachstums von
Chlorella vulgaris im akklimatisierten Zustand............ccccovevivevineneesieseesieenn, 113
4.2.3 Akklimatisation von Chlorella vulgaris in Abhangigkeit der CO.-
Verflgharkeit..........oooiiece e s 116
4.3 Mechanistische Modellierung der stationaren Photosynthesekinetik .............c.c.ccccv... 123
4.3.1 Bestimmung der Modellparameter..........cccooeiiiieieieiieesesseeee e 132
4.3.2 Untersuchung des Einflusses des Lichtprofils auf die lichtabhangige
stationére PhotosyntheseKinetik ... 146
4.3.3 Untersuchung des Einflusses der Modellparameter auf die lichtabhéngige
stationdre PhotosyntheseKinetiK ...........cccvevieeiieiiie v 150

4.3.4 Modellvalidierung mithilfe lichtabh&ngiger operativer
Photosyntheseraten von Chlorella vulgaris im stationaren
photoakklimatisierten ZUstand ............ccccceeveeiiiiieiie e 158



Inhaltsverzeichnis

4.4 Modellierung der Allokation eines endlichen photosynthetischen Proteoms in
Abhéngigkeit der PhotonenflussdiChte............ccocoveiiiiie i 162

4.4.1 Auswirkungen der Annahme eines endlichen Proteoms auf die Anteile
der Komponenten des entwickelten photosynthetischen Modells...................... 164
5 Zusammenfassung und AUSBIICK ...........ccooiiiiiiiiic e 173
O I (=T oV U] V=T 2= ol ] | ST 177
ANNBING e 201
A.1 Studentische ADSChIUSSAIDEITEN ..........eoiiiiiiiiiiiee s 201
A.2 Lichtspektren der verwendeten LED-MOQUIE ...........ccooviiiiiniiiiieic e 202
A.3 Kalibriergeraden der FIUOTMELEr-LEDS ..........cccoiiiiiiiiieieie s 203
A.4 Beispielkurven aus Pulsamplitudenmodulation-Fluorimetriemessungen .................... 204
A.5 Bildbasierte ZellgroBenanalySe ...........cooiiiiiiiiieiisieeee e 206
A.6 Typische Zellkomposition von Chlorella vulgaris.............cccooeieiiiiiiiiieceeee e 210
A.7 Aminosaureprofil der Photosysteme I und I ..o, 214
A.8 Zentrale MATLAB®-SKIPLE....c.ciiiiiicicececec ettt 217

Xl






Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1:

Abbildung 2.2:

Abbildung 2.3:
Abbildung 2.4:
Abbildung 2.5:

Abbildung 2.6:

Abbildung 2.7:
Abbildung 2.8:

Massenspezifische in vivo Absorptionsquerschnitte von Chla und Chlb

sowie den photoprotektiven und photosynthetischen Car [44,45]. .........ccccceounne. 6
Maogliche Energiepfade nach der Absorption eines Lichtquants durch

ein Chlorophyll in einem LHC-RC-Komplex [1]......cccooriniiiiniiiniieeene e 7
Schematische Darstellung der photosynthetischen ETK nach [1]. .....cccceevia.e. 10
Z-Schema des photosynthetischen Elektronentransportes nach [1,73].............. 11
Schematische Darstellung der CO,-Fixierung im Calvin-Zyklus nach

L s 15
Schematische, stark vereinfachte Ubersicht des zentralen
Kohlenstoffmetabolismus der Mikroalgen nach [113,130]. ....c.cccccovvvvieveennene 18
Beispiel einer typischen P1-Kurve nach [1].......cccccoiiiiiiiiiiiiicicceee 23

Beispielhafter Verlauf des Lichtprofils in einem Flachplatten-
Photobioreaktor, inklusive der daraus resultierenden, lokalen

WaChSTUMISIALEN. ...ttt 25
Abbildung 2.9: Beispielhafter Vergleich der Lichtverlaufe in einem einseitig und einem

beidseitig beleuchteten Flachplatten-Photobioreaktor............ccccccooevevveieinenen. 26
Abbildung 2.10:  Schematische Darstellung der Auswirkung des self-shading

Effektes auf den Chlorophyll-spezifischen Absorptionsquerschnitt.................. 29
Abbildung 2.11:  Schematischer Aufbau des PSU-Modells nach Han [27]..........ccccoovevenenne. 40

Abbildung 3.1:

Abbildung 3.2:

Abbildung 3.3:

Abbildung 4.1:
Abbildung 4.2:

Abbildung 4.3:

Abbildung 4.4:

Abbildung 4.5:

Schematischer Aufbau der verwendeten 1 L Flachplatten-
PhotobIOrEaKEOIEN. ......eiivie et s 47

Schematische Darstellung des Messaufbaus zur Bestimmung der
oxygenen PhotoSYNthESErate. ........cccvveiie i 55

Schematischer Aufbau des Modells zur Bestimmung der optischen
Zelleigenschaften von C. vulgaris und des Lichtprofils in den
verwendeten Flachplatten-Photobioreaktoren sowie der verwendeten

Photosyntheserate-MeSSZelle. .........cooviiiiiiiiieiee e 65
Lichtabhangige stationare Wachstumskinetik der Grunalge C. vulgaris........... 72
Lichtabhangiger Verlauf der effektiven photonenspezifischen

BiOMASSEAUSDEULE (YBTMAY)- +eververeereirerieiarestestestetereste st e s ere e sae s e be st st senas 73
Die lichtabhdngigen Verlaufe der BTM-spezifischen Gehalte von Chla,

CRID UNG G-t sttt et 75
Lichtabhéangige Variation des Wcnia/Wenib-Verhaltnisses und der

jeweiligen LHC-RC-KomplexgroRRe in C. vulgaris. .........ccccoovvveeniiiieciennnn 80

Anzahl der jeweiligen LHC-RC-Komplexe in Abhangigkeit der
VOTTIEGENTEN PPED. .....iiiiiiiiiiee e s 83

X1



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 4.6: Vergleich der gemessenen und mittels Lorenz-Mie-Theorie bestimmten
ADSOrptioNSQUEISCRNITLE. ... .eivveiie e 87

Abbildung 4.7: Mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie ermittelten in vivo
Absorptionsquerschnitte in Abhéngigkeit der lichtbedingten
Akklimatisationszustande der Griinalge C. vulgaris. ........c..ccccovveviineiinc e, 90

Abbildung 4.8: In vivo Absorptionsquerschnitte der beiden photosynthetischen
Komplexe LHCII-RCII und LHCI-RCI in Abhangigkeit der PPFD und

des daraus resultierenden Akklimatisationszustandes. ............cccccevvvrvrieererenne. 92
Abbildung 4.9: Aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitete Parameter zur

Charakterisierung des RCI. ........ccoiiiiiiiiiiii s 94
Abbildung 4.10:  Entsprechend dem JIP-Test (nach [293]) berechnete Parameter. ................ 98
Abbildung 4.11:  Abhéngigkeit der Zellzusammensetzung vom lichtbedingten

Akklimatisationszustand von C. VUIGAKiS. .......ccccveiiiiiinie e 101
Abbildung 4.12:  Berechnete BTM-spezifische NH4*-Aufnahmeraten von C. vulgaris

in ABhANgIgKeit der PPED. .........ccooiiiiieiicieiee e 104
Abbildung 4.13:  Berechnete Protein- und Pigmentgehalte bezogen auf die aktive

bzw. funktionale Biomasse von C. VUIQAriS. .........ccceovevviiie i 106

Abbildung 4.14:  Auf die aktive Biomasse bezogener Gesamtproteingehalt sowie der
Anteil der photosynthetischen Proteinkomplexe am Gesamtprotein in

Abhangigkeit der PPED. ........cccoi ittt e 108
Abbildung 4.15:  Einfluss einer pldtzlichen Absenkung des CO>-Gehaltes im Zugas
auf die Photosynthesekinetik von C. vulgaris. .........ccccccvvveviieniiien e cnee e 111

Abbildung 4.16:  CO»-abhangige Wachstumskinetik von C. vulgaris (A) sowie die
nicht-akklimatisierten bzw. schnellen P1-Kurven der jeweiligen CO-

abhéngigen Zellzustdnde (B).......cccoovriiieiiiiiie e 115
Abbildung 4.17:  Aufgenommene nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-Kurven zur
Untersuchung der COz-abhéngigen Zellakklimatisation von C. vulgaris. ....... 118
Abbildung 4.18:  CO»-bedingte Variation der Zellkomposition von an den jeweiligen
CO,-Gehalt akklimatisierten C. vulgaris Zellen...........ccccccoovveviiie e, 120
Abbildung 4.19:  Aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitete Parameter zur
Charakterisierung des operativen CO»-abhéngigen RCII-Zustandes................ 122
Abbildung 4.20:  Schematischer Aufbau des PSU-Modells mit zwei nacheinander
geschalteten, limitierenden Reaktionsschritten. ...........cccocevvveviivv e, 125

Abbildung 4.21:  Schematische Darstellung des Gesamtmodells zur Beschreibung der
stationaren, lichtabhangigen Photosynthesekinetik mit den zentralen
MOAEITKOMPONENTEN. ..ottt 132

Abbildung 4.22:  Darstellung des PPFD-abhangigen Verlaufes von grci (entspricht
F./Fn) sowie der angepassten logistischen Regressionsfunktion

(durchgangige LiNie).......cccccueiiiiieiie et 133
Abbildung 4.23:  PPFD-abhé&ngiger Verlauf der RClI-spezifischen Anzahl von
RuBisCO (nRuBisco,mt/ch”,mt). .......................................................................... 135

XV



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 4.24:  Gemessene und simulierte nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-
Kurven der NL-, ML- bzw. HL-akklimatisierten C. vulgaris Zellen............... 139

Abbildung 4.25:  PPFD-bedingte Variation der PSU-Komponentenanteile Xrci,gs,
XRClles, XPQ,gs UNA Xpges SOWiE der Rate rpsu dissot DeI unterschiedlichen,

lichtbedingten Akklimatisationszustanden von C. vulgaris.............ccccocevevneene 145
Abbildung 4.26:  Einfluss des Lichtprofils innerhalb der Messzelle auf die effektiv
sichtbare, lichtabhéngige Photosynthesekinetik von C. vulgaris..................... 148

Abbildung 4.27:  Einfluss des Produktes der Modellparameter grcii - orcn auf die
Photosynthesekinetik sowie die Anteile der jeweiligen PSU-
KOMPONEBNTEN. ... 152

Abbildung 4.28:  Einfluss des Produktes der Modellparameter Krciijim - Npo.tot/NRCIl tot
auf die Photosynthesekinetik sowie die Anteile der jeweiligen PSU-
KOMPONENTEN. ..ttt sb et bee e e 154

Abbildung 4.29:  Einfluss von npo wt/Nreitor auf die relative lichtabhdngige
Photosynthesekinetik von C. VUIQArIS. .......ccccveiiiiiiiciieccie e 155
Abbildung 4.30:  Einfluss des Produktes der Modellparameter
Krugisco - Nrusisco,tot/Nrcintor 2UT die Photosynthesekinetik sowie die
Anteile der jeweiligen PSU-KOMPONENTEN. ........ccvveieeiiie e eiie e 157
Abbildung 4.31:  Ergebnis der Validierung des in dieser Arbeit erstellten PSU-
Modells anhand operativer Photosyntheseraten bei unterschiedlichen,
PPFD-bedingten Akklimatisationszustanden von C. vulgaris. ...........cc.cccovnee. 159
Abbildung 4.32:  Aus der Simulation der lichtabhéngigen Allokation eines endlichen
photosynthetischen Proteoms resultierende Photosyntheseraten. .................... 165
Abbildung 4.33:  Aus der Simulation der lichtabhéngigen Allokation eines endlichen
photosynthetischen Proteoms resultierenden Verlaufe der PSU-

Komponentenanteile. ..........cceiveiieiieii s 167
Abbildung 4.34:  Die simulationsbasierten RCII-spezifischen LHCII- und RuBisCO-
Anzahlen in AbhangigKeit VON Ipar.....ccovvviiieiiiiiiie e 168

Abbildung 4.35:  Modellbasierte Vorhersage der Uberexpressionsfaktoren von RCII
und RuBisCO in AbhangigKeit VON Ipar.........ccccivviiiiiiiiiiiiii 170

XV






Tabellenverzeichnis

Tabelle 3.1:

Tabelle 3.2:

Tabelle 3.3:

Tabelle 3.4:

Tabelle 3.5:

Tabelle 4.1;

Tabelle 4.2:

Tabelle 4.3:

Tabelle 4.4:

Tabelle 4.5:

Tabelle 4.6:

Tabelle 4.7:

Tabelle 4.8:

Tabelle 4.9:

Tabelle 4.10:

Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien (TP- und P-

IMIBATUM). .t 45
Einstellungen des PAM-Fluorimeters zur Analyse der Chlorophyll-
FIUOreSZeNZIOSCRUNG. .....couviiiiiiiiee e 58
Aus der Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzldschung abgeleitete

Parameter NACH [46,47]. ...covv o 59
Parameter des JIP-Tests und ihre Definitionen [287-292] mit der an

[293] angelehnten NOMENKIALUL............coceeiiieii e 60
Einstellungen des PAM-Fluorimeters zur Ermittlung der Chlorophyll-
FIUOreSZENZIFANSIENTEN. .....iiieieciie et snee e 60

Ermittelte Anpassungsparameter der logistischen Funktion (Gleichung
4.3) zur Beschreibung der stationdren Pigmentgehalte in Abhéngigkeit

0 (= gl o o I TSP PR PP 76
Auflistung statistischer Parameter zur Quantifizierung der Abweichung
zwischen experimentellen und berechneten Chla/Chlb-Verhéltnissen. ............. 81

Untersuchte Akklimatisationszustdnde sowie zur Berechnung der
Absorptionsquerschnitte genutzte Pigmentgehalte. ...........ccocoeieiieciiee e, 87

Auflistung statistischer Parameter zur Evaluation der Eignung der
Lorenz-Mie-Theorie zur Bestimmung BTM-spezifischer in vivo
Absorptionsquerschnitte in C. VUIGAIS. ......c.cooveieiiiiiiceeeseee e 89

Auflistung der Stickstoffgehalte der hauptséchlichen Zellkomponenten
N CL VUIGATTS. ettt 104

Modellparameter der an den PPFD-abhangigen Verlauf von grcn bzw.

Fv/Fn angepassten logistischen Funktion (Gleichung 4.3). ........cccovevveieinnen, 134
Ubersicht der berechneten bzw. definierten,

akklimatisationsabh&ngigen Modellparameter. ..........cccoccevoiiieiieieeneeeeen, 137

Anhand der nicht-akklimatisierten bzw. schnellen PI-Kurven geschatzte
Modellparameter des im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Modells
sowie des PSU-Modells nach Han [27] (mit und ohne

PhoOtoINNIDIEIUNG). ..cviiiiiiec e 140
Statistische Parameter zur Quantifizierung der Anpassungsgite der drei
untersuchten Photosynthesemodelle. ..........cccocooiiiiiiiiiiiieeeee e 141

Auflistung statistischer Parameter zur quantitativen Evaluierung der
Modellvorhersagen der operativen Chlorophyll-spezifischen Netto-
PhotOSYNTNESEIAtEN. . ..ecvviieieceie e 160

XVII






Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Definition
1D eindimensional
a.u. willkurliche Einheit (englisch: arbitrary unit)
AEF alternativer Elektronenfluss
AlIC Akaike-Informationskriterium
AIC, fur kleine Probenmengen angepasstes Akaike-Informationskriterium
BSA Bovines Serumalbumin
BTM Biotrockenmasse
BVT Institut fiir Bio- und Lebensmitteltechnik — Bioverfahrenstechnik
Car Carotinoid
Chla Chlorophyll a
Chlb Chlorophyll b
CoA Coenzym A
Cyt bef Cytochrom bef
Cytcs Cytochrom cg
DET Dexter-Energietransfer
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinséure
DO Geldstsauerstoff (englisch: dissolved oxygen)
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ETK Elektronentransportkette
Fd Ferredoxin
FNR Ferredoxin-NADP-Reduktase
FRET Fdrster-Resonanzenergietransfer
GAP Glycerinaldehyd-3-phosphat
HL hohe Lichtintensitat
| Lichtintensitat
Ik Lichtkompensationspunkt
IR Infrarot
Is Lichtséttigungspunkt
KKM Kohlenstoff-konzentrierende Mechanismen
LED Leuchtdiode (englisch: light-emitting diode)
LEF linearer Elektronenfluss
LHCI Lichtsammelkomplex des Photosystems | (englisch: light-harvesting complex)
LHCII Lichtsammelkomplex des Photosystems Il (englisch: light-harvesting com-
plex)
LS Methode der kleinsten Quadrate (englisch: least squares)
MBE mean bias error
MFC Massendurchflussmesser (englisch: mass flow controller)
ML mittlere Lichtintensitét
NL niedrige Lichtintensitat
nMBE auf den arithmetischen Mittelwert normalisierter mean bias error
NPQ non-photochemical quenching
NRMSE auf den arithmetischen Mittelwert normalisierter root mean square error
oD Optische Dichte
OEC sauerstoffproduzierender Komplex (englisch: oxygen-evolving complex)
P Photosyntheserate

XIX



Abkurzungsverzeichnis

PAR
PBS
PDMS
PCE
PES
PFD
3-PGA
Phe
Pmax
P-Medium
PPFD
PQ
pq
PQH;
PS
PSI
PSIlI
PTFE
Qa
Qe
RZ
RCI
RCII
RCllg
RCllgs
RGB
RMSE
RNS
ROS
RTE
RuBisCO
SDS
SOR
SQT
TAG
TAP-Medium
TP-Medium
TRIS
WwWwZzZ
Yz
ZEF

photosynthetisch aktive Region
phosphatgepufferte Salzlésung (englisch: phosphate-buffered saline)
Polydimethylsiloxan

Photonenkonversionseffizienz

Polyethersulfon

Photonenflussdichte

3-Phosphoglycerat

Pheophytin

maximale Photosyntheserate

Phosphat-Medium

photosynthetisch aktive Photonenflussdichte
Plastochinon

photosynthetischer Quotient

Plastochinol

Polystyrol

Photosystem |

Photosystem Il

Polytetrafluorethylen

festgebundenes Plastochinon im Reaktionszentrum 11
locker gebundenes Plastochinon im Reaktionszentrum 11
Bestimmtheitsman

Reaktionszentrum |

Reaktionszentrum 11

Reaktionszentrum Il im Grundzustand
Reaktionszentrum Il im angeregten Zustand

roter, griiner und blauer Farbkanal

root mean square error

Ribonukleinsdure

reaktive Sauerstoffspezies

Strahlungstransfergleichung (englisch: radiative transfer equation)
Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase
Natriumdodecylsulfat (englisch: sodium dodecyl sulfate)
Residuenquadratsumme

totale Quadratsumme

Triacylglycerol
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Acetat-Phosphat-Medium
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Phosphat-Medium
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Wasser-Wasser-Zyklus

Tyrosin im Reaktionszentrum Il

zyklischer Elektronenfluss

XX



Symbolverzeichnis

Symbol Definition Einheit
Aoaip Flache zwischen der OJIP-Kurve und dem P-Niveau a.u
A Absorptionswert bei der Lichtwellenlédnge A -
b, spektraler Anteil der Ruckstreuung -
C Lichtgeschwindigkeit im Vakuum m-s?t
CH Cauchyscher Hauptwert -
Ci Konzentration der Komponente i g-L "t bzw. kg-m-3
D Durchflussrate ht
dew Zellwanddurchmesser pm
E° Standardredoxpotential \Y,
Ea,i spektraler massenspezifischer Absorptionsquerschnitt m2-kg*
des Pigmentes i
F Fluoreszenzemission lichtakklimatisierter Mikroal- a.u.
gen im stationédren Zustand
Fo minimale Fluoreszenzemission dunkelakklimatisier- a.u.
ter Mikroalgen
Fo minimale Fluoreszenzemission lichtakklimatisierter a.u.
Mikroalgen
Fsous bzw. Fo  erstes erfasstes Fluoreszenzsignal (O-Niveau) a.u.
F3o0us Fluoreszenzsignal bei 300 s a.u.
Fsoms bzw. Fi Fluoreszenzsignal bei 30 ms (I-Niveau) a.u.
Faoms bzw. F;  Fluoreszenzsignal bei 2 ms (J-Niveau) a.u.
Fwm maximales Fluoreszenzsignal (P-Niveau) a.u.
Fm maximale Fluoreszenzemission dunkelakklimatisier- a.u.
ter Mikroalgen
Fm maximale Fluoreszenzemission lichtakklimatisierter a.u.
Mikroalgen
Fq photosyntetische Fluoreszenzléschung durch RCII im a.u.
Grundzustand
Fo/Fm operative Effizienz von RCII unter gegebener PPFD -
Fo/Fy Verhéltnis von operativer und maximaler Effizienz -
von RCII unter gegebener PPFD
Fv variable Fluoreszenzemission dunkelakklimatisierter a.u.
Mikroalgen
Fy variable Fluoreszenzemission lichtakklimatisierter a.u.
Mikroalgen
Fu/Fm absolut maximale photosynthetische Effizienz von -
RCII
Fu/Fmbzw.  maximale photosynthetische Effizienz von RCII -
ORCII unter gegebener PPFD
Fum maximales variables Fluoreszenzsignal a.u.
Fu.t variables Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt t a.u.
FUt normiertes, variables Fluoreszenzsignal zum Zeit- -
punkt t
fe Korrekturfaktor fiir das Lambert-Beersche Gesetz -
Omun Matrix mit Gewichtungsfaktoren -
hv Energie eines Lichtquants bei der Frequenz v eV

XXI



Symbolverzeichnis

lpar
lpar,s

1,pAR

_I_ PAR
Ipare
Ji
K

KHan,inh

Ki
Ku
Kx
Kq

Km,co2
km,PFD
Krcitlim

kRuBisCO
kr

K,i
L
li
M;
Mm
Na
NPQ
n
nRCllg,

ARl
nIChIa,max
N'chia,min
N'chib,max
N'chib,min
n;
Npsu
N,
NAiim

nz,i,Re

XXI1I

photosynthetisch aktive Photonenflussdichte
photosynthetisch aktive Photonenflussdichte, ab dem
das Zellwachstum gesattigt ist

spektrale photosynthetisch aktive Photonenflussdich-
te

mittlere photosynthetisch aktive Photonenflussdichte
Wendepunkt der logistischen Anpassungsfunktion
Gutefunktional bzw. Zielfunktion i

Anzahl der Parameter bei der Berechnung von AIC
Konstante zur Beschreibung der Dynamik zwischen
Photoinhibierung und der Reparaturmechanismen
empirischer Parameter im Modell nach Suh et al.
empirischer Parameter im Modell nach Suh et al.
empirischer Parameter im Modell nach Suh et al.
Geschwindigkeitskonstante der Photoinhibierung im
PSU-Modell nach Han
CO,-Halbsattigungskonstante von RuBisCO
PFD-spezifische Halbsattigungskonstante

effektive limitierende Geschwindigkeitskonstante am
RCII

Geschwindigkeitskonstante der Elektronenprozessie-
rung von RuBisCO im Rahmen der CO,-Fixierung
Geschwindigkeitskonstante der Reparaturmechanis-
men im PSU-Modell nach Han

spektraler GroRenparameter der Sphare i
Likehood-Funktion

Schichtdicke der Komponente i

Molekulargewicht der Komponente i

Masse des verbrauchten Mediums
Avogadro-Konstante (6,02214086-10%°)

Mal flr die NPQ-Aktivitat unter gegebener PPFD
allgemeine Anzahl

Anzahl der Chlorophylle in einem durchschnittlichen
LHCII-RCII-Komplex

Anzahl der Chlorophylle in einem durchschnittlichen
LHCI-RCI-Komplex

Anzahl von Chlorophyll a im jeweils groRten LHC-
RC-Komplex

Anzahl der Chlorophyll a im jeweils kleinsten LHC-
RC-Komplex

Anzahl von Chlorophyll b im jeweils gréfiten LHC-
RC-Komplex

Anzahl der Chlorophyll b im jeweils kleinsten LHC-
RC-Komplex

Anzahl der Komponente i

spezifische Anzahl der PSUs

spektraler Brechungsindex der Komponente i
Imaginarteil des spektralen Brechungsindex der
Komponente i

Realteil des spektralen Brechungsindex der Kompo-
nente i

pmol-m=2.st
pmol-m2.st

pmol-m2.st

pmol-m2.st
pmol-m2.st
a.u.

s bzw. ms



Symbolverzeichnis

n vi,core,Im
*
Ny core,Re

p €
p:(0,0)
qu

RCF
Re
Rs

labs BTM
rabs,P

[abs tot
e
lcore
rdiss,tot

rmnt,ChI

I'NH4
ro2
Foz

I'p Brutto,chl
I'p,Netto,Chl
I'PSu,diss,tot

rPSU,etrans
Ir.chi

IR tot,Chl
I'RCII etrans

iTP,Netto,ChI

-
FP,Netto,Chl

Sm

S),LED
Tinii

T}.,n,i

Vchlab
Wi

Imaginérteil des Brechungsindex des Zellinneren bei
der Lichtfrequenz v bzw. v

Realteil des Brechungsindex des Zellinneren bei der
Referenzlichtfrequenz v*

Exponent in der logistischen Anpassungsfunktion
spektrale Streuungsphasenfunktion

Anteil der RCII im Grundzustand unter gegebener
PPFD und unter der Annahme des lake-Modells
relative Zentrifugalkraft

Reflexionsgrad des parallel polarisierten Lichtes
Reflexionsgrad des senkrecht polarisierten Lichtes
BTM-spezifische Photonenabsorptionsrate

Rate der an den LHCII-RCII-Komplexen absorbier-
ten und fur die Photochemie genutzten Photonen
Lichtabsorptionsrate an den LHCII-RCII-Komplexen
Zellradius

Radius des Zellinneren

Energiedissipationsrate an den LHCII-RCII-
Komplexen

Chlorophyll-spezifische Respirationsrate des Erhal-
tungsstoffwechsel

BTM-spezifische NH4 -Aufnahmerate
O,-Entwicklungsrate

Median der O2-Entwicklungsrate
Chlorophyll-spezifische Brutto-Photosyntheserate
Chlorophyll-spezifische Netto-Photosyntheserate
Energiedissipationsrate eines LHCII-RCII-
Komplexes

Elektronenprozessierungsrate einer PSU
wachstumsassoziierte Chlorophyll-spezifische Respi-
rationsrate

gesamte Chlorophyll-spezifische Respirationsrate
Elektroneniibertragungsrate von RCII auf Qg
effektive Chlorophyll-spezifische oxygene Netto-
Photosyntheserate (simuliert)

effektive Chlorophyll-spezifische oxygene Netto-
Photosyntheserate (experimentell bestimmt)
normierte Flache; entspricht der Anzahl der Redukti-
onen und Oxidationen von Qa im Laufe der Auf-
zeichnung einer OJIP-Transienten

Lichtspektrum einer LED-Einheit

spektrale, normale-hemispharische Transmission der
Suspension/Lésung i

spektrale, normale-normale Transmission der Sus-
pension/Ldsung i

Zeit bis zum Erreichen von Fy

Zeitpunkt i

Volumenstrom des Mediums

Arbeitsvolumen der Flachplatten-Photobioreaktoren
Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhéltnis
BTM-spezifischer Massenanteil der Komponente i

mol-mol-t.s?t

g-g*-h*

g.L'l.s-l

g-Ltst
mol-mol-t.s?
mol-mol?-s?

mol-mol?.s?t

ms
s bzw. h
L-ht

g-g*

XX



Symbolverzeichnis

Wi max
Wi min

Wi aice
Wi
Xi
Ximax
lein
Xw,BTM
YBTM,i
yETM,i
Yi
Yoore-

y

Ji

IR

a,,
aicm

Aiaice

Alppr
AR
OREL

0;
&
&
O
0

K
*

K,
Ki

A

H

Mmax
v bzw. i

ViR

OBTM
achl

0

()
O,

XXIV

maximaler, BTM-spezifischer Massenanteil der
Komponente i

minimaler, BTM-spezifischer Massenanteil der
Komponente i

Akaike-Gewicht des Modells i

massenspezifischer Stickstoffanteil in Komponente i
anzahlspezifischer Anteil der Komponente i

Anteil des jeweils groiten LHC-RC-Komplexes
Anteil des jeweils kleinsten LHC-RC-Komplexes
Wasseranteil einer Mikroalgenzelle

i-spezifische Biomasseausbeute

effektive i-spezifische Biomasseausbeute
abhangige Variable der i-ten Beobachtung
elektronenspezifischer O,-Ausbeutekoeffizient
arithmetisches Mittel der beobachteten abhéngigen
Variablen y;

abhangige Variable der i-ten VVorhersage

Position im Reaktor entlang der Reaktortiefe
spektrales lineares Streuungsmodul der 1D-RTE
spektraler effektiver Absorptionskoeffizient des
Zellinneren

Differenz zwischen dem AIC.-Wert des Modells i
und dem minimalen AIC.-Wert des besten Modells
relativer maximaler Lichtgradient
Reaktionsenthalpie unter Standardbedingungen
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Elektron von Qg auf
einen RCI-Elektronenakzeptor (ibertragen wird
spektraler Extinktionskoeffizient der 1D-RTE
spektraler Extinktionskoeffizient

spektraler scheinbarer Extinktionskoeffizient
Lichteinfallswinkel bezogen auf die Fl&chennormale

Winkel des gebrochenen Lichtstrahls bezogen auf die

Flachennormale

spektraler Streuungskoeffizient

spektraler scheinbarer Streuungskoeffizient
spektraler massenspezifischer Streuungsquerschnitt,
bezogen auf die Komponente i

Lichtwellenlange

spezifische Wachstumsrate

maximale spezifische Wachstumsrate
Lichtfrequenz im Vakuum

Referenzlichtfrequenz im Vakuum
Referenzlichtfrequenz

Dichte der Komponente i

mittlerer BTM-spezifischer Absorptionsquerschnitt
mittlerer spezifischer Absorptionsquerschnitt eines
durchschnittlichen Chlorophylls

spektraler Absorptionskoeffizient

spektraler scheinbarer Absorptionskoeffizient
spektraler massenspezifischer Absorptionsquer-
schnitt, bezogen auf die Komponente i

9-g*
g-g*

g-gt

g-g* bzw. g-mol?
g-g* bzw. g-mol*!

a.u.
mol-mol-!
a.u.

g-L ! bzw. kg-m-=3

m2.g-l
m2

m-l
m-l

m2-g1 bzw. m2-kg!



Symbolverzeichnis

T limitierende Umsatzzeit einer PSU S bzw. ms
Ti limitierende Umsatzzeit einer PSU im Modell i S bzw. ms
T, spektrale optische Dichte -
Opo maximale Quantenausbeute der priméren RCII- -
Photochemie
ORCh Anteil der Chlorophyll-spezifische Brutto- -
Photosyntheserate, der fir die wachstumsassoziierte
Respiration genutzt wird (Synthesekosten neuer
Biomasse)
PUK Anteil des von der Ulbricht-Kugel erfassten Lichtes -
WET2 Wahrscheinlichkeit, mit der ein fur die primare -
Photochemie genutztes Elektron von Qa auf Qg
Ubertragen wird
w; spektrale Albedo fiir Einfachstreuung -

XXV






Vorwort

Die vorliegende Arbeit wurde wéhrend meiner Tatigkeiten am Institut fir Bio- und Lebensmit-
teltechnik — Bioverfahrenstechnik des Karlsruher Instituts fiir Technologie (KIT) angefertigt.
An dieser Stelle mdchte ich mich bei allen bedanken, die mich auf dieser Reise begleitet haben.

In erster Linie gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. Clemens Posten fiir die Mdoglichkeit, meine
Dissertation in seiner Arbeitsgruppe anfertigen zu dirfen. Die wissenschaftlichen Diskussionen
gaben mir die notwendige Orientierung, wéhrend das entgegengebrachte Vertrauen auch das
Verfolgen und Umsetzen eigener Ideen ermdglichte. All das hat wesentlich dazu beigetragen,
dass ich mich personlich und fachlich weiterentwickeln konnte.

Fur die freundliche Ubernahme des Korreferats méchte ich mich auRerdem bei Herrn Prof. Dr.
Christoph Syldatk bedanken.

Fur die groRartige Zusammenarbeit mochte ich bei allen meinen Kolleginnen und Kollegen
bedanken, darunter Christian Steinweg, Dr. Ingrida Melkova, Johanna Zander, Franziska Ortiz
Tena, Simon Eppel, Katharina Saur, Kira Schediwy, Dr. Rosa Roselld Sastre, Dr. Meike Ddssel,
Dr. Mirco Katzenmeyer, Dr. loanna Jakob und Lisa Rest. Die gegenseitige Unterstiitzung, der
wissenschaftliche Austausch sowie die positive Atmosphére haben zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen.

Weiterhin gilt mein Dank auch meinen Studenten Jan Maruna, Christoph Griehl, Marius
Schlund, Mario Balogh, Yining Gong, Mathias Knebl und Edgar Arturo Hernandez Olivera fir
die tatkréaftige Unterstiitzung im Rahmen dieser Arbeit.

Zum Schluss mdchte ich mich bei meinen Eltern und Anika bedanken, die mich in jeglichen
Lebenslagen bedingungslos unterstiitzt und diesen Werdegang tberhaupt erst ermdéglicht haben.
Ohne sie ware all dies nicht moglich gewesen.

gewidmet L.W.K.

XXVII






1 Einleitung

1.1 Ausgangssituation

Der Begriff Mikroalgen ist keine eindeutige Definition einer bestimmten Art von Organismen.
Dieser Begriff ist eher als ein Sammelbegriff zu betrachten, der fiir eine biologische Gruppe von
photosynthetisch aktiven Mikroorganismen steht, zu der sowohl Eukaryoten als auch Prokaryo-
ten gehdren [1,2]. Zur Steigerung der Klarheit wird der Begriff Mikroalgen in der vorliegenden
Arbeit ausschliellich fir eukaryotische, einzellige, photosynthetisch aktive Organismen ver-
wendet. In aquatischen Systemen dienen sie als primare Biomasseproduzenten und sind deshalb
fiir das Leben auf der Erde essenziell [1]. Die Mikroalgen weisen eine enorme Biodiversitat auf.
Bis heute sind bereits tiber 40.000 Spezies entdeckt und beschrieben worden [3,4]. Diese Bio-
diversitat ermdglicht unter anderem auch die Vielzahl von potentiellen Anwendungsmaéglichkei-
ten und Produkten [4-6]. Die Mikroalgenbiomasse birgt das Potential als Nahrungsmittel,
Futtermittel, aber auch als Substrat fiir die Pharma- und Kosmetikindustrie zu dienen [7-11].
Eine energetische Verwertung der Mikroalgenbiomasse, bspw. als Biodiesel, ist ebenfalls denk-
bar [12-17]. Weiterhin wird die Mdglichkeit in Betracht gezogen, lebende Mikroalgen zur
Aufarbeitung von industriellen Abgasen und Abwassern zu verwenden [5,18,19]. Die Kultivie-
rung von Mikroalgen kann auch auf landwirtschaftlich nicht nutzbaren Flachen und unter Ein-
satz von Salzwasser erfolgen, weshalb auch die Konkurrenz mit konventionellen Landpflanzen
um Land, SuRwasser sowie anderen limitierten Ressourcen vermieden werden kann [2]. Mit
einer potenziellen jahrlichen Produktivitit von tber 100 t Biomasse pro Hektar und einer theo-
retisch realisierbaren Photonenkonversionseffizienz (PCE), ausgehend vom solaren Lichtspekt-
rum und Netto gebildeter Biomasse, von ca. 10 % konnen Mikroalgen deutlich produktiver und
effizienter sein als Cs- und Cs-Landpflanzen [2,5,20,21]. Die derzeit tatséchlich realisierbaren
PCEs bei Mikroalgenkultivierungen liegen bei 3-5 % [5,22], teils werden aber auch niedrigere
PCEs im Bereich von 0,5-2 % berichtet [20]. Je nach Literaturquelle liegen die bei Mikroalgen-
kultivierungen aktuell erreichbare PCEs entweder im Bereich der PCEs der Cs- und Cs-
Landpflanzen oder dartiber. In [20] werden PCEs der Cs-Pflanzen von unter 0,1 % angegeben,
wéhrend die C4-Pflanzen immerhin PCE-Werte von 0,2-2 % aufweisen. In [21] werden hinge-
gen deutlich héhere PCE-Werte angegeben. Im Falle von Cs-Pflanzen wird eine erreichte PCE
von 2,4 % angegeben und im Falle von C4-Pflanzen wird sogar von einer erreichten PCE von
3,7 % berichtet [21]. Nichtsdestotrotz liegen die theoretisch erreichbaren PCEs der Cs- und C.-
Landpflanzen mit Werten von jeweils 4,6 und 6 % deutlich unter dem Wert von etwa 10 %, der
theoretisch mit Mikroalgen erreichbar sein sollte [5,20].

Damit die theoretische Produktivitdt und PCE erreicht werden kdnnen, missen die Kultivie-
rungsprozesse zusatzlich weiterentwickelt und optimiert werden. Dabei gewinnt die rationale
Prozessentwicklung, die bei heterotrophen Kultivierungsprozessen bereits gut etabliert ist,
immer mehr an Bedeutung bei photoautotrophen Mikroalgenkultivierungen [23]. Die rationale
Prozessentwicklung erfordert jedoch sogenannte Multiphysik-Modelle, die mehrere hierarchi-
sche Prozessebenen beinhalten und miteinander vereinen [23-25]. Die Kinetik auf der Populati-
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onsebene nimmt hierbei eine kritische Stellung ein, da sie das Bindeglied zwischen der Reak-
torebene und dem intrazellularen metabolischen Netzwerk darstellt [23]. Simple Kinetische
Ausdriicke, die oftmals mehrere Phdnomene in einer einfachen Gleichung zusammenfassen,
reichen nicht aus, um zuverldssige Modelle des photoautotrophen Wachstums zu erhalten
[23,25]. Quasi-mechanistische Wachstumsmodelle, wie bspw. das hédufig genutzten Modell
nach Han [26,27], liefern zwar scheinbar gute Ergebnisse [28,29] und kdnnen prinzipiell, auf-
grund ihrer Einfachheit, in Multiphysik-Modellen eingesetzt werden [25], sind jedoch teils nicht
eindeutig formuliert und vermischen mehrere Ph&nomene, sodass lediglich die scheinbare,
systemabhédngige und nicht die tatsachliche Wachstumskinetik beschrieben wird. Die Vermi-
schung physiologischer und systembedingter Effekte vermindert die Anwendbarkeit solcher
Modelle im Bereich der rationalen Prozessentwicklung deutlich, da hierbei Modelle gefordert
werden, die einen mechanistischen Hintergrund aufweisen und die einzelnen Vorgénge eindeu-
tig voneinander betrachten [23].

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die Photosynthese bildet den zentralen Ausgangspunkt im Metabolismus photoautotropher
Mikroorganismen und determiniert letztlich die maximale Leistung eines solchen Organismus.
Fir die Modellierung des photoautotrophen Zellwachstums ist eine korrekte Modellierung der
Photosynthesekinetik dementsprechend unabdingbar und bildet die Basis fiir die weitere Model-
lentwicklung. Das Ziel der Arbeit war daher die Modellierung der stationaren Photosyntheseki-
netik am Beispiel der Mikroalge Chlorella vulgaris. Diese kann, als Teil der Akklimatisation,
ihre Gestalt und Parameter in Abhangigkeit der Lichtstarke veréndern. Die Berticksichtigung
der lichtabh&ngigen Akklimatisation war daher ebenfalls ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit.

Im ersten Schritt sollte das bestehende Flachplatten-Photobioreaktorsystem im Labormalistab
fiir die Erhebung der notwendigen experimentellen Daten zusatzlich optimiert werden. Das Ziel
der Optimierung des Kultivierungssystems und -prozesses war vor allem die Schaffung mog-
lichst eindeutig definierter Kultivierungsbedingungen und der Ausschluss unerwiinschter Pha-
nomene, die nicht explizit im Rahmen der Modellierung der stationéren Photosynthesekinetik
berlicksichtigt wurden. Ein besonderer Schwerpunkt lag hierbei auf der Vermeidung eines
ausgepragten Lichtgradienten im Photobioreaktor, da dieser einen entscheidenden Einfluss auf
die effektiv sichtbare, lichtabhingige Photosynthesekinetik haben und zu einer Uberlagerung
der physiologischen Zellantwort durch einen systembedingten Einfluss fiihren kann. Da zusétz-
lich die lichtbedingte Zellakklimatisation von C. vulgaris untersucht werden sollte, sollte ein
kontinuierlicher Turbidostat-Prozess so gestaltet werden, dass eine Untersuchung des quasi-
stationaren, lichtabhangigen Akklimatisationszustandes ermdglicht wird.

Zur Steigerung des Verstandnisses der lichtabhéngigen Akklimatisationsantwort von C. vulgaris
sollten sowohl der photosynthetische Apparat als auch die resultierende Zellzusammensetzung
charakterisiert werden. In Kombination mit der lichtbedingten Photosynthese- bzw. Wachs-
tumskinetik sollte so die Akklimatisation auf makroskopischer Ebene besser aufgeklart und
verstanden werden. Erganzend dazu sollte untersucht werden, welche intrazelluldren Limitie-
rungen in C. vulgaris das Zellwachstum sowie die maximale Leistungskapazitat des photosyn-
thetischen Apparates in vivo determinieren und wie sie sich auf die lichtabhéngige Variation der
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makroskopischen Zellzusammensetzung auswirken. Die hierbei erhobenen experimentellen
Daten sowie die daraus abgeleiteten Erkenntnisse sollen zudem fir die Modellierung der statio-
néren Photosynthesekinetik am Beispiel von C. vulgaris eingesetzt werden.

Fur die verfahrenstechnische Modellierung der Photosynthesekinetik sollte ein Modellierungs-
ansatz mit einem mechanistischen Hintergrund gewahlt werden, um eine systemunabhéngige
Anwendbarkeit des Modells zu erméglichen. Hierzu sollte der Photosyntheseapparat detailliert
betrachtet und die limitierenden Schritte innerhalb der Photosynthese basierend auf experimen-
tellen Ergebnissen identifiziert werden. Aufbauend darauf sollten diese Reaktionsschritte unter
Einbezug physikalisch und biologisch sinnvoller Annahmen modelliert werden. Weiterhin war
es entscheidend, eindeutig zwischen den physiologischen und systembedingten Einflissen auf
die effektiv beobachtbare Photosynthesekinetik zu unterscheiden und diese entsprechend zu
beriicksichtigen. Um die zeitlich bedingte Akklimatisationsdynamik von C. vulgaris vernachlas-
sigen und sich zuné&chst vereinfacht auf den quasi-stationdren Fall beschranken zu kénnen, sollte
die Prozessdynamik durch eine geeignete Gestaltung der Experimente eliminiert bzw. weitest-
gehend reduziert werden, was vor allem durch die Umsetzung des zuvor erwahnten Turbidostat-
Prozesses erreicht werden sollte.

Im letzten Teil sollte modellbasiert untersucht werden, welche intrazelluldre Einschrankung
maoglicherweise fiir die beobachtete, lichtabhdngige Akklimatisation des photosynthetischen
Apparates hauptséchlich ausschlaggebend ist und welchen Einfluss diese Einschrankung auf die
entsprechende Zellantwort aufweist.
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2.1 Die Griinalge Chlorella vulgaris

Die Entdeckung der Mikroalge C. vulgaris erfolgte 1890 durch den niederlandischen Forscher
Martinus Willem Beijerinck [30]. Diese eukaryotische Mikroalgenspezies gehdrt zum Stamm
der Chlorophyta, die auch als Griinalgen bezeichnet werden, da sie neben Chlorophyll a (Chla)
auch Chlorophyll b (Chlb) enthalten und dadurch grinlich erscheinen [1]. C. vulgaris ist ein
robuster Mikroorganismus, der in nahezu allen Gewassern — aufler im Salzwasser — und auch
terrestrisch vorkommt [2]. Die asexuelle Fortpflanzung erfolgt tber die Ausbildung von Auto-
sporen, wobei zwischen 2 und 32 Tochterzellen gebildet werden [31]. Die C. vulgaris Zellen
weisen eine anndhernd sphdrische Form mit einem Zelldurchmesser von 2-10 um auf und
besitzen nur einen einzigen, halomondférmigen Chloroplasten [4,6].

Die Chlorella spp. stellt, mit einem jahrlichen Produktionsvolumen von 4.000-7.000t und
einem Marktwert von 100-130 Millionen Euro, eine der industriell relevantesten Mikroalgen-
spezies dar [5]. Aufgrund des hohen Proteingehaltes der Biomasse von Chlorella spp. wird
diese derzeit hauptséchlich im Bereich der Nahrungsergédnzungsmittel eingesetzt [5,32]. Die
industrielle Kultivierung erfolgt dabei haufig photoautotroph in offenen Becken, aber auch
heterotroph in geschlossenen Reaktorsystemen [5]. Wegen der industriellen und wissenschaftli-
chen Relevanz von C. vulgaris sowie dem bereits vorliegenden, umfangreichen Wissen wurde
in der vorliegenden Arbeit diese Mikroalge als Modellorganismus gewéhlt.

2.2 Oxygene Photosynthese in Mikroalgen

Die oxygenen Photosynthese kann allgemein als eine Konversion von Lichtenergie in chemi-
sche Bindungsenergie betrachtet werden, bei der energiearme, thermodynamisch stabile anorga-
nische Kohlenstoffverbindungen, in Form von CO,, HCO; und/oder COs?, in energiereichere,
organische Kohlenstoffverbindungen umgewandelt werden [1]. Etwa 40-50 % der oxygenen
Photosynthese finden in aquatischen Systemen statt, obwohl die aquatischen Organismen ledig-
lich 1-2 % der photosynthetischen Biomasse der Erde représentieren [1,2,33,34]. Die allgemeine
Reaktionsgleichung der oxygenen Photosynthese lautet [1,35]:

Licht
21 Hy0 + n €0y ———— (CH,0),, + n H,0 + n 0,

Bei der Fixierung von n =6 CO.-Molekilen entsteht ein Glucose-Molekiil. Diese endotherme
Reaktion weist eine Standardreaktionsenthalpie (4H°) von + 2870 kJ-mol* auf [35]. Die Ab-
sorption von Licht liefert die benétigte Energie, die tber die photosynthetische Elektronentrans-
portkette (ETK) transferiert wird, um schlielich NADP* zu NADPH zu reduzieren und Uber
den parallel aufgebauten Protonengradienten mithilfe einer ATPase ATP zu generieren. Dieser
Vorgang wird auch als Lichtreaktion bezeichnet. Beides wird im nachgeschalteten Calvin-
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Zyklus verwendet, um CO; zu fixieren und dadurch Biomasse aufzubauen. Der Calvin-Zyklus
wird in der Literatur auch als die Dunkelreaktion der Photosynthese bezeichnet. [1]

Im Nachfolgenden werden die hier zusammengefassten Schritte der oxygenen Photosynthese in
Mikroalgen weiter ausgefiihrt und detailliert erldutert. Die Reihenfolge der nachfolgenden
Abschnitte entspricht dem photosynthetischen Energietransport, beginnend mit der Lichtabsorp-
tion und Weiterleitung der absorbierten Lichtenergie zu den jeweiligen Reaktionszentren, ge-
folgt von dem Elektronentransfer innerhalb der photosynthetischen ETK und der Synthese der
Reduktionsaquivalente sowie ATP, die im Calvin-Zyklus als Substrate genutzt werden.

2.2.1 Lichtabsorption durch photosynthetische
Lichtsammelkomplexe

Die Lichtsammelkomplexe (LHCs) bilden zusammen mit den Reaktionszentren 11 (RCII) und |
(RCI) die jeweiligen LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexe, die auch als Photosystem 1l
(PSIT) und | (PSI) bezeichnet werden [1]. In diesen Proteinkomplexen sind es die LHCs, die
wesentlich zur Lichtabsorption beitragen, da sie den Grof3teil der Pigmente bzw. Chromophore
enthalten [36,37]. Insgesamt besteht in der Natur eine grofRe Vielfalt an Lichtsammelkomplexen,
aber nur eine geringe Variabilitat photosynthetischer Chromophore [38-43].
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Abbildung 2.1: Massenspezifische in vivo Absorptionsquerschnitte von Chla und Chib sowie den photoprotektiven
und photosynthetischen Car [44,45]. Zusatzlich sind die Absorptionsmaxima By, Bx, Qx und Qy bei-
spielhaft fiir Chla eingezeichnet. Chlb weist analoge Banden auf (nicht eingezeichnet). Die By- und
Bx-Bande von Chlb sind relativ zu den analogen Banden von Chla rotverschoben, wéhrend die Qx-
und Qy-Bande von Chlb im Vergleich zu den entsprechenden Chla-Banden blauverschoben sind. [1]

Es existieren insgesamt vier Typen der photosynthetischen Chromophore. Hierzu gehédren die
offenen und geschlossenen Tetrapyrrole, Porphyrine, Chlorine sowie Carotinoide (Car). Chlo-
rophyll a (Chla) und Chlorophyll b (Chlb) basieren auf einem Chlorin mit einem Mg?*-lon im
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Zentrum. Die genannten Chromophore weisen ein hochkonjugiertes n-Elektronensystem auf.
Aufgrund der Tatsache, dass n-Elektronen weniger Energie benétigen als o-Elektronen, um in
einen angeregten Zustand Uberzugehen, haben diese Chromophore ihre Absorptionsmaxima im
sichtbaren Bereich des Lichtspektrums. Dieses spezifische Lichtspektrum wird auch als die
photosynthetisch aktive Region (PAR) bezeichnet und liegt im Lichtwellenlangenbereich von
400-700 nm, wobei dieses Intervall je nach Definition geringfugig variieren kann. In Abbildung
2.1 sind beispielhaft die Absorptionsquerschnitte von Chla, Chlb sowie von photoprotektiven
und photosynthetischen Car dargestellt [44]. Der Absorptionsquerschnitt beschreibt dabei die
Wahrscheinlichkeit, mit der einfallendes Licht einer bestimmten Wellenldnge mit einem Mole-
kil (in diesem Fall mit einem Chla, Chlb oder Car) interagiert und somit absorbiert wird. [1]

Die Absorption eines Lichtquants (hv) tberfuhrt das Chlorophyll in einen angeregten Zustand,
der vom Energiegehalt des absorbierten Photons abhédngig ist. Photonen mit einer Wellenlange
im Bereich der Banden By und By filhren zu héheren Anregungszustédnden als langwellige
Photonen [1]. Nach der Absorption eines Photons am LHCII bestehen drei Moéglichkeiten fir
die anschlielende Energiepropagation im LHCII-RCII-Komplex (vgl. Abbildung 2.2) [1,46,47].
Die erste und préferierte Moglichkeit ist der Transport der Lichtenergie von einem LHCII zum
RCII, wo anschlieBend die primare Ladungstrennung stattfindet. Die zweite Mdglichkeit ist die
Abstrahlung der absorbierten Energie als Fluoreszenz. Die dritte Mdglichkeit ist die Dissipation
der Energie unter Warmeentwicklung Uber das sogenannte non-photochemical quenching
(NPQ) [48-51]. Diese drei Vorgéinge stehen stets in Konkurrenz zueinander und variieren
bedingungsabhéngig in ihrem Anteil am Gesamtenergiefluss [1,46,47].

Fluoreszenz

Photochemie

Abbildung 2.2: Mdgliche Energiepfade nach der Absorption eines Lichtquants durch ein Chlorophyll in einem LHC-
RC-Komplex [1]. Die durch ein Chlorophyll (griine Kreise) absorbierte Lichtenergie kann fir die
primare Ladungstrennung im RC (hellgriner Kreis) und somit fiir die Photochemie genutzt werden
(dargestellt durch gelbe Pfeile). Alternativ kann die absorbierte Energie als Fluoreszenz mit einer 1an-
geren Wellenl&nge abgestrahlt werden (griiner Pfeil). Die dritte Méglichkeit ist die Dissipation der
Lichtenergie als Warme tiber NPQ (roter Pfeil). Ein moglicher Mechanismus ist hierbei die Ubertra-
gung der Energie auf ein Car (orangefarbener Stern), wodurch es angeregt wird. Beim Ubergang des
Car vom angeregten Zustand in den Grundzustand wird die zuvor Uibertragene Energie als Warme dis-
sipiert. Es sollte beachtet werden, dass die hier getrennt dargestellten Phdnomene Fluoreszenz und
NPQ in der Literatur haufig unter NPQ zusammengefasst werden, da beide Dissipationsvorgange
nicht zur Photochemie beitragen. [46,47]
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Derzeit ist noch nicht vollstandig geklart, wie der Energietransfer zwischen den Pigmenten
stattfindet und welche Rolle genau ihre Anordnung innerhalb des Proteinkomplexes einnimmt
[38-41,52,53]. Aktuelle Erkenntnisse lassen vermuten, dass ein gerichteter Energietransfer vom
LHCII zum RCII entlang eines Energiegradienten moglich ist. Es ist jedoch unklar, inwieweit
dies auch unter natirlichen Bedingungen tatsachlich stattfindet oder ob eher ein zufallsgeleiteter
Energietransfer zum RCII stattfindet [38—41,52]. Der strahlungslose Energietransfer zwischen
den Pigmenten kann néherungsweise durch den Foérster-Resonanzenergietransfer (FRET) be-
schrieben werden [1,38]. FRET basiert auf einer Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen dem
Donor- und Akzeptor-Chromophor [54]. Hierbei wird der Donor zunéchst in einen angeregten
Singulett-Zustand durch die Absorption eines Photons tberfuhrt. Unter bestimmten Bedingun-
gen kann der angeregte Donor die Energie strahlungslos auf einen benachbarten Akzeptor
Ubertragen, der dadurch in einen angeregten Singulett-Zustand Ubergeht. Deshalb kann FRET
im Regelfall als ein Singulett-Singulett-Transfer betrachtet werden [1,38]. Die Energietransfer-
rate ist von mehreren Faktoren abhangig [1,38]. Zunachst muss eine Uberlagerung des Emissi-
onsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors gegeben sein. Je groRer
diese spektrale Uberlagerung ist, desto hoher kann die Energietransferrate ausfallen. Daneben
spielt auch die Fluoreszenzlebensdauer des Donor-Chromophors eine wichtige Rolle. Weiterhin
ist der Abstand der beteiligten Chromophore entscheidend, da die Energietransferrate mit der
sechsten Potenz zum intermolekularen Abstand abnimmt. Somit ist FRET nur ber Entfernun-
gen in der GroRenordnung von 10-100 A effektiv moglich [38,55-57]. Ein weiterer, wichtiger
Faktor ist die Orientierung der elektrischen Dipolmomente der beteiligten Chromophore. Die
Dauer eines solchen Energietransfers zwischen zwei Chlorophyllen betragt etwa 0,05-20 ps
[38]. Die Energieubertragung vom LHCII zum RCII dauert insgesamt etwa 100-500 ps und
variiert je nach GroRe des vorliegenden LHCII-RCII-Komplexes [37,58]. Wegen der teils sehr
geringen Abstinde von 5-20 A zwischen jeweils benachbarten Chromophoren innerhalb eines
LHCII und der daraus resultierenden, variierenden intermolekularen Kopplungen stellt die
Beschreibung dieses Energietransfers mit FRET nur eine Vereinfachung dar [38]. Deshalb wird
dieser Energietransfer oft mit erweiterten Ansétze beschrieben, z. B. mit der Redfield-Theorie,
kombinierter Forster-Redfield-Theorie und/oder generalisierter Forster-Theorie [38,53,59,60].

Die bisherigen Erlduterungen beziehen sich auf den Energietransfer zwischen Chlorophyllen.
Daneben existieren jedoch auch Energietransferprozesse zwischen den Carotinoiden und Chlo-
rophyllen [1,38]. Eine wichtige Funktion der Carotinoide im Rahmen der Photosynthese ist der
Schutz anderer Pigmente sowie Proteinkomplexe vor oxidativen Schaden, die insbesondere bei
hohen Lichtintensitadten durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verursacht werden kdnnen
[1,49-51,61,62]. Der Grundzustand von einem O.-Molekul ist der Triplett-Zustand. In diesem
Zustand ist O in der Lage, die Energie von Chlorophyllen im Triplett-Zustand aufzunehmen,
was zur Bildung von Singulett-O; fuhrt, das als ROS fungiert. Ein Car ist befahigt, die Energie
eines Oz-Molekils im Singulett-Zustand aufzunehmen. Dadurch wird das beteiligte Car in den
angeregten Triplett-Zustand Uberfuhrt, dessen Energieniveau jedoch zu gering ist, um einen
erneuten Energietransfer zu einem O, zu ermdglichen. So wird die von Carotinoiden aufge-
nommene Energie in Form von Wé&rme abgestrahlt [38]. Zudem kdnnen die Carotinoide auch
die Energie von Chlorophyllen im Triplett-Zustand aufnehmen, was ebenfalls zur Bildung von
Car im Triplett-Zustand fiihrt. Der Triplett-Triplett-Energietransfer l&sst sich jedoch nicht durch
FRET, sondern durch den sogenannten Dexter-Energietransfer (DET) beschreiben [38,63].
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Anders als FRET erfordert DET eine Uberlagerung der Elektronenorbitale der beteiligten
Chromophore, weshalb dieser Vorgang nur bei intermolekularen Abstanden von unter 10 A
effektiv ablaufen kann [1,38]. Der DET zwischen Chlorophyllen und Carotinoiden lauft auf
einer Zeitskala von wenigen Nanosekunden ab [38] und ist dreimal schneller als die Rate, mit
der die O.-Molekiile mit den Chlorophyllen im Durchschnitt kollidieren [38,64,65]. Die Be-
schreibung der mdglichen Energietransfermechanismen beschrénkte sich bisher auf die LHCII-
RCII-Komplexe. Es sei jedoch gesagt, dass die physikalischen Mechanismen des Energietrans-
fers innerhalb der LHCI-RCI-Komplexe den bisher vorgestellten Energietransfermechanismen
entsprechen [36].

2.2.2 Lichtreaktion der oxygenen Photosynthese

Die gesamte photosynthetische Lichtreaktion (vgl. Abbildung 2.3) findet im Chloroplasten statt
und wird durch die drei Hauptkomponenten der photosynthetischen ETK, zu denen die beiden
Photosysteme (PSII und PSI) sowie das Cytochrom bef (Cyt bsf) gehdren, ermdglicht. Anders
als in der schematischen Darstellung in Abbildung 2.3 dargelegt, sind die jeweiligen Protein-
komplexe der ETK Uberwiegend in verschiedenen Bereichen des Chloroplasten angesiedelt. Die
PSII kommen hauptsachlich in den Grana vor, wahrend die PSI Uberwiegend in den Stroma-
thylakoiden vorzufinden sind [66]. Die Cyt bef sind hingegen gleichmaRig zwischen den Grana
und Stromathylakoiden verteilt [66]. Eine Verbindung zwischen den Hauptproteinkomplexen
gewahrleisten die Plastochinone (PQ) bzw. Plastochinole (PQH_) sowie, im Falle von Griinal-
gen, die Cytochrome cs [67], die als mobile Elektronentransporter in der Thylakoidmembran
fungieren [1]. Fur die Bereitstellung von ATP sorgt eine in der Thylakoidmembran gebundene
ATPase [1].

Der lineare Elektronenfluss (LEF) beginnt mit der Absorption eines Photons durch ein Chromo-
phor im LHCII. Die absorbierte Photonenenergie wird dann, wie im vorherigen Abschnitt 2.2.1
beschrieben, zum RCII geleitet. Dort befindet sich das spezielle Chlorophyllpaar P680, das als
Akzeptor der absorbierten Lichtenergie dient. Dadurch wird das sich im Grundzustand befin-
dende P680 angeregt und es kommt zur priméren Ladungstrennung. Das angeregte P680 uber-
tragt anschlieRend ein Elektron auf das benachbarte Pheophytin (Phe), welches dann das gebun-
dene Plastochinon (Qa) reduziert. Das reduzierte Qa leitet das Elektron im néchsten Schritt an
das locker gebundene Plastochinon (Qg) weiter, wodurch Qg reduziert und zusatzlich mit einem
H* aus dem Stroma protoniert wird. Das oxidierte P680 ist ein sehr starkes Oxidationsmittel und
entzieht dem benachbarten Tyrosin (Yz) ein Elektron, wodurch es in den Grundzustand zuriick-
kehrt. Das nun oxidierte Yz wird durch den benachbarten sauerstoffproduzierenden MnsCaOs-
Komplex (englisch: oxygen evolving complex; OEC) reduziert [68]. Der sekundéare Akzeptor Qg
kann insgesamt zwei Elektronen und zwei H* aufnehmen, bevor es als PQH: in die Thylakoid-
membran hinaus diffundiert. Die entstehende Liicke in der RCII-Bindestelle wird mit einem PQ
aus dem PQ-Pool gefillt, der in C. vulgaris aus 5-20 Molekilen pro RCII besteht [1,69,70]. Der
beschriebene Elektronentransport findet sequenziell statt, da Qa jeweils nur ein Elektron weiter-
leiten kann. Zur Bildung eines O.-Molekiils werden zwei H,O-Molekiile im OEC gespalten,
was zur Bildung von zwei PQH, und zur Translokation von vier H* ins Lumen fuhrt. Damit der
RCIlI-interne Transport von vier Elektronen stattfinden kann, muss die Energie von insgesamt
vier Photonen absorbiert und zum P680 im Grundzustand geleitet werden. [1,71-73]
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der photosynthetischen ETK nach [1]. Die roten Pfeile symbolisieren den
Energietransfer. Der lineare Elektronenfluss ist durch schwarze Pfeile dargestellt, wobei die soliden
Pfeile fur einen Elektronentransport und die gestrichelten Pfeile flr einen diffusiven Transport stehen.
Der Q-Zyklus ist durch lila Pfeile gekennzeichnet. Der zyklische Elektronenfluss wird durch den
blauen gepunkteten Pfeil symbolisiert.

Die resultierenden PQH. diffundieren uber die Thylakoidmembran zum Cyt bef. Der Diffusi-
onskoeffizient von PQH: bzw. PQ innerhalb der Thylakoidmembran liegt in einem Bereich von
5:101-3-107 cm2-st [74-76]. Dabei missen die PQH, eine Strecke von bis zu 300 nm vom
RCIl zum Cyt bef (iberwinden [66,77]. Die PQH: binden an die Qo-Bindestelle des jeweiligen
Cyt bsf und werden dort, bei zusatzlicher Deprotonierung und Ubertragung der entstehenden H*
ins Lumen, zu PQ oxidiert. Pro PQH; wird ein Elektron tber das Rieske-Protein [78], das einen
2-Eisen-2-Schwefel-Komplex enthalt, auf ein Cyt cs [67], das dem Lumen zugeneigt ist, Uber-
tragen. Das zweite Elektron wird im sogenannten Q-Zyklus recycelt, um die Stéchiometrie der
ins Lumen translozierten H* pro im LEF transportiertes Elektron in der Summe zu verdoppeln.
Hierbei wird das jeweilige Elektron Uber die Cytochrome b, und by zum PQ in der Qi-
Bindestelle des Cyt bef Ubertragen, das ebenfalls pro aufgenommenes Elektron ein H* aus dem
Stroma aufnimmt. Nach der Oxidation von zwei PQH, am Cyt bef entsteht ein PQH. an der Qi-
Bindestelle, was hinaus diffundiert und durch ein PQ ersetzt wird [1,67]. Aktuelle Erkenntnisse
lassen vermuten, dass ein aus der Qi-Bindestelle stammendes PQH>-Molekil praferiert direkt in
die Q.-Bindestelle diffundiert, ohne vorher in den restlichen PQ-Pool berzugehen [79,80].
Somit kann der vom RCII reduzierte PQ-Pool prinzipiell getrennt von dem am zyklischen
Elektronenfluss (ZEF) sowie am Q-Zyklus beteiligten PQ-Pool betrachtet werden [80].
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Abbildung 2.4: Z-Schema des photosynthetischen Elektronentransportes nach [1,73]. Der Elektronentransport beginnt
mit der Spaltung von H20 im OEC. Das P680, das bisher als das starkste biologische Oxidationsmit-
tel gilt, oxidiert das benachbarte Yz, das wiederrum den OEC (Mn4CaOs-Komplex) schrittweise oxi-
diert. Die Anregung des P680 durch absorbierte Lichtenergie ermdglicht die Reduktion des nachge-
schalteten Phe, was im né&chsten Schritt den primdren Elektronenakzeptor Qa reduziert. Qa reduziert
dann den sekundéren Elektronenakzeptor Qs, der sequenziell zwei Elektronen und zwei H* aus dem
Stroma aufnimmt, um dann als PQH: in die Thylakoidmembran zu diffundieren. Die entstandene Li-
cke wird von einem PQ aus dem PQ-Pool gefillt. Das PQH: diffundiert zum Cyt bef, wo es oxidiert
und deprotoniert wird. Ein Elektron wird dem sogenannten Q-Zyklus (nicht dargestellt) zugeftihrt,
wahrend das zweite Elektron uber das Cyt cs an das P700 weitergeleitet wird, wo es schlie3lich erneut
mittels Lichtenergie angeregt wird. Im Anschluss dazu wird das angeregte Elektron uber die beteilig-
ten Komplexkomponenten Ao, A1, FeSx, FeSa/FeSg und Fd zum FNR transportiert. Zum Schluss re-
duziert FNR NADP* zu NADPH, welches im Calvin-Zyklus als Reduktionsmittel verwendet wird.
Zur Synthese eines NADPH werden zwei Elektronen bendtigt. Die schwarzen Pfeile stehen fir den
LEF. Der blaue Pfeil symbolisiert den ZEF, bei dem ein Elektron erneut der photosynthetischen ETK
zugefiihrt wird. Der gesamte Elektronentransport wird durch eine sequenzielle Reihenschaltung von
Redoxreaktionen ermaglicht. Komponenten mit einem stark positiven Standardredoxpotential E° sind
gute Oxidationsmittel, wahrend Komponenten mit einem stark negativen E° gute Reduktionsmittel
sind. [1]

Das reduzierte Cyt cs diffundiert tber die Thylakoidmembran zum RCI, bindet dort und (ber-
tragt das Elektron auf das spezielle Chlorophyllpaar P700, welches ein Absorptionsmaximum
bei einer Lichtwellenldénge von 700 nm aufweist. Analog zum RCII fuhrt die lichtbedingte
Anregung des P700 zur priméren Ladungstrennung innerhalb des RCI. Nach der priméren
Ladungstrennung im RCI wird das Elektron vom P700 auf den primaren Elektronenakzeptor Ao
tibertragen, welches ebenfalls ein Chla ist. Der Elektronentransport erfolgt dann tber das Phyl-
lochinon (Vitamin Ki) A; und Uber insgesamt drei 4-Eisen-4-Schwefel-Komplexe FeSx, FeSa
sowie FeSg [1,81]. Das losliche Protein Ferredoxin (Fd), welches einen 2-Eisen-2-Schwefel-
Komplex enthélt, kann an das RCI binden und dort vom FeSg reduziert werden. Danach diffun-
diert es stromaseitig zur Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR), mit deren Hilfe NADP* zu
NADPH reduziert wird [81]. Dieser Elektronentransport, der einer Sequenz von Redoxreaktio-
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nen entspricht und im sogenannten Z-Schema zusammengefasst wird (vgl. Abbildung 2.4),
muss insgesamt viermal stattfinden, um zwei NADPH aus zwei NADP* zu synthetisieren.

Der Transport von vier Elektronen durch den LEF fiihrt zu einer Translokation von 12 H* und
einer Produktion von zwei NADPH (vgl. Abbildung 2.3) [1]. Der dabei aufgebaute transmemb-
rane Protonengradient wird genutzt, um mithilfe der photosynthetischen ATPase ATP zu gene-
rieren. Die ATPase im Chloroplasten der Griinalgen sowie héherer Pflanzen besteht aus einem
integralen Membrankomplex CFo und einem stromaseitigen peripheren Komplex CF; [1]. Die
CFoCF1-ATPase bendtigt 14 H* zur Synthese von drei ATP-Molekilen, weshalb die durch den
LEF translozierten H* nicht gentigen, um das fiir den Calvin-Zyklus notwendige NADPH/ATP-
Verhdltnis von 2:3 bereitzustellen [1,71,72,82-86]. Aus diesem Grund muss statistisch gesehen
auf vier Elektronen, die durch den LEF transportiert werden, ein Elektron tiber den ZEF recycelt
werden, um zwei zusatzliche H* ins Lumen zu translozieren [82]. Pro O2-Molekill, das am OEC
erzeugt wird, muss der LHCI-RCI-Komplex folglich mindestens ein Elektron mehr anregen als
der LHCII-RCII-Komplex. Aufgrund der Tatsache, dass die Thylakoidmembran fiir H* permea-
bel ist [87], kann die ATPase-katalysierte ATP-Synthese von der Stdchiometrie von 4,67 H* pro
ATP (bzw. 14 H* pro 3 ATP) abweichen, wenn die gesamte photosynthetische ETK als Bilanz-
raum herangezogen wird.

Der Mechanismus des ZEF und dessen Regelung sind aktuell nicht endgultig aufgeklart. Derzei-
tige Erkenntnisse deuten darauf hin, dass der Elektronentransport von der RCI-Akzeptorseite
zum PQ in der Qi-Bindestelle des Cyt bef unter Beteiligung von Fd erfolgt [79,80]. Die in der
Qi-Bindestelle zu PQH: reduzierten PQ scheinen direkt nach ihrer vollstandigen Reduktion,
ohne einen temporaren Ubergang in den restlichen PQ-Pool, zur Q,-Bindestelle des Cyt bef zu
diffundieren und dort zu binden [80]. Deshalb kann der am Q-Zyklus und ZEF beteiligte PQ-
Pool von dem am LEF beteiligten PQ-Pool getrennt betrachtet werden [80]. Es besteht zudem
die Vermutung, dass mithilfe des ZEF nicht nur das Verhéltnis der Reduktions- und Energie-
aquivalente fir den Calvin-Zyklus reguliert wird, sondern, dass mithilfe des ZEF auch der
zusétzliche ATP-Bedarf der Kohlenstoff-konzentrierenden Mechanismen (KKM) gedeckt
werden konnte [88]. AulRer dem ZEF bestehen weitere, alternative Elektronenflusse (AEFs),
denen Uberwiegend eine photoprotektive Funktion zugesprochen wird [89,90]. Einer der wich-
tigsten AEFs ist der Mehler-Zyklus [90]. Hierbei werden die Elektronen vom Fd auf O, ubertra-
gen, was zur Bildung von ROS fihrt, die anschlieBend mithilfe einer Superoxiddismutase und
einer Ascorbat-Peroxidase letztlich zu H,O umgewandelt werden [91]. Da die Elektronen hier-
bei urspriinglich vom H,O stammen und erneut auf H,O Ubertragen werden, wird dieser Zyklus
auch als der Wasser-Wasser-Zyklus (WWZ) bezeichnet. Der WWZ trégt, ohne eine parallele
Bildung von Reduktionsaquivalenten, zur Bildung von ATP bei [89].

Neben dem Verstandnis der Abléufe in der photosynthetischen ETK sind vor allem der Aufbau
der beiden LHC-RC-Komplexe sowie die Zeit- bzw. Geschwindigkeitskonstanten der ETK-
Hauptkomponenten flr die Modellierung der Photosynthesekinetik (vgl. Abschnitte 2.6.3 und
4.3) relevant, weshalb diese im Nachfolgenden zusétzlich erlautert werden.

Der PSII-Komplex kommt nativ als ein in der Thylakoidmembran eingebettetes Dimer vor,
bestehend aus zwei RCIIs, die ihrerseits von jeweils einem inneren und einem daufReren Anten-
nenkomplex umgeben sind [1,72]. Ein RCII besteht aus den beiden Proteineinheiten D1 und D2
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sowie etwa 21 weiteren Untereinheiten (vgl. Anhang A.7) [37,92]. Das RCII enthalt im Zentrum
das spezielle Chlorophyllpaar P680, das ein Absorptionsmaximum bei einer Lichtwellenldnge
von 680 nm besitzt und bei der lichtinduzierten Ladungstrennung als primarer Elektronendonor
fungiert [37]. Ein RCII enthélt lediglich 6 Chla sowie 2 Phe [37,93] und ist fir eine effiziente
Lichtabsorption ungeeignet [1,94]. Deshalb ist das RCIl mit LHCIIs verknlpft. Der innere
Antennenkomplex besteht aus den beiden Monomeren CP43 und CP47, die jeweils 13 und 16
Chla aufweisen [93]. Der innere Antennenkomplex ist von den &uRReren LHCIIs umgeben. Der
aulere Antennenkomplex besteht aus den beiden Monomeren CP26 und CP29 sowie bis zu drei
zusatzlichen LHCII-Trimeren [93,95]. Die Proteinuntereinheit CP26 enthélt 9 Chla und 4 Chlb,
wahrend CP29 10 Chla und 3 Chlb enthalt [93]. Die LHCII-Trimere unterscheiden sich in der
Starke der Bindung zum RCII-Komplex. Es wird zwischen stark, moderat und lose gebundenen
LHCII-Trimeren unterschieden [93,95,96]. In [93] wird postuliert, dass ein LHCII-Trimer etwa
24 Chla und 18 Chlb enthalt. Neben den Chlorophyllen enthalten die LHCII-Komplexe zusatz-
lich Carotinoide [37,93]. Im speziellen Fall von Chlorella spp. wird davon ausgegangen, dass
diese Spezies ausschlieBlich photoprotektive Carotinoide besitzt [50,97-99]. Der bisher be-
schriebene LHCII-RCII-Komplexaufbau beschrankt sich auf Chlorophyta [93,95], weist jedoch
auch Homologien zu héheren Pflanzen auf [1,37].

Der Elektronentransport innerhalb des RCII lauft (berwiegend mit Zeitkonstanten im Bereich
von Piko- bis Nanosekunden ab [58]. Die beiden Ausnahmen, mit deutlich langeren Zeitkon-
stanten, bilden die Reduktion von Qg durch Qa und die Wasserspaltung im OEC. Der OEC
durchlauft insgesamt fiinf Zustande, die als So, S1, Sz, Sz und S4 definiert sind, wobei jeder
Zustandsiibergang (auBer Ss zu Sp) mit einer Oxidation des OEC und einer Reduktion des be-
nachbarten Yz einhergeht [100,101]. Jedem Zustandsiibergang geht eine Anregung und Oxida-
tion des P680 voraus. Lediglich der Ubergang von Ss zu So, bei dem erneut zwei H,O-Molekiile
durch den MnsCaOs-Komplex gebunden werden, erfordert keine vorangehende Anregung und
Oxidation des P680. Die Zustandslbergange weisen unterschiedliche Zeitkonstanten auf [68].
Der Ubergang von So zu S; dauert 30-250 s, der von Sy zu S, dauert 55-110 s, der von S, zu
Ss erfolgt in 180-460 ps und der von Sz zu S, nimmt ca. 200 us in Anspruch. Die Regeneration
von Sy zu Sp dauert insgesamt 1-1,2 ms. Somit beanspruchen die vollstdndige Wasserspaltung
und die anschlieRende Regeneration des OEC insgesamt 1,5-2,2 ms [68]. Je nach Literaturquelle
wird auch eine geringere Zeitkonstante von etwa 1 ms flr den gesamten Zyklus angegeben
[1,58]. Die Reduktion von Qg durch Qa ist ebenfalls ein relativ langsamer Schritt mit Zeitkon-
stanten im Bereich von 200-800 us, wenn ein Qg in der Bindetasche des RCII vorliegt [58,102].
Wenn zunéchst noch eine Bindung eines Qg aus dem PQ-Pool erfolgen muss, dauert die Reduk-
tion von Qg bzw. die Oxidation von Qa etwa 2-3 ms [102]. Es wird vermutet, dass der Elektro-
nentransport am RCII durch die Reduktion von Qg limitiert wird [103].

Die Oxidation von PQH, am Cyt bef ist ebenfalls ein langsamer Prozess mit einer Zeitkonstan-
ten im Bereich von 3-5 ms pro PQH; und ist damit sogar der absolut limitierende Schritt inner-
halb der photosynthetischen ETK, zumindest ohne die Beriicksichtigung der Zeitkonstanten des
Calvin-Zyklus (vgl. Abschnitt 2.2.3) [1,58,104,105].

Im Gegensatz zum PSII besteht das PSI nur aus einem RCI, das aus den beiden Untereinheiten
psaA und psaB, die das P700 enthaltende Zentrum bilden, sowie bis zu 12 bzw. 13 zusétzlichen
Untereinheiten besteht (vgl. Anhang A.7) [81,92]. Ein weiterer Unterschied zum RCII besteht in
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der Anzahl der Chlorophylle, die das RCI enthalt. Je nach Literaturquelle enthalt das RCI 96-
100 Chla und 15-22 B-Carotine [1,36,81]. Hinzu kommen bis zu 9 bzw. 10 LHCI-Monomere,
die das RCI umgeben [106-110]. Die LHCIs sind nicht einheitlich und weisen Variationen im
Chla/Chlb-Verhéltnis sowie in der Gesamtanzahl der Pigmente auf. Insgesamt kann ein LHCI-
RCI-Komplex in Chlorophyta bis zu 215-235 Chlorophylle enthalten und dabei ein Chla/Chlb-
Verhéltnis von etwa 4,4 aufweisen [106,108,110]. Die LHCI-RCI-Komplexe sind hochst effi-
zient, was unter anderem daran liegt, dass jegliche Transportvorgénge innerhalb eines RCI im
Rahmen von Piko- bis Nanosekunden erfolgen [1,36,58]. Mit einer Dauer von ca. 2 ps ist der
Elektronentransfer auf Fd die langsamste Reaktion am RCI [1]. Dieser Reaktionsschritt ist
jedoch trotzdem schneller als die langsamsten Elektronentransportvorgange am RCII.

2.2.3 Dunkelreaktion der oxygenen Photosynthese

Neben der von der photosynthetischen ETK bereitgestellten Reduktions- und Energiedquivalen-
te in Form von NADPH und ATP benétigt der Calvin-Zyklus (vgl. Abbildung 2.5), der auch als
die Dunkelreaktion der Photosynthese bezeichnet wird, CO; als Substrat. In aguatischen Syste-
men lassen sich drei Carbonat-Spezies in einem vom pH-Wert abhangigen Gleichgewichtszu-
stand finden. Bei pH-Werten bis ca. 8 liegt teilweise CO; vor. Im pH-Wertbereich zwischen 4-
11 ist zusétzlich HCOgs vorhanden. Ab einem pH-Wert von etwa 7 nimmt zusatzlich der Anteil
von COs* zu. Im Vergleich zu den anderen beiden Spezies kann das nicht geladene CO; (iber
die Zellmembran in die Mikroalgenzelle diffundieren, es kann jedoch auch aus der Zelle diffun-
dieren. Die anderen beiden Carbonat-Spezies miissen aufgrund ihrer Ladung uber Transporter in
die Zelle transloziert werden. In einer Ublichen aquatischen Umgebung liegt der pH-Wert meist
zwischen 7-8, weshalb in diesen Systemen HCOs die dominante Carbonat-Spezies ist [111].
Auch wenn HCOj3 von vielen Mikroalgen aufgenommen werden kann, muss es fir den Calvin-
Zyklus in CO, umgewandelt werden. Je nach zellinternem pH-Wert kann es deshalb notwendig
sein, HCOs™ mithilfe einer Carboanhydrase reversibel in CO2 umzuwandeln [112]. [1]

In Mikroalgen findet die CO»-Fixierung in sogenannten Pyrenoiden statt, die sich im Stroma des
Chloroplasten befinden und deren Anzahl speziesabhéngig variieren kann. Ein Pyrenoid besteht
aus konzentrierter, kristalliner Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO)
und kann zusatzlich von Stérkegranula umgeben sein. [1,6]

Den ersten Reaktionsschritt des Calvin-Zyklus bildet die RuBisCO-katlysierte Carboxylierung
eines Ribulose-1,5-bisphosphates (Cs-Kdrper) unter Fixierung eines CO2-Molekils. Dadurch
entsteht ein instabiler Cs-K0rper, der in zwei Molekiile 3-Phosphoglycerat (3-PGA; Cs-Kdrper)
zerfallt. Die beiden 3-PGA werden im ndchsten Schritt zu zwei 1,3-Bisphosphoglycerat (Cs-
Korper) unter Verbrauch von zwei ATP phosphoryliert und darauffolgend zu zwei Molekiilen
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP; Cs-Korper) unter Verbrauch von zwei NADPH reduziert.
Dieser Punkt des Calvin-Zyklus stellt eine wichtige Verzweigung dar. Nach der Fixierung von
drei CO2-Molekdilen liegen insgesamt sechs GAP vor. Von diesen sechs GAP kann ein GAP im
restlichen Metabolismus als Cs-Korper fur den Aufbau weiterer Substanzen (Anabolismus) oder
fiir die Energiegewinnung (mitochondriale Respiration) genutzt werden (vgl. Abschnitte 2.3 und
2.4). Die restlichen fiinf GAP-Molekille kénnen Uber den reduktiven Pentosephosphatweg zu
drei Molekiilen Ribulose-5-phosphat (Cs-Kdrper) umgewandelt werden [113]. Im letzten Schritt
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wird die Ribulose-5-phosphat unter Verbrauch von einem ATP (pro Ribulose-5-phosphat) zu
Ribulose-1,5-bisphosphat phosphoryliert, sodass der Calvin-Zyklus bzw. die CO,-Fixierung
erneut beginnen kann (vgl. Abbildung 2.5). In der Summe werden beim Calvin-Zyklus drei
ATP und zwei NADPH pro Zyklusdurchlauf verbraucht. [1]

3 Ribulose-1,5-bisphosphat

3ATP 5
(Cs) e
3ADP 2
3 Ribulose-5-phosphat 6 3-Phosphoglycerat
(Cs) (C3)
* 6ATP
A 6ADP
5 Glycerinaldehyd-3-phosphat 6 1,3-Bisphosphoglycerat
(C3) (C3)
6NADPH+6H*
6 Glycerinaldehyd-3-phosphat 6NADPH+6H+6Pi
(Cs)
1 Glycerinaldehyd-3-phosphat j M_@D
(C3) T

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der CO2-Fixierung im Calvin-Zyklus nach [1]. Im ersten Schritt erfolgt die
RuBisCO-katalysierte Carboxylierung von Ribulose-1,5-bisphosphat, was tber eine instabile Zwi-
schenstufe zu zwei Molekilen 3-PGA fihrt. Das 3-PGA wird zu 1,3-Bisphosphoglycerat phosphory-
liert, das nachfolgend zu GAP reduziert wird. Das GAP wird dann verwendet, um {iber den redukti-
ven Pentosephosphatweg Ribulose-5-phosphat zu regenerieren [113]. Zum Schluss wird Ribulose-5-
phosphat zu Ribulose-1,5-bisphosphat phosphoryliert und der Zyklus beginnt von vorne. Insgesamt
missen drei CO2-Molekiile fixiert werden, damit ein GAP fiir den nachgeschalteten Metabolismus
bereitgestellt werden kann. Die restlichen fiinf Molekiile GAP verbleiben im Calvin-Zyklus. Die fir
den Calvin-Zyklus erforderlichen Reduktions- und Energiedquivalente (NADPH und ATP) werden
unter Lichteinfall von der vorgeschalteten photosynthetischen ETK geliefert. [1]

Unter atmospharischen CO-Bedingungen scheint laut den bisherigen Literaturergebnissen die
RuBisCO-katalysierte Carboxylierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt innerhalb des
Calvin-Zyklus zu sein [1,105,114-116]. Die Chlorophyta besitzen Typ I-B RuBisCO mit acht
groBen katalytischen und acht kleinen Untereinheiten [114]. Unter der Annahme, dass alle acht
katalytischen Einheiten dieses RuBisCO-Typs simultan aktiv sein kénnen, ergeben sich flr die
Carboxylierung von Ribulose-1,5-bisphosphat Zeitkonstanten von 9-104 ms [117,118]. Neben
der relativ langsamen Reaktionsgeschwindigkeit von RuBisCO besteht zudem das Problem,
dass RuBisCO auch eine Oxygenierungsreaktion katalysieren kann, die zur Bildung von einem
3-PGA und einem 2-Phosphoglycolat fihrt [1,119]. Zwei Molekile 2-Phosphoglycolat kénnen
jedoch Uber mehrere enzymatische Schritte und unter Verbrauch von einem ATP in ein 3-PGA
umgewandelt werden, wobei ein CO; sowie ein NH,* frei werden, die unter Energieaufwand
erneut fixiert werden mussen [120]. Dieser VVorgang wird als Photorespiration bezeichnet und
tritt insbesondere unter hohen O./CO.-Verhdltnissen auf [1,120,121]. Zusétzlich bestehen
speziesabhangige Unterschiede in der CO»-Selektivitidt und Carboxylase- bzw. Oxygenaseakti-
vitdt von RuBisCO [122], die zu einer variierenden Auspragung der Photorespiration in unter-
schiedlichen Organismen unter gleichen O,/CO,-Verhaltnissen fuhrt [123,124]. Bei der Ver-

15



2 Theoretische Grundlagen

wendung eines Ublichen Gasgemisches (mit 1-2 % (v/v) CO; angereicherte Luft) konnte in
[120] am Beispiel von Chlamydomonas reinhardtii gezeigt werden, dass unter solchen O,/CO--
Verhdltnissen der Anteil der Photorespiration an der Brutto-Photosyntheserate wahrend einer
Photobioreaktor-Kultivierung im Bereich von 16-21 % liegen kann. Dieser Wertebereich ist
jedoch lediglich als ein grober Rahmen zu betrachten, da die geldsten Anteile von CO, und O,
die fur die Photosynthese- bzw. Photorespirationsrate relevant sind, in Abhangigkeit der Kom-
position des Mediums sowie den Kultivierungsbedingungen, trotz der gleichen Zusammenset-
zung der Zuluft, variieren kénnen [2,22,125]. Bei geringen O2/CO-Verhéltnissen im Medium
(bspw. bei einem Verhéltnis von etwa 1:3) kann die Photorespiration vernachlassigbar Kklein
werden [120,121]. Ein solches Verhéltnis ist jedoch uniblich bei gewdhnlichen photoautotro-
phen Kultivierungen in Photobioreaktoren und wurde in [120] durch eine spezielle Begasung
der Kultur von C. reinhardtii mit einem N2/CO,-Gasgemisch erreicht.

Die scheinbare Ineffizienz von RuBisCO (geringe Umsatzraten und Photorespiration) ist wo-
madglich der Grund dafiir, dass RuBisCO das am hdufigsten vorkommende Protein in der Natur
ist und damit eine enorme Stickstoffsenke darstellt [117,118]. Dabei scheinen Organismen,
darunter auch Cs-Pflanzen, die keine KKM besitzen, besonders hohe Mengen an RuBisCO mit
vergleichsweise hohen CO,-Affinitaten zu produzieren [112,117,122]. In Landpflanzen kann
der RuBisCO-Anteil am Gesamtprotein zwischen 5-50 % erreichen [1,117]. Einige photosyn-
thetische Organismen in aquatischen Systemen, darunter auch die Chlorophyta, besitzen jedoch
KKM, die einen aktiven CO- bzw. HCO3-Transport in die Zelle ermdglichen [112]. Dadurch
konnen sie die intrazelluldre CO2-Konzentration um das bis zu 75-Fache im Vergleich zu einem
rein diffusiven Transport steigern [1,88,112,115]. Dies ist moglicherweise die Erklarung dafiir,
dass Organismen mit KKM (blicherweise geringere Mengen an RuBisCO aufweisen als Orga-
nismen, die keine KKM besitzen [117]. Zudem weist RuBisCO in Organismen mit KKM ten-
denziell eine geringere CO,-Affinitat auf als in Organismen ohne KKM [122]. Bei der O-
Affinitat ist hingegen keine eindeutige Tendenz erkennbar [122]. Bei Mikroalgen liegt der
RuBisCO-Anteil am Gesamtprotein im Bereich von 2-23 % [111,126], haufig jedoch im Be-
reich von 2-10 % [117].

Einen weiteren Hinweis auf die Aktivitat der KKM in Griinalgen liefert die Beobachtung, dass
die in vitro ermittelte CO,-Halbsattigungskonstante von RuBisCO (kw.co2) in C. reinhardtii im
Bereich von 29 uM liegt, wéhrend die scheinbare CO-abhéngige Halbsattigungskonstante des
Zellwachstums (entspricht dem effektiven in vivo kv coz-Wert) sich im Bereich von etwa 1 uM
befindet [112,122]. Fir Chlorella spp. kdnnen ahnliche Werte angenommen werden [112]. Ein
solcher Unterschied zwischen den in vitro und effektiven in vivo ku,coo-Werten kann prinzipiell
durch eine deutliche Aufkonzentrierung des CO; im Zellinneren und/oder durch eine starke
Uberexpression von RuBisCO erreicht werden. Bei der Untersuchung des RuBisCO-Gehaltes in
diversen Mikroalgenstdmmen in [117] wurde ausgehend von den experimentellen Ergebnissen
postuliert, dass Mikroalgen mit KKM ihren RuBisCO-Gehalt nahe dem Mindestgehalt einstel-
len, der fur den Erhalt der beobachteten Wachstumsrate notwendig waére. Basierend auf den
Daten und Berechnungen von [117] erscheint die Uberexpression von RuBisCO als Erklarung
fiir die beobachteten Differenzen zwischen den jeweiligen ku.co2-Werten [112,122] eher un-
wahrscheinlich. Kontrdar zu der Aussage, dass der RuBisCO-Gehalt stets nahe dem fiir die
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jeweilige Wachstumsrate notwendigen Mindestgehalt liegt [117], kénnen die Ergebnisse der
Lichtsprungexperimente in [127] gewertet werden.

In [127] wurde beobachtet, dass eine plétzliche Erhdhung der Lichtintensitat (Lichtsprung von
50 pmol-m2-st auf 500 pumol-m-2-s) zu einem deutlichen Anstieg des Kohlenhydratgehaltes in
C. vulgaris flhrt. Dabei schien die Akkumulation der Kohlenhydrate bis etwa 12,5 h besonders
stark ausgepragt zu sein, wahrend die lichtbedingte Zellakklimatisation ca. 50-75 h in Anspruch
nahm [127]. Da der RuBisCO-Gehalt bei diesen Experimenten nicht explizit bestimmt wurde
[127], kann nicht ausgeschlossen werden, dass die lichtabhangige Anpassung des RuBisCO-
Gehaltes in C. vulgaris schneller ablauft als die Photoakklimatisation des restlichen Photosyn-
theseapparates. Dieses Verhalten wére jedoch fraglich, da die CO.-Fixierung und die photosyn-
thetische ETK unmittelbar zusammenhéngen (vgl. Abschnitte 2.2.2 und 2.2.3) und eine wesent-
lich schnellere Akklimatisation einer der beiden Komponenten deshalb als wenig sinnvoll
erscheint. Es kann daher vermutet werden, dass es méglicherweise doch zu einer Uberexpressi-
on von RuBisCO kommen kann. Unter der VVoraussetzung, dass die Mikroalgenzelle nur so viel
RuBisCO enthélt, dass es gerade so reicht, um die beobachtete Wachstumsrate zu erhalten
[117], erscheint eine starke und plétzliche Akkumulation von Kohlenhydraten nach einem
Anstieg der Lichtverfugbarkeit [127] als kaum mdglich. In einem solchen Zustand ware eine
vollstdndige bzw. nahezu vollstandige Auslastung von RuBisCO zu erwarten, weshalb eine
erhdhte Lichtverfugbarkeit keinen deutlichen Einfluss auf die CO2-Fixierung und damit auf die
Kohlenhydratakkumulation haben dirfte. Bei einer partiellen Auslastung des RuBisCO-Pools
ware hingegen eine plotzliche Kohlenhydratakkumulation durch die plotzliche Zunahme der
Lichtverfugbarkeit mdglich und zu erwarten.

2.3 Metabolismus und makromolekulare
Zellzusammensetzung von Mikroalgen

Der zentrale Kohlenstoffmetabolismus von Grlnalgen l&sst sich auf drei Zellkompartimente
aufteilen, namlich Chloroplast, Cytosol und Mitochondrium [113,128]. Die Gluconeogenese,
Stéarkesynthese und ein Teil der Glykolyse (bis GAP bzw. 3-PGA) laufen bei Grlnalgen im
Chloroplasten ab. Ein Teil der Lipidsynthese und der Glykolyse (ausgehend von GAP bzw. 3-
PGA bis Phosphoenolpyruvat) finden im Cytoplasma der Griinalgen statt. Die Decarboxylie-
rung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und der Citratzyklus werden im Mitochondrium durchgefihrt,
wo auch die oxidative Phosphorylierung (siehe Abschnitt 2.4) stattfindet. Der Pentosephos-
phatweg, Uber den auch Ribulose-1,5-bisphosphat fir den Calvin-Zyklus regeneriert wird [1]
(vgl. Abschnitt 2.2.3), lauft sowohl im Chloroplasten als auch im Cytoplasma ab. [113]

Beim photoautotrophen Wachstum bildet das im Calvin-Zyklus durch die CO,-Fixierung ent-
stehende GAP (vgl. Abschnitt 2.2.3) den zentralen Ausgangsstoff fir die Synthese weiterer
Zellkomponenten (vgl. Abbildung 2.6). Im Chloroplasten kann das GAP im Rahmen der Glu-
coneogenese zum Aufbau von Glucose-1-phosphat verwendet werden, das anschlielend tber
weitere enzymatische Reaktionsschritte zu Stérke synthetisiert werden kann [129]. Die Stérke-
biosynthese im Chloroplasten ermdglicht die unmittelbare Nutzung des ATP aus der Photosyn-
these [113]. Das GAP kann alternativ aus dem Chloroplasten in das Cytosol transportiert und in
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die Glykolyse eingespeist oder direkt zur Synthese von weiteren Polysacchariden genutzt wer-
den. In der Glykolyse wird GAP schlieBlich zu Acetyl-Coenzym A (CoA) abgebaut, das als
Substrat fir den nachgeschalteten Citratzyklus dient. Der im Mitochondrium ablaufende Ci-
tratzyklus liefert die fur die oxidative Phosphorylierung (siehe Abschnitt 2.4) notwendigen
Reduktionsaquivalente und zusétzlich Kohlenstoffgertste fur weitere Zellkomponenten, darun-
ter Aminosauren, Nukleotide, Pigmente sowie sekundare Metabolite. Weiterhin dient Acetyl-
CoA als Ausgangsstoff fiir die Fettsdurebiosynthese. Umgekehrt kénnen die aufgebauten Zell-
bestandteile auch in ihre Vorstufen abgebaut und anschlieBend im Citratzyklus oder in anderen
metabolischen Reaktionen eingesetzt werden. [1,113,129]

Stirke-/Saccharosesynthese
CO, + H,0
Photosynthese @ Gluconeogenese Pentosephosphatweg Kohlenhydrate
0, ;D
\/
ATP Glykolyse
gesiittigte ) _
( Lipide
<—>Fettséiuremetabolismus { ungesattigte )
Lipide
ATP If‘f
f Aminosiuremetabolismus ( Aminosduren ) \ i S
E Mg
CO, i dati
Ph 0x1dat1ye ----------- Citratzyklus [« Nukleotidmetabolismus { Nukleotide )
0, osphorylierung|
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Abbildung 2.6: Schematische, stark vereinfachte Ubersicht des zentralen Kohlenstoffmetabolismus der Mikroalgen
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nach [113,130]. Das GAP aus der Photosynthese dient dem restlichen Metabolismus als Ausgangs-
stoff. Dabei kann es Uber Gluconeogenese zu Glucose und anschlieend zu den Polysacchariden Stér-
ke und Saccharose aufgebaut werden. Die Glucose kann in andere Kohlenhydrate tber den Pen-
tosephosphatweg, dessen Zwischenprodukte auch als Ausgangsstoffe fiir die Gluconeogenese dienen
kénnen, umgewandelt werden. Sowohl GAP als auch Glucose kénnen in der Glykolyse verwendet
werden, um zu Acetyl-CoA abgebaut zu werden. Pyruvat, das ein Zwischenprodukt der Glykolyse ist,
kann auch innerhalb der Gluconeogenese eingesetzt werden. Das Acetyl-CoA als Substrat wird so-
wohl flr den Fettsduremetabolismus als auch fiir den Citratzyklus verwendet. Der Citratzyklus liefert
die fur die oxidative Phosphorylierung notwendigen Reduktionsaquivalente (gestrichelter Pfeil) und
die Vorstufen fiir Aminoséuren bzw. Proteine, Nukleotide und Pigmente (Sekundérmetabolite werden
hier vernachlassigt). Zusammen mit den Kohlenhydraten und Lipiden bilden die zuvor aufgezahlten
Makromolekiile die Mikroalgenbiomasse. Die makromolekularen Komponenten der Biomasse lassen
sich auch in ihre jeweiligen Vorstufen abbauen. Das fiir die Biosynthese von Zellkomponenten not-
wendige ATP wird von der oxidativen Phosphorylierung und zum Teil von der Photosynthese bereit-
gestellt. Fur die Synthese der Makromolekiile werden neben den Kohlenstoffgertisten und ATP zu-
sétzliche Né&hrstoffe wie bspw. N, P, S und Mg sowie weitere Spurenelemente benétigt. [1,113,129]
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Die makromolekulare Zellkomposition ist fiir den Wert der Mikroalgenbiomasse als Produkt
wichtig, unterliegt jedoch speziesabhédngigen Variationen [131] und ist zudem von den Um-
weltbedingungen wie bspw. Temperatur, pH-Wert und Salinitat des Mediums, Nahrstoff- sowie
Lichtverfugbarkeit abhangig [4,6,15,35,127,130,132]. Dartber hinaus ist die Art der Kohlen-
stoffquelle entscheidend fiir die Zellzusammensetzung, so unterscheiden sich photoautotrophe
Kultivierungen mit einer anorganischen Kohlenstoffquelle deutlich von mixo- oder heterotro-
phen Kultivierungen mit einer zuséatzlichen bzw. ausschlielflich organischen Kohlenstoffquelle
[6,133]. Im Nachfolgenden werden die Zellhauptbestandteile der Mikroalgenbiomasse und ihre
Funktion im Organismus vorgestelit.

In nicht-ndhrstofflimitierten Kultivierungen kann sich der BTM-spezifische Proteingehalt in C.
vulgaris im Bereich von 24-64 % bewegen [6,130,134]. Die Proteine sind an einer Vielzahl von
zelluldren Vorgéangen beteiligt, darunter Katalyse von biochemischen Reaktionen, Replikation,
Transkription, Translation, Stofftransport, Reparatur von Zellschaden, Signalleitung und Sig-
nalmodulation sowie Neutralisation von Fremdkérpern als Teil der Immunantwort [6,135-138].
Sie erfiillen jedoch auch strukturelle Funktionen und sind je nach Mikroalgenart zudem fir die
aktive Fortbewegung der Zelle notwendig [4,6]. Das Molekulargewicht eines einzelnen Proteins
in C. vulgaris liegt im Bereich von 12-120 kDa, wobei die meisten Proteine eine Masse von 39-
75 kDa aufweisen [6,32,139]. Mit massenspezifischen Gesamtproteinanteilen von jeweils 2-
10 % (vgl. Abschnitt 2.2.3) und 4-40 % konnen RuBisCO [117] und die LHC-RC-Komplexe
(Aminosdurezusammensetzung ist im Anhang A.7 hinterlegt) [126] den GroRteil der zelluldren
Proteine in Mikroalgen ausmachen. Diese photosynthetischen Proteine stellen den Hauptunter-
schied zu Proteinen der heterotrophen Mikroorganismen dar, die solche Proteine entsprechend
nicht enthalten. Der Massenanteil der ribosomalen Proteine am Gesamtprotein kann in Mikroal-
gen etwa 9-21 % betragen [126,140].

Der Anteil der Nukleotide an der Mikroalgenbiomasse fallt im Vergleich zu den jeweiligen
Anteilen der Proteine, Kohlenhydrate und Lipide gering aus. Dabei lassen sich in Mikroalgen
BTM-spezifische Desoxyribonukleinsdure (DNS)- und Ribonukleinséure (RNS)-Gehalte von
jeweils 0,6-3,2 % und 2,5-13 % finden [140]. Die Nukleotide in Form von DNS bzw. RNS sind
essenziell fur die Replikation, Transkription und Translation in einer Mikroalgenzelle [1]. Der
Hauptteil der RNS wird von der ribosomalen RNS gestellt [126]. Interessanterweise scheint der
RNS-Gehalt in manchen Mikroalgen unter nahrstoffgesattigten Bedingungen keine eindeutige,
positive Korrelation mit der Wachstumsrate aufzuweisen [140-143]. In heterotrophen Mikroor-
ganismen féllt die positive Korrelation zwischen dem Anstieg der Wachstumsrate und der
Zunahme des RNS-Gehaltes deutlicher aus [126].

Der BTM-spezifische Pigmentgehalt in C. vulgaris ist im Vergleich zu den restlichen Makro-
molekiilen ebenfalls gering. Trotzdem sind die Pigmente essenziell fur die Lichtabsorption [1]
(vgl. Abschnitt 2.2.1) und damit fur das Verstandnis der Stoffflisse innerhalb einer Mikroalgen-
zelle sowie deren Akklimatisation enorm wichtig. Das dominante Pigment in C. vulgaris ist das
Chla, ahnlich wie auch in anderen Chlorophyta [1,6]. Daneben enthélt C. vulgaris Chlb sowie
diverse Carotinoide [1,6,98]. Oft betragt der BTM-spezifische Chlorophyllgehalt in nahrstoffge-
séttigten C. vulgaris Zellen 1-2 % [6]. Unter Lichtlimitierung kann der BTM-spezifische Chla-
Gehalt jedoch auch auf etwa 4 % ansteigen [140]. Zu den haufigsten Carotinoiden in Chlorella
spp. gehdren a- sowie B-Carotine, Lutein, Neoxanthin, Zeaxanthin, Antheraxanthin und Vi-
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olaxanthin, wobei die letzten drei am photoprotektiven Xanthophyllzyklus beteiligt sind [1,97—
99]. In der Mikroalgenzelle liegen die Chlorophylle stets in photosynthetischen LHCII-RCII-
und LHCI-RCI-Komplexen vor (vgl. Abschnitt 2.2.2) [140].

Die Kohlenhydrate in Mikroalgen lassen sich grob in zwei Gruppen aufteilen. Die erste Gruppe
beinhaltet die funktionalen Kohlenhydrate, die bspw. an der Zellstruktur [144] oder unmittelbar
am Zellmetabolismus [129] beteiligt sind. Die zweite Gruppe beinhaltet die Kohlenhydrate, die
primér als langerfristige Energiespeicher dienen und erst bei Bedarf verstoffwechselt werden.
Das am haufigsten vorkommende Speicherkohlenhydrat in C. vulgaris ist das wasserunldsliche,
osmotisch inaktive Polysaccharid Starke, das aus Amylose sowie Amylopektin besteht [145]
und in Form von Starkegranula im Chloroplasten gespeichert wird [4,6,13]. Weiterhin enthalten
die Mikroalgenzellen auch Saccharose, tblicherweise jedoch in geringen Mengen [146]. Das
héufigste funktionale Polysaccharid bei Grinalgen ist Cellulose und fiir die Struktur der Zell-
wand unabdingbar [6]. Zusétzlich enthélt die Zellwand von C. vulgaris weitere Oligo- und
Polysaccharide, die aus den Monosacchariden Rhamnose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galac-
tose und Glucose bestehen [6,71,144]. Unter Nahrstofflimitierung oder unter anderen Stressbe-
dingungen kann C. vulgaris groRe Mengen Starke akkumulieren, sodass der Gesamtkohlenhyd-
ratgehalt bis zu 55 % der gesamten BTM betragen kann [4,6]. Ansonsten liegt der BTM-
spezifische Kohlenhydratgehalt im Bereich von 12-14,4 % [4,6,131].

Analog zu den Kohlenhydraten lassen sich die Lipide ebenfalls in zwei Hauptgruppen aufteilen,
die jeweils aus den funktionalen bzw. strukturellen Lipiden und den Speicherlipiden in Form
von Triacylglycerolen (TAGS) bestehen [15,140]. Die Gruppe der funktionalen Lipide besteht
Uiberwiegend aus Glyco- und Phospholipiden, aber auch aus freien Fettsauren, von denen in C.
vulgaris etwa 74 % ungeséttigt sind [147-149]. Die funktionalen bzw. strukturellen Lipide
werden in Mikroalgen fiir den Aufbau der Zellwand sowie der jeweiligen Membranen (z. B.:
Zell-, Chloroplasten- und Mitochondrienmembran) eingesetzt [6]. Die TAGs bilden die Spei-
cherlipide, die vermehrt unter Stressbedingungen, wie bspw. Néhrstofflimitierung, akkumuliert
werden und der Zelle als ein langfristiger Energiespeicher dienen [113]. Bisher konnte nicht
eindeutig geklart werden, woraus die spezies- und bedingungsabhangige Préferenz von TAGSs
oder Starke als Kohlenstoffspeicher resultiert [113,150]. Unter Stressbedingungen (z. B. durch
Stickstofflimitierung und/oder hohe Lichtintensititen) konnte beobachtet werden, dass Stéarke
und TAGs simultan produziert werden, jedoch mit einem zeitlich zunehmenden TAG/Stérke-
Verhdltnis [150]. Unter idealen Bedingungen, in Bezug auf die ATP-Ausbeute bei der mito-
chondrialen Respiration (vgl. Abschnitt 2.4), ist die Energiebilanz eines TAG mit einer relativen
ATP-Ausbeute von 60,7 % (ATP-Gewinn/ATP-Einsatz bei der Biosynthese) schatzungsweise
ahnlich hoch wie die Energiebilanz von Starke mit einer relativen ATP-Ausbeute von 65,3 %
[113]. Dementsprechend kann die Kohlenstoffspeicherpréferenz nicht unmittelbar aus der
Energiebilanz beider Speicherstoffe abgeleitet werden. Vielmehr wird vermutet, dass die Kon-
trolle Gber den Kohlenstofffluss in den Stérke- bzw. TAG-Pool komplexerer Natur ist und auf
enzymatischer sowie genetischer Ebene stattfindet [113]. Unter optimalen Bedingungen liegt
der auf die BTM bezogene Lipidgehalt bei 5-14 % [6,9,147]. Durch die Akkumulation von
TAGs unter Stressbedingungen kann dieser Gehalt in C. vulgaris auf bis zu 58 % ansteigen [6].

Zusétzlich zu den bisher aufgezéhlten Hauptbestandteilen einer Mikroalgenzelle, enthalt C.
vulgaris Mineralien, Vitamine und Sekunddrmetabolite. Die Massenanteile dieser Bestandteile
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sind jedoch duBerst gering [151] und werden deshalb im Rahmen dieser Arbeit fir die Bilanzie-
rung und Modellierung vernachlassigt.

2.4 Respiration und Energieversorgung des
Metabolismus von Mikroalgen unter
Lichteinstrahlung

Wie bereits in Abbildung 2.6 angedeutet, nehmen die oxidative Phosphorylierung und die
oxygene Photosynthese eine zentrale Rolle bei der Bereitstellung des ATP fir den Mikroalgen-
metabolismus (vgl. Abschnitt 2.3) ein [113,152]. In Mikroalgen kann das bendtigte ATP von
der im Mitochondrium ablaufenden oxidativen Phosphorylierung sowie von der photosyntheti-
schen ATPase im Chloroplasten (vgl. Abschnitt 2.2.2) bereitgestellt werden [113]. Es wird
vermutet, dass unter Lichteinfluss und einer ausreichenden CO2-Versorgung das im Chloroplas-
ten erzeugte ATP auch Uberwiegend dort verbraucht wird, wahrend die oxidative Phosphorylie-
rung mehrheitlich fir die ATP-Versorgung der metabolischen Vorgénge auBRerhalb des Chloro-
plasten zustandig ist [152]. Das ATP kann jedoch auch Uber diverse Transporter direkt oder
indirekt zwischen den Zellkompartimenten Chloroplast, Cytosol und Mitochondrium ausge-
tauscht bzw. transportiert werden [72,113,152]. Eine Zuordnung der jeweiligen ATP-Beitrage
der beiden genannten Prozesse ist in photosynthetisch aktiven Mikroalgen kaum mdglich, da
durch den mdglichen ATP-Transport zwischen den Zellkompartimenten, die Redundanz der
Stoffwechselwege (vgl. Abschnitt 2.3) sowie die weiteren Faktoren, die die kohlenstoffspezifi-
sche ATP-Ausbeute der oxidativen Phosphorylierung beeinflussen, zu viele Unsicherheiten bei
einer solchen Zuordnung bestehen wirden [113,152].

Die oxidative Phosphorylierung findet im Mitochondrium einer Mikroalgenzelle statt. Anders
als bei Prokaryoten laufen die Schritte der Zellatmung in eukaryotischen Mikroalgenzellen in
mehreren Zellkompartimenten ab. Der erste Teil der Glykolyse, ausgehend von Glucose bis zur
Bildung von GAP, wird im Chloroplasten durchgefuhrt. Das GAP wird dann ins Cytoplasma
transportiert, wo es zu Pyruvat umgewandelt wird. Die Decarboxylierung von Pyruvat zu Ace-
tyl-CoA findet schlieBlich im Mitochondrium statt. Dort befinden sich auch der Citratzyklus
sowie die Atmungskette. Der Abbau eines Glucose-Molekils zu zwei Acetyl-CoA und die
anschliefende Verwertung dieser Acetyl-CoA im Citratzyklus fihren in der Summe zu 4 ATP-,
10 NADH- und 2 FADH,-Molekiilen. [113]

Die Reduktionsaquivalente werden in der Atmungskette fiir den Aufbau eines transmembranen
H*-Gradienten eingesetzt, mit dessen Hilfe eine ATPase ATP aus ADP und anorganischem
Phosphat erzeugen kann [1]. Pro NADH- und FADH,-Molekil werden im Idealfall jeweils 2,5
und 1,5 ATP-Molekile generiert [113]. Somit kénnen unter optimalen Bedingungen maximal
32 ATP-Molekile pro gespaltener Glucose generiert werden, wobei zusétzlich 6 CO,-Molekiile
frei und 6 O,-Molekiile verbraucht werden, weshalb dieser Prozess auch als die mitochondriale
Respiration bezeichnet wird [1,2,113]. Unter ndhrstoffgesattigten Bedingungen und Lichtein-
fluss kann die mitochondriale Respiration in photoautotroph wachsenden Mikroalgen etwa 30-
40 % der Brutto-Photosyntheserate ausmachen [153,154].
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Im Gegensatz zu heterotrophen Mikroorganismen, die ihren gesamten ATP-Bedarf (iber die
mitochondriale Respiration abdecken missen [125], kdnnen photosynthetisch aktive Organis-
men erganzend auf ATP aus der Photosynthese zuriickgreifen, um die metabolischen Reaktio-
nen mit ATP zu versorgen [113]. Durch die relative Steigerung des ZEF und der AEF (vgl.
Abschnitt 2.2.2) kann das photosynthetische NADPH/ATP-Verhéltnis zu Gunsten des ATP
verschoben werden [85,88-90,113]. Da der Calvin-Zyklus ein striktes NADPH/ATP-Verhaltnis
von 2:3 bendtigt (siehe Abbildung 2.5) [1], kdnnen die mithilfe des ZEF und der AEF erzeug-
ten, ,,iiberschiissigen* ATP-Molekiile prinzipiell aulerhalb der CO»-Fixierung eingesetzt wer-
den [113]. Mdglicherweise ist der photosynthetische ATP-Beitrag der Grund dafiir, dass die
photoautotroph wachsenden Mikroalgen nur 30-40 % der photosynthetisch gebildeten Glucose
im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung veratmen [153,154], wahrend bei heterotrophen
Mikroorgansimen Ublicherweise um die 50 % der aufgenommenen Glucose flr die Zellatmung
eingesetzt werden [2].

2.5 Photoautotrophe Kultivierung von Mikroalgen

2.5.1 LichtKkinetik des photoautotrophen Wachstums

Die Photosyntheserate und die daraus resultierende Wachstumsrate [155] werden stets durch die
vorliegenden Umweltbedingungen determiniert (vgl. Abschnitte 2.2, 2.3 und 2.4). Unter nahr-
stoffgeséttigten Bedingungen definiert hauptsachlich die verfuigbare, photosynthetisch aktive
Photonenflussdichte (PPFD) die Zellantwort. Die Beziehung zwischen der Photosyntheserate
(P) und der Lichtintensitat (I) wird typischerweise durch sogenannte PI-Kurven (siehe Abbil-
dung 2.7) beschrieben [1,156]. Dabei sollte beachtet werden, dass bei der Bestimmung der
Photosyntheserate im Normalfall die Netto-Photosyntheserate, also die Differenz zwischen der
Brutto-Photosyntheserate und aller Respirationsvorgange (vgl. Abschnitte 2.2.3 und 2.4), erfasst
wird [153]. Die gemessene Netto-Photosyntheserate wird haufig auf den Chlorophyllgehalt, die
Zellzahl oder die gesamte BTM bezogen und dementsprechend als eine spezifische Netto-
Photosyntheserate angegeben [157].

Die Messung der Netto-Photosyntheserate kann auf mehrere Arten erfolgen. Fiir die Interpreta-
tion der Resultate ist es unabdingbar zu wissen, wie die Photosyntheserate ermittelt wurde. Eine
Mdglichkeit zur Bestimmung der Photosyntheserate stellt die Messung des CO-Verbrauchs dar.
Die so ermittelte Netto-Photosyntheserate entspricht direkt der effektiven Kohlenstofffixierung
[157]. Eine ebenfalls verbreitete Methode zur Bestimmung der Netto-Photosyntheserate ist die
Messung der Oz-Entwicklung [158,159]. Hierbei besteht jedoch das Problem, dass die erfasste
oxygene Netto-Photosyntheserate nicht direkt der effektiven Kohlenstofffixierung entspricht.
Dies resultiert aus der Tatsache, dass der photosynthetische Quotient (pg; O» produziert/CO;
fixiert) der gesamten Mikroalgenzelle als Bilanzraum nicht zwangsldufig einem Wert von 1
entsprechen muss [121,160]. Typischerweise sind die pg-Werte bei Mikroalgen gréRer als 1
[155,160], kénnen jedoch auch, bspw. durch eine verstarkte Synthese organischer Sauren,
kleiner als 1 sein [121]. Dementsprechend kann die oxygene Netto-Photosyntheserate wesent-
lich héher oder auch niedriger als die effektive Kohlenstofffixierungsrate bzw. spezifische
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Wachstumsrate ausfallen und muss in Abhangigkeit der Zellzusammensetzung (vgl. Abschnitt
2.3) korrigiert werden [155].
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Abbildung 2.7: Beispiel einer typischen PI-Kurve nach [1]. Im lichtlimitierten Bereich steigt, ausgehend vom Licht-
kompensationspunkt (I), die Photosyntheserate in etwa proportional zur Lichtintensitat an. Ungefahr
ab dem Lichtsattigungspunkt (Is) wird die maximale Photosyntheserate (Pmax) erreicht. Die Photosyn-
theserate ist dann nicht mehr durch die Lichtverfiigbarkeit, sondern durch die langsamste Reaktion
der Photosynthese limitiert. Ab einer gewissen Lichtintensitat kann eine effektiv sichtbare Photoinhi-
bierung erfolgen, die sich in der Abnahme der Photosyntheserate &ufRert [1]. AulRerdem ist Pmax Stark
von den Umweltbedingungen abhéngig, sodass bspw. eine CO2-Limitierung oder eine andere N&hr-
stofflimitierung zu einer Abnahme von Pmax fllhren kann [23].

Neben der Wahl der Bezugsgrofie der spezifischen Netto-Photosyntheserate und der Messme-
thode — also ob CO»-Verbrauch oder die O,-Produktion gemessen wird — ist das Messprotokoll
fur den Informationsgehalt einer PI-Kurve bzw. lichtabh&ngigen Photosynthesekinetik entschei-
dend. Zur Erfassung der operativen Netto-Photosyntheserate im jeweiligen Akklimatisationszu-
stand der Mikroalgenzellen wird die entsprechende, punktuelle Messung bei einer PPFD durch-
geflhrt, die der Akklimatisations-PPFD wahrend der Kultivierung entspricht. Die Erfassung
mehrerer solcher operativer Netto-Photosyntheseraten im zu untersuchenden PPFD-Intervall
liefert letztlich eine PI-Kurve, die in dieser Arbeit als akklimatisierte bzw. operative PI-Kurve
bezeichnet wird (akklimatisiert, weil die Messungen ausschlieflich bei der Akklimatisations-
PPFD erfolgen). Wenn eine solche PI-Kurve auf die BTM bezogen und in Abhangigkeit der
Zellzusammensetzung sowie der Messmethode Kkorrigiert wird, entspricht deren Verlauf der
photoakklimatisierten Wachstumskinetik [155], die fur C. vulgaris bspw. in [127,130] zu sehen
ist. Diese Messung liefert Informationen Uber die lichtbedingte Zellakklimatisation und den
davon abhéngigen Betriebspunkt der Mikroalgenzelle unter der jeweiligen PPFD. Eine solche
PI-Kurve liefert jedoch keine Auskunft dartiber, ob der Photosyntheseapparat im Betriebspunkt
vollstandig ausgelastet wird. Pauschal kann auch unter konstanten Bedingungen nicht davon
ausgegangen werden, dass der photosynthetische Apparat im akklimatisierten Zustand stets
vollstdndig ausgelastet wird. Gleichzeitig erscheint eine geringe operative Auslastung ebenfalls
unwahrscheinlich. Um Informationen (ber die gesamte Leistungskapazitat des Photosynthese-
apparates und die relative Lage des operativen Punktes im jeweiligen Akklimatisationszustand
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der Mikroalgenzellen zu erhalten, kénnen nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-Kurven aufge-
nommen werden. Hierbei werden die Mikroalgen zunéchst an eine PPFD akklimatisiert und
dann im Rahmen der Messung einer Abfolge unterschiedlicher PPFDs ausgesetzt, bei denen
jeweils die Photosyntheserate erfasst wird. Durch die schnelle Abfolge der PPFDs bei der
Messung haben die Mikroalgenzellen keine Zeit, um sich an die jeweilige PPFD zu akklimati-
sieren (vgl. Abschnitt 2.5.3). Deshalb werden im Rahmen dieser Arbeit solche PI-Kurven als
schnelle bzw. nicht-akklimatisierte PI-Kurven bezeichnet. Aufgrund der jeweils kurzen Be-
leuchtungsdauer der Mikroalgenzellen mit unterschiedlichen PPFDs kann vereinfachend ein
gleichbleibender Akklimatisationszustand wahrend einer solchen Messung angenommen wer-
den [29,158,161]. Einige Beispiele solcher PI-Kurven sind in [29] zu finden.

Eine typische PI-Kurve (vgl. Abbildung 2.7) I&sst sich in drei charakteristische Bereiche auftei-
len [1,157]. Bei einer geringen Lichtverfligbarkeit sind die Photosynthese und dementsprechend
auch das Wachstum durch die Lichtabsorption limitiert. Im Bereich der Lichtlimitierung steigt
die Photosyntheserate idealerweise linear mit der PPFD an. Dabei wird die Steigung der PI-
Kurve in diesem Bereich vor allem durch den Absorptionsquerschnitt der Mikroalgenzellen und
durch die maximale Quantenausbeute der Photosynthese bestimmt [1,27]. Der Lichtkompensa-
tionspunkt (Ik) kennzeichnet die Stelle, an der der Energiebedarf des Stoffwechsels gerade so
von der Brutto-Photosyntheserate gedeckt werden kann, dass effektiv genauso viel CO; freige-
setzt wie fixiert wird bzw. genauso viel O, produziert wie verbraucht wird [153,162]. Bei einer
ausreichend hohen PPFD erreicht die Photosyntheserate den Lichtsattigungspunkt (Is), ab dem
eine weitere Steigerung der PPFD entweder eine geringe oder gar keine Zunahme der Photosyn-
theserate — jedoch eine erhebliche Erhdhung der Energiedissipation — zur Folge hat. Der Bereich
um s ist oftmals durch ein Abflachen der PI-Kurve gekennzeichnet, was auf eintretende Ener-
gieverluste hindeutet [69] (vgl. Abschnitt 2.6.3). Ein verlustfreier Ubergang in die Séttigung der
Photosynthese wiirde sich in einem plétzlichen Ubergang vom lichtlimitierten Bereich in den
konstanten Lichtsattigungsbereich auflern [69,163,164]. Dieses Verhalten entsprache der soge-
nannten Blackman-Kinetik [163-165] (siehe Abschnitt 2.6.3). Nach einer weiteren Zunahme
der PPFD im lichtgesattigten Bereich kann es prinzipiell zu einer effektiven Photoinhibierung
kommen, die sich in einer Abnahme der effektiven Photosyntheserate widerspiegelt [1,157].

2.5.2 Lichtverhidltnisse in einem Flachplatten-Photobioreaktor
und Prozessfiihrungsstrategien zur Bestimmung der
lichtabhangigen Photosynthesekinetik

Analog zu Bioreaktoren zur Kultivierung heterotropher Mikroorganismen, wie bspw. Bakterien
oder Hefen, sind Photobioreaktoren in erster Linie dazu da, optimale Wachstums- bzw. Produk-
tionsbedingungen fur Mikroalgen zu schaffen [2]. Ein Photobioreaktor ist ein Mehrphasensys-
tem, bestehend aus einer Flissigphase (Kulturmedium), einer festen Phase (Mikroalgenzellen)
und einer Gasphase (Reaktorkopfraum und Gasblasen im Medium) [22]. Oftmals wird das Licht
als eine vierte Phase in Photobioreaktoren angesehen [22]. Bei den Kultivierungen in Photobio-
reaktoren zur Untersuchung substratabhéngiger Kinetiken besteht die Herausforderung darin,
genau definierte und reproduzierbare Kultivierungsbedingungen zu schaffen, die es mdglich
machen, den Einfluss nur eines Kultivierungsparameters auf die entsprechende Kinetik zu
untersuchen [1,23]. Aufgrund des kleinen Malstabes im Labor (im Bereich von wenigen Milli-
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2.5 Photoautotrophe Kultivierung von Mikroalgen

litern bis einigen Litern) stellen die ausreichende Durchmischung und Néahrstoffversorgung der
Mikroalgen, selbst bei Hochzelldichtekulturen, normalerweise keine groRe Herausforderung dar
[166]. Sowohl die Versorgung mit Nahrstoffen, die bei photoautotrophen Kultivierungen meist
in Form von gut wasserldslichen, anorganischen Salzen vorliegen, als auch die CO,-Versorgung
koénnen bei Laboruntersuchungen, wo die Prozesskosten zunéchst eine untergeordnete Rolle
einnehmen, im Uberschuss erfolgen [22,166,167]. Im Gegensatz dazu ist gleichmaBige Licht-
verteilung im Photobioreaktor auch im LabormaRstab eine Herausforderung, insbesondere bei
hoheren Zellkonzentrationen [22,168]. Typischerweise kdnnen sich in einem einseitig beleuch-
teten Flachplatten-Photobioreaktor drei Bereiche ausbilden (siehe Abbildung 2.8) [22,169]. Auf
der beleuchteten Photobioreaktorseite ist die Lichtintensitdt am hdchsten und kann zur Lichtsat-
tigung oder sogar zur Photoinhibierung fiihren [22,167,169]. Durch die zellbedingte Lich-
tabsorption und -streuung kommt es zu einer Abnahme der Lichtintensitét entlang der Reaktor-
tiefe [170]. Dadurch kénnen die lokalen p-Werte im mittleren Bereich des Photobioreaktors im
Rahmen der jeweiligen p-Werte an den Punkten Is und Ik (vgl. Abbildung 2.7) liegen [2]. Die
PPFDs, die in der Nahe der PPFD am Is liegen, ermdglichen ein optimales Mikroalgenwachs-
tum [169]. Unter der PPFD bei Is bis zur PPFD bei Ik findet das lokale Zellwachstum lichtlimi-
tiert statt [169]. Bei ausreichend hohen Zellkonzentrationen und/oder geringen Lichtintensitaten
kann es zusétzlich zur Ausbildung eines dritten Lichtbereiches kommen, in dem die PPFD am
Punkt Ik unterschritten wird, was zu einer lokalen Netto-Respiration bzw. lokal negativen
Wachstumsraten fihrt [22].

Lichtintensitit
spezifische Wachstumsrate

Lichtintensitit
spezifische Wachstumsrate

Reaktortiefe

Abbildung 2.8: Beispielhafter Verlauf des Lichtprofils in einem Flachplatten-Photobioreaktor, inklusive der daraus
resultierenden, lokalen Wachstumsraten. Darstellung in Anlehnung an [2,25].

Bei einer kontinuierlichen Beleuchtung héngt die Rate, mit der die Mikroalgenzellen zwischen
den drei mdglichen Lichtregimen wechseln (vgl. Abbildung 2.8), von der Durchmischung ab
[167,171]. Der Effekt, der durch den Wechsel zwischen dem Licht- und Dunkelbereich entsteht,
wird als flashing-light Effekt bezeichnet [58,169]. In der Literatur besteht der Konsens, dass zu
lange Dunkelphasen bzw. zu langsame Wechsel zwischen den Hell- und Dunkelzyklen sich
negativ auf die Produktivitat der Mikroalgen auswirken [22,58,167,169]. Es sollte jedoch beach-
tet werden, dass die Frequenz der Hell-/Dunkelzyklen, die sich negativ auf das Zellwachstum
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auswirken kann, scheinbar eine speziesabhangige Variabilitat aufweist [169]. Bei ausreichend
hohen Frequenzen der Hell-/Dunkelzyklen wird hingegen scheinbar ein positiver flashing-light
Effekt beobachtet, der zu einer Steigerung der Zellproduktivitét fahrt [22,58,169]. In aktuelleren
Untersuchungen konnte dieses Phdnomen jedoch nicht bestatigt werden, weshalb es fraglich ist,
ob tatsachlich ein positiver flashing-light Effekt existiert [172], der zu einer hoheren Zellpro-
duktivitat als eine vergleichbare konstante Beleuchtung fuhrt. Aufgrund von dieser Unsicherheit
ist es sinnvoll, den durchmischungsbedingten flashing-light Effekt bei kinetischen Experimen-

ten, die nicht explizit zur Aufklarung des flashing-light Effektes beitragen sollen, nach Mog-
lichkeit zu eliminieren.
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Abbildung 2.9: Beispielhafter VVergleich der Lichtverldufe in einem einseitig und einem beidseitig beleuchteten
Flachplatten-Photobioreaktor. Die Modellierung des jeweiligen Lichtprofils erfolgte analog zu den
Ausflihrungen in den Abschnitten 2.6.2 und 3.4.1 (vgl. Gleichungen 2.10 und 3.18). Die Lichtintensi-
taten wurden auf die Ausgangslichtintensitét des einseitig beleuchteten Photobioreaktors (entspricht
100 %) normiert. Zu Simulationszwecken wurde in beiden Féllen jeweils der gleiche Pigmentgehalt
und die gleiche BTM-Konzentration angenommen.

Eine Mdglichkeit, sowohl einen starken Lichtgradienten als auch den flashing-light Effekt zu
vermeiden, stellt die beidseitige Beleuchtung der Flachplatten-Photobioreaktoren dar. In dem
Beispiel in Abbildung 2.9 betragt die minimale Lichtintensitét (bei einer relativen Reaktortiefe
von 1) im einseitig beleuchteten Flachplatten-Photobioreaktor etwa 25 % der Ausgangslichtin-
tensitat. Im Vergleich dazu betrégt die minimale Lichtintensitat (bei einer relativen Reaktortiefe
von 0,5) im beidseitig beleuchteten Flachplatten-Photobioreaktor etwa 71,5 % der Ausgangs-
lichtintensitét (vgl. Abbildung 2.9). Die jeweiligen Lichtverlaufe wurden in beiden Fallen unter
denselben Bedingungen ermittelt (vgl. Gleichungen 2.10 und 3.18 sowie die Abschnitte 2.6.2
und 3.4.1), weshalb die in Abbildung 2.9 sichtbaren Unterschiede ausschlieflich auf die Be-
leuchtungsart zurtickzufiihren sind. Durch die beidseitige Beleuchtung ist es somit méglich, eine
deutlich homogenere Lichtverteilung in einem Flachplatten-Photobioreaktor zu erreichen, was
prinzipiell zu besser definierten Kultivierungsbedingungen und einer daraus resultierenden,
besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fuihren sollte. Deshalb wurden in der vorliegenden
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Arbeit, anders als bspw. in [127,130], beidseitig beleuchtete Flachplatten-Photobioreaktoren
(vgl. Abschnitt 3.1.3) fiir die kinetischen Untersuchungen (vgl. Abschnitt 3.2) eingesetzt.

Wie im nachfolgenden Abschnitt 2.5.3 ersichtlich wird, hangt der Pigmentgehalt der Mikroal-
genzellen von der Lichtverfugbarkeit ab, die wiederrum von den optischen Zelleigenschaften
abhéngig ist, die ihrerseits durch den Pigmentgehalt und die Morphologie der Mikroalgenzellen
beeinflusst werden (vgl. Abschnitt 3.4.1). Zudem (ben die Zellkonzentration (vgl. Abschnitte
2.6.2 und 3.4.1), die Geometrie und die Beleuchtungsart des Photobioreaktors [170,173] einen
Einfluss auf die Lichtverfligbarkeit aus. Wahrend einer Batch-Kultivierung [2] kommt es wah-
rend der Wachstumsphase zu einer zeitabhangigen Biomassezunahme, die einen Einfluss auf die
Lichtverfugbarkeit austibt, die den Pigmentgehalt der Mikroalgenzellen beeinflusst [1]. Dieser
beeinflusst wiederrum die Lichtverfugbarkeit und zum Teil die weitere mégliche Wachstumsra-
te. Durch diese Ruckkopplung erreicht das System keinen stationdren Zustand waéhrend der
Wachstumsphase. Die Ermittlung kinetischer Parameter ist in einem solchen dynamischen
Zustand zwar moglich, aber mit zeitlich variablen Unsicherheiten verbunden [174]. Um diese
Prozessdynamik und die damit verbundenen Unsicherheiten zu vermeiden, bietet sich der konti-
nuierliche Photobioreaktorbetrieb an [2,130]. Im kontinuierlichen Betrieb stellen sich, nach
einer Akklimatisationsphase, quasi-stationare Bedingungen ein, die sich in einem makrosko-
pisch konstanten Zellzustand widerspiegeln [127,130,175]. Der kontinuierliche Reaktorbetrieb
ohne Zellrlickhaltung, bei dem das Reaktorvolumen stets konstant bleibt, lasst sich in verschie-
dene Betriebsweisen unterteilen. Die haufigsten Betriebsweisen bei photoautotrophen Mikroal-
genkultivierungen sind der Chemostat [176], der Luminostat [177] und der Turbidostat [178].

Im Chemostat-Betrieb wird eine konstante Durchflussrate vorgegeben, in dessen Abhéngigkeit
sich eine bestimmte Konzentration des limitierenden Substrates (gilt jedoch nicht fiir Licht als
limitierendes Substrat) einstellt [175]. Durch die Variation der Durchflussrate und der damit
verbundenen Verfligbarkeit des limitierenden Né&hrstoffes lassen sich verschiedene Betriebs-
punkte mit unterschiedlichen Wachstumsraten einstellen [175]. Im Luminostat-Betrieb wird die
Lichttransmission, die an einem Punkt im oder am Photobioreaktor gemessen wird, durch die
Regelung der Durchflussrate konstant gehalten [177]. Dies fuhrt zur Einstellung verschiedener
Zellkonzentrationen in Abhangigkeit der Ausgangslichtintensitit. Im Gegensatz dazu wird beim
Turbidostat die Zellkonzentration durch die Regelung der Durchflussrate konstant gehalten, die
Lichttransmission ist dabei variabel [1,178]. Die Messung der Zellkonzentration erfolgt norma-
lerweise indirekt iber die Messung der Optischen Dichte (OD) mithilfe eines optischen Sensors
[178]. Zur Untersuchung der Zellakklimatisation und diverser Kinetiken hat sich in der Vergan-
genheit der Turbidostat-Betrieb mit optisch dinnen Mikroalgenkulturen, also mit niedrigen
Zellkonzentrationen, bewéhrt [1,130]. Diese Betriebsweise ermdglicht definierte, gleichbleiben-
de Kultivierungsbedingungen und eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

2.5.3 Anpassungsstrategien der Mikroalgen an variierende
Umweltbedingungen

Im Rahmen einer Kultivierung in einem Photobioreaktor unterliegen die Mikroalgen variieren-
den Bedingungen. Wahrend im Labormalstab eine ausreichende Versorgung der Mikroalgen
mit Nahrstoffen, insbesondere mit COg, relativ einfach gewahrleistet werden kann, ist die Ein-
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stellung solcher homogenen bzw. optimalen Bedingungen in Produktionsanlagen im AuBenbe-
reich nicht trivial [22]. Die Lichtverfligbarkeit ist ebenfalls ein kritischer Faktor, der unmittelbar
die Produktivitat einer Mikroalgenkultivierung beeinflusst und im Aufienbereich extrem varia-
bel ist, was zum einen durch die Reaktordurchmischung bedingt wird und zum anderen aus der
naturlichen Variation der Verfligbarkeit des Sonnenlichtes resultiert [22,167,179-182]. Hierzu
kommt die Temperierung der Photobioreaktoren im Auf3enbereich, die einen der groten Kos-
tentreiber bei einer Mikroalgenkultivierung darstellt und meist aus Kostengrinden in einem
gewissen Betriebsfenster variabel gelassen wird [181]. Diese Variationen der Umgebungsbe-
dingungen zwingen die Mikroalgen sich standig auf zelluldrer Ebene anzupassen, um stets ein
optimales Wachstum unter den jeweiligen Bedingungen gewéhrleisten zu kénnen [92,183,184].
Im Nachfolgenden werden die zentralen Anpassungsstrategien der Mikroalgen an die beiden
Prozessparameter Licht- und CO,-Verfugbarkeit vorgestellt, deren jeweiliger Einfluss zudem im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurde (vgl. Abschnitte 4.1 und 4.2). Die Einflusse
weiterer Nahrstoffe sowie der Temperatur auf Mikroalgen und ihr daraus resultierendes Akkli-
matisationsverhalten wurden in folgender Literatur umfassend behandelt: [150,151,185-190]. In
dieser Arbeit wurden die negativen Einflisse der zuletzt genannten Prozessparameter durch
geeignete Kultivierungsbedingungen eliminiert (vgl. Abschnitt 3.1.3) und waren deshalb nicht
Teil der hier durchgefuhrten Untersuchungen.

Es existieren mehrere Strategien, mit denen Mikroalgen ihren Photosyntheseapparat an unter-
schiedliche Lichtbedingungen anpassen. Diese Anpassungsmechanismen kdnnen, basierend auf
ihren Zeitskalen, in drei Hauptgruppen unterteilt werden [29,157,191]. Die schnelle, kurzfristige
Anpassung im Bereich von Sekunden bis Minuten wird als Photoregulation bezeichnet [191].
Die Photoregulation beinhaltet unter anderem die Aktivitatsregulation der NPQ-Mechanismen
[48-50], der AEF [90,192] (vgl. Abschnitt 2.2.2) sowie der sogenannten state-transitions
[92,193]. Auf Zeitskalen von Stunden bis Tagen findet die Photoakklimatisation statt, die eine
lichtabhéngige Restrukturierung des Photosyntheseapparates und der Zellzusammensetzung zur
Folge hat [157,187,191,194]. Fir industrielle Kultivierungsprozesse weniger relevant ist die
Photoadaptation, die in der Natur auf Zeitskalen von mehreren Millionen Jahren stattfindet und
mit einer nachhaltigen Veranderung des Genoms einhergeht [191]. Durch langanhaltend gleich-
bleibende Kultivierungsbedingungen und gezielt induzierte, langanhaltende Stressbedingungen,
wie es bei den Mikroalgenkultivierungen im Labor oder im industriellen MafRstab blich ist,
kann die Photoadaptation jedoch auch auf Zeitskalen von wenigen Monaten bzw. Jahren ablau-
fen [195]. Dies wird insbesondere durch die, im Vergleich zu nattrlichen Gewdssern, hohen
Zelldichten begtinstigt, da damit auch die Wahrscheinlichkeit einer zuféllig vorteilhaften Gen-
mutation steigt. Nichtsdestotrotz werden in dieser Arbeit die Mechanismen der Photoadaptation,
aufgrund der langen Zeitskalen, nicht weiter ausfihrlich betrachtet.

Einen sehr gut charakterisierten Vorgang der Photoakklimatisation in Mikroalgen bildet die
PPFD-abhangige Anpassung des Pigmentgehaltes [1,157,187,191,194]. Tendenziell senken die
Mikroalgen ihren Chlorophyllgehalt mit steigender PPFD, um die Absorption (berschissiger
Lichtenergie zu vermeiden und die Gesamtkosten der Synthese photosynthetischer Proteine
sowie Pigmente zu reduzieren [1,180,196]. Umgekehrt wird der Chlorophyllgehalt bei niedrigen
PPFDs tendenziell erhéht, um die verfiigbare Lichtenergie mdglichst vollstandig absorbieren zu
kénnen [1,180,196].
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Die Variation des Pigmentgehaltes hat eine direkte Auswirkung auf den effektiven in vivo
Absorptionsquerschnitt der Mikroalgenzellen [156,197]. Jedoch verhélt sich der Zusammen-
hang zwischen dem Pigmentgehalt und dem effektiven in vivo Absorptionsquerschnitt aufgrund
des sogenannten self-shading Effektes (vgl. Abbildung 2.10) nicht linear [1,156,197,198].
Dieser Effekt ist insbesondere bei hohen Pigmentgehalten, also bei niedrigen PPFDs, stark
ausgepragt und fihrt dazu, dass der Nutzen eines Chlorophylls, in Hinblick auf die Lichtabsorp-
tion (vgl. Abschnitt 2.2.1), mit dem Anstieg des Pigmentgehaltes progressiv abnimmt [173,197].
Neben dem Pigmentgehalt ist auch die Zellgréiie fir die Auspragung des self-shading Effektes
relevant, wobei groRere Mikroalgenzellen tendenziell einen ausgepragteren self-shading Effekt
als kleinere Mikroalgenzellen aufweisen sollen [197].
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Abbildung 2.10:  Schematische Darstellung der Auswirkung des self-shading Effektes auf den Chlorophyll-
spezifischen Absorptionsquerschnitt. Abbildung in Anlehnung an [1] erstellt. (A) Ein Granum mit ei-
nem hohen Chlorophyllgehalt (akklimatisiert an Schwachlicht). (B) Ein Granum mit einem geringe-
ren Chlorophyllgehalt (akklimatisiert an eine hohe PPFD). Bedingt durch die hohe Anzahl der Chlo-
rophylle (griine Kreise) in (A) und die daraus entstehende gegenseitige Beschattung erreicht das Licht
(gelbe Pfeile) nicht jedes Chlorophyll, was mit einem reduzierten effektiven Chlorophyll-spezifischen
Absorptionsquerschnitt einhergeht. In (B) ist der self-shading Effekt weniger ausgepragt und der ef-
fektive Chlorophyll-spezifische Absorptionsquerschnitt dementsprechend hoher. Die geringere Chlo-
rophyllkonzentration fiihrt jedoch dazu, dass hierbei nur ein Teil des einfallenden Lichtes absorbiert
wird, wéahrend in (A) eine vollstandige Absorption des einfallenden Lichtes erfolgt.

Zusétzlich zur Anderung des Gesamtpigmentgehaltes kann auch das Chla/Chlb-Verhiltnis in
Mikroalgen als Funktion der PPFD variieren [156,196,199]. In Chlorophyta konnte tatséchlich
beobachtet werden, dass das Chla/Chlb-Verhdltnis mit steigender PPFD ebenfalls zunimmt
[196,200-202]. Wie bereits in Abschnitt 2.2.2 erldutert, enthalten jeweils die LHCs den Grofteil
des Chlb [93,106,203,204]. Dementsprechend kann eine Zunahme des makroskopischen
Chla/Chlb-Verhaltnisses eine Abnahme der jeweiligen durchschnittlichen bzw. effektiven LHC-
RC-KomplexgroRe bedeuten [201,202]. Ein weiterer Grund fiir die Anderung des Chla/Chlb-
Verhdltnisses kann die Variation des RCII/RCI-Verhéltnisses, um den Energiefluss zwischen
den RCs auszubalancieren [205], sein, da die LHCI-RCI-Komplexe typischerweise hdhere
Chla/Chlb-Verhaltnisse als die LHCII-RCII-Komplexe aufweisen [36,37,93,106,203,204] (vgl.
Abschnitt 2.2.2). Eine stark ausgeprégte Variation des RCII/RCI-Verhaltnisses konnte bei
Cyanobakterien festgestellt werden [1]. In C. vulgaris scheint das RCII/RCI-Verhéltnis, wie
auch in einigen anderen Chlorophyta [105,199,205], jedoch relativ unabhéngig von der PPFD in
einem Bereich von etwa 0,8-0,9 zu liegen [202,206]. Somit ist eine PPFD-bedingte Steigerung
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des Chla/Chlb-Verhaltnisses in C. vulgaris wahrscheinlich eher auf eine Reduktion der GroRe
der jeweiligen LHC-RC-Komplexe als auf eine Anderung des RCII/RCI-Verhéltnisses zuriick-
zufihren.

In Bezug auf die Photoakklimatisation der LHC-RC-Komplexe ergeben sich daraus insgesamt
drei mogliche Strategien [29,179,180]. Die erste Strategie ware die reine Anpassung der Anzahl
der LHC-RC-Komplexe in Abhéngigkeit der Lichtbedingungen. Die zweite Strategie besteht
darin, lichtabhéngig die jeweilige LHC-RC-Komplexgréfle anzupassen. Die dritte und letzte
mdogliche Strategie ist eine Mischstrategie aus den beiden genannten Akklimatisationsstrategien.
Bei dieser Mischstrategie werden also sowohl die Anzahl der LHC-RC-Komplexe als auch die
jeweiligen KomplexgroRen in Abhangigkeit der vorliegenden PPFD variiert.

Unter bestimmten Umstanden, bspw. wenn Schwachlicht-akklimatisierte Mikroalgen plétzlich
hohen PPFDs ausgesetzt werden, kann es vorkommen, dass ein Teil der absorbierten Lichtener-
gie nicht fur die primére Photochemie (vgl. Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2) genutzt werden kann
und somit an den LHC-RC-Komplexen dissipiert werden muss [61]. Dies kann z. B. bei Mikro-
algenkultivierungen mit hohen Zelldichten auftreten, da die Mikroalgenzellen sich tendenziell
an die von ihnen im Mittel erfahrene PPFD akklimatisieren [169] und bei hohen Zelldichten die
mittlere PPFD in einem Photobioreaktor gering ausféllt [22,207]. Trotzdem bleibt ein kleiner
Bereich im Photobioreaktor bestehen, der hohe PPFDs aufweist [207] (vgl. Abbildung 2.8),
denen die an Schwachlicht-akklimatisierten Mikroalgen durchmischungsbedingt kurzzeitig
ausgesetzt werden koénnen [167,169]. In einem solchen Fall besteht die Mdglichkeit, dass die
angeregten Chlorophylle die absorbierte Lichtenergie auf O (bertragen, was zur Ausbildung
von ROS fihrt [208]. Diese kénnen unter anderem die zentralen RCII-Proteine D1 und D2
oxidativ schadigen [61,62,208,209]. Dieser Vorgang wird Photoinhibierung genannt und findet
im Bereich von einigen Minuten bis Stunden statt [208,209]. Experimentelle Daten deuten
jedoch darauf hin, dass bei einer ausreichenden Néahrstoffversorgung der Mikroalgen die pro-
gressive und effektiv sichtbare Photoinhibierung erst bei PPFDs auftritt, die mindestens um das
10-Fache hoher sind als die PPFD, an die die Mikroalgenzellen im Vorfeld akklimatisiert wur-
den [157]. Der hierzu komplementére VVorgang, bei dem die geschédigten D1- und D2-Proteine
aus der Thylakoidmembran entfernt, abgebaut, de novo synthetisiert und erneut in die Thyla-
koidmembran eingebaut werden, wird als Photoreparatur bezeichnet [208,210]. Die Photorepa-
ratur lauft auf &hnlichen Zeitskalen wie die Photoinhibierung ab [208,209]. Neben den LHCII-
RCII-Komplexen kénnen auch die LHCI-RCI-Komplexe, trotz ihrer im Vergleich zu den RClIs
hohen Effizienz [36], von lichtbedingter Photoinhibierung betroffen sein [192,211].

Um auf plotzliche, kurzfristige Anderungen der Lichtintensitét reagieren und Photoinhibierung
vermeiden zu konnen, haben die Mikroalgen photoregulatorische Mechanismen entwickelt, die
auf deutlich kirzeren Zeitskalen als die relativ langsame Photoakklimatisation ablaufen [1]. Zur
Vermeidung der Ausbildung von ROS durch die Absorption Uberschissiger Lichtenergie besit-
zen die Mikroalgen unter anderem photoregulatorische NPQ-Mechanismen [61,62]. Unter den
NPQ-Mechanismen werden alle Mechanismen zusammengefasst, die zu einer thermischen
Dissipation der absorbierten Lichtenergie und somit nicht zur Fluoreszenz oder Photochemie
fuhren [49,62]. Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass in manchen Literaturquellen keine
Unterscheidung zwischen NPQ und Fluoreszenz erfolgt, sodass beide Vorgénge unter NPQ
zusammengefasst werden. Den Hauptbeitrag zur thermischen Energiedissipation bei einem
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vorliegenden Energieliberschuss leistet der sogenannte Xanthophyllzyklus [61]. Unter lichtsatti-
genden Bedingungen weist der PQ-Pool ein hohen Reduktionsgrad auf, was mit einer starken
Protonierung und einer daraus resultierenden Ansduerung des Thylakoidlumens einhergeht
[1,61,72]. Das fuhrt wiederrum zur Aktivierung der Violaxanthin-Deepoxidase, die nur unter
Lichteinfluss und bei niedrigen pH-Werten aktiv ist [1,61,72]. Diese reduziert das Diepoxid
Violaxanthin Gber das Monoepoxid Antheraxanthin zu Zeaxanthin, das die an den Chlorophyl-
len absorbierte Lichtenergie aufnehmen und als Wérme dissipieren kann [1,61,72]. Die Ruckre-
aktion des Xanthophyllzyklus lauft (iber das Enzym Zeaxanthin-Epoxidase ab, die ein breites
pH-Optimum besitzt und sowohl unter Lichteinfluss als auch im Dunkeln aktiv ist [1,61,72].
Durch die im Vergleich zur Violaxanthin-Deepoxidase geringe Umsatzrate der Zeaxanthin-
Epoxidase ist es trotzdem mdglich, eine Akkumulation von Zeaxanthin und eine damit einher-
gehende, hohe NPQ-Aktivitat zu erreichen, obwohl beide Enzyme gleichzeitig aktiv sind [72].
Dies gilt insbesondere im Falle sattigender PPFDs. Eine hohe NPQ-Aktivitét hat jedoch, ahnlich
wie auch die Photoinhibierung durch ROS [62], einen negativen Einfluss auf die Effizienz der
primédren Photochemie, da die absorbierte Lichtenergie dadurch vermehrt in Form von Warme
dissipiert wird, statt furr die Photochemie genutzt zu werden [46,61]. Demnach kdnnen die NPQ-
Mechanismen auch ein Stiick weit der Photoinhibierung zugeordnet werden [61].

Die AEF, inklusive dem ZEF, kénnen ebenfalls eine photoprotektive Rolle einnehmen und zur
Photoregulation beitragen [90]. Indem die Aktivitat der AEF und des ZEF gesteigert wird, kann
der Protonengradient zwischen dem Thylakoidstroma und -lumen schneller aufgebaut werden,
was zu einer schnelleren Anséuerung des Lumens und einer Aktivierung des Xanthophyllzyklus
fiihrt [80,90]. AulRerdem kdnnen bereits gebildete ROS unter anderem Uber den Mehler-Zyklus
(vgl. Abschnitt 2.2.2) neutralisiert werden [91]. Weiterhin konnen die AEF als zusatzliche
Elektronensenken bei einem NADP*-Mangel, der den LEF wesentlich einschranken wirde,
fungieren und zur verstarkten Synthese von ATP beitragen [88,90].

Bei den sogenannten state-transitions handelt es sich um eine temporére, reversible Reorganisa-
tion der LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexe, wobei der Chlorophyllgehalt sowie die jewei-
ligen Proteinfraktionen unverandert bleiben [84]. Dabei bewirkt eine von der stt7/STN7 Kinase
katalysierte Phosphorylierung der LHCIIs [193], dass diese vom RCII dissoziieren und (ber die
Thylakoidmembran zu einem LHCI-RCI-Komplex migrieren kdnnen, wo sie anschlielend
einen LHCII-LHCI-RCI-Superkomplex bilden [80,84]. Ein hoher Reduktionsgrad des PQ-Pools
scheint die Aktivitat der state-transitions zu begunstigen [84,193]. In der aktuellen Literatur
besteht die Hypothese, dass die state-transitions lediglich zu einer relativen Steigerung des
ZEF/LEF-Verhdltnisses beitragen, indem sie den LHCII-RCII-Absorptionsquerschnitt relativ
zum LHCI-RCI-Absorptionsquerschnitt verringern [80]. Eine absolute Steigerung des maxima-
len ZEF durch die state-transitions wird derzeit fir unwahrscheinlich gehalten, da der ZEF
scheinbar eher durch die PQH2-Oxidation am Cyt bef und weniger durch den Elektronentrans-
port vom Fd zum in der Q;-Bindestelle des Cyt bef gebundenen PQ (vgl. Abbildung 2.3) limitiert
wird [80,84]. Nichtsdestotrotz kénnte dieser photoregulatorische Mechanismus durch die Ver-
schiebung des ZEF/LEF-Verhaltnisses zu Gunsten des ZEF zu einer Abnahme des Reduktions-
grades des PQ-Pools beitragen und somit die lichtséattigungsbedingten Energieverluste an den
LHCII-RCII-Komplexen etwas verringern [1,80,84].
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Die Photoregulation hat keinen Einfluss auf den makroskopisch sichtbaren Phanotyp der Mikro-
algen, dieser wird durch die langerfristige Photoakklimatisation beeinflusst [157]. Auch wenn
die Photoregulation und -akklimatisation auf stark unterschiedlichen Zeitskalen ablaufen, lassen
sich diese Prozesse nicht vollstdndig voneinander entkoppelt betrachten, da eine Restrukturie-
rung des photosynthetischen Apparates einen unmittelbaren Einfluss auf die Photoinhibierung
sowie die Aktivitat der Photoregulation hat, und umgekehrt [1,157].

Die bisher vorgestellten lichtbedingten Akklimatisationsmechanismen beschranken sich auf die
photosynthetische ETK und somit auf die Lichtreaktion der Photosynthese (vgl. Abschnitt
2.2.2). In Hinblick auf die lichtabhdngige Anpassung des CO,-Fixierungsapparates konnte in
einigen Chlorophyta beobachtet werden, dass der zellspezifische RuBisCO-Gehalt unabhéngig
von der PPFD relativ konstant bleibt [105,212,213]. Eine parallele Reduktion des Chlorophyll-
gehaltes bei steigenden PPFDs fiihrt dementsprechend dazu, dass mehr RuBisCO pro Chloro-
phyll bzw. LHC-RC-Komplexe zur Verfligung steht [105,212,212]. Dies fiihrt scheinbar zu
einem Anstieg der maximalen ETK-spezifischen Photosyntheserate [105,180,212]. In Bezug auf
die CO-abhéngige Akklimatisation des CO,-Fixierungsapparates haben aktuelle Experimente
gezeigt, dass der Anteil von RuBisCO am Gesamtprotein scheinbar nicht signifikant mit der
CO,-Verfugbarkeit variiert [117]. Es kann daher vermutet werden, dass die Mikroalgen mdég-
licherweise eher die Aktivitdt der Carboanhydrase [214] und der KKM [88,112] als den protein-
spezifischen RuBisCO-Gehalt [117] an die variierenden CO,-Konzentrationen anpassen.

2.6 Modellierungsansatze

2.6.1 Modellierung der optischen Eigenschaften von
Mikroalgenzellen

Beim Durchgang der Lichtstrahlen durch einen Photobioreaktor oder ein anderes Kultivierungs-
system interagieren diese mit den Mikroalgenzellen, den Gasblasen und dem Medium (vgl.
Abschnitt 2.5.2). Die lokalen Lichtintensitaten in einem Photobioreaktor werden hauptséchlich
durch die Zellkonzentration, Zellmorphologie [45,215] und die damit verbundenen optischen
Zelleigenschaften (Absorptionsquerschnitt, Streuungsquerschnitt sowie Streuungsphasenfunkti-
on) bestimmt [170,216,217]. Daruber hinaus ist das Produkt aus lokaler Lichtintensitat und dem
Absorptionsquerschnitt der Mikroalgenzelle fiir die Berechnung der operativen Photonenab-
sorptionsrate notwendig, die wiederrum als Grundlage fur die modellbasierte Bestimmung der
Photosyntheserate dient [1,27,94] (vgl. Abschnitte 2.6.3 und 4.3).

In der Vergangenheit wurde bereits eine Vielzahl von Modellen eingesetzt, darunter die Lorenz-
Mie-Theorie [173,218], die Aden-Kerker-Theorie [218], die T-Matrix [215], die Schiffsche
Approximation [45] sowie die van de Hulst Approximation [219], um die effektiven optischen
Zelleigenschaften von Mikroalgen prédiktiv zu ermitteln [220]. Die van de Hulst Approximati-
on [221] kann unter bestimmten Bedingungen als eine Vereinfachung der Lorenz-Mie-Theorie
eingesetzt werden [219]. Die gewohnliche Lorenz-Mie-Theorie [222] ist nur auf homogene
Spharen anwendbar, was bei Mikroalgen mit einer dicken Zellwand zu erheblichen Abweichun-
gen zwischen den gemessenen und vorhergesagten optischen Zelleigenschaften fiihren kann
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[218]. Durch die Erweiterung der Lorenz-Mie-Theorie durch Aden und Kerker ist es méglich,
eine Mikroalgenzelle durch zwei konzentrische Sphéren (Zellinneres umgeben von der Zell-
wand) statt durch eine homogene Sphéare anzunéhern [223,224], was bspw. im Falle von C.
vulgaris zu besseren Modellvorhersagen gefiihrt hat [218]. Im Rahmen der Bestimmung der
optischen Eigenschaften von Mikroalgen mithilfe der Schiffschen Approximation [225] besteht
die Moglichkeit, eine Mikroalgenzelle durch ein Rotationsellipsoid anzunéhern, was insheson-
dere im Falle langlicher Mikroalgenzellen vorteilhaft sein kann [45]. Die T-Matrix [226] ist
hingegen auch auf nicht-sphérische Partikel anwendbar und ist damit die flexibelste Methode,
zumindest in Hinblick auf die méglichen Approximationen der Zellgeometrie [215]. Die damit
verbundene Modellkomplexitat und der daraus resultierende Rechenbedarf [215] verhindern
jedoch aktuell den sinnvollen Einsatz der T-Matrix-Methode im Rahmen von Multiphysik-
Modellen zur Simulation von Mikroalgenkultivierungen.

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist, die optischen Eigenschaften von
Partikelverb&nden aus zwei Sphéren, vier Sphéren oder sogar einem Ring aus mehreren Sphéren
mithilfe der erweiterten Lorenz-Mie-Theorie [222-224] und der Approximation der jeweiligen
Partikelverbénde durch entsprechende volumen- und projektionsflachendaquivalente Kugeln mit
einer ausreichenden Genauigkeit zu bestimmen [215]. Dieses Ergebnis verdeutlicht die Flexibi-
litdt der erweiterten Lorenz-Mie-Theorie [222-224]. Weiterhin haben experimentelle Untersu-
chungen gezeigt, dass die erweiterte Lorenz-Mie-Theorie [222-224] die optischen Zelleigen-
schaften im speziellen Fall von C. vulgaris, zumindest unter den Versuchsbedingungen in [218],
gut beschreiben kann. Diese Eigenschaften machen die erweiterte Lorenz-Mie-Theorie [222—
224], die nachfolgend lediglich als Lorenz-Mie-Theorie bezeichnet wird, zu einem optimalen
Modellkandidaten zur Bestimmung der optischen Zelleigenschaften von C. vulgaris.

Fur die Berechnung der effektiven optischen Zelleigenschaften mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie
sind Kenntnisse tber die Brechungsindizes sowie die GroRenparameter (k,; =2 -z - ri - "% mit
ri als Radius und 1 als Lichtwellenldnge) der zwei konzentrisch angeordneten Sphéren, die
jeweils das Zellinnere bzw. die Zellwand représentieren, erforderlich [227,228]. Ebenso muss
der Brechungsindex des Umgebungsmediums bekannt sein [228]. Im Gegensatz zur trivialen
Berechnung der GroRRenparameter ki (mit i: Zellinneres oder Zellwand) ist die Bestimmung der
zellspezifischen Brechungsindizes mit einigen Herausforderungen und Unsicherheiten verbun-
den [45]. Eine Mikroalgenzelle besteht aus mehreren Zellkompartimenten [1], die in ihren
Eigenschaften stark variieren. Bisher ist es nicht gelungen, diese intrazellulare Heterogenitat in
ihrer Vollstandigkeit bei der Bestimmung der optischen Zelleigenschaften zu berlicksichtigen
[229].

Eine erste Anndherung stellt die Betrachtung des Zellinneren als ein homogenes Medium mit
Eigenschaften, die aus dem Durchschnitt der Eigenschaften einzelner Kompartimente resultie-
ren, dar [45,229]. Die Betrachtung der Zellwand kann in einer &hnlich vereinfachten Weise
erfolgen [218,229]. In [218] wurde die Zelle von C. vulgaris durch eine homogene, Licht absor-
bierende und streuende Sphére (Zellinneres), die von einer streuenden Hille (Zellwand) umge-
ben ist, angendhert. Im Anschluss dazu wurden die optischen Zelleigenschaften mit der Lorenz-
Mie-Theorie [222-224,228] berechnet [218]. Der Vergleich der simulierten optischen Zellei-
genschaften mit den entsprechenden experimentellen Daten hat insgesamt ergeben, dass die
zuvor beschriebene Approximation der Zellmorphologie von C. vulgaris in Kombination mit
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der Lorenz-Mie-Theorie zu zufriedenstellenden Resultaten fiihrt und die vergleichsweise auf-
wandige Messung der optischen Zelleigenschaften ersetzen kann [218].

2.6.2 Modellierung des Lichteintrages in Photobioreaktoren

Wie bereits in Abschnitt 2.5.2 diskutiert, ist die Lichtverfugbarkeit im Kontext photoautotropher
Kultivierungen von groRer Bedeutung. Jegliche Simulationen und Modelle photoautotropher
Kultivierungen erfordern als Ausgangspunkt die Modellierung des Lichteintrages, da dieser
unmittelbar die maximal erreichbare Photosyntheseleistung und damit auch das Mikroalgen-
wachstum unter Nahrstoffsattigung determiniert [25]. Ein sehr weit verbreiteter und vergleichs-
weise simpler Ansatz ist die Beschreibung des Lichtprofils mithilfe des Lambert-Beerschen
Gesetzes (vgl. Gleichung 2.1). Dieses Gesetz bildet die Grundlage fiir die Photometrie [230].
Die Anwendbarkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes ist jedoch auf molekular disperse Systeme
beschrankt. Wahrend die Annahme einer isotropen Mikroalgenkultur in optimal durchmischten
Reaktoren als Vereinfachung akzeptabel ist, kann bspw. die Mehrfachlichtstreuung durch die
Mikroalgenzellen, insbesondere in Hochzelldichtekulturen, nicht vernachldssigt werden. Des-
halb kann das Lambert-Beersche Gesetz (blicherweise nicht auf Mikroalgenkultivierungen in
Photobioreaktoren angewandt werden [25,230].

Lg) = 1Y - emexesmuln (2.1)

Hierbei ist 1;(Ir) die Lichtintensitat bzw. Photonenflussdichte (PFD) bei der Lichtwellenlange A
und der Schichtdicke des Reaktors Ig, 19 ist die Ausgangslichtintensitat bei der Lichtwellenlange
A, &, ist der Extinktionskoeffizient bei der Lichtwellenldnge A und cgrwm ist die vorliegende BTM-
Konzentration.

Tendenziell fiihrt die Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetztes auf Mikroalgenkulturen zu
einer Unterschatzung der Lichtverfligbarkeit. Um zumindest die empirische Anwendung dieses
Gesetzes zu ermdglichen, wird in der Literatur die Einfihrung eines Korrekturfaktors (fc < 1)
vorgeschlagen, der mit dem Extinktionskoeffizienten verrechnet wird [231]:

L(lg) = ]f . e~ feeacermlr (2.2)

Weiterhin existieren empirische Ansétze, die den Extinktionskoeffizienten durch einen hyperbo-
lischen Term [232] oder einen Term, der explizit die Pigmentkonzentration beinhaltet [230],
ersetzen. Ein solches, hdufig verwendetes Modell ist in der nachfolgenden Gleichung zu sehen
[25,130,232]. Die drei Konstanten K, Kx und K. sind lediglich empirischer Natur.

Kp )
L(g) = I)? . e Rx+cprm) (K +lg) B™ 'R (2.3)

Ein enormer Nachteil solcher Ansétze ist die Tatsache, dass die Modellparameter theoretisch flr
jeden Mikroalgenstamm, jeden Zellzustand und jede Zellkonzentration neu ermittelt oder zu-
mindest verifiziert werden mussen [25]. Eine physikalisch fundierte Alternative zu den empiri-
schen Modellen bietet die Anwendung der Strahlungstransfergleichung (RTE) [233] zur Be-
schreibung des Lichtprofils in einem Photobioreaktor. Leider besitzt die RTE keine analytische
Losung im dreidimensionalen Raum, was eine numerische Losung erfordert, die jedoch sehr
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rechenintensiv ist und sich kaum mit komplexen metabolischen Modellen verkniipfen ldsst
[25,216,217]. Die Modellierung des Lichtprofils mit anderen numerischen Verfahren, wie z. B.
Monte-Carlo-Simulationen [168], birgt die gleichen Nachteile [25]. Ein aktueller Lésungsansatz
dieser Herausforderung basiert auf der Verwendung der Lattice-Boltzmann-Methode [234].
Hierbei wurde jedoch ebenfalls zunéchst eine simple, Monod-&hnliche Wachstumskinetik [235]
im Gesamtmodell implementiert [234].

Wie zuvor erwahnt, kann eine gut durchmischte Mikroalgensuspension annéhernd als isotrop
betrachtet werden [45]. Durch die Verwendung von quasi-parallelem Licht, das senkrecht auf
die Reaktoroberflache fallt, nimmt die lokale Lichtintensitat 1,(zz) am Punkt zz hauptsachlich
entlang der Reaktortiefe ab. Dadurch lasst sich die RTE auf den eindimensionalen (1D) Fall
reduzieren und die lokale Lichtintensitét 1,(zr) in einem nicht-emittierenden Medium kann dann
wie folgt berechnet werden [173]:

) dly(zg)

ZR

T
K
—cos 6 = (o3 +x3) - [(zg) — ?A f I;(zg) - p2(6,68") - sin@' do’ (2.4)
0

Hierbei ist o; der spektrale Absorptionskoeffizient, x; ist der spektrale Streuungskoeffizient,
p:(0,0") ist die spektrale Streuungsphasenfunktion und die beiden Parameter 6 und 6 sind je-
weils der Einfalls- und Streuwinkel [173].

Aufgrund der Tatsache, dass die Mikroalgen relativ zu Lichtwellenl&ngen im sichtbaren Bereich
groR sind, streuen sie ca. 90 % des einfallenden Lichtes vorwarts (Offnungswinkel: 20°) und nur
einen geringen Teil in andere Raumrichtungen [45]. Dadurch kann Gleichung 2.4, die sonst
ausschliellich numerisch geldst werden kann, zusatzlich vereinfacht werden, indem sie durch
zwei entgegengesetzte Energiefliisse (jeweils in Vorwarts- und Rickwartsrichtung) angenéhert
wird [173]. Diese Methode wird auch als die Schuster-Schwarzschild-Approximation [236,237]
oder two-flux Approximation [170] bezeichnet. Im hier betrachteten Fall ergibt sich folgendes
Gleichungssystem fir die beiden Energieflisse, durch die die Gleichung 2.4 approximiert wird
[173]:

dl +
0s6 - %Z:J = (wp = 1) - Li(zp)*" — wy - by - Iy (zp)* — 11 (2r)7) (2.5)

dl -
cos g - %Z:J = (1 —wy)  Li(zg)™ —wy - by - h(zp)™ — I1(zg)7) (2.6)

Mit:
T) = (0',1 + K/l) -l (27)
wy = UAI_C:KA (2.8)
b; = % ij(H,G') -sin @ d6 (2.9)
/2
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Dabei ist 7; die spektrale optische Dichte, w; ist die spektrale Albedo flir Einfachstreuung und b,
ist der spektrale Anteil der Ruckwartsstreuung [173]. Durch die Lésung des Gleichungssystems,
bestehend aus Gleichung 2.5 und 2.6, mit den Grenzen von zg = 0 bis zg = I fiir einen einseitig
beleuchteten Flachplatten-Photobioreaktor (1,(zz)* = 19 und 1,(zr)” = 0) ergibt sich schlielich die
analytische Ldsung der two-flux 1D-RTE [173,218,238]:

(14 ay) - eS2Ur=2R) — (1 — ;) - e =92 (R72R)

_ 0
L(zg) =1} -2 -sech - (1 a)? o0t —(1—ap? ot (2.10)
Mit:
6y = cprm \/UA,BTM : (UA,BTM +2-b;- K/LBTM) (2.11)
O),.BTM
a, = - 2.12
A \j opptm + 2 by - Kaprm (212)

Der Parameter 4, ist der spektrale two-flux Extinktionskoeffizient [173]. Der Parameter «; ist das
spektrale lineare Streuungsmodul, das Werte zwischen 0O (perfekt streuendes Medium) und 1
(perfekt absorbierendes Medium) annehmen kann [173]. Die Parameter o;5tm und x;gmm Sind
jeweils der spektrale BTM-spezifische Absorptions- und Streuungsquerschnitt. Zusammen mit
px(0,0) lassen sich diese beiden optischen Zelleigenschaften (o;,stm und x;,8tm) experimentell
oder modellbasiert bestimmen, bspw. mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie [45,173,218].

Da ein typisches Medium im Bereich der Mikroalgenkultivierungen (reines Salzmedium) ahnli-
che optische Eigenschaften wie H.O aufweist [239] und die Reaktortiefe meist im Bereich von
wenigen Zentimetern liegt [22], kann die Interaktion zwischen dem einfallenden Licht und dem
Medium (zumindest im sichtbaren Lichtwellenlangenbereich), ohne entscheidende EinbufRen bei
der Modellgenauigkeit, vernachléssigt werden [239]. Ebenso kann die Wechselwirkung zwi-
schen den Gasblasen und dem in einen Photobioreaktor einfallenden Licht unter gewohnlichen
Kultivierungsbedingungen (vgl. Abschnitt 3.1.3) vernachldssigt werden, wie bspw. auch in
[170,173,218] geschehen.

Die Genauigkeit und Anwendbarkeit der two-flux 1D-RTE auf Mikroalgenkultivierungen wur-
den in der Literatur bereits mehrfach unter Beweis gestellt [170,173,218,240]. Zudem ermdg-
licht dieser Modellansatz eine préadiktive Modellierung des Lichtprofils in einem Photobioreak-
tor [173] und die Berticksichtigung der selektiven, wellenldngenabhéngigen Lichtabsorption der
Mikroalgenzellen [230].

Bei der Auswahl eines passenden Modells zur Beschreibung der Lichtverfugbarkeit in einem
Photobioreaktor mussen auch die Reaktorgeometrie und die Leuchtkdrperanordnung explizit
berticksichtigt werden [168,170,173,230,232]. Die hier vorgestellten Modelle gelten ausschliel3-
lich fur einfache Flachplatten-Photobioreaktoren mit parallel zur Reaktoroberflache angeordne-
ten, homogenen Beleuchtungsmodulen (senkrechter Einfall parallelisierter Lichtstrahlen auf die
Reaktoroberflache). Fur abweichende Reaktor- und Leuchtmittelgeometrien mussen entspre-
chende Modellanpassungen vorgenommen werden.
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2.6.3 Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik im
bioverfahrenstechnischen Kontext

Die Modellierung der Photosynthesekinetik auf der makroskopischen Populationsebene stellt
einen wichtigen Verknupfungspunkt zwischen der Reaktorebene und der intrazelluldren meta-
bolischen Ebene dar [24,241,242]. Die Kombination dieser drei Ebenen bildet die Grundlage fiir
Modelle, die im Rahmen der rationalen Prozessentwicklung eingesetzt werden kdnnen [23,242].
Deshalb besteht die Notwendigkeit, die jeweilige Prozesskinetik moglichst rational und eindeu-
tig zu formulieren, sodass den Kkinetischen Parametern stets eine klare physiologische Bedeu-
tung zugewiesen werden kann [23].

Wie zuvor in Abschnitt 2.2 dargelegt, ist die oxygene Photosynthese ein komplexer Prozess.
Hinzu kommt die Zellakklimatisation (vgl. Abschnitt 2.5.3), die Mechanismen mit diversen
Zeitkonstanten (im Bereich von Sekunden bis Stunden oder teils Tagen) beinhaltet und dadurch
eine zusatzliche Komplexitét in die Lichtkinetik der photosynthetischen ETK (vgl. Abschnitt
2.2.2) und der CO,-Fixierung (vgl. Abschnitt 2.2.3) einbringt. Trotz der Komplexitat der Photo-
synthese wird deren lichtabhdngige Kinetik h&ufig durch empirische Funktionen beschrieben,
wobei insbesondere hyperbolische Funktionen und Exponentialfunktionen sehr verbreitet sind
[1,25,69,243]. Zwei solcher Modelle sind im Nachfolgenden als représentative Beispiele darge-
stellt:

@ Ipgr

7p(IpaR) = Tpmax * tanh <—> (2.13)
TP max
_a'lpar

7p(Ipar) = Tpmax * <1 —e rP'"“”) (2.14)

Das hyperbolische Modell wurde urspriinglich von [244] vorgestellt, wahrend das exponentielle
Modell hédufig [245] zugeordnet wird [69,243]. In beiden Modellen ist rp(lpar) die lichtabhéngi-
ge spezifische Photosyntheserate. Die Rate rp max ist die entsprechende maximale Photosynthese-
rate. Der Parameter a definiert hierbei die anfangliche Steigung im lichtlimitierten Bereich einer
P1-Kurve (vgl. Abbildung 2.7).

Ein entscheidender Nachteil solcher Modellansatze ist die Tatsache, dass die ermittelten Mo-
dellparameter Ublicherweise nur fiir das betrachtete System gelten und nicht unmittelbar auf
andere Zustande, die durch die Zellakklimatisation (vgl. Abschnitt 2.5.3) bedingt werden, und
Systeme (bertragbar sind, was letztlich dem hohen Abstraktionsgrad der Parameter und der
fehlenden mechanistischen Basis zuzuschreiben ist [23]. Zudem definiert allein der Funktions-
typ und nicht eine mechanistische Modellbasis die Form der resultierenden PI1-Kurve, was fir
das Prozessverstandnis keinen Mehrwert bietet und die Anwendbarkeit bzw. Ubertragbarkeit
mancher Modelle auf unterschiedliche Mikroalgenspezies einschréanken kénnte [1,69,243].

Weitere gangige Modellansétze stammen aus dem Bereich der Enzymkinetik. Hierzu gehéren
unter anderem Modelle, die in ihrer Form der Michaelis-Menten- bzw. Monod- oder Haldane-
Andrews-Kinetik entsprechen [2,23,25,235]. Im Kontext des lichtabhdngigen, photoautotrophen

37



2 Theoretische Grundlagen

Wachstums kann die Monod-Kinetik, mit Ipar als Substrat und kmpeo als modellspezifische
Halbsattigungskonstante, wie folgt definiert werden [25]:

IPAR

=r —_————— 2.15
Fimax ku.prp + Ipar ( )

7p(Ipar)

Im Falle des Monod-Modells [235] wird festgelegt, dass eine enzymatische Reaktion so lang-
sam ablduft, dass sie durchweg die Photosyntheserate in Abhangigkeit der Verfigbarkeit des
limitierenden Substrates (Ipar) definiert [164]. Eine mechanistische Begriindung bzw. Basis fir
die Annahme des Monod-Modells liefert das photosynthetische Modell nach Han [23,25-27],
das im weiteren Verlauf dieses Abschnittes naher vorgestellt wird.

Einen alternativen Fall beschreibt die Blackman-Kinetik [163], die von zwei langsamen Reakti-
onen ausgeht, die jeweils Teil einer Reaktionskaskade und durch eine beliebige Anzahl schnel-
lerer Reaktionen voneinander getrennt sind [164]. Im Vergleich zum zuvor aufgefiihrten Mo-
nod-Modell [235] ermdglicht das Blackman-Modell [163] die Unterscheidung zwischen den
dominanten Prozessen im Verlauf der PI-Kurve (vgl. Abbildung 2.7) [23]. Den ersten Schritt
der Photosynthese bildet die Absorption der auftreffenden Photonen durch den Photosynthese-
apparat (vgl. Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2). Da es sich bei der reinen Lichtabsorption (vgl. Ab-
schnitt 2.2.1) um einen physikalischen Prozess und nicht um einen enzymatischen Prozess mit
einem typischen Séttigungsverhalten handelt, kann der Rate rp zunachst vereinfacht eine lineare
Abhangigkeit vom Substrat (Ipar) unterstellt werden [23]. Das bedeutet, dass rp zunéchst linear
mit lpar ansteigt und dementsprechend allein durch die Lichtverfligbarkeit bestimmt wird (licht-
limitierter Bereich), bis ein nachgeschalteter enzymatischer Reaktionsschritt ab einer séttigen-
den Lichtintensitét (Ipars) limitierend wirkt (lichtgeséattigter Bereich) und damit rpmax determi-
niert [23,164]. Mathematisch lasst sich die Blackman-Kinetik [163] im photoautotrophen Fall
wie folgt ausdriicken:

@ - Ipag, Ipar <Ipars (2.16)

7p(Ipar) = {
TP max» Ipar 2 Ipars

Das Blackman-Modell impliziert eine gleichbleibende Effizienz der Photosynthese bis zum
Erreichen der Lichtsattigung, was sich entsprechend der definierten Gleichung 2.16 im linearen
Anstieg der PI-Kurve im lichtlimitierten Bereich und einem plotzlichen Ubergang in die Licht-
séttigung aulert [163-165]. Das impliziert wiederrum, dass keine Rickkopplung zwischen den
beiden langsamen Reaktionsschritten besteht und keine Lichtsdttigung des ersten limitierenden
Reaktionsschrittes stattfindet. In der Realitat wird jedoch normalerweise ein Abflachen der PI-
Kurve vor dem Erreichen der Lichtsattigung und somit die Ausbildung eines Ubergangsberei-
ches zwischen der Lichtlimitierung und -sattigung beobachtet [29,157]. Das Abflachen einer PI-
Kurve in diesem Ubergangsbereich bedeutet, dass die lichtabhangige Photosynthese auch vor
der Lichtsattigung nicht durchweg mit einer konstanten Effizienz und ohne Energieverluste
betrieben werden kann. Diese Energieverluste entstehen primér dadurch, dass mit dem steigen-
den Auslastungsgrad eines limitierenden Reaktionsschrittes die uneingeschrankte Einspeisung
der an den LHCII-Komplexen absorbierten Lichtenergie in die photosynthetische ETK zuneh-
mend beeintrachtigt wird [26,27,105,161]. Das fuhrt wiederum zu einer Akkumulation von
angeregten LHCII-RCII-Komplexen, die die berschiissig absorbierte Lichtenergie vermehrt
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tiber die NPQ-Mechanismen und Fluoreszenz dissipieren miissen, statt sie fir die Photochemie
Zu nutzen [26,27,161].

Die Modelle, die solche Rickstaueffekte und Energieverluste berlicksichtigen, bauen haufig auf
dem Konzept der sogenannten photosynthetic unit (PSU) auf. Das PSU-Konzept basiert ur-
spriinglich auf den Arbeiten von Emerson und Arnold [246,247], die entdeckt haben, dass an
der Bildung eines O2-Molekiils nach einem kurzen sattigenden Lichtblitz jeweils etwa 2400
Chlorophylle miteinander kooperieren missten, obwohl unter optimalen Bedingungen lediglich
8-11 Photonen [248] zur Ausbildung eines O,-Molekiils notwendig sind [249]. Eine Interpreta-
tion dieser Ergebnisse durch Gaffron und Wohl [250] fuhrte schlieRlich zur Betrachtung dieses
Chlorophyllensembles als eine Einheit und damit zur Einflhrung des PSU-Konzeptes [249]. Die
GroRe einer PSU wird klassischerweise als die Anzahl der Chlorophylle definiert, die bei einer
Anregung durch einen kurzen séttigenden Lichtblitz statistisch gesehen zur Ausbildung eines
O-Molekiils fuhrt (alternativ: Mol O gebildet pro Mol Chlorophyll pro Lichtblitz) [205].

Im Rahmen sogenannter PSU-Modelle weicht die Definition einer PSU in manchen Féllen von
der klassischen PSU-Definition nach Emerson und Arnold [246,247] bzw. Gaffron und Wohl
[250] ab. Teilweise wird die PSU als die gesamte photosynthetische ETK (vgl. Abbildung 2.3),
inklusive der Bestandteile des Calvin-Zyklus (vgl. Abbildung 2.5), definiert [27,105]. In diesem
Fall wird festgelegt, dass jede PSU jeweils einen LHCII-RCII-Komplex aufweist, wéhrend die
restlichen Komponenten des Photosyntheseapparates (vgl. Abschnitte 2.2.2 und 2.2.3) in einer
zum LHCII-RCII-Komplex relativen, variablen Anzahl innerhalb der gleichen PSU vorliegen
koénnen [27,105].

Es existieren bereits einige PSU-Modelle [26,27,29,161,251-256], die in ihrem Abstraktions-
grad und in ihrer Komplexitét variieren. Die Gemeinsamkeit dieser Modelle besteht darin, dass
eine ,,offene’ PSU im Grundzustand durch die Photonenabsorption angeregt und dadurch ,,ge-
schlossen* wird. Im Anschluss kann eine geschlossene PSU durch die Weiterleitung der absor-
bierten Energie in den urspriinglichen, offenen Zustand zuriickkehren. Eine geschlossene PSU
kann zwar weiterhin Photonen absorbieren, deren Energie aber nicht fir die Photochemie nut-
zen und muss sie deshalb in Form von Wérme und Fluoreszenz (vgl. Abbildung 2.2) dissipieren
[161]. Ein sehr haufig verwendetes PSU-Modell ist das sogenannte Han-Modell [26,27], das
unter der Annahme eines stationdren Zustandes der photosynthetischen ETK wie folgt definiert
ist (die detaillierte Herleitung dieses Modells kann [26,27] enthommen werden):

Npsy Ipar Ipar

=r —
Han 1 + Ipag Pimax kyprp + Ipar (2.17)

THan " OPsII

Tp(Ipar) =

Die Umsatzzeit zwan ist hierbei die minimale Zeit, die bendtigt wird, um eine angeregte PSU
zuriick in den offenen Zustand zu tberfiihren [27]. Der Parameter npsy ist die spezifische An-
zahl der PSUs und definiert zusammen mit zuan (im Ausdruck npsu/than) die Rate rpmax [27]. Der
Modellparameter ops)i ist als der effektive Absorptionsquerschnitt des LHCII-RCII-Komplexes
definiert und kann als Produkt aus dem LHCII-RCII-Absorptionsquerschnitt und der Wahr-
scheinlichkeit, dass die Energie eines absorbierten Photons tatsachlich zur primaren Photoche-
mie beitragt, betrachtet werden [27]. Wie in Gleichung 2.17 deutlich zu erkennen ist, I&sst sich
der Ausdruck 1/(zuan - opsi), zumindest unter der Annahme eines konstanten Photoakklimatisa-
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tionszustandes, zu kmpeo zusammenfassen, weshalb Gleichung 2.17 formal der Monod-Kinetik
in Gleichung 2.15 entspricht und, wie bereits zuvor erwahnt, dessen mechanistische Grundlage
im photoautotrophen Kontext bildet [25].

In der erweiterten Form berticksichtig das PSU-Modell nach Han zusatzlich die Photoinhibie-
rung [27], ebenso wie auch andere PSU-Modelle [161,251,256]. In der Modellvorstellung wird
angenommen, dass bereits angeregte bzw. geschlossene PSUs weitere Photonen absorbieren
und deren Energie mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit auf O, lbertragen kénnen, was zur
Ausbildung von ROS fiihrt (vgl. Abschnitt 2.5.3) [27]. Die gebildeten ROS kénnen die PSUs
oxidativ schadigen und in den ,,inaktiven* bzw. inhibierten Zustand Uberfiihren, sodass diese
inaktivierten PSUs repariert werden missen [208,209], bevor sie erneut zur Photochemie bei-
tragen konnen [26,27]. Durch die Berucksichtigung des zusétzlichen, dritten PSU-Zustandes
wird das zuvor vorgestellte Han-Modell ohne Photoinhibierung (siehe Gleichung 2.17) erweitert
zu (die umfassende Herleitung des Modells ist in [27] zu finden):

Npsy Ipar
1

THan,inh * OPSII

1p(Ipar) = 2.18
Han,inh + Ipar + Knan,inh * Opsir * 1par (218)

Die Umsatzzeit zuaninn Weist die gleiche Definition wie zuan auf [27] und wird in diesem Fall
lediglich zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit (siehe Abschnitt 4.3.1.2) abweichend genannt.
Der Parameter Kuan,inn beschreibt die Dynamik zwischen der Photoinhibierung der PSUs durch
ROS und den Reparaturmechanismen [27]. Fir den Fall, dass keine Photoinhibierung stattfindet
oder berticksichtigt wird, betragt der Parameter Kuan,inn =0, wodurch sich Gleichung 2.18 zu
Gleichung 2.17 bzw. 2.15 reduzieren l&sst. Ein schematischer Aufbau des gesamten PSU-
Modells nach Han [27] ist in der Abbildung 2.11 zu sehen.

inhibierte
PSU

geschlossene

offene PSU PSU

Abbildung 2.11:  Schematischer Aufbau des PSU-Modells nach Han [27]. Durch die Absorption eines Lichtquants
(hv) wird die offene PSU in den geschlossenen bzw. angeregten Zustand Uberfiihrt. Die Lichtabsorp-
tionsrate ist dabei proportional zum Produkt opsii - Ipar. Die angeregte PSU nutzt die absorbierte
Lichtenergie, um die Photosynthese anzutreiben. Die Prozessierung dieser Energie fur die CO2-
Fixierung erfolgt proportional zu %, was auch der Umsatzrate entspricht, mit der die angeregten
PSUs in den Grundzustand zuriickkehren Die Uiberschiissige Lichtabsorption im geschlossenen Zu-
stand kann die PSU in den inhibierten Zustand tberfiihren. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine ge-
schlossene PSU ein Photon absorbiert, dessen Energie zur Ausbildung von ROS und einer damit ver-
bundenen oxidativen Schadigung der PSU fiihrt, wird durch den Ausdruck Kq - opsii - Ipar
beschrieben. In diesem Ausdruck kann kq als die Geschwindigkeitskonstante der Photoinhibierung be-
trachtet werden. Die inhibierten PSUs werden proportional zur effektiven Geschwindigkeitskonstan-
ten der Reparaturmechanismen (kr) in den funktionalen Zustand tiberfuhrt. Der Modellparameter
KHan,inh = Ka/kr beschreibt die Dynamik zwischen der Photoinhibierung und der PSU-Reparatur. [27]
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Trotz der weiten Verbreitung des Han-Modells [28,29,252-254,257,258] bestehen einige Un-
klarheiten hinsichtlich einiger Modelldefinitionen [23]. Im Modell von Han wird die Riickreak-
tion von geschlossenen zu offenen PSUs mit der Umsatzzeit zwan als insgesamt limitierend
angesehen [27]. Die Umsatzzeit znan beschreibt laut Han die minimale Zeit, die bendtigt wird,
um ein angeregtes Elektron vom RCII auf dessen terminalen Elektronenakzeptor, also PQ bzw.
Qe, zu Ubertragen [27]. Im lichtgeséattigten Fall wird von Han unterstellt, dass der Calvin-Zyklus
bzw. die RuBisCO-katalysierte Carboxylierungsreaktion (vgl. Abschnitt 2.2.3) absolut limitie-
rend wirkt und Uber die Ausbildung eines Elektronenstaus (Rickkopplung) die Geschwindigkeit
des Elektronentransfers zwischen RCII und Qg bzw. PQ letztlich determiniert [27]. Es entsteht
jedoch die Frage, inwieweit die CO,-Fixierung im stark lichtlimitierten Bereich, also bei gerin-
gen PPFDs, die Elektronentransferrate zwischen RCII und dessen terminalen Elektronenakzep-
tor beeinflusst, insbesondere unter der Betrachtung, dass der zwischengeschaltete PQ-Pool (vgl.
Abbildung 2.3) als Puffer zwischen den beiden Reaktionsschritten fungieren konnte [69]. Bei
geringen PPFDs und einem damit einhergehenden, geringen Reduktionsgrad des PQ-Pools wére
zu erwarten, dass zran €her im Bereich der Zeitkonstanten des Elektronentransportes zwischen
RCIl und Qg bzw. PQ liegen und somit etwa 0,2-0,8 ms betragen sollte [58,102] (wenn die
entsprechende RCII-Bindestelle bereits ein Qg enthalt; vgl. Abschnitt 2.2.2). Erst bei einer
vollstandigen Reduktion des PQ-Pools, bedingt durch die Auslastung der CO,-Fixierung in der
Lichtsattigung, ware theoretisch davon auszugehen, dass die CO2-Fixierung durch die erwahnte
Rickkopplung wan definiert. In diesem Fall lagen die Werte von zwan im Bereich von etwa 1-
10 ms [26,29].

Beim Vergleich der beiden genannten, mdglichen Wertebereiche flir s fallt auf, dass die
Annahme eines tHan-Wertes im Bereich der Zeitkonstanten des Elektronentransfers zwischen
RCII und dessen terminalen Elektronenakzeptor zu unrealistisch hohen rpmac-Werten fiihren
wirde, da diese Zeitkonstanten mit ca. 0,2-0,8 ms [58,102] deutlich niedriger ausfallen als die
sonst verwendeten znan-Werte im Rahmen von 1-10 ms, die scheinbar zu plausiblen Modellvor-
hersagen der lichtbedingten Photosynthesekinetik fihren [26,29]. Zudem deuten weitere expe-
rimentelle Daten [105,180,199,212] darauf hin, dass die Umsatzzeit einer PSU im Lichtsatti-
gungsbereich (vgl. Abbildung 2.7) eher im Bereich von 1-10 ms als im Bereich von 0,2-0,8 ms
liegen sollte. Die Annahme von zua-Werten zwischen 1-10 ms [26,29], trotz des unklaren
Ausmales der Rickkopplung zwischen der CO,-Fixierung und der Lichtabsorption an den
LHCII-RCII-Komplexen im lichtlimitierten Bereich (vgl. Abbildung 2.7), kdnnte theoretisch
dazu fihren, dass die Akkumulation der angeregten PSUs im Lichtlimitierungsbereich tber-
schatzt wird, was im Umkehrschluss zum Unterschétzen der Steigung der PI-Kurve in diesem
Bereich fiihren kdnnte. Wie zuvor erwéhnt, bleibt unklar, ob davon ausgegangen werden kann,
dass vor der vollstandigen Sattigung des PQ-Pools mit Elektronen die Umsatzzeit der CO-
Fixierung unmittelbar die Umsatzzeit des Elektronentransfers am RCII definiert, was jedoch im
Rahmen des PSU-Modells nach Han [26,27] angenommen wurde.

Es deutet sich demnach an, dass je nach Bereich der PI-Kurve (vgl. Abbildung 2.7) ein anderer
Reaktionsschritt hauptsachlich limitierend wirkt, &hnlich wie beim Blackman-Modell [163].
Basierend auf dieser Betrachtungsweise wurde das Han-Modell [26,27] in [23] erweitert und in
zwei Bereiche mit zwei verschiedenen Umsatzzeiten unterteilt. Bei dem in [23] vorgestellten
Modellansatz wird die Lichtabsorptionskinetik im lichtlimitierten Bereich (Ipar < lpars) entspre-
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chend dem PSU-Modell nach Han (jedoch ohne Photoinhibierung; vgl. Gleichung 2.17) [27]
modelliert, wahrend rpmax im Bereich der Lichtsattigung (Ipar > lpars), entsprechend dem Mo-
dell nach Blackman [163], durch eine nachgeschaltete Reaktion definiert wird. In der Lichtsétti-
gung gilt dementsprechend rp = rpmax [23]. Der Modellaufbau in [23] impliziert, analog zum
Blackman-Modell [163], dass keine Rickkopplung zwischen der Lichtabsorptionskinetik an den
LHCII-RCII-Komplexen und der CO.-Fixierung bzw. der nachgeschalteten, limitierenden
Reaktion besteht. Es bleibt jedoch unklar, inwieweit eine mogliche Riickkopplung zwischen den
beiden limitierenden Reaktionsschritten vernachlassigt werden kann, da dieser Aspekt in [23]
nicht explizit diskutiert wird.

Bei den bisher vorgestellten Gleichungen der PSU-Modelle [23,26,27] sollte beachtet werden,
dass diese die Zellrespiration (vgl. Abschnitt 2.4) nicht beriicksichtigen. Um die entsprechenden
Netto-Photosyntheseraten (Brutto-Photosyntheserate abziglich der Zellrespiration) zu erhalten,
werden die PSU-Modelle hdufig mit dem Respirationsmodell nach Pirt [259,260] oder darauf
aufbauenden Modellansétzen ergénzt, wie bspw. auch in [23,161] geschehen. Da die Mikroal-
genzellen ihre Zellzusammensetzung und den photosynthetischen Apparat in Abhangigkeit der
Umweltbedingungen stark variieren kdnnen [105,117,157,191] (vgl. Abschnitt 2.5.3), muss
zudem deren Akklimatisationsverhalten modelliert bzw. beriicksichtigt werden, um die variable
Photosyntheseleistung unter verschiedenen Akklimatisationszustdnden betrachten zu kénnen
[29,161]. Eine solche Erweiterung des Han-Modells [26,27], das in der urspriinglichen Form
keine Photoakklimatisation von ops;i und zwan beinhaltet, ist bspw. in [29] erfolgt. Die Beriick-
sichtigung der lichtbedingten Zellakklimatisation und deren Auswirkung auf die Photosynthese-
kinetik erfolgte in [29] jedoch nur auf einer rein empirischen Basis, &hnlich wie auch in [161].

2.6.4 Optimale Allokation eines endlichen Proteoms als Basis
der Zellakklimatisation

Der Metabolismus von Mikroalgen ist ein hochkomplexes Zusammenspiel aus einer Vielzahl
von Reaktionen [137,261]. Die Frage, wie genau eine Mikroalgenzelle die metabolischen Reak-
tionen in Abhangigkeit der Umweltbedingungen regelt, kann derzeit kaum im vollen Umfang
beantwortet werden [113,262,263]. Es besteht jedoch der Konsens, dass das Hauptziel einer
Zelle die Optimierung des Wachstums unter den bestehenden Bedingungen ist und der Metabo-
lismus demnach reguliert wird [162,257,258,264]. Bei einer Substratlimitierung gibt die Kon-
zentration der limitierenden Komponente die Obergrenze fiur das Zellwachstum vor (vgl. Abbil-
dung 2.7 mit PPFD als Substrat), sodass mit dem Anstieg der Konzentration der limitierenden
Komponente auch das Zellwachstum idealerweise proportional dazu zunimmt [163]. Wenn
jedoch alle notwendigen Substrate im Uberschuss vorliegen, werden in Mikroorganismen teil-
weise energetisch ineffiziente, metabolische Reaktionen beobachtet, was auch als Uberflussme-
tabolismus bezeichnet wird [265]. Ein Beispiel fiir eine solche Reaktion ist die Produktion von
Ethanol unter aeroben Bedingungen und hohen Glucosekonzentrationen in Hefen (Crabtree-
Effekt) [2]. Hieraus ergibt sich die Fragestellung, warum Zellen ihre metabolischen Kapazitéten
nicht weiter erhéhen, um das im Uberfluss vorhandene Substrat mit gleichbleibender Effizienz
zu verstoffwechseln bzw. um die maximale Wachstumsrate noch zusétzlich zu steigern. Ein
Grund hierfur muss eine intrazellulare Einschrénkung sein, die scheinbar ein Zellwachstum
bzw. die Verwertung des Substrates mit einer gleichbleibenden Effizienz verhindert, sodass ein
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zusétzliches Zellwachstum ab einem bestimmten Punkt nur auf Kosten der energetischen Effizi-
enz realisiert werden kann, bis auch der energetisch ineffizientere Stoffwechselweg vollstandig
ausgelastet ist und das Zellwachstum nicht mehr weiter zunehmen kann [265].

In [265] wird ausgefhrt, dass die maximale intrazelluldre Packungsdichte der Proteine und
weiterer Zellbestandteile eine solche Limitierung darstellen kénnte, die die Obergrenze fir das
Zellwachstum determiniert. Fir diese Hypothese sprechen einige experimentelle Ergebnisse. Es
wurde unter anderem beobachtet, dass Thylakoidmembranen eine enorm hohe Dichte photosyn-
thetischer Proteine (vgl. Abbildung 2.3) aufweisen [75], sodass eine weitere Zunahme der
Menge der photosynthetischen Proteine, um bspw. das Wachstum unter Schwachlicht zusatzlich
zu steigern, wahrscheinlich kaum moglich ist. Im Cytoplasma kdnnte hingegen die Lésungsmit-
telkapazitat von verfugbarem H,O die Obergrenze fiir die Anzahl der Proteine, Metabolite und
weiterer Zellkomponenten bilden [266]. Zudem scheint eine hohe Packungsdichte im Cyto-
plasma die Diffusionsvorgdnge von Makromolekilen (bspw. Proteinen) und somit auch die
Reaktionsgeschwindigkeiten der Stoffwechselreaktionen in einer Zelle zu beeintrachtigen [267].
Unter anderem scheinen diese Effekte, die maximale Proteinpoolgrdfle in einer Zelle einzu-
schréanken und sie zu zwingen, die einzelnen Fraktionen des endlichen Proteoms entsprechend
den vorliegenden Bedingungen zu allozieren [265].

Prinzipiell gelten diese Einschrankungen jedoch nur fur Mikroorganismen mit einer endlichen
ZellgroRe. Dementsprechend stellt sich die weitere Frage, warum Mikroorganismen ihre Zell-
groRe nicht beliebig variieren. Hierflir gibt es mehrere Griinde. Bei sehr groBen Zellen wéren
die intrazelluldren Diffusionswege relativ lang und die intrazelluldre Packungsdichte von Mak-
romolekiilen wiirde die Diffusion zusatzlich erschweren, beides wiirde sich negativ auf jegliche
Reaktionsgeschwindigkeiten und somit auch auf das Zellwachstum auswirken [265]. Zudem ist
der Gasaustausch zwischen einer Zelle und dem Umgebungsmedium proportional zur Zellober-
flache, die bei kugelformigen Zellen nur quadratisch proportional zum Zellradius ist, wéahrend
das Zellvolumen eine kubische Proportionalitat aufweist [2]. Eine groRe Zelle héatte demnach
ein unvorteilhaftes Volumen/Oberflachen-Verhaltnis, was den Gasaustausch mit der Umgebung
und die intrazelluldre Gasdiffusion erschweren wirde. Eine mégliche Sekretion von Giftstoffen
oder inhibierenden Substanzen wére aus dem gleichen Grund eingeschrankt [265]. Mit einer
steigenden Zellgrolie steigen zudem auch die energetischen Bedirfnisse einer Zelle (bspw.
steigende Kosten der Zellwandsynthese sowie der Volumenregulation), die in [268] umfassend
erortert werden. Im speziellen Fall von photoautotrophen Mikroorganismen sollte zudem der
intrazellulare Lichteintrag beriicksichtigt werden. Ahnlich wie in einem Photobioreaktor (siehe
Abschnitt 2.5.2) kommt es auch innerhalb einer Mikroalgenzelle und vor allem innerhalb des
Chloroplasten zu einem Lichtabfall [243]. Ab einer bestimmten GréRe des Chloroplasten kénnte
es also bereits innerhalb des Chloroplasten zu einer Lichtlimitierung kommen. Bereits anhand
der hier aufgefiihrten Punkte, die in diesem Fall lediglich eine grobe Ubersicht der zellgroRen-
limitierenden Aspekte darstellen, wird ersichtlich, dass nur eine bedingte Zunahme der Zellgro-
Re sinnvoll und tberhaupt mdglich sein sollte.

Das Konzept der endlichen zelluldren Ressourcen und der daraus resultierenden Notwendigkeit
der optimalen Proteomallokation hat sich bisher bei der Modellierung des Metabolismus hete-
rotropher Mikroorganismen bewéhrt [265,269]. Bedingt durch den Erfolg dieses Konzeptes im
Bereich des heterotrophen Zellwachstums wurde in der Literatur dessen Anwendbarkeit auf
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photoautotrophe Mikroorganismen untersucht. Die bisherigen Ergebnisse bei der Modellierung
des Metabolismus von Cyanobakterien [257,258,265,270] und Mikroalgen [151,188] lassen
vermuten, dass dieses Konzept auch auf photoautotrophe Mikroorganismen Ubertragbar ist. Im
Rahmen der genannten Studien wurden insbesondere die metabolischen Proteinfraktionen
aufgeldst, wahrend die photosynthetischen Proteine teilweise als eine einheitliche Fraktion
betrachtet wurden. Fir eine umfassendere Untersuchung der Photoakklimatisation des Photo-
syntheseapparates von C. vulgaris wére jedoch eine detailliertere Auflésung der photosyntheti-
schen Proteinfraktion notwendig (vgl. Abschnitt 4.4).
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Alle verwendeten Chemikalien wurden entweder von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Promega Corp. (Madison, USA), Sig-
ma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) oder VWR International LLC (Radnor, USA) bezogen und
waren von analytischer Qualitat, falls nicht explizit anders ausgewiesen. Fir die Herstellung der
Reagenzldsungen und Kulturmedien wurde Reinstwasser (Widerstand: > 16 MQ bei Raumtem-
peratur; Maxima, ELGA LabWater, High Wycombe, UK) verwendet.

3.1 Mikroalgenkultivierung

Der in dieser Arbeit verwendete C. vulgaris Wildtypstamm SAG211-12 wurde von der Samm-
lung von Algenkulturen der Universitat Gottingen (SAG, Universitat Gottingen, Deutschland)
bezogen. Alle Kultivierungen von C. vulgaris wurden axenisch durchgefiihrt.

3.1.1 Verwendete Kulturmedien

Fur die Mikroalgenkultivierung wurde ein auf dem Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)-
Acetat-Phosphat (TAP)-Medium [271-273] basierendes Kulturmedium verwendet. Beim hier
verwendeten Medium erfolgte keine Zugabe von Acetat. Im Nachfolgenden wird dieses Medi-
um deshalb als TRIS-Phosphat (TP)-Medium bezeichnet. Fiir die Hauptkultivierung im Flach-
plattenreaktor (siehe Abschnitt 3.1.3) wurde dem Kulturmedium zusatzlich kein TRIS zugefligt,
weshalb dieses Medium nachfolgend als Phosphat (P)-Medium gekennzeichnet wird. [127]

Tabelle 3.1:  Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien (TP- und P-Medium).
Ausgangskonzentration [g-L™?]

Komponente TP-Medium  P-Medium

CaCl,-2H:0 0,05 0,05
K2HPO4 0,108 0,108
KH2PO, 0,054 0,054

MgSQO4-7H20 0,1 0,1
NH4CI 0,34 0,34

Spurenelementlésung nach Hutner [272]
Dinatrium-

Ethylendiamintetraacetat (Na;H.EDTA) 0,05 0,05
CoCl2-6H0 0,0016 0,0016
CuS04-5H,0 0,0016 0,0016
FeSO4-7H20 0,005 0,005

H3BO3 0,0114 0,0114

MnCl;-4H.0 0,0052 0,0052

(NH4)6MO7024'4H20 0,0012 0,0012

ZnS04-7H,0 0,022 0,022
TRIS 2,42 -
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Das genutzte TP- bzw. P-Medium ermdglicht, entsprechend der typischen Elementarzusammen-
setzung von C. vulgaris [166], eine Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration von etwa 1 g-L?,
ohne auftretende Nahrstofflimitierungen. Die jeweiligen Medienkomponenten und ihre Aus-
gangskonzentrationen sind in der Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Medien wurden stets unmittelbar
vor dem Gebrauch hergestelt.

3.1.2 Stammbhaltung und Vorkulturfiihrung

Die Stammbhaltung und Vorkulturfiihrung erfolgten in 500 mL nicht-schikanierten Schiittelkol-
ben mit jeweils 200 mL TP-Medium (siehe Abschnitt 3.1.1). Da der pH-Wert in Schittelkolben
nicht geregelt werden konnte, wurde den Medien TRIS als Puffersubstanz zugesetzt. Nach der
Einstellung des pH-Wertes auf 7,5 (S20-SevenEasy pH, Mettler Toledo Inc., Columbus, USA)
wurden die Medien im Laborautoklav (Laboklav ECO, SHP Steriltechnik AG, Detzel Schlof,
Deutschland) 20 min lang bei 121 °C sterilisiert. AnschlieRend wurden die autoklavierten
Medien unter den aseptischen Bedingungen einer Sterilwerkbank (Safe 2020, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) mit jeweils 2 mL einer vorangegangenen C. vulgaris Kultur
inokuliert. Die Kultivierung erfolgte auf einem mit Leuchtdioden (LEDs; NFSW757GT-V2 und
NFSW757GT (3:2 Verhdltnis), Nichia Corp., Anan, Japan) ausgestatteten und an einem Labor-
schuttler (KS 501 digital, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) befestigten
Modul (Institut fir Bio- und Lebensmitteltechnik — Bioverfahrenstechnik (BVT), Karlsruhe,
Deutschland) bei 100 min? und 25 °C in einem temperierten Laborinkubator (MKK 1200, Flohr
Instruments, Nieuwegein, Niederlande). Die nicht aktiv begasten Schiittelkolben wurden jeweils
von unten mit einer PPFD von 150 pmol-m2-st (LED-Spektrum siehe Anhang A.2) beleuchtet.
Die Stammbhaltung wurde alle vier Wochen erneuert. Die Vorkulturen wurden jeweils fur finf
bis sieben Tage kultiviert und anschlieBend als Inokulum fiir die Hauptkulturen (vgl. Abschnitt
3.1.3) verwendet.

3.1.3 Kultivierung in Flachplatten-Photobioreaktoren

Die eigens entwickelten Flachplatten-Photobioreaktoren (BVT, Karlsruhe, Deutschland), mit
1 L Arbeitsvolumen und den Innenmal3en von 20 x 35 x 2 cm (B x H x T), basierten auf dem in
[127] vorgestellten Aufbau. Jeder der Reaktoren bestand aus zwei doppelwandigen Edelstahlsei-
tenteilen, zwischen denen zwei Borosilikatglasscheiben eingeklebt waren. Die aus Edelstahl
bestehende Bodenplatte enthielt eine Fassung fiir eine pordse Polytetrafluorethylen (PTFE)-
Sinterplatte (1 um mittlerer Porendurchmesser; Reichelt Chemietechnik GmbH + Co., Heidel-
berg, Deutschland) und einen Anschluss fur die Begasung. Die Edelstahl-Deckenplatte besald
mehrere Gewindeanschlusse fiir die Peripherie und zwei Messsonden. Beide Platten konnten
mit dem Reaktorkorpus verschraubt werden und bildeten so den Flachplatten-Photobioreaktor
(vgl. Abbildung 3.1). Die Abdichtung des Reaktors wurde durch eine in der Aussparung der
jeweiligen Platte befindlichen Polydimethylsiloxan (PDMS)-Flachdichtung gewahrleistet. Die
aseptische Probenahme (siehe Abschnitt 3.1.4) wurde durch ein an der Deckenplatte angebrach-
tes Safeflow-Membranventil (B.Braun SE, Melsungen, Deutschland) realisiert.

Die Flachplattenreaktoren wurden jeweils beidseitig beleuchtet. Hierzu wurden zum Reaktor
parallel ausgerichtete, mit Kollimatoren (6° Abstrahlwinkel; IMM Photonics GmbH, Unter-
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schleilheim, Deutschland) ausgestattete LED-Panele (LEDs: NS6L083BT, Nichia Corp. Anan,
Japan; BVT, Karlsruhe, Deutschland) im Abstand von 15 cm angebracht. Die gewdinschten
PPFDs (LED-Spektren siehe Anhang A.2) wurden am Netzteil (EA-PS 3032-05 B und EA-PS
2342-10 B, EA Elektro-Automatik GmbH & Co. KG, Viersen, Deutschland) tber die Strom-
starke eingestellt, die Uber die Spannungsregelung konstant gehalten wurde.

Die Reaktorbegasung erfolgte mit einem Gasgemisch aus Luft und CO2. Der Gasvolumenstrom
und die Gasvolumenanteile wurden Uber die Massendurchflussmesser (MFC; 179C Mass-Flo,
MKS Instruments Inc., Andover, USA) eingestellt und geregelt. Beide MFCs wurden vor jedem
Experiment mithilfe eines Seifenblasen-Durchflussmessers (Gilian Gilibrator-2, Sensidyne LP.,
Clearwater, USA) kalibriert bzw. kontrolliert. Zwischen den MFCs und dem Reaktor wurde ein
Druckminderer zwischengeschaltet, um Uberdriicke oberhalb von 0,1 bar zu vermeiden. Zusétz-
lich enthielt die Zuluftstrecke einen PTFE-Sterilfilter (0,2 um Porendurchmesser; Midisart
2000, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland). Die in der Bodenplatte eingefasste Sinterplatte
diente der Optimierung des Gasblasenbildes. Die Abluft wurde Uber eine mit einem PTFE-
Sterilfilter versehene Abgasstrecke abgeleitet.
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau der verwendeten 1 L Flachplatten-Photobioreaktoren. Zu sehen ist ein Reaktor
inklusive der dazugehdrigen Peripherie. Hierzu gehéren die pH-Regelung (bedarfsgerechte Zugabe
von NaOH uber die abgebildete Leitung), Zu- und Abluftleitung (inklusive der MFCs), die Temperie-
reinheit (bestehend aus einem Heizelement und einer Kiihlwasserleitung), der OD-Sensor, die Mess-
sonden (pH/T und pO2) sowie das Prozessleitsystem BioProCon. Im Turbidostat wurden zusétzlich
der Mediumzufluss und -abfluss geregelt (rot markiert). Die Stoff- und Signalstréme sind jeweils
durch durchgangige und gestrichelte Linien gekennzeichnet. Die beidseitige Beleuchtung ist nicht
dargestellt.
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Die Erfassung der Temperatur und des pH-Wertes erfolgte iber eine pH-Sonde (Polilyte Plus H
Arc 225, Hamilton Comp., Reno, USA). Der pH-Wert wurde durch eine lber ein Magnetventil
und Uberdruck geregelte Titration steriler 0,5 M NaOH konstant bei 7,5 gehalten. Eine ergén-
zende Zugabe von Séure war, bedingt durch die Begasung mit CO-angereicherter Luft, nicht
notwendig. Die Geldstsauerstoff (DO)-Konzentration wurde mit einer optischen pO,-Sonde
(VisiFerm DO Arc 160 HO, Hamilton Comp., Reno, USA) erfasst.

Die Temperierung des Reaktors auf konstante 25 °C wurde Uber das in der Seitenwand einge-
brachte, elektrische Heizelement sowie Uber den gegeniiberliegenden Kihlwasseranschluss
umgesetzt. Die Durchstromung der hohlen Reaktorwand mit Kihlwasser wurde tber ein Mag-
netventil geregelt. Das Heizen mithilfe des Heizelementes wurde ebenfalls geregelt.

Das eingesetzte Reaktorsystem ermdglichte eine Kulturfihrung im Turbidostat. Als Regelgréiie
wurde die Transmission bei einer Lichtwellenldnge von 950 nm herangezogen. Hierfir wurden
auf der Reaktoroberflache ein Infrarot (IR)-Emitter und gegenuberliegend ein IR-Sensor ange-
bracht (in Abbildung 3.1 als OD-Sensor deklariert). Der geregelte Zu- und Abfluss des Medi-
ums wurde durch den Einsatz einer Vierkanal-Peristaltikpumpe (Ismatec REGLO ICC, Cole-
Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) realisiert. Der Medienverbrauch wurde Uber das Waa-
gensignal (QAG5EDE-S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland und FCB 30K1, Kern & Sohn
GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland) erfasst. Das P-Medium (vgl. Abschnitt 3.1.1) im
Vorlagegefal? wurde in regelmaiigen Abstdnden manuell (iber ein Filtersystem, bestehend aus
einem Polyethersulfon (PES)-Flaschenaufsatzfilter (0,2 um Porendurchmesser; Nalgene Rapid-
Flow 500 mL, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) auf einer Laborflasche und einer
Peristaltikpumpe (505U, Watson-Marlow Fluid Technology Group, Falmouth, UK) zur Forde-
rung des Mediums, steril nachgefiillt.

Es wurden ausschlieRlich PI-Regler zur Systemregelung eingesetzt. Die nach den Einstellregeln
von Chien, Hrones und Reswick bestimmten Regelparameter wurden von [127,130] tGbernom-
men. Die zentrale Prozesssteuerung und -regelung erfolgte tber das auf LabVIEW-basierende
(National Instruments Corp., Austin, USA) Prozessleitsystem BioProCon (BVT, Karlsruhe,
Deutschland). Die Kommunikation zwischen dem Prozessleitsystem und den jeweiligen Geré-
ten wurde Uber die speicherprogrammierbare Steuerung SIMATIC S7-300 (Siemens AG, Miin-
chen, Deutschland) umgesetzt.

Vor jedem Kultivierungsbeginn wurden die mit 1 L P-Medium (vgl. Abschnitt 3.1.1) befllten
Photobioreaktoren, inklusive der Zu- und Ableitungen sowie der Sonden, Sterilfilter und des
Stellmittels, im Autoklav (Laboklav ECO, SHP Steriltechnik AG, Detzel SchloB, Deutschland)
fiir 20 min bei 121 °C sterilisiert. Die separat autoklavierten Mediumvorlage- und Kulturbriihe-
gefalRe wurden unter Verwendung von 70%igem (v/v) Ethanol (mit 30 % (v/v) Reinstwasser)
unter aseptischen Bedingungen an die Reaktoren angeschlossen. Nach der Sterilisation der
Reaktoren und der dazugehdrigen Peripherie erfolgte die Inokulation mit jeweils 50 mL der C.
vulgaris Vorkultur (vgl. Abschnitt 3.1.2), gefolgt von einer Kultivierung im Batch-Betrieb. Der
pH-Wert und die Temperatur wurden, wie zuvor erwahnt, konstant auf jeweils 7,5 und 25 °C
gehalten [35,127,130,132]. Die Begasung erfolgte mit 392 mL/min Luft und mit 8 mL/min COa,
wenn nicht anders ausgewiesen (vgl. Abschnitt 3.2.2). In der Batch-Phase betrug die mit einem
planaren Lichtsensor (LI-190SA mit LI-250 Lichtmeter, LI-COR Biosciences Corp., Lincoln,
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USA) gemessene PPFD auf jeder der beiden Reaktorseiten 150 pmol-m-2-st. Zuséatzlich wurden
die Reaktoren mit schwarzen Planen vor &uferer Lichteinstrahlung abgeschirmt, sodass die
gemessene PPFD ausschlieRlich auf die LED-Panele zurlickgefuihrt werden konnte. Nach Errei-
chen einer BTM-Konzentration von ca. 0,5 g-L* wurde die Turbidostat-Regelung eingeschaltet.
Die Mikroalgenzellen wurden dann fur mindestens 72 h unter diesen konstanten Bedingungen
kultiviert. Im Anschluss erfolgte die Durchfiihrung der Experimente (siehe Abschnitt 3.2).

Im quasi-stationaren Turbidostat-Betrieb entspricht die spezifische Wachstumsrate (L) der sich
einstellenden Durchflussrate (D) [2]. Demnach kann p aus dem aufgezeichneten Waagensignal
wie folgt berechnet werden:

V_M _ my(dt) (my (ti41) — my ()

_ _ @3.1)
Ve Ati puao -V (tix1 —ti) " Puzo " Vr

H:D:

Zur Bestimmung von p wurden ein Zeitintervall (4t) von 3 h, unmittelbar vor der Probenahme
(siehe Abschnitt 3.1.4), und die Masse des in diesem Zeitraum verbrauchten Mediums (mm(4t;))
herangezogen. Zur Umrechnung der Masse des Mediums in das entsprechende Volumen wurde
angenommen, dass die Dichte des Mediums der Dichte von Wasser (pr20) bei Raumtemperatur
entspricht. Hieraus ergibt sich der tiber 3 h gemittelte Volumenstrom des Mediums (V). Durch
das Dividieren des mittleren Volumenstroms durch das Arbeitsvolumen des Reaktors (Vg)
ergeben sich letztlich D und p.

3.1.4 Probenahme und Probenlagerung

Die aseptische Beprobung der Reaktoren erfolgte (iber die am jeweiligen Reaktor angebrachten
Safeflow-Membranventile (B.Braun SE, Melsungen, Deutschland). Hierbei wurde das benétigte
Suspensionsvolumen mithilfe einer am Safeflow-Ventil angeschlossenen, sterilen Spritze ent-
nommen und im Anschluss weiterverarbeitet. Jede Probenahme beinhaltete eine zusétzliche,
optische Kontaminationsprifung, bei der die entnommene Mikroalgensuspension unter einem
Lichtmikroskop (40-fache VergroRerung; Axio Scope.Al, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
auf Fremdorganismen untersucht wurde.

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme aus dem Reaktor verarbeitet. Eine Aus-
nahme bildeten die Proben fur die analytischen Methoden zur Bestimmung der Zellzusammen-
setzung (siehe Abschnitte 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4), die zun&chst zwischengelagert wurden.
Hierflr wurden die Proben zunéchst in 1 mL Aliquots aufgeteilt und dann bei 11.790 relativer
Zentrifugalkraft (RCF) und 4 °C fur 10 min zentrifugiert (MIKRO 22 R, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Nach der Zentrifugation wurden jeweils 950 uL
des zellfreien Uberstandes verworfen. Die restlichen 50 pL der Probe mit dem Zellpellet wur-
den bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert. Bei den Proben flir den Proteinassay (vgl. Ab-
schnitt 3.3.4) wurde jeweils mit dem doppelten Probenvolumen gearbeitet.
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3.2 Experimentelle Untersuchungen

3.2.1 Untersuchung des Lichteinflusses auf Chlorella vulgaris

Zur Untersuchung der stationdren lichtbedingten Zellakklimatisation von C. vulgaris sowie zur
Generierung der Daten flr das in Abschnitt 4.3 vorgestellte bzw. entwickelte Modell wurden
Turbidostat-Kultivierungen in Flachplatten-Photobioreaktoren mit optisch diinnen Mikroalgen-
kulturen durchgefuhrt [1] (vgl. Abschnitt 3.1.3). Es wurden insgesamt 13 PPFD-abhéangige
Zustande untersucht. Da die verwendeten Flachplatten-Photobioreaktoren beidseitig ausgeleuch-
tet wurden (vgl. Abschnitt 3.1.3), wurden jeweils pro Reaktorseite folgende durchschnittliche
Oberflachen-PPFDs — gemessen mit einem planaren Lichtsensor (LI-190SA mit L1-250 Licht-
meter, LI-COR Biosciences Corp., Lincoln, USA) — eingestellt: 37, 52, 77, 103, 146, 176, 198,
299, 345, 431, 500, 647 und 927 umol-m s1. Um mdgliche Trends zu erkennen bzw. zu
vermeiden, wurden die PPFD-bedingten Zustédnde in einer quasi-randomisierten Reihenfolge
angefahren. Jeder der 13 lichtabhdngigen Akklimatisationszustdnde von C. vulgaris wurde
zweimal (biologische Duplikate) eingestellt.

Nach der Einstellung des jeweiligen PPFD-Zustandes wurden die C. vulgaris Zellen zunéachst
mindestens 72 h unter den eingestellten Bedingungen in den Flachplatten-Photobioreaktoren
kultiviert. Die Prozessparameter, abgesehen von den variierenden PPFD-Einstellungen, kénnen
Abschnitt 3.1.3 entnommen werden. Nach einer solchen Akklimatisationsphase erfolgte jeweils
die Beprobung der Photobioreaktoren entsprechend den Ausfihrungen in Abschnitt 3.1.4.
AulBerdem wurde fiir jeden Akklimatisationszustand die spezifische Wachstumsrate anhand der
in Abschnitt 3.1.3 beschriebenen Methode erfasst. Die PPFD-bedingte Zellzusammensetzung
von C. vulgaris im akklimatisierten Zustand wurde mithilfe der in den Abschnitten 3.3.1-3.3.4
beschriebenen analytischen Methoden charakterisiert. Zudem wurde, basierend auf den BTM-
Konzentrationen (vgl. Abschnitt 3.3.1) und den Pigmentgehalten (vgl. Abschnitt 3.3.2), mithilfe
der in Abschnitt 3.4.1 erlauterten Methode fur jeden Akklimatisationszustand das jeweilige
Lichtprofil im Photobioreaktor a posteriori ermittelt. Daraus wurde dann die jeweilige durch-
schnittliche Akklimatisations-PPFD bestimmt.

Zusétzlich wurden die operativen Eigenschaften von RCII mittels Fluoreszenzmessungen (vgl.
Abschnitt 3.3.6) untersucht. Hierbei wurde jedoch der Zustand bei einer Oberflachen-PPFD von
77 umol-m2-s* nicht untersucht, da dieser Zustand im Nachtrag und hauptsachlich zur Untersu-
chung einer moglichen Limitierung der Stickstoffaufnahme von C. vulgaris (vgl. Abschnitt
4.1.3) aufgenommen wurde. Diese Untersuchung diente ebenfalls zum einen der Charakterisie-
rung der lichtbedingten Akklimatisation von C. vulgaris und zum anderen der Generierung von
Daten, die fir das Modell aus Abschnitt 4.3 bendtigt wurden.

Zur Uberpriifung, ob die Maglichkeit besteht, mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie (vgl. Abschnitt
3.4.1) die in vivo Absorptionsquerschnitte von C. vulgaris unabhangig vom lichtabhangigen
Akklimatisationszustand ausreichend genau zu bestimmen, wurden die in vivo Absorptionsquer-
schnitte experimentell erfasst (vgl. Abschnitt 3.3.7) und mit den modellierten Ergebnissen
verglichen (vgl. Abschnitt 4.1.2.3). Diese Absorptionsquerschnitte waren relevant fir die Be-
stimmung des Lichtprofils in den Photobioreaktoren (vgl. Abschnitt 3.4.1) und als Input fiir das

50



3.2 Experimentelle Untersuchungen

in Abschnitt 4.3 vorgestellte Modell. Die experimentelle Erfassung der in vivo Absorptionsquer-
schnitte erfolgte flr drei lichtbedingte Zustdnde von C. vulgaris. Die Mikroalgenzellen wurden
dabei jeweils an eine niedrige (NL), eine mittlere (ML) und eine hohe (HL) Lichtintensitat
akklimatisiert (Oberflachen-PPFDs: 38, 176 und 914 umol-m2-s) und dann entsprechend
Abschnitt 3.3.7 vermessen. Zur Kalibrierung des Modells in Abschnitt 4.3 (Schéatzung der
Modellparameter) wurden zudem nicht-akklimatisierte bzw. schnelle P1-Kurven (vgl. Abschnitt
3.3.5.2) mit C. vulgaris Zellen jeweils im NL-, ML- und HL-Akklimatisationszustand ermittelt.
Zur Validierung des in Abschnitt 4.3 hergeleiteten Modells wurde eine akklimatisierte PI-Kurve
(vgl. Abschnitt 3.3.5.1) mit 11 lichtabh&ngigen Akklimatisationszustdnden von C. vulgaris
(Oberflachen-PPFDs: 37, 52, 103, 146, 198, 299, 345, 431, 500, 647 und 927 pmol-m2 s1)
aufgezeichnet. Die lichtbedingten Zustdnde NL, ML und HL wurden ebenfalls doppelt einge-
stellt, sodass die in diesem Absatz erlduterten Untersuchungen dementsprechend mit biologi-
schen Duplikaten durchgefiihrt wurden.

3.2.2 Untersuchung des CO:-Einflusses auf Chlorella vulgaris

Den in diesem Abschnitt durchgefiihrten Untersuchungen, die nachfolgend erldutert werden,
ging jeweils eine Kultivierung in einem Flachplatten-Photobioreaktor mit einer Dauer von
mindestens 72 h voraus. Diese Kultivierungen von C. vulgaris erfolgten stets wie in Abschnitt
3.1.3 dargelegt. Die PPFD an der Oberflache des jeweiligen Flachplatten-Photobioreaktors (vgl.
Abschnitt 3.1.3) betrug stets ca. 195 pumol-m=2-s* pro Reaktorseite (ermittelt mit einem planaren
Lichtsensor (LI-190SA mit LI-250 Lichtmeter, LI-COR Biosciences Corp., Lincoln, USA)).
Wihrend die Oberflachen-PPFD stets gleich gehalten wurde, wurden unterschiedliche, CO.-
abhangige Akklimatisationszustande von C. vulgaris durch die Variation des CO,-Gehaltes im
Zugas erzeugt. Die eingestellten volumetrischen CO>-Gehalte im Zugas waren: 2 % (v/v)
(392 mL-min? Luft mit 8 mL-min* CO,), 1% (v/v) (396 mL-min? Luft mit 4 mL-min* CO,)
und 0,2 % (v/v) (499 mL-mint Luft und 1 mL-min! CO,). Niedrigere CO,-Gehalte im Zugas
als 0,2 % (v/v) waren nicht realisierbar, da die Kalibrationsuntergrenze des eingesetzten Seifen-
blasen-Durchflussmessers (Gilian Gilibrator-2, Sensidyne LP., Clearwater, USA) zur Kalibrie-
rung der MFCs bei 1 mL-min lag. Eine weitere Steigerung des Luftvolumenstroms, um den
CO,-Gehalt im Zugas zuséatzlich zu reduzieren, war ebenfalls nicht mehr mdglich, da die resul-
tierenden Messschwankungen groRRer ausfielen als der CO,-Volumenstrom von 1 mL-mint und
damit eine prazise Einstellung des CO»-Gehaltes im Zugas verhinderten. Alle hier vorgestellten
Versuchsansétze erfolgten in biologischen Duplikaten.

Zur Bestimmung, ob die CO,-Fixierung in C. vulgaris auch bei vergleichsweise hohen CO»-
Gehalten im Zugas von 0,2-2 % (v/v) [116] die maximale Photosyntheseleistung limitiert (vgl.
Abschnitt 4.2.1), wurden die C. vulgaris Zellen an einen CO;-Gehalt von 2 % (v/v) in den
Flachplatten-Photobioreaktoren fur mindestens 72 h akklimatisiert (vgl. Abschnitt 3.1.3) und
anschlieend bei unterschiedlichen CO,-Gehalten in der Messzelle zur Bestimmung der Photo-
syntheserate (vgl. Abschnitt 3.3.5) untersucht. Hierbei wurden nicht-akklimatisierte bzw.
schnelle PI-Kurven bei den CO»-Gehalten im Zugas von 0,2, 1 und 2 % (v/v) aufgezeichnet. Die
Bestimmung dieser PI-Kurven erfolgte wie in Abschnitt 3.3.5.2 beschrieben, jedoch mit einigen
Anderungen, die nachfolgend erldutert werden. Um die C. vulgaris Zellen, die zuvor an
2 % (v/v) CO2-Gehalt im Zugas akklimatisiert wurden, plétzlich einer kurzfristig verminderten
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CO,-Verfiigbarkeit auszusetzen, wurden die Mikroalgen in der jeweiligen Begasungsphase (vgl.
Abschnitt 3.3.5.2) mit Gasgemischen mit jeweils 0,2 % (v/v) (499 mL-min~ N, mit 1 mL-min-!
CO2) und 1% (v/v) (396 mL-mint N2 mit 4 mL-min? CO,) statt den tblichen 2 % (v/v)
(392 mL-min! N, mit 8 mL-min? CO,) CO; im Zugas begast. Eine weitere Besonderheit bei
der Durchfiihrung dieses Experimentes war die Begasung der Messzelle mit eingeschalteter
Beleuchtung, die ublicherweise wahrend der Begasungsphase ausgeschaltet wurde (vgl. Ab-
schnitt 3.3.5.2), um eine ausreichende Zeit (etwa 5-10 min) fur die Einstellung der jeweils
neuen Gleichgewichtskonzentration des gelosten CO» zu ermdglichen. Eine zusétzliche Mes-
sung der Konzentration des geldsten CO, mithilfe einer entsprechenden Messsonde war auf-
grund der eingeschrankten Platzverhaltnisse innerhalb der entwickelten Messzelle (siehe Ab-
schnitt 3.3.5) nicht mdglich.

Das CO»-abhangige Akklimatisationsverhalten des CO»-Fixierungsapparates von C. vulgaris
(vgl. Abschnitt 4.2.2) wurde ebenfalls mithilfe schneller PI-Kurven (vgl. Abschnitt 3.3.5.2)
charakterisiert. Anders als bei dem im vorherigen Absatz erluterten Messprotokoll wurden die
Mikroalgenzellen bei diesem Messansatz den gleichen CO,-Gehalten im Zugas wéahrend der
Begasungsphase ausgesetzt, an die sie jeweils zuvor im Photobioreaktor akklimatisiert wurden.
Ansonsten waren die beiden Messprotokolle zur Bestimmung der jeweiligen schnellen PI-
Kurven gleich. Unter dem zusatzlichen Einbezug der CO»-abhédngigen spezifischen Wachstums-
raten, die nach der in Abschnitt 3.1.3 vorgestellten Methode ermittelt wurden, wurde untersucht,
ob die Auslastung des CO.-Fixierungsapparates unter den untersuchten CO,-Gehalten von 0,2-
2 % (v/v) die Lichtsattigung des Zellwachstums in C. vulgaris bewirkt (vgl. Abschnitt 4.2.2).

Zur Charakterisierung des Einflusses der CO,-Verfuigbarkeit auf die Zellzusammensetzung von
C. vulgaris (vgl. Abschnitt 4.2.3) wurden die an die jeweiligen CO,-Gehalte im Zugas (0,2, 1
und 2 % (v/v)) akklimatisierten Mikroalgenzellen mithilfe der analytischen Methoden aus den
Abschnitten 3.3.1-3.3.4 untersucht. Ebenso wurde der Einfluss der CO.-Verfugbarkeit auf die
operativen Eigenschaften von RCII (vgl. Abschnitt 4.2.3) mittels Fluoreszenzmessungen (siehe
Abschnitt 3.3.6.1) charakterisiert.

3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Quantifizierung der Biotrockenmasse

Die Bestimmung der BTM-Konzentration erfolgte in allen Fallen in Duplikaten. Daflir wurden
jeweils 40 mL Probe aus dem Reaktor entnommen (vgl. Abschnitt 3.1.4) und zu je 20 mL in
50 mL Zentrifugenréhrchen aliquotiert. Die Aliquots wurden dann bei 15.856 RCF und 4 °C fiir
10 min zentrifugiert (ROTINA 420R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsch-
land). Danach wurden jeweils 19,5 mL des zellfreien Uberstandes verworfen und die verbliebe-
nen Zellpellets in jeweils 39,5 mL erneut zugegebenem Reinstwasser vollstandig resuspendiert.
Hiernach folgte eine erneute Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen. Im Anschluss
daran wurden jeweils 39,5 mL des Uberstandes dekantiert und der vorangegangene Wasch-
schritt noch einmal wiederholt. Nach dem zweifachen Waschen wurde die jeweilige Probe mit
dem Zellpellet mit Reinstwasser auf das ursprungliche Probenvolumen von 20 mL aufgefillt
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und das Zellpellet vollstandig resuspendiert. VVon der jeweiligen Mikroalgensuspension wurden
15 mL in eine zuvor auf einer Analysenwaage (ABJ 320-4NM, Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, Deutschland) gewogene Wageschale aus Aluminium dberfiihrt und bei 80 °C fir
mindestens 48 h in einem Trockenschrank (UM 200 — 800, Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach, Deutschland) getrocknet. Die jeweilige BTM-Konzentration konnte anschlie3end
aus der resultierenden Gewichtsdifferenz der Wageschale mit und ohne Probe sowie dem be-
kannten Probenvolumen berechnet werden.

Alternativ zu der zuvor beschriebenen gravimetrischen Bestimmung der BTM-Konzentration
(cstm), wurde diese tiber eine Optische Dichte (OD)-BTM-Kaorrelation fir C. vulgaris nach [35]
bestimmt:

CetmM — 0,203 . 0D750 (32)

Fur die Bestimmung der OD bei einer Lichtwellenlange von 750 nm (ODyzso) wurde die jeweili-
ge Zellsuspension um Faktor 11 mit Reinstwasser verdinnt, wovon 1 mL in eine Polystyrol
(PS)-Kivette tberfiihrt und mittels eines Spektrophotometers (LAMBDA 35 UV/Vis Spektro-
photometer, PerkinElmer Inc., Waltham, USA) vermessen wurde. Als Blindwert diente eine
Reinstwasserprobe.

3.3.2 Quantifizierung der Pigmente

Die photometrische Quantifizierung der Pigmente erfolgte nach dem Protokoll von Wellburn
[274] in Triplikaten. Die aufgetauten Zellpellets (vgl. Abschnitt 3.1.4) wurden mit jeweils
950 pL Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt und darin resuspendiert. Fir die Pigmentextraktion
wurde diese Suspension bei 45 °C und 600 min' fur 20 min in einem Thermoschuttler (HLC
MHL 23, DITABIS AG, Pforzheim, Deutschland) unter Lichtausschluss inkubiert. Ein zusatzli-
cher Zellaufschluss war aufgrund der Verwendung von DMSO nicht notwendig [275-277].
Nach der Inkubation wurden die Proben bei 11.790 RCF und 20 °C fir 10 min zentrifugiert
(MIKRO 22 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Nach der Uber-
fiihrung der zellfreien Uberstande in PS-Kiivetten wurden die Absorptionswerte (A;) der Proben
jeweils bei den Lichtwellenldngen (1) 665, 649 und 480 nm gemessen (LAMBDA 35 UV/Vis
Spektrophotometer, PerkinElmer Inc., Waltham, USA). Als Blindwert diente reines DMSO. Die
Pigmentkonzentrationen in g-L* (Cchia, Ccnib Und Ccar) wurden wie folgt berechnet [274]:

Cchla = (12,19 * A665 - 3,4’5 * A649) * 10_3 (33)
Cchip — (21,99 . A649 — 5,32 . A665) . 10_3 (34)

_ Augo — 2,14 - copig — 70,16 - coppp

CC(IT - 220 (3'5)
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3.3.3 Quantifizierung der Kohlenhydrate

Die Bestimmung der Kohlenhydratkonzentration wurde jeweils in Triplikaten nach der modifi-
zierten kolorimetrischen Methode von Yemm und Willis [278] durchgefihrt [127,130]. Das
hierzu benotigte Anthron-Reagenz bestand aus 1 g-L* Anthron in lber 98%iger H,SO.. Fir die
Kalibrierung wurden aus wasserloslicher Starke (nach Zulkowsky [279]) Standards in einem
Bereich von 0,02-0,1 g-L* erstellt und parallel zu jedem Messansatz vermessen. Alle Lésungen
wurden stets unmittelbar vor der Durchfiihrung des Messprotokolls hergestellt. Die Proben (vgl.
Abschnitt 3.1.4) wurden nach dem Auftauen so mit Reinstwasser verdiinnt, dass die resultieren-
den Stérkekonzentrationen im Bereich der Kalibrierreihe lagen. Zu den 400 pL der verdiinnten
Proben wurden jeweils 800 pL des Anthron-Reagenzes zugegeben. Das Gemisch wurde inver-
tiert und fur 5 min in einem Eishbad gekuhlt. Im n&chsten Schritt wurden die Proben bei 95 °C
und 300 mint in einem Thermoschiittler (HLC MHL 23, DITABIS AG, Pforzheim, Deutsch-
land) 16 min lang inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben erneut fiir 5 min in einem Eisbad
gekuhlt, danach in PS-Kuvetten Gberfihrt und letztlich bei einer Lichtwellenldnge von 625 nm
photometrisch vermessen (LAMBDA 35 UV/Vis Spektrophotometer, PerkinElmer Inc.,
Waltham, USA). Als Blindwert diente ein Gemisch aus 400 pL Reinstwasser und 800 pL
Anthron-Reagenz. Die Berechnung der Kohlenhydratkonzentrationen erfolgte jeweils mithilfe
der parallel erstellten und vermessenen Kalibrierreihe.

3.3.4 Quantifizierung der Proteine

Vor der Bestimmung der Proteinkonzentration mussten die Mikroalgenzellen mechanisch
aufgeschlossen werden. Hierzu wurden die aufgetauten Zellpellets (vgl. Abschnitt 3.1.4) mit
450 pL Reinstwasser aufgefillt und resuspendiert. Zu jedem Ansatz wurden so viele Mahlku-
geln aus Glas (Durchmesser: 0,25-0,5 mm) zugegeben, dass das jeweilige 2 mL Reaktionsgefal}
bis zur 1,5 mL-Markierung geftillt war. Die Zellen wurden 10 min lang bei einer Schwingfre-
guenz von 30 Hz mittels einer Schwingmihle (MM 301, Retsch GmbH, Haan, Deutschland)
aufgeschlossen. Nach dem mechanischen Zellaufschluss wurde jeder Ansatz mit 500 pL einer
Lysepufferlosung (40 g-L* Natriumdodecylsulfat (SDS) und 14,5 g-L* TRIS in Reinstwasser)
versetzt und fir 16 min bei 90 °C und 0 min't in einem Thermoschdttler (HLC MHL 23, DITA-
BIS AG, Pforzheim, Deutschland) inkubiert. Zum Schluss wurden die Ansatze bei 11.790 RCF
und 4 °C fur 10 min zentrifugiert (MIKRO 22 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland). Der jeweilige zellfreie Uberstand wurde fiir die nachfolgende Proteinquantifizie-
rung nach dem von Peterson modifizierten Lowry-Protokoll verwendet [280,281].

Die Proteinbestimmung erfolgte stets in Triplikaten. Sowohl die Lowry-Reagenzlsung (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, USA) als auch die Folin und Ciocalteus Phenolreagenz (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, USA) wurden nach den Herstellerangaben unmittelbar vor jeder Mes-
sung angesetzt [282]. Die benétigte Kalibrierreihe wurde mit Bovinem Serumalbumin (BSA)
als Standard in einem Konzentrationsbereich von 0,05-0,3 g-L* parallel zu jeder Messreihe
erstellt. Nach dem Zellaufschluss wurden die zellfreien Uberstinde so weit mit Reinstwasser
verdiinnt, dass die resultierenden Proteinkonzentrationen der Proben stets innerhalb des Kalib-
rierintervalls lagen. VVon den verdinnten Proben wurde jeweils 1 mL entnommen und mit 1 mL
des Lowry-Reagenzes versetzt. Die Ansatze wurden mehrfach invertiert und fir 20 min unter
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Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt wurden jeder
Probe 500 pL des Folin und Ciocalteus Phenolreagenzes zugegeben. Die Proben wurden dann
invertiert und erneut unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur fiir weitere 30 min inkubiert.
Hiernach wurden die Absorptionswerte bei einer Lichtwellenlange von 750 nm gemessen
(LAMBDA 35 UV/Vis Spektrophotometer, PerkinElmer Inc., Waltham, USA). Als Blindwert
wurde eine Reinstwasserprobe genutzt, die analog zu den Probenansétzen behandelt wurde. Die
Berechnung der Proteinkonzentrationen in den Proben erfolgte anhand der parallel erstellten
Kalibrierreihen. Aufgrund von Interferenzen zwischen den Bestandteilen der Lysepufferldésung
und den Assayreagenzien [283] wurde zu jeder Messreihe ein Korrekturfaktor ermittelt.

3.3.5 Messung der oxygenen Photosyntheserate

Die Messung der oxygenen Photosyntheserate wurde in einem Messaufbau (BVT, Karlsruhe,
Deutschland) durchgefiihrt, der in Anlehnung an den in [158,159] vorgestellten Messaufbau
entwickelt wurde. Das Schema des verwendeten Messaufbaus ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Messaufbaus zur Bestimmung der oxygenen Photosyntheserate. Der
zentrale Messaufbau bestand aus einer beidseitig beleuchteten Messzelle mit einer pO2-Sonde zur
Messung der Oz-Entwicklung. Der Magnetriihrer diente der stetigen Durchmischung der Kultursus-
pension. Mithilfe des Laborinkubators konnte die Temperatur an die Reaktortemperatur angeglichen
und die Messzelle von auBeren Lichteinfliissen abgeschirmt werden. Uber die Zugasleitung wurde die
Zellsuspension mit einem Gasgemisch aus N2 und CO2 begast, um O auszugasen und CO. zuzufiih-
ren. Die Datenerfassung sowie die Prozesssteuerung erfolgten mit dem Prozessleitsystem BioProCon.

Die Aufzeichnung der Daten (Aufzeichnungsintervall: 3 s) sowie die gesamte Prozesssteuerung
erfolgte Uber das Prozessleitsystem BioProCon (BVT, Karlsruhe, Deutschland). Der Messauf-
bau bestand aus einem Labormagnetriihrer mit einer 3D-gedruckten Halterung flr eine 50 mL
Zellkulturflasche. Die Halterung gewahrleistete eine gleichbleibende, parallele Ausrichtung der
Probe zu den beiden LED-Panelen (LEDs: NS6L083AT, Nichia Corp. Anan, Japan; BVT,
Karlsruhe, Deutschland). Die LED-Panele (Spektrum siehe Anhang A.2) waren jeweils im
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Abstand von 15 cm zur Oberflache der Zellkulturflasche positioniert, analog zur Ausrichtung
der LED-Panele bei den Flachplatten-Photobioreaktoren (vgl. Abschnitt 3.1.3). Die Einstellung
der PPFD erfolgte Uber ein Netzteil (EA-PS 8032-10 T, EA Elektro-Automatik GmbH & Co.
KG, Viersen, Deutschland), wobei Uber die Spannung nach der Stromstérke geregelt wurde. Als
Messzellen dienten praparierte Zellkulturflaschen mit unbehandelten Oberflachen (VWR Inter-
national LLC, Radnor, USA), einem Arbeitsvolumen von 50 mL sowie einem Lichtweg von
2 cm (analog zu den Flachplatten-Photobioreaktoren; vgl. Abschnitt 3.1.3). Die Flaschendeckel
wurden jeweils mit einer Offnung fiir die pO,-Sonde (VisiFerm DO Arc 160 HO, Hamilton
Comp., Reno, USA) und einer weiteren Offnung fiir den Begasungsanschluss prapariert. Die
eingesetzte pO2-Sonde wurde vor jeder Messreihe gemaR den Herstellerangaben kalibriert. Die
Begasung der Messzelle erfolgte mit einem Gasgemisch aus N, und CO,, deren VVolumenanteile
sowie der Gesamtvolumenstrom ber die zwischengeschalteten MFCs (179C Mass-Flo, MKS
Instruments Inc., Andover, USA) geregelt wurden. Die MFCs wurden ebenfalls vor jeder Mess-
reihe mit einem Seifenblasen-Durchflussmesser (Gilian Gilibrator-2, Sensidyne LP., Clearwa-
ter, USA) kalibriert. Zur Durchmischung der Zellsuspension wahrend der Messung wurde ein
Magnetrihrstdbchen mit Kreuzkopf und einem Durchmesser von 10 mm eingesetzt. Die Dreh-
zahl des Rihrers betrug konstante 500 min-t. Der gesamte Messaufbau, abgesehen von dem
Netzteil, den MFCs und dem Prozessleitcomputer, befand sich in einem auf 25 °C temperierten
Laborinkubator (RUMED Typ 3203, Rubarth Apparate GmbH, Hannover, Deutschland),
wodurch die Messzelle zuséatzlich von duBeren Lichteinflissen abgeschirmt wurde. Weiterhin
wurde die Temperatur mit einem Digitalthermometer (GMH 3710/DKD1, GHM Messtechnik
GmbH, Remscheid, Deutschland) in unmittelbarer Nahe zur Messzelle (iberwacht.

Die Prozessparameter PPFD, CO,-Volumenanteil im Gasgemisch und Gesamtgasvolumenstrom
wurden je nach Experiment variiert (siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2). Weiterhin kamen zwei
unterschiedliche Messprotokolle zum Einsatz, die in den nachfolgenden Abschnitten 3.3.5.1 und
3.3.5.2 erldutert werden.

3.3.5.1 Messung der akklimatisierten oxygenen Photosyntheserate

Bei den akklimatisierten Messungen wurden die Mikroalgenzellen unter den gleichen Bedin-
gungen untersucht, an die sie zuvor in den Flachplatten-Photobioreaktoren akklimatisiert wur-
den. Im Rahmen dieser Messung wurden also operative Photosyntheseraten erfasst. Jeder Ak-
klimatisationszustand wurde als Triplikat vermessen. Hierzu wurden pro Messung genau 50 mL
Zellsuspension aus dem Reaktor entnommen (vgl. Abschnitt 3.1.4) und in die Messzelle voll-
standig uberfihrt. Die Messzelle wurde dann in die dafur vorgesehene Halterung gestellt und
mit der pO.-Sonde sowie der Zugasleitung bestiickt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
mit einem Gasgemisch aus N2 und CO; (196 mL/min N2 und 4 mL/min CO2) unter Lichtaus-
schluss begast, bis die O,-Konzentration einen Wert von ca. 2,5 mg/L erreichte. Damit sollten
eine mogliche O-Transportlimitierung und eine CO-Limitierung der Mikroalgenzellen ver-
mieden werden [158]. Nach Erreichen dieser O,-Konzentration wurde die Begasung abgestellt
und die LED-Einheiten mit der zuvor eingestellten PPFD (siehe Abschnitt 3.2.1) eingeschaltet.
Dann wurde die Oz-Konzentration Uber einen Zeitraum von 10 min aufgezeichnet. Die O»-
Entwicklungsrate (ro2) kann schlielich tber die Ableitung der O»-Konzentration (Co2) nach t
im linearen Bereich der Messkurve (meist zwischen 3,5 und 8 min) berechnet werden:
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_ dcoa(ty) _ co2(tiy1) — Coz(t;)

= 3.6
oz dt; tiv1 — L (3.6)

Die gleichzeitig stattfindende O.-Desorption wird in Gleichung 3.6 aufgrund ihres geringen
Einflusses vernachlassigt [158]. Aufgrund der Messschwankungen wurde fiir die weiteren
Berechnungen jeweils der Median der ro,-Werte (Foz) im beriicksichtigten Zeitintervall be-
stimmt. Damit kann die Chlorophyll-spezifische oxygene Netto-Photosyntheserate (7pnetto.chi),
die effektiv in der Messzelle erfasst wird, wie folgt bestimmt werden (Moz, Mchia und Mchip Sind
jeweils die Molekulargewichte von O,, Chla und Chib):
Toz
MOZ

. _
Tp,Netto,Chl = Cgpig A Cohib 3.7)

MChla MChlb

3.3.5.2 Messung der nicht-akklimatisierten oxygenen Photosyntheserate

Zur Bestimmung der nicht-akklimatisierten bzw. schnellen oxygenen Photosyntheserate wurden
pro Messansatz ebenfalls genau 50 mL der Zellsuspension aus dem Reaktor entnommen (vgl.
Abschnitt 3.1.4), in die Messzelle Uberfiihrt und unter Lichtausschluss im Inkubationsschrank
mit 196 mL/min N2 sowie 4 mL/min CO; (vgl. Abschnitt 3.2.1) bis zum Erreichen einer O,-
Konzentration von 2,5 mg/L begast. Eine Ausnahme bildeten hierbei die Messungen zur Cha-
rakterisierung des CO,-Einflusses auf C. vulgaris, bei denen die Kultursuspension mit variie-
renden Gasgemischen und -volumenstrémen begast wurden (siehe Abschnitt 3.2.2). Die Tempe-
ratur im Laborinkubator entsprach stets der Temperatur in den Photobioreaktoren (vgl.
Abschnitt 3.1.3), an die die Mikroalgenzellen im Vorfeld akklimatisiert wurden. Im Anschluss
an den Begasungsschritt wurden die Proben jeweils drei nacheinander folgenden PPFD-
Einstellungen ausgesetzt. Zwischen den jeweiligen PPFD-Einstellungen wurden die Proben
unter Lichtausschluss (Ausnahme: Experimente in Abschnitt 3.2.2) mit dem zuvor eingesetzten
Gasgemisch und -volumenstrom bis zu einer O.-Konzentration von 2,5 mg/L begast. Die
Mikroalgenzellen wurden stets moglichst kurz den jeweiligen PPFDs ausgesetzt, sodass keine
Zellakklimatisation an diese PPFDs stattfinden konnte (vgl. Abschnitt 2.5.3) und die resultie-
renden Pl-Kurven deshalb als ,nicht-akklimatisierte* bzw. ,,schnelle® PI-Kurven bezeichnet
werden (vgl. Abschnitt 2.5.1). Die Lichtbestrahlung erfolgt jedoch so lange, dass ein linearer
Anstieg von coz fur mindestens 2 min bei der jeweiligen PPFD-Einstellung erfasst werden
konnte. In den meisten Fallen entsprach dies einer Gesamtmessdauer von etwa 4-7 min pro
PPFD. Nach drei Messungen bei drei verschiedenen PPFDs wurde die Probe durch eine frische
Probe ausgetauscht und das Messprotokoll mit anderen PPFDs wiederholt. Insgesamt wurde das
Messprotokoll so lange durchgefiihrt, bis alle sieben PPFD-Einstellungen jeweils dreifach
aufgezeichnet wurden. Die eingestellten PPFDs an der Oberflache der Messzelle waren (gemes-
sen mit einem planaren Lichtsensor (LI-190SA mit LI-250 Lichtmeter, LI-COR Biosciences
Corp., Lincoln, USA)): 36, 86, 123, 203, 353, 504 und 928 umol-m-s. Die Messreihenfolge
war semi-randomisiert, um moglichen Messtrends [29] entgegenzuwirken bzw. um diese auszu-
gleichen. Die Berechnung von 7p netto,cni €rfolgte analog zu Abschnitt 3.3.5.1.
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3.3.6 Pulsamplitudenmodulation-Fluorimetriemessungen

Alle Pulsamplitudenmodulation (PAM)-Fluorimetriemessungen erfolgten mit dem Fluorimeter
FL 6000-F (Photon Systems Instruments spol. s r.o., Drasov, Tschechische Republik). Zur
Anregung der Probe wurde die standardmaBige LED mit einer Lichtwellenlange von 623 nm
eingesetzt. Die Messzelle war zusatzlich mit Rotlicht-LEDs mit einer Emissionswellenlange
von 735 nm ausgestattet. Die Detektion der Chlorophyll-Fluoreszenz erfolgte im Lichtwellenbe-
reich zwischen 690-730 nm. Die Detektorparameter gain und offset wurden, unabhéngig vom
Messprotokoll, auf jeweils 10 und 15 % eingestellt. Die Proben (vgl. Abschnitt 3.1.4) wurden
als 4 mL-Ansétze in PS-Makrokiivetten mit vier klaren Seitenwénden (Kartell S.p.A., Noviglio,
Italien) bei Raumtemperatur vermessen. Vor der Messung, ebenfalls unabhéngig vom Messpro-
tokoll, wurden die Proben fir 15 min unter Lichtausschluss inkubiert und anschlieRend fiir 10 s
[284] mit Rotlicht bestrahlt, um die RClIs volistdndig in den Grundzustand zu (berfiihren
[46,47,285]. Als Blindwert wurden 4 mL des P-Mediums (siehe Abschnitt 3.1.1) verwendet.
Die Steuerung des Fluorimeters und die Datenaufzeichnung erfolgten mit der Software Fluor-
Win (Version 3.7; Photon Systems Instruments spol. s r.0., Drasov, Tschechische Republik).

3.3.6.1 Protokoll zur Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung

Nach der Dunkelinkubation und der Bestrahlung der Probe mit Rotlicht wurde das Protokoll zur
Analyse der Fluoreszenzldschung gestartet. Ergdnzend zu den Fluorimetereinstellungen aus
Abschnitt 3.3.6, wurden die in Tabelle 3.2 aufgefiihrten Einstellungen vorgenommen.

Tabelle 3.2:  Einstellungen des PAM-Fluorimeters zur Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung. Die vom
Geratehersteller (Photon Systems Instruments spol. s r.0., Drasov, Tschechische Republik) ermittelten
Kalibrierreihen zur Umrechnung der %-Werte in die PPFDs sind im Anhang A.3 hinterlegt.

Fluorimetereinstellung Wert  Einheit
aktinische Lichtintensitét variabel %
Séattigungspulsintensitat 80 %
Beleuchtungsdauer mit aktinischem Licht 180 S
Dauer der Dunkelphase nach der Beleuchtung 120 S
Messlichtintensitat! 10 %

Die am PAM-Fluorimeter eingestellte aktinische Lichtintensitét entsprach stets der mittleren
Lichtintensitat, an die C. vulgaris im Flachplatten-Photobioreaktor akklimatisiert wurde (vgl.
Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2). Hierfir wurde die PPFD mithilfe eines planaren Lichtsensors (LI-
190SA mit L1-250 Lichtmeter, LI-COR Biosciences Corp., Lincoln, USA) an der VVorder- sowie
Hinterseite des Reaktors gemessen. Daran anschlielend wurden die Pigmentkonzentrationen
(mit cgrm = 0,5 g-L?) in der Simulation des Lichtprofils (vgl. Abschnitt 3.4.1) so variiert, dass
die simulierten Endpunkte den am Reaktor gemessenen Endpunkten entsprachen. So konnte die
mittlere PPFD im Photobioreaktor approximiert werden. Eine genaue Bestimmung der Licht-
verhdltnisse im Photobioreaktor zum Zeitpunkt der Fluorimetermessung war nicht maéglich, da

1 Die Messlichtintensitat wurde, nach der Durchfiihrung des vom Hersteller empfohlenen Tests, auf 10 % eingestellt
[284].
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die exakten Pigmentkonzentrationen des jeweiligen lichtbedingten Akklimatisationszustandes
von C. vulgaris nicht bekannt waren. Alle Zustande wurden in Triplikaten vermessen.

Die Auswertung der experimentell erfassten Kurven erfolgte in Anlehnung an [46,47]. Die
bestimmten Parameter sind in Tabelle 3.3 aufgelistet. Eine beispielhafte Messkurve mit den
charakteristischen Parametern [46] ist in Anhang A.4 dargestellt.

Tabelle 3.3:  Aus der Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung abgeleitete Parameter nach [46,47].

Parameter Definition
F Fluoreszenzemission lichtakklimatisierter Zellen
Fo, Fo minimale Fluoreszenzemission dunkel- und lichtakklimatisierter Zellen
Fr, Fm maximale Fluoreszenzemission dunkel- und lichtakklimatisierter Zellen
Fv, Fv variable Fluoreszenzemission dunkel- und lichtakklimatisierter Zellen
Fq photosyntetische Fluoreszenzléschung durch RCIIs im Grundzustand
Fu/Fm maximale photosynthetische Effizienz von RCII
Fv/Fn maximale photosynthetische Effizienz von RCII unter gegebener PPFD
Fo/Fm operative Effizienz von RCII unter gegebener PPFD
Fqo/Fy Verhéltnis von operativer und maximaler Effizienz von RCII unter
gegebener PPFD
qu Anteil der RCIIs im Grundzustand unter gegebener PPFD und unter der
Annahme des lake-Modells
NPQ MaR fir die NPQ-Aktivitat unter gegebener PPFD

Der Parameter Fo wurde nach der folgenden Gesetzmé&Rigkeit bestimmt [286]:

,__To
R R (3.8)
E, " E,
Der Anteil der RCIIs im Grundzustand (q.), unter der Annahme eines lake-Modells [249] (siehe
Definition in Abschnitt 4.3), wurde wie folgt berechnet [46]:

F; F}
q 0
=41.20 3.9
qL F];’ F, ( )
Zur Berechnung des Parameters NPQ wurde folgende Gleichung herangezogen [46]:
F
NPQ =——1 (3.10)

En

3.3.6.2 Protokoll zur Ermittlung der Chlorophyll-Fluoreszenztransienten

Die Ermittlung der Chlorophyll-Fluoreszenztransienten erfolgte ebenfalls nach einer vorange-
gangenen Dunkelinkubation und einer Bestrahlung der Probe mit Rotlicht. Pro Akklimatisati-
onszustand (siehe Abschnitt 3.2.1) wurde eine Messung durchgefuhrt. Die Parameter wurden
entsprechend dem sogenannten JIP-Test [287-293] aus den aufgezeichneten Chlorophyll-
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Fluoreszenztransienten abgeleitet (siehe Tabelle 3.4). Ein Beispiel fiir eine solche Chlorophyll-
Fluoreszenztransiente, auch als OJIP-Transiente bezeichnet [293], ist in Anhang A.4 dargestellt.

Tabelle 3.4:  Parameter des JIP-Tests und ihre Definitionen [287-292] mit der an [293] angelehnten Nomenklatur.

Parameter Gleichung Definition
Fo (= Fsops) - erstes erfasstes Fluoreszenzsignal (O-Niveau)
F300us - Fluoreszenzsignal bei 300 ps
Fi (= Fams) - Fluoreszenzsignal bei 2 ms (J-Niveau)
Fi (= Fzoms) - Fluoreszenzsignal bei 30 ms (I-Niveau)
Fum - maximales Fluoreszenzsignal (P-Niveau)
tem - Zeit bis zum Erreichen von Fy
Aosip - Flache zwischen der OJIP-Kurve und dem P-Niveau
Fut Fi- Fo variables Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt t
Fum Fm - Fo maximales variables Fluoreszenzsignal
Dt Fuvi/Fum normiertes variables Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt t
Sm Aosip/Fym normierte Flache; entspricht der Anzahl der Reduktionen
und Oxidationen eines Qa-Molekiils wahrend der Mes-
sung
©pPo 1-Fo/Fm maximale Quantenausbeute der priméren RCII-
Photochemie
WET? 1-F), Wahrscheinlichkeit, mit der ein fur die primére Photo-
chemie genutztes Elektron von Qa auf Qg Ubertragen wird
ORE1 (1-F)/(1-F);) Wahrscheinlichkeit, mit der ein Elektron von Qg auf die

RCI-Elektronenakzeptoren libertragen wird

Zusétzlich zu den Einstellungen aus Abschnitt 3.3.6 wurden folgende Gerateeinstellungen
vorgenommen:

Tabelle 3.5:  Einstellungen des PAM-Fluorimeters zur Ermittlung der Chlorophyll-Fluoreszenztransienten. Die
vom Gerétehersteller (Photon Systems Instruments spol. s r.0., Drasov, Tschechische Republik) er-
mittelten Kalibrierreihen zur Umrechnung der %-Werte in die PPFDs sind im Anhang A.3 hinterlegt.

Fluorimetereinstellung Wert  Einheit

Sattigungspulsintensitat 95 %
Dauer des Sattigungspulses 1 S

Anzahl der Messungen 1 -

3.3.7 Experimentelle Bestimmung der massenspezifischen in
vivo Absorptionsquerschnitte

Die massenspezifischen spektralen Absorptionsquerschnitte (o;,i) von C. vulgaris wurden analog
zur in [238,294] beschriebenen Methode jeweils in Triplikaten bestimmt. Hierfiir wurden pro
Messansatz 5 mL Probe aus dem Reaktor entnommen (vgl. Abschnitt 3.1.4) und bei 4 °C sowie
15.856 RCF fur 10 min zentrifugiert (ROTINA 420R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland). Der zellfreie Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet auf das
urspriingliche Probenvolumen von 5 mL mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; 8 g-L*

60



3.3 Analytische Methoden

NaCl, 0,2 g-L* KCI, 1,78 g-L* Na,HPO,4-2H,0, 0,27 g-L* KH,PO, in Reinstwasser [295])
aufgefullt und anschlieend resuspendiert. Danach wurde dieser Waschschritt noch einmal
wiederholt. Nach dem zweiten Waschschritt wurde das verbliebene Zellpellet erneut mit PBS
auf das urspringlichen Probenvolumen von 5 mL aufgefillt und resuspendiert. Diese Zellsus-
pension wurde dann um Faktor 10 mit PBS verdiinnt. Der Verdlnnungsfaktor wurde basierend
auf Vorversuchen gewahlt, um Mehrfachstreuung innerhalb der Messkiivette zu vermeiden und
eine zufriedenstellende Signalqualitat zu erhalten [218,238]. Von den verdiinnten Proben wur-
den jeweils 4 mL in eine Makrokiivette aus optischem Quarzglas (0,01 m Schichtdicke (l);
6030-0G, Hellma GmbH & Co. KG, Mullheim, Deutschland) Gberfihrt und im Lichtwellenbe-
reich von 400-750 nm spektrophotometrisch vermessen (LAMBDA 35 UV/Vis Spektrophoto-
meter, PerkinElmer Inc., Waltham, USA). Als Blindwert dienten 4 mL PBS.

Mit dem Standard-Spektrophotometeraufbau wurde die normale-normale Transmission (T;n;;
Einfall des Messstrahls parallel zur Flachennormalen der Kiivette, Detektion ebenfalls parallel
zur Flachennormalen der Kivette) ermittelt. Zur Bestimmung der normalen-hemisphérischen
Transmission (T,ni; Einfall des Messlichtstrahls parallel zur Flachennormalen der Kivette,
Detektion des hinter der Kuvette hemisphérisch ausgehenden Lichtes) wurde zuséatzlich eine
Ulbricht-Kugel (RSA-PE-20, Labsphere Inc., North Sutton, USA) eingesetzt [238,294]. Der
scheinbare spektrale Extinktionskoeffizient (¢7) und der scheinbare spektrale Absorptionskoeffi-
zient (07) konnen basierend auf den experimentell ermittelten Transmissionswerten wie folgt
berechnet werden [218,238,294,296,297]:

1 T.

= . ln< A,n,BTM) (3.12)
lK T/l,n,B
1 T.

oF = ——. ln( l,h,BTM) (312)
lx Thns

Die Indizes BTM und B stehen hierbei jeweils fir die Transmission der Zellsuspension und des
Blindwertes. Bedingt durch die Lichtstreuungseigenschaften der Mikroalgenzellen sowie der
experimentellen Gegebenheiten kann allgemein nicht das gesamte gestreute Licht mithilfe der
Ulbricht-Kugel erfasst werden. Das fiihrt dazu, dass mit o; der tatsachliche spektrale Absorpti-
onskoeffizient (s;) Uberschatzt wird. Die Beziehung zwischen o; und o, kann dabei wie folgt
beschrieben werden [296-298]:

o, =0+ (1 —@ug) Ky (3.13)

Hierbei ist pux der Anteil des gestreuten Lichtes, das von der Ulbricht-Kugel erfasst wird,
waéhrend «; der tatséchliche spektrale Streuungskoeffizient der Mikroalgenzellen ist. Unter
idealen Bedingungen wirde die Ulbricht-Kugel das gesamte gestreute Licht erfassen, somit
wirde puk einem Wert von 1 entsprechen. Unter realen Bedingungen entspricht pux einem Wert
von etwa 0,9 [297]. Um o; aus a; (vgl. Gleichung 3.13) berechnen zu kénnen, muss der Term
(1 — @uk) - k1 bekannt sein [297]. Dieser Term kann ermittelt werden, wenn der scheinbare
Absorptionskoeffizient bei einer Lichtwellenldnge gemessen wird, bei der die Mikroalgenzellen
idealerweise kein Licht absorbieren [297], was bei C. vulgaris bei 750 nm annahernd der Fall ist
[218,238,299]. Somit gilt fiir den scheinbaren Absorptionskoeffizienten bei A = 750 nm (o7s0):
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0750 = (1 — Quyk) * K750 (3.14)

Durch Kombination der Gleichungen 3.13-3.14 (mit puk = 1 — a7s0/x7s0 und der Vereinfachung
[294,297]: K;,/K750 = (8: — O'D/(&‘;so — 0';50)) ergibt sich fir [47) [218,238,294,296,297]:

. S S S S S
0) = 0 — 0759 Oy —O0750 " % _ =
K750 €750 — 0750

& =0

(3.15)

Fur den spektralen BTM-spezifischen in vivo Absorptionsquerschnitt (o;,stm) Sowie den spektra-
len Chlorophyll-spezifischen in vivo Absorptionsquerschnitt (o;.cni) folgt dann [218,238]:

o)
OABTM = (3.16)
CeTM
o)
OAchl = (3.17)

Cchia T Cchip

3.4 Mathematische Modellierung und Berechnungen

3.4.1 Modellierung der optischen Zelleigenschaften sowie des
Lichtprofils in Apparaten mit einer Flachplattengeometrie

Im Falle einer beidseitigen Beleuchtung des Flachplatten-Photobioreaktors und der Beriicksich-
tigung der Reflexion (R) an den Glaswénden lasst sich die analytische Losung der two-flux 1D-
RTE aus Abschnitt 2.6.2 (siehe Gleichung 2.10) wie folgt erweitern [170]:

Iypar (zr)

=(1—R) I pp -2 sech (3.18)

(1 + a/.{) . (eS/I'(IR_ZR) + e‘sﬁ_'ZR) — (1 — al) . (e_al'(lR_ZR) + e_g/I'ZR)
. (14 ay)? ek — (1 —aq)?- e Onlr

Hierbei ist 19par die von einem LED-Modul ausgehende, spektrale PPFD auf der Oberflache des
jeweiligen Apparates (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.3.5). Der auf die Flachennormale bezogene
Lichteinfallswinkel (8) betrug stets 0° (somit war: sec 8 = 1).

Der Reflexionsgrad der Reaktoroberflache kann mithilfe des Snelliussches Brechungsgesetzes
(vgl. Gleichung 3.19) und der Fresnelschen Formeln (vgl. Gleichungen 3.20-3.22) bestimmt
werden [300,301]. Die Reflexion zwischen dem Glas und dem Medium wird vereinfacht ver-
nachlassigt, da sie in diesem Fall gering ausfallt.

ny1-0; =ny,-0; (3.19)
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Re — ny,1 - €0s(6;) —ny, - cos(6y) ’ (3.20)
S nyq - cos(6;) +ny, - cos(6;) |

R = Ny - cos(6y) —ny 5 - cos(6;) 2 (3.21)
P Ny - cos(6;) +ny 5 - cos(6;)

Mit n,,, als Brechungsindex des ersten Mediums (Luft mit n;2 =1 +1i - 0), n,, als Brechungsin-
dex des zweiten Mediums (Borosilikatglas mit n,2 =1,473 +i - 0), 6; als Lichteinfallswinkel
und 6 als Winkel des gebrochenen Lichtstrahls. Beide Winkel (6 und ) werden relativ zur
Flachennormalen gemessen. Die Parameter Rs und Rp stehen jeweils fiir die Reflexionsgrade
des senkrecht und parallel polarisierten Lichtes. Im hier betrachteten Fall (vgl. Abschnitt 3.1.3)
lasst sich der Reflexionsgrad (R) wie folgt vereinfachen [300]:

M1 — M2 2

(3.22)
ny1+ny,

RZRS:RP=

Die optischen Zelleigenschaften o, grv, x:stm Sowie py(0,0) fir die Gleichungen 2.9, 2.11 und
2.12 lassen sich mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie (vgl. Abschnitt 2.6.1) pradiktiv fir Mikroal-
genzellen bestimmen [45,173,218,240]. Hierfiir muss jedoch die komplexe Morphologie der
Mikroalgenzellen durch ein- oder zweischichtige (Kern und Schale) Spharen angenéhert wer-
den, da die Lorenz-Mie-Theorie nur auf diese einfachen Geometrien angewendet werden kann
[218]. Auf Basis der Erkenntnisse von [218] wurden die C. vulgaris Zellen in dieser Arbeit
durch zweischichtige Sphéren approximiert, die aus einem absorbierenden und streuenden Kern
(Zellinneres) sowie einer streuenden und nicht-absorbierenden Schale (Zellwand) bestehen.
Sowohl das Zellinnere als auch die Zellwand werden zudem stark vereinfacht als isotrop be-
trachtet [45,218,302]. Zur Bestimmung der optischen Zelleigenschaften miissen demnach die
jeweiligen Brechungsindizes (Medium, Zellwand und Zellinneres), der Radius der gesamten
Mikroalgenzelle (rc) und der Durchmesser der Zellwand (dcw) bekannt sein.

Als rc wurde ein Modellzellradius von 2,720 um verwendet (vgl. Anhang A.5). Mit einem dew-
Wert von 0,078 pum [303] ergibt sich fir den Zellinnenradius (rcore = rc — dew) €in Wert von
2,642 pm. Far den Brechungsindex des Mediums wurde vereinfacht ein konstanter Brechungs-
index, der dem des Wassers entspricht, angenommen (n,m = 1,3325 +i - 0). Fir die Zellwand
wurde ebenfalls vereinfacht ein konstanter Brechungsindex n, ey von 1,506 +i - 0 [302] ange-
nommen [218]. Der Brechungsindex des Zellinneren (n,core) Wurde abhéngig vom Pigmentgeh-
alt berechnet. Laut [173,218,227] kann der Imaginarteil des Brechungsindex des Zellinneren
(ns.corem) folgendermalien berechnet werden:

A-107° A-107°
N) corem = ﬁ A em = 41 : Z Ea/l,i 4
i
(3.23)
A-107°
T4 " PBTM ° (1 - xw,BTM) Z Eay; - w;
i
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Hierbei ist a,cm der effektive Absorptionskoeffizient des Zellinneren, der sich aus der Summe
der Produkte aus den jeweiligen Pigmentkonzentrationen (ci; mit i: Chla, Chlb und Car) und den
in vivo Absorptionsquerschnitten der Pigmente (Ea,i; mit i: Chla, Chlb und Car) ergibt. Die
zellinneren Pigmentkonzentrationen lassen sich jeweils aus den Massenanteilen von Chla, Chlb
und Car (Wchia, Wehib Und Wear), dem Wasseranteil der Zelle (xwgtm = 0,78) und der Dichte der
BTM (perm = 1400 kg-m3) berechnen [45,218]. Als Ea,; wurden die Daten von [44,45] verwen-
det, die auch in [173,218,240] genutzt wurden. Die experimentellen Ea,;-Daten wurden von
[45] in einer digitalisierten Form bereitgestellt. Der Realteil des Brechungsindex des Zellinne-
ren (n;corere) Wurde, analog zu [45,218], mithilfe der subtraktiven Kramers-Kronig-Beziehung
[304] ermittelt:

( 2 *2) Vmax

Ve =v Vi * Nyj core,Im

R ’ )

Ny core,Re = Ny, core,Re +2- T -CH - ( 2 _ 2) ( 2 _ *2) dvi
Vl v * Vl v

(3.24)

Vmin

Mit CH als Cauchyscher Hauptwert und v bzw. v; als Lichtfrequenz (v =C - A - 10°, wobei C
die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum ist). Der Parameter v" ist die Referenzfrequenz, bei der
der Realteil des Brechungsindex (ny corere) bekannt ist. Als ny orere Wurde ein Wert von 1,4391
bei v'=6,78-10'* s (entspricht: 1 =442 nm) herangezogen [302]. Der Parameter ny;coreim
entspricht dem zuvor berechneten Parameter n;cor.m (vgl. zuvor aufgefiihrte Umrechnung
zwischen v bzw. v; und ). Zur Losung der Gleichung 3.24 wurde das von [304] erstellte MAT-
LAB®-Skript genutzt. Das hierbei betrachtete vi-Intervall lag zwischen 7,49-10%4-4,28-10' s,
was einem A-Intervall von 400-700 nm und somit PAR entspricht.

Der so bestimmte, spektrale Brechungsindex des Zellinneren (N;.core = Ni.core.re + 1Ny, core.sm) WUFde
zusammen mit re, dew, Feore, Nias UNd Ny Verwendet, um die Parameter o;gtm, ki8TmM SOWie
p:(0,0") mittels der Lorenz-Mie-Theorie zu bestimmen. Das hierbei eingesetzte MATLAB®-
Skript zur Berechnung der optischen Zelleigenschaften mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie wurde
urspriinglich von [228] erstellt. Da das Skript von [228] nur spektrale zellspezifische Absorpti-
ons- und Streuungsquerschnitte (o, und ;) liefert, wurden diese zellspezifischen Wirkungs-
guerschnitte folgendermalen in die spektralen BTM-spezifischen Wirkungsquerschnitte (0,5
und x,57a7) Umgerechnet [173,218]:

O)c

OLBTM = 7 3.25
37 (- 107%)3 - ppry - (1 - xw,BTM) ( )

_ Kjc
KaBTM = 7 (3.26)

3T (- 107%)3 - ppry - (1 - xw,BTM)

Die nach der Lorenz-Mie-Theorie ermittelten Parameter o, 571, und x; srs Wurden anschlieBend
in die Gleichungen 2.11 und 2.12 eingesetzt, um die Koeffizienten «; und ¢, zu berechnen [218].
Der Anteil der Ruckstreuung (b;) wurde vereinfacht nur fiir 2 = 634 nm berechnet (vgl. Glei-
chung 2.9), da b; unabh&ngig von A nur einen sehr geringen Anteil am insgesamt gestreuten
Licht ausmacht, weshalb dessen lichtwellenldngenabhéngige Variabilitat vernachlassigt wurde
[218,238,240].

64



3.4 Mathematische Modellierung und Berechnungen

Durch das Einsetzen der beiden Parameter a; und §; in Gleichung 3.18, unter Einbezug von
cetm, 19p4r , Ir SOwie dem jeweiligen Spektrum der eingesetzten LED-Einheiten (s;.zp; vgl.
Anhang A.2), erhalt man letztlich 1, p4z(zr), die anschlieBend Uber PAR integriert werden kann,
um die PPFD (lpar(zr)) in Abhédngigkeit der Position entlang der Reaktortiefe (zr) zu erhalten:

Amax=700

Ipar(zg) = f lypar (zg)dA (3.27)

Amin=400

Der hier beschriebene Ablauf zur Berechnung der optischen Zelleigenschaften von C. vulgaris
und der PPFDs entlang der Reaktortiefe eines Flachplatten-Photobioreaktors (vgl. Abschnitt
3.1.3) ist in der nachfolgenden Abbildung 3.3 schematisch dargestellt. Das VVorgehen zur Be-
rechnung der PPFDs entlang der Tiefe der Messzelle zur Bestimmung der oxygenen Netto-
Photosyntheserate (vgl. Abschnitt 3.3.5) entspricht dem Vorgehen im Falle der Flachplatten-
Photobioreaktoren, da sowohl die verwendeten Photobioreaktoren als auch die verwendeten
Messzellen im Bereich des Arbeitsvolumens die gleichen Abmessungen und somit die gleiche
Geometrie aufwiesen. Die entsprechenden Modellskripte wurden mit der MATLAB®-Version
2021b (The MathWorks Inc., Natick, USA) angefertigt und sind im Anhang A.8 hinterlegt. Das
MATLAB®-Skript von [228] wurde entsprechend den Anforderungen der vorliegenden Arbeit
angepasst (vgl. Anhang A.8).

®—|

Wpig

—
-

M) core,Im

v

—
. . *
Kramers-Kronig-Relation . v
N7y core,Re
I
N core
Lorenz-Mie-Theorie
I .
O)570 8705 PA(6,6)
<

Strahlungstransfer
R
L

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Modells zur Bestimmung der optischen Zelleigenschaften von C. vulgaris
und des Lichtprofils in den verwendeten Flachplatten-Photobioreaktoren sowie der verwendeten Pho-
tosyntheserate-Messzelle. Die mit Pfeilen dargestellte Eingabeparameter kénnen als Variablen aus
vor- bzw. nachgeschalteten Modellen/Skripten in die Lichtsimulation eingespeist werden. Die bend-
tigten Daten, die als Konstanten betrachtet werden, sind zylindrisch dargestelit.

65



3 Material und Methoden

3.4.2 Approximation der Lichtsammelkomplexgrofde ausgehend
vom makroskopischen Pigmentgehalt

Zur Schétzung der LHCII-RCII- und LHCI-RCI-KomplexgrolRe in Abhédngigkeit der lichtab-
héngigen Akklimatisationszustande von C. vulgaris wurde das jeweilige experimentelle
Chla/Chlb-Massenverhaltnis (vgl. Abschnitt 3.3.2) herangezogen. Die Variation des makrosko-
pischen Chla/Chlb-Verhéltnisses kann auf zwei Phadnomene zuriickgefiihrt werden (vgl. Ab-
schnitt 2.5.3). Wie zuvor in Abschnitt 2.2.2 dargelegt, besitzen die LHCI-RCI-Komplexe nor-
malerweise ein hdheres Chla/Chlb-Verhéltnis als die LHCII-RCII-Komplexe. Ein Anstieg des
Chla/Chlb-Verhaltnisses kann demnach eine relative Zunahme der LHCI-RCI-Komplexe bedeu-
ten. Die Chlorophyta, zu denen auch C. vulgaris gehort, scheinen ihr RCI/RCII-Verhiltnis
jedoch kaum an die Lichtverfiigbarkeit anzupassen [1,199,206,305]. Bei C. vulgaris liegt dieses
Verhdltnis Ublicherweise in einem Bereich von 1,1-1,25 RCI pro RCII [202]. Es ist deshalb
davon auszugehen, dass der Hauptteil der lichtabhéngigen Variation des Chla/Chlb-
Verhiltnisses wahrscheinlich nicht auf die Anderung des RCI/RCII-Verhiltnisses zuriickgefiihrt
werden kann. Aus diesem Grund wurde vereinfacht angenommen, dass das RCI/RCII-
Verhdltnis in C. vulgaris, basierend auf den Daten von [202], konstant 1,1 betrégt.

Das zweite Phdnomen, das zu einer Variation des Chla/Chlb-Verhéltnisses fuhren kann, ist die
lichtbedingte Anderung der LHC-RC-KomplexgréBe (vgl. Abschnitt 2.5.3). Wie in Abschnitt
2.2.2 beschrieben, enthalten das RCII sowie die weiteren Komplexkomponenten CP26, CP29,
CP43 und CP47 iiberwiegend Chla, ndmlich insgesamt 54 Chla und 7 Chib [93]. Der GroRteil
des Chlb im LHCII-RCII-Komplex befindet sich in den LHCII-Komplexen, die pro LHCII-
Trimer 24 Chla und 18 Chib enthalten [93]. Eine Reduktion der LHCII-RCII-GroRe wiirde
dementsprechend mit einer Steigerung des Chla/Chlb-Verhéltnisses einhergehen. Ein RCI,
inklusive aller weiteren Komponenten aufler den LHCI-Komplexen (vgl. Abschnitt 2.2.2),
enthalt etwa 100 Chla [1,36,81]. Demnach enthalten ausschlieRlich die LHCI-Komplexe Chlb.
Aufbauend auf den Daten von [81,106-109] wird angenommen, dass ein LHCI-Monomer im
Mittel etwa 9,6 Chla und 4,4 Chlb enthalt. Eine Abnahme der LHCI-RCI-KomplexgréRe wirde,
ebenso wie die Reduktion der LHCII-RCII-KomplexgroRe, eine Steigerung des Chla/Chlb-
Verhaltnisses bewirken.

Ausgehend von den bisher erlduterten Punkten wird angenommen, dass in C. vulgaris wahr-
scheinlich die lichtabhingige Anderung der LHC-RC-KomplexgroRen den Hauptbeitrag zur
lichtabhéngigen Variation des makroskopischen Chla/Chlb-Verhaltnisses [202,248] leistet. Zur
Vereinfachung der Approximationsmethode zur Bestimmung der GréRRen der jeweiligen LHC-
RC-Komplexe wird definiert, dass allein die Anderung der GroRen der LHCII-RCII- und LHCI-
RCI-Komplexe die lichtbedingte Variation des Chla/Chlb-Verhaltnisses bewirkt. Unter Einbe-
zug der Ergebnisse von [93,95,203] wird die Annahme getroffen, dass der groitmogliche
LHCII-RCII-Komplex aus insgesamt drei LHCII-Trimeren besteht, wéahrend der kleinste Kom-
plex lediglich ein LHCII-Trimer enthélt. Beim LHCI-RCI-Komplex wird davon ausgegangen,
dass der groRtmogliche LHCI-RCI-Komplex insgesamt neun LHCI-Monomere beinhalten kann
[106,107]. Basierend auf den Untersuchungen der hierarchischen Organisation der LHCI-RCI-
Komplexe in C. reinhardtii in [106] wird vereinfacht angenommen, dass der kleinstmdgliche
LHCI-RCI-Komplex in C. vulgaris vier LHCI-Monomere enthalten sollte. Die aktuellen Litera-
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turdaten flr Rotalgen deuten ebenfalls darauf hin, dass die kleinsten LHCI-RCI-Komplexe etwa
vier bis funf LHCI-Monomere enthalten sollten [204,306].

Die definierten maximalen und minimalen LHC-RC-KomplexgréfRen geben jeweils die Ober-
und Untergrenzen vor, innerhalb derer sich die durchschnittlichen bzw. effektiven LHC-RC-
KomplexgréRen bewegen konnen. Die effektiven Grofien der jeweiligen LHC-RC-Komplexe,
die entsprechend der Modellvorstellung und unter Einbezug des RCI/RCII-Verhaltnisses das
effektiv beobachtbare Chla/Chlb-Verhaltnis definieren, sollten dabei jeweils als ein Gemisch
mit variablen Anteilen aus den gréBten und kleinsten Komplexkonfigurationen darstellbar sein.
Da messtechnisch das Massenverhéltnis von Chla und Chlb (vcnian) erfasst wird (vgl. Abschnitt
3.3.2) muss das aus den LHC-RC-Komplexgréfen und dem RCI/RCII-Verhaltnis bestimmte
Chla/Chlb-Verhaltnis entsprechend umgerechnet werden (siehe Gleichung 3.28). Die zur Be-
stimmung der effektiven Grofien der LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexe notwendigen
Anteile der jeweiligen maximalen und minimalen Komplexgroen (xi) wurden fiir jeden licht-
abhangigen Akklimatisationszustand (vgl. Abschnitt 3.3.5.1) numerisch ermittelt, indem die
quadratischen Abweichungen zwischen den experimentellen Chla/Chlb-Massenverhéltnissen
(Wenia/Wenib bzZw. Cenia/Cenin) und den nach Gleichung 3.28 bestimmten venian minimiert wurde.

Hierzu wurde die MATLAB®-Routine fmincon mit einem interior-point Solver verwendet. Als
Nebenbedingung wurde definiert, dass die gesamte effektive Antennengrofie der LHCI-RCI-
Komplexe (Produkt aus dem RCI/RCII-Verhéltnis und der effektiven mittleren LHCI-RCI-
KomplexgréRe) innerhalb einer PSU [27] stets mindestens 25 % grofer sein muss als die effek-
tive AntennengréRe der LHCII-RCII-Komplexe. Die effektiven durchschnittlichen LHC-RC-
Komplexgréfien wurden jeweils als das Produkt aus der maximalen Quantenausbeute und der
KomplexgréRe definiert. Fir den LHCI-RCI-Komplex wurde eine konstante maximale Quan-
tenausbeute von 0,98 angenommen [36]. Flr den LHCII-RCII-Komplex wurde der Parameter
Fu/Fn (vgl. Abschnitt 3.3.6.1) als maximale Quantenausbeute herangezogen. Diese Bedingun-
gen wurde definiert, da die LHCI-RCI-Komplexe ein Elektron mehr anregen mussen als die
LHCII-RCII-Komplexe, damit auf vier durch den LEF transportierten Elektronen ein zusétzli-
ches Elektron durch den ZEF transportiert werden kann [82] (vgl. Abschnitt 2.2.2).

Uchla/b
_ Mcpig - Ny
Mcpip - Na (3.28)
RCII RCII RCII RCII RCI RCI RCI RCI
Xmax " "chiamax + Xmin Nchiamin +11- (xmax *Nchiamax + Xmin Nchiamin

RCII , ,,RCII RCII , ,,RCII . RCI , ,,RCI RCI , ,,RCI
Xmax nChlb,max+xmin nChlb,min+1'1 (xmax nChlb,max+xmin nChlb,min

Wobei zusétzlich gilt:

xRCIL 4 xRl = 1 (3.29)
xR+ xR =1 (3.30)

Hierbei sind nichiamax Und Nichiamin die Anzahlen von Chla im jeweils groften und kleinsten
LHC-RC-Komplex, wahrend nichipmax SOWie Nichibmin die Anzahlen von Chlb im jeweils groRten
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und kleinsten Komplex sind. Der Index i steht in diesem Fall entweder fiir RCII oder RCI. Die
beiden Parameter Mcnia und Mchis Sind jeweils das Molekulargewicht von Chla (893,51 g-mol?)
und Chlb (907,47 g-mol?). Der Parameter Na ist die Avogadro-Konstante, die einen Wert von
6,02214086-10% mol* betragt.

Durch die numerische Bestimmung der Komplexanteile (x!) fiir jeden lichtbedingten Akklimati-
sationszustand (vgl. Abschnitt 3.2.1) konnte im Anschluss die durchschnittliche Anzahl der
Chlorophylle in den effektiven LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexen (nRC!cy und nRClcy)
approximiert werden (vgl. Gleichungen 3.31 und 3.32). Das hierzu gehérige MATLAB®-Skript
(Version 2021b, The MathWorks Inc., Natick, USA) ist im Anhang A.8 zu finden.

RCII _ RCII RCII RCII RCII
Nepl = (xmax *Nchiamax + (1 - xmax) *Nchla,min
(3.31)
RCII RCII RCII RCII
+ (xmax *Nehib,max + (1 - xmax) *Nehib,min
RCI _ (.RCI . RCI _ RCI Y .. RCI
Nch = (xmax Nchlamax T (1 — Xmax) Nchiamin
(3.32)

RCI RCI RCI RCI
+ (xmax *Nchib,max + (1 - xmax) *Nehib,min

3.4.3 Berechnung statistischer Kennzahlen zur Beurteilung der
Modellgiite

Fir die Bewertung der Giite des Modells zur Beschreibung der stationdren Photosynthesekinetik
(vgl. Abschnitt 4.3) sowie weiterer Modelle bzw. Funktionen (vgl. Abschnitt 4.1) wurden meh-
rere statistische Kennzahlen herangezogen. Diese werden im Nachfolgenden vorgestellt.

Zur Beurteilung der Anpassungsgite wurde situationsbedingt das Bestimmtheitsmal® (R2) her-
angezogen, das folgendermalen berechnet werden kann [307]:
SQR Y = 9)?

R2=1__:1_— 3.33
SQT X (i —y)? (3.33)

Hierbei ist SQR die Residuenquadratsumme, SQT ist die totale Quadratsumme, n ist die Ge-
samtanzahl der Beobachtungen, y; ist die abhdngige Variable der i-ten Beobachtung, mit j als
dessen arithmetisches Mittel, und y; ist die abhangige Variable der i-ten Vorhersage.

Um die Abweichung der vorhergesagten Werte von den Beobachtungen abschétzen zu kénnen,
wurden zusétzlich der root mean square error (RMSE) und der auf den arithmetischen Mittel-
wert normierte RMSE (nRMSE) berechnet [307].

SQR
RMSE = —?l (3.34)

RMSE
nRMSE = — 100 (3.35)
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Weiterhin wurden der mean bias error (MBE) und dessen auf den arithmetischen Mittelwert
normierte Form (nMBE) berechnet, um beurteilen zu kdnnen, ob die Vorhersagen die Beobach-
tungen tendenziell Uber- oder unterschatzen und wie grof? die Abweichungen zwischen den
Beobachtungen und Vorhersagen ausfallen [307].

n 17 — .
MBE = M (3.36)
n
MBE
nMBE = = 100 (3.37)

Die bisher vorgestellten statistischen Kennzahlen bewerten lediglich die Anpassungsgite des
jeweiligen Modells. Sie beriicksichtigen jedoch nicht die Anzahl der Modellparameter. So
fuhren bspw. mehr Modellparameter tendenziell zu besseren R2-Werten. Eine hohe Anzahl der
Modellparameter birgt jedoch gleichzeitig die Gefahr einer Uberanpassung, die zu einer Minde-
rung der VVorhersagekraft des jeweiligen Modells fiihrt [308]. Deshalb sollten zusatzlich statisti-
sche Kennzahlen verwendet werden, die nicht nur die Anpassungsgute bewerten, sondern auch
die Parameteranzahl durch einen Strafterm beriicksichtigen. Eine solche, h&ufig verwendete
Kennzahl ist das Akaike-Informationskriterium (AIC) [309,310], das in der allgemeinen Form
wie folgt definiert ist:

AIC= =2-log(L) +2-K (3.38)

Mit L als Likehood-Funktion und K als Anzahl der Modellparameter. Im Falle der Parameter-
schatzung mithilfe der Methode der kleinsten Quadrate (LS) und unter der Annahme einer
Normalverteilung der Fehler wird AIC zu [311]:

AIC = n-In (SQTR) 42 (K+1) (3.39)

Da die Varianz der Fehler (SQR/n) ebenfalls als Parameter beriicksichtigt werden muss, gilt fur
die Gesamtanzahl der Modellparameter der Ausdruck (K + 1) [308]. Der erste Term der Glei-
chung 3.39 berticksichtigt die Anpassungsgiite des Modells. Dessen Wert sinkt mit einer besse-
ren Ubereinstimmung zwischen dem Modell und den Daten und steigt, wenn diese Uberein-
stimmung schlechter wird. Der zweite Term beriicksichtigt die Parameteranzahl und gilt als ein
Strafterm fur die Einfuhrung zusétzlicher Parameter [312]. Je weniger Modellparameter vor-
handen sind und je besser die Daten durch das Modell wiedergegeben werden, desto kleiner
wird das AIC [308]. Das Modell mit dem geringsten AIC ist demnach zu bevorzugen [313]. Es
ist jedoch zu beachten, dass die relativen AIC-Werte nur unter Modellen vergleichbar sind, die
an den gleichen Datensatz angepasst wurden [311-313]. Weiterhin sollte Gleichung 3.39 flr
den Fall einer geringen Anzahl an Datenpunkten (n - K'* < 40) um einen weiteren Term erwei-
tert werden, um das fur kleine ProbengroRen angepasste AIC (AIC.) zu erhalten [314-316]:

SOR

aico=n-in(3) 12+ LEXD EXD)

n—K-2

(3.40)

Der direkte Vergleich der AIC.-Werte liefert nur beschrénkt Informationen beziiglich des besten
Modells. Zwar kann das Modell mit dem geringsten AIC. tendenziell als das Beste der unter-
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suchten Modelle betrachtet werden, es bleibt jedoch unbekannt, mit welcher Wahrscheinlichkeit
dieses Modell tatséchlich das Beste ist. Dies kann insbesondere bei geringen AIC.-Differenzen
zu einer falschen Sicherheit bei der Auswahl des besten Modells fihren [317]. Hierbei schafft
die Berechnung der Akaike-Gewichte der betrachteten Modelle (wiaicc) Abhilfe [311,312,317]:

Ai,AICC = AICC,i - mln[AICC] (341)

1
e 2 4ialce
Wialce =———1 p (3.42)
Y e 2 Aarce

Mit:
n
Z Wiarce = 1 (3.43)
i=1

Der Parameter 4iaicc beschreibt die Differenz zwischen dem AIC.-Wert des Modells i und dem
(minimalen) AIC.-Wert des Besten der untersuchten Modelle. Die berechneten wjaicc kénnen
jeweils als Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Modell i das Beste der betrachteten Modelle ist,
interpretiert werden [317].
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung der lichtabhingigen
AKKklimatisation von Chlorella vulgaris

Die lichtabhangige Zellakklimatisation von Mikroalgen ist ein komplexer und dynamischer
Prozess, an dem alle Zellkompartimente und -komponenten beteiligt sind [126,180,191,194].
Gleichzeitig ist es fiir ein besseres Verstdndnis der Mikroalgenkultivierungen essenziell, die
Akklimatisationsantwort zu verstehen, da nur so eine fundierte und rationale Optimierung von
Kultivierungsprozessen und -systemen durchgefiihrt werden kann [23].

Aus diesem Grund wird in diesem Abschnitt die lichtabhangige Akklimatisation am Beispiel
des Modellorganismus C. vulgaris naher untersucht. Hierzu wird zunéchst die Auswirkung der
Lichtverfugbarkeit auf die makroskopische Wachstumsrate und die Wachstumseffizienz be-
trachtet. Nachfolgend wird der Mikroalgenmetabolismus in zwei Kompartimente — namlich
Photosynthese und Anabolismus — aufgeteilt, um die Einflisse auf das jeweilige Kompartiment
und deren Wechselwirkungen untersuchen zu kénnen. Die hierbei generierten Daten dienen
zudem als Input fur das in Abschnitt 4.3 entwickelte Modell. Um die lichtabhéngige Akklimati-
sationsstrategie der Mikroalge C. vulgaris besser verstehen zu kénnen, werden zunéchst nur die
stationdren Akklimatisationszustande betrachtet, die durch entsprechende Kultivierungsbedin-
gungen (vgl. Abschnitt 3.1.3) erzeugt werden konnten. Daher wird die Dynamik der Zellakkli-
matisation im Rahmen dieser Arbeit vernachlassigt.

4.1.1 Einfluss der Photonenflussdichte auf die spezifische
Wachstumsrate und -effizienz

Im Nachfolgenden wird die lichtabhéngige stationdre Wachstumskinetik von C. vulgaris unter-
sucht. Die Erhebung der experimentellen Daten erfolgte entsprechend der in Abschnitten 3.1.3
und 3.2.1 beschrieben Durchfiihrung. In Abbildung 4.1 wurde p jeweils gegen die mittleren
Akklimatisations-PPFDs, die nach der Methode aus Abschnitt 3.4.1 berechnet wurden, und die
BTM-spezifische Photonenabsorptionsrate (ransstm) aufgetragen. Die Rate rapssrm Wurde ausge-
hend von dem jeweiligen Pigmentgehalt (siehe Abbildung 4.3), dem daraus resultierenden PAR-
gemittelten, BTM-spezifischen Absorptionsquerschnitt (osrm; vgl. Abbildung 4.7.B) sowie der
jeweiligen mittleren Akklimatisations-PPFD (/par) folgendermafBen berechnet:

_ 3600
Tabs,erM = OBTM * Ipar "06 (4.1)

In Abbildung 4.1.A ist anfanglich, bis etwa 57 pmol-m2-s?, ein scheinbar linearer Anstieg von
W in Abhéngigkeit der PPFD zu beobachten. Aus den Daten ergibt sich, dass der Lichtkompen-
sationspunkt (lx; vgl. Abbildung 2.7) bei ca. 8 umol-m2-s* und damit im Bereich der Litera-
turwerte fiir C. vulgaris liegt, die sich zwischen 10-15 pmol-m2-s* [127] und 5-10 pmol-m2-s’!
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[167] (bei 22 °C statt 25 °C ermittelt) bewegen. Bereits ab etwa 87 pmol-m2.st scheint p
jedoch nicht mehr linear mit der PPFD anzusteigen. Zwischen 233-267 pmol-m=2-st ist der
Lichtséttigungspunkt (Is; vgl. Abbildung 2.7) zu erkennen. Die nachfolgenden drei Messpunkte
bei ca. 432, 507 und 619 pmol-m-2-s* bilden eine Art Peak aus, der in anderer Literatur mit dem
gleichen C. vulgaris Stamm (SAG 211-12) nicht beobachtet werden konnte [127,130,132,167].
Da insbesondere der Messwert bei 432 umol-m=2-st eine groe Ungenauigkeit aufweist, ist
davon auszugehen, dass dieses Verhalten wahrscheinlich ein auf der Messunsicherheit beruhen-
des Artefakt ist. Hierflir spricht ebenfalls, dass die restlichen vier Punkte im Séttigungsbereich
alle in einem engen Bereich um die eingezeichnete Gerade liegen. Die maximale spezifische
Wachstumsrate (Limax) betrdgt hierbei 0,1061 + 0,0063 h-* und liegt damit ebenfalls im Bereich
der Literaturwerte von 0,0992-0,1096 h' [127,130]. Zudem ist auffallig, dass selbst bei einer
sehr hohen mittleren PPFD von ca. 1436 pmol-m2-s* keine deutliche Abnahme von p zu sehen
ist. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass C. vulgaris in der Lage ist, sich auch an hohe PPFDs anzu-
passen, ohne eine effektive Inhibierung zu erfahren (vgl. Abbildung 2.7). In der Natur oder in
industriellen Kultivierungssystemen werden so hohe mittlere PPFDs (iber einen langeren Zeit-
raum nicht erreicht [132,181,207]. Die maximale solare PPFD in Westeuropa, die auf eine
horizontale Ebene fallt, betragt bspw. 1850-2000 pmol-m-2-s und wird nur kurzfristig (um die
Mittagszeit herum) unter idealen Bedingungen (klarer wolkenloser Himmel) erreicht [127,318].
Im Falle von senkrecht stehenden Flachplatten-Photobioreaktoren sowie im Falle anderer, nicht-
horizontal aufgestellter Reaktortypen werden derartig hohe PPFD-Werte selbst auf der Reaktor-
oberflache nicht erreicht. Im Inneren der Photobioreaktoren sind solche PPFDs ebenfalls irrele-
vant, da unter typischen Kultivierungsbedingungen bereits nach wenigen Millimetern im Photo-
bioreaktor eine starke Abnahme der PPFD zu verzeichnen ist [22,207].
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Abbildung 4.1: Lichtabhéngige stationdre Wachstumskinetik der Griinalge C. vulgaris. (A) Auftragung von 1 gegen
Irar. (B) Auftragung von L gegen rapserv. In beiden Grafiken wurde jeweils das Blackman-Modell
[163] (gestrichelte Linien) und das Monod-Modell [235] (gepunktete Linie), ohne Beriicksichtigung
der Zellrespiration, beispielhaft an die experimentellen Daten angepasst. Unter Vernachlassigung der
lichtbedingten Akklimatisation von zwan entspricht das PSU-Modell nach Han (ohne Photoinhibie-
rung) [27] dem abgebildeten Wachstumsmodell nach Monod [235] (vgl. Abschnitt 2.6.3) [23,25]. Der
qualitative Vergleich der experimentellen Daten mit den beiden Wachstumsmodellen zeigt, dass kei-
nes der beiden Modelle die Daten qualitativ beschreiben kann, da diese in einem Bereich zwischen
den beiden gezeigten Extremféllen (Blackman- und Monod-Kinetik) [164] liegen.
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Wie aus Gleichung 4.1 hervorgeht, ist rapsgrm nicht linear abhéangig von Zear, wenn die Mikroal-
gen ihren Pigmentgehalt (vgl. Abbildung 4.3) und damit auch osrm je nach Akklimatisationszu-
stand variieren. Das kann zu einer Verzerrung der stationaren Wachstumskinetik fiihren und die
direkte Interpretation der Ergebnisse in Hinblick auf das lichtabh&ngige Akklimatisationsverhal-
ten von C. vulgaris erheblich erschweren, da letztlich nur absorbierte und nicht alle auftreffen-
den Photonen zum Wachstum fiihren kdnnen. Deshalb wurde p in Abbildung 4.1.B zusatzlich
gegen ransgtm aufgetragen. Durch die Auftragung von L gegen rapsgrm Wird der Datenverlauf im
lichtlimitierten Bereich scheinbar linearisiert. Ausgehend vom Blackman-Modell [163] (vgl.
Abschnitt 2.6.3) wirde diese lineare Abhéangigkeit bedeuten, dass die Mikroalgenzellen ihren
Pigmentgehalt an die gegebene PPFD so anpassen, dass sie im lichtlimitierten Bereich mit einer
konstant hohen photonenspezifischen Biomasseausbeute (ysrwmn,) Wachsen kdnnen, bis eine
nachgeschaltete Limitierung eintritt.

Um diese mogliche Akklimatisationsstrategie zu tberpriifen, wurde ygrmn, fir jeden Akklimati-
sationszustand nach der Gleichung 4.2 [162] berechnet (siehe Abbildung 4.2).

m
* —
YBTM,hv = 4.2)
Tabs,BTM
(A) (B)
12 12
1,14 1,1
L]

1,0 T 1,0
el : s
5091 { { 509 + i
08 { T 08
N N
% 0.7 s E 07
E El
3 061 306
[2] 2]
Z 05 H L Z05- @ +

04 { o 04 -

Ov3 T T T T T T T 073 T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 012 014
Photonenflussdichte [umol-m2.s?] spezifische Wachstumsrate [h™]

Abbildung 4.2: Lichtabhangiger Verlauf der effektiven photonenspezifischen Biomasseausbeute (yzmsm). (A)
Auftragung von yzmz i gegen Ipar. (B) Auftragung von yarvi gegen .

Hierbei definiert ygrwn, wie viel Mol Photonen absorbiert werden missen, um effektiv ein
Gramm BTM herzustellen. Wie in Abbildung 4.2.A zu erkennen, bleibt ygrmn, im Bereich der
beiden niedrigsten PPFDs von ca. 39 und 57 pmol-m2-s'* nahezu konstant und betragt jeweils
1,039 + 0,123 g-mol* und 1,046 + 0,003 g-mol-. Die néachsten beiden Punkte fallen sehr gering
aus und sind eher als AusreiRer zu bewerten, dhnlich wie in Abbildung 4.1.B. Nichtsdestotrotz
ist zu erkennen, dass ygrmne bereits im lichtlimitierten Bereich leicht abnimmt. Bei der PPFD
von 193 pmol-m=2-st betragt ysrmn 1,005 £ 0,023 g-mol* und ist damit eindeutig geringer als
bei 57 umol-m2-s. Eine noch deutlichere Abnahme ist im Bereich von 233-267 pmol-m2.s?
zu erkennen, dort betragt ysrmn. jeweils 0,971 + 0,034 g-mol* und 0,858 + 0,038 g-mol*. Nach
dem Erreichen des lichtgesattigten Bereiches fallt ysrmn, noch deutlicher ab und erreicht einen
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Wert von 0,376 + 0,003 g-mol* bei einer Akklimatisations-PPFD von ca. 1436 pmol-m2-s. In
Abbildung 4.2.B sind die anlogen y&rwn-Werte gegen die aus den entsprechenden Akklimatisa-
tions-PPFDs resultierenden p-Werte aufgetragen.

Die hier ermittelten ygrmn-Werte stimmen gut mit den von [319] ermittelten Werten fiir C.
reinhardtii uberein. Analog zu den bisherigen Ergebnissen konnte [319] ebenfalls eine lichtab-
hangige Abnahme von ygrwn, feststellen. Dabei wurde bei 110 pmol-m2-s ein ygrw.n-Wert von
1,11 g-mol* ermittelt, der bei 500 und 1000 pmol-m=-st auf jeweils 0,73 und 0,51 g-mol*
gesunken ist [319] (die urspriinglichen Werte aus [319] wurden von [162] umgerechnet und sind
daraus entnommen).

Die Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass bereits im lichtlimitierten Bereich die Aktivi-
tdt der NPQ-Mechanismen (siehe Abschnitt 2.5.3) durch einen auftretenden Rickstau von
angeregten Elektronen an den LHC-RC-Komplexen (vgl. Abschnitt 2.6.3) scheinbar steigt, was
sich in einer Abnahme der ygrmn,-Werte bemerkbar macht und damit auch eine héhere Energie-
dissipation an den Photosystemen bedeutet. Ein lineares Wachstum ohne Energieverluste, was
sich in konstanten ygrwn-Werten duBern wirde, ist im lichtlimitierten Bereich nicht gegeben,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass das Blackman-Modell [163] (vgl. Abschnitt
2.6.3), das ein Wachstum ohne Energieverluste im lichtlimitierten Bereich impliziert, nicht auf
die lichtabhangige Wachstumskinetik von C. vulgaris angewandt werden kann. Nichtsdestotrotz
kann festgehalten werden, dass die experimentelle Wachstumskinetik von C. vulgaris besser
durch das Blackman-Modell [163] als durch das Monod-Modell [235] représentiert wird (vgl.
Abbildung 4.1). Insbesondere bei der Auftragung von [ gegen ransgtm (vVgl. Abbildung 4.1.B)
scheint das Blackman-Modell [163] die Daten qualitativ besser zu beschreiben als das Monod-
Modell [235]. Trotzdem ist in Abbildung 4.1.B keine lineare Abhangigkeit des Zellwachstums
VON Fansgtv iM lichtlimitierten Bereich gegeben, da bereits in diesem Bereich eine Abnahme von
Yermn ZU Verzeichnen ist (vgl. Abbildung 4.2). Interessanterweise bleibt ygrmn. jedoch zwischen
39-57 umol-m-2-s? bei einem scheinbar konstanten Wert von etwa 1,043 + 0,062 g-mol, auch
wenn die relativ groRe Messungenauigkeit bei 39 umol-m2-s? eine endgiiltige Aussage er-
schwert. Die Ursache fur dieses scheinbare Verhalten kann aufbauend auf den bisherigen Er-
gebnissen noch nicht vollstdndig erklart werden.

Aus den hier dargestellten Ergebnissen (vgl. Abbildung 4.1 sowie Abbildung 4.2) lasst sich
ableiten, dass das akklimatisierte, lichtabhangige Wachstum (vgl. Abschnitt 3.2.1) von C. vul-
garis weder durch das Blackman-Modell [163] noch durch das Monod-Modell [235] addquat
beschrieben werden kann. Da das Wachstumsmodell nach Monod [235] die experimentellen
Daten (siehe Abbildung 4.1) nicht beschreiben kann, ist davon auszugehen, dass nicht einfach
ein limitierender Schritt durchgangig das Zellwachstum im betrachteten PPFD-Intervall be-
stimmt [164]. Es deutet sich eher an, dass unterschiedliche, limitierende Schritte die jeweiligen
Wachstumsbereiche (lichtlimitierter und lichtgesattigter Bereich) definieren und sich in den
entsprechenden Bereichen gegenseitig Uberlagern [164], da die beobachtete Wachstumskinetik
(siehe Abbildung 4.1) qualitativ eher durch das Blackman-Modell [163] wiedergegeben werden
kann. Eine mechanistische Begriindung fur das Blackman-Modell [163] besteht jedoch nicht, da
bereits im lichtlimitierten Bereich eine sichtbare Abnahme der Wachstumseffizienz (Abnahme
von Yerwn) Stattfindet (siehe Abbildung 4.2). In [23] wurde unterstellt, dass der lichtlimitierte
Bereich der Wachstumskurve durch die Lichtabsorptionskinetik der PSUs (entsprechend dem
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Han-Modell [26,27]; vgl. Abschnitt 2.6.3) definiert wird, wéhrend ein anderer Reaktionsschritt
im Metabolismus die Lichtabsorptionskinetik ab einer ausreichend hohen PPFD (berlagert und
so den Lichtsattigungsbereich bestimmt. Durch diese Modellannahmen konnte eine gute Uber-
einstimmung zwischen dem Modell und den experimentellen Daten erreicht werden, auch wenn
die lichtabhéngige Zellakklimatisation in diesem Modellansatz nicht explizit beriicksichtigt
wurde [23]. Hieraus resultiert jedoch die Frage, welcher Reaktionsschritt bzw. welche zelluldre
Einschrankung das lichtgeséattigte Zellwachstum von C. vulgaris im akklimatisierten Zustand
letztendlich determiniert. In den nachfolgenden Abschnitten (inklusive Abschnitte 4.2, 4.3 und
4.4) wird unter anderem der Versuch unternommen, diese Frage zu klaren.

4.1.2 Einfluss der Photonenflussdichte auf den
Photosyntheseapparat

4.1.2.1 Lichtabhingige Variation des makroskopischen Pigmentgehaltes

Im vorherigen Abschnitt wurde der Einfluss der PPFD auf die makroskopische Wachstumsrate
von C. vulgaris untersucht und diskutiert. Das photoautotrophe Wachstum ist unmittelbar von
der Leistung des Photosyntheseapparates abhéngig [155]. Daher ist es flur das Verstandnis des
photoautotrophen Wachstums und der lichtabh&ngigen Zellakklimatisation essenziell, die zent-
ralen Bestandteile der photosynthetischen ETK (vgl. Abschnitt 2.2) zu charakterisieren.
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Abbildung 4.3: Die lichtabhangigen Verlaufe der BTM-spezifischen Gehalte von Chla, Chlb und Car. Die durchgén-
gige Linie entspricht der an den Chla-Gehalt angepassten logistischen Funktion (vgl. Gleichung 4.3).
Dieselbe Gleichung wurde zusatzlich an den Chlb- (gestrichelte Linie) und Car-Gehalt (gepunktete
Linie) angepasst. Die angepassten logistischen Funktionen dienen als Modellinput in Abschnitt 4.3.

Die Lichtabsorption am LHCII-RCII-Komplex bildet den ersten Schritt der Photosynthese (vgl.
Abschnitt 2.2.2) [1]. Die Absorption der Photonen am LHCII-RCII-Komplex kann daher auch
in Analogie zur heterotrophen Substrataufnahme gesehen werden, die letztlich das maximale
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Wachstumspotential bestimmt [23]. Wie bereits in Abschnitt 4.1.1 dargelegt, hdngt rawss™
unmittelbar von der Lichtverfiigbarkeit (entspricht im Mittel Zpar) und cstm ab (siehe Gleichung
4.1). Der Haupteinfluss auf osrm resultiert aus der intrazellularen Pigmentkonzentration bzw.
dem spezifischen Pigmentgehalt (vgl. Abschnitt 3.4.1). Die Zellmorphologie und -gréfie haben
zwar ebenfalls einen Einfluss auf osrm [229,294,298], deren Einfluss wird jedoch im Rahmen
dieser Arbeit nicht umfassend untersucht. Zur Bestimmung von agrm (Siehe Abschnitt 4.1.2.4)
wurden zunéchst die makroskopischen Pigmentgehalte in Abhéngigkeit der jeweiligen Akkli-
matisations-PPFD, nach der in Abschnitt 3.3.2 vorgestellten Methode, ermittelt. Die entspre-
chenden Messergebnisse kdnnen Abbildung 4.3 entnommen werden.

Zur Berlcksichtigung der lichtabhangigen Variation des Pigmentgehaltes, als Teil der Zellak-
klimatisation von C. vulgaris, im Modell zur Beschreibung der stationdren Photosynthesekinetik
(siehe Abschnitt 4.3) wurde, in Anlehnung an [29,161], eine logistische Funktion (vgl. Glei-
chung 4.3) gewdhlt und an die experimentellen Daten (vgl. Abbildung 4.3) angepasst. Es sei
jedoch angemerkt, dass der gewdahlten Funktion in diesem Kontext keine mechanistische Basis
unterstellt wird und diese Funktion lediglich der Glattung der experimentellen Daten sowie der
Bereitstellung kontinuierlicher Werte als Modellinput (vgl. Abschnitt 4.3) dient.

Wimax — Wimin

1 (o) “3)

Ipar,c

wi (I_ PAR) = Wimin

Hierbei ist wi(Zpar) der lichtabhéngige, BTM-spezifische Pigmentgehalt (i: Chla, Chlb oder Car).
Die Anpassungsparameter Wimin Und Wimax Stehen jeweils fir den Mindestgehalt und den Maxi-
malgehalt des jeweiligen Pigments. Der Anpassungsparameter /parc beschreibt die Position des
Wendepunktes der logistischen Funktion. Der letzte Anpassungsparameter p definiert, wie steil
der Ubergang zwischen Wi min und Wimax um den Wendepunkt bei /parc ausfallt. Demnach kann p
als eine Art Sensitivitatsparameter betrachtet werden, der mit steigender lichtbedingter Sensiti-
vitat der Zellen groRer ausfallt (geringe Anderungen in lrar bewirken groRe Anderungen in
Wi(Zpar) UM Iparc herum). Die Werte der jeweiligen Parameter sowie die entsprechenden R2 sind
in der nachfolgenden Tabelle 4.1 aufgelistet. Die nicht-lineare Regression erfolgte in MAT-
LAB® (Version 2021b, The MathWorks Inc., Natick, USA) mit der Routine Isqcurvefit und dem
trust-region-reflective Algorithmus.

Tabelle 4.1:  Ermittelte Anpassungsparameter der logistischen Funktion (Gleichung 4.3) zur Beschreibung der
stationdren Pigmentgehalte in Abhé&ngigkeit der PPFD.

Modellparameter

Pigment R? . . Ipar,
: Wimin (907 Winas[007] oMt P
Chla  0,9746 0,0058 0,0371 160,7541 2,1638
Chlb  0,9647 0,0012 0,0125 168,7840 2,4594
Car  0,9243 0,0020 0,0065 169,4341 1,5902

In Abbildung 4.3 ist zu sehen, dass bei niedrigen PPFDs die hdchsten Pigmentgehalte erreicht
werden. Bei etwa 39 umol-m2-s betragen Wcnia, Wenp und wear jeweils 0,0351, 0,0118 und
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0,0066 g-g*. Bei der PPFD von 57 pumol-m=2-s' bleiben diese Gehalte nahezu unverandert mit
Wchia = 0,0350 g-g%, Wenp = 0,0111 g-g* und wear = 0,0060 g-g*. Nach 57 pmol-m2-st ist eine
deutliche Abnahme der Pigmentgehalte bis etwa 432 pmol-m2-s zu verzeichnen. Ab dieser
PPFD nehmen die Pigmentgehalte, absolut gesehen, nur noch geringfligig ab. Diese stetige
Abnahme des BTM-spezifischen Gehaltes ist jedoch weiterhin bei allen betrachteten Pigmenten
zu erkennen. Uber das gesamte PPFD-Intervall (39-1436 pmol-m2-s) nimmt Wcnia um 87,95 %
(auf 0,0042 g-g1) ab, wahrend wcni, und wear um jeweils 93,39 und 65,50 % (auf jeweils 0,0008
und 0,0023 g-g*) abnehmen. Die relative Abnahme von wear (65,50 %) féllt demnach geringer
aus als die Abnahme von wenia und Weniw (87,95 und 93,39 %), was dementsprechend mit einer
positiven Korrelation zwischen dem Car/Chl-Verhaltnis und dem Anstieg der PPFD einhergeht.

Die gewaéhlte logistische Funktion (Gleichung 4.3) scheint in der Lage zu sein, die jeweiligen
Pigmentgehalte im betrachteten PPFD-Intervall zu beschreiben. Die ermittelten R? bei Chla und
Chlb betragen stets tber 0,95, was zunéchst auf eine zufriedenstellende Beschreibung der Daten
durch das gewdhlte Modell hindeutet (vgl. Tabelle 4.1). Im Falle von Car betrdgt das R? hinge-
gen lediglich 0,9243, was auf eine maRige Beschreibung der experimentellen Daten durch die
logistische Funktion hindeutet. Trotz dieses Ergebnisses wird dieses Modell auch zur Beschrei-
bung der Car-Gehalte beibehalten. Bei der Betrachtung der Abbildung 4.3 fallt auBerdem auf,
dass ab einer PPFD von ca. 746 umol-m=2-s? die gewahlte Anpassungsfunktion sowohl wchia als
auch wcnp durchgehend (berschatzt, was insbesondere bei der PPFD von 1436 pmol-m2-s?t zu
einer hohen relativen Abweichung von 42,18 % im Falle von wchia und von 54,04 % im Falle
von Weni, flhrt. Daher ist davon auszugehen, dass die gewéhlte Anpassungsfunktion die experi-
mentellen Daten bei sehr hohen PPFDs nur eingeschrankt reprasentieren kann und eher fur
Photoakklimatisationszustande bis etwa 746 pmol-m-2-s' geeignet ist.

Die in dieser Arbeit ermittelten BTM-spezifischen Chl-Gehalte liegen in der Summe zwischen
0,5-4,7 %. In [4,6] werden fur C. vulgaris BTM-spezifische Chl-Gehalte im Bereich von 1-2 %
angegeben. Damit sind die hier ermittelten Gehalte zwar deutlich Uber den Literaturdaten,
jedoch bleibt es unklar, in welchen PPFD-Bereichen die Literaturangaben in [4,6] gelten. Im
Gegensatz dazu wird in [140] angegeben, dass die BTM-spezifischen Chla-Gehalte bei an
Schwachlicht-akklimatisierten Mikroalgen durchaus 4 % betragen kénnen. Der maximale Chla-
Gehalt in dieser Arbeit wurde bei 39 pmol-m2-s? ermittelt und betragt 3,51 % der totalen BTM.
Damit liegt dieser Messwert innerhalb der Literaturangabe von [140]. Zudem konnten in [162]
fiir C. reinhardtii BTM-spezifische Chl-Gehalte von bis zu 7 % erreicht werden. Es wird des-
halb davon ausgegangen, dass die in dieser Arbeit erfassten Pigmentgehalte realistisch sind, da
sie sich weitestgehend mit den Literaturdaten decken [140,162].

Wie bereits in Abschnitt 2.5.3 erldutert, gehort die Anpassung des Chl-Gehaltes zur Akklimati-
sationsantwort der Mikroalgen auf variierende PPFDs [180]. Als Teil der Zellakklimatisation
kann diese Anpassung als der Versuch der Zelle verstanden werden, das Zellwachstum unter
den gegebenen Bedingungen durch Optimierung des Kosten-Nutzen-Verhéltnisses zu maximie-
ren [156,180]. Im lichtlimitierten Bereich (vgl. Abbildung 4.1) wird das Wachstumspotential
der Mikroalgenzelle logischerweise durch ihre Lichtabsorptionskapazitdt begrenzt [23]. Daher
erscheinen die Steigerung des Pigmentgehaltes (vgl. Abbildung 4.3) und die dadurch bedingte
Steigerung von ostm haheliegend, um die PPFD-Abnahme so weit wie mdglich auszugleichen
und ein moglichst maximales rasgrm (vgl. Gleichung 4.1) erreichen zu kdnnen. Hierbei ergibt
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sich jedoch die Fragestellung, warum C. vulgaris scheinbar nicht in der Lage ist, den maximalen
Pigmentgehalt im gesamten Bereich der Lichtlimitierung beizubehalten und warum der schein-
bar maximale Pigmentgehalt (0,035 + 0,001 g-g* im Falle von Chla und 0,011 + 0,001 g-g* im
Falle von Chlb) bereits bei ca. 57 umol-m2-st erreicht und nicht noch zusatzlich bei geringeren
PPFDs gesteigert wird (vgl. Abbildung 4.3).

Es ist bekannt, dass die Chlorophyllsynthese unmittelbar mit der Proteinsynthese verknlpft ist,
da die Chlorophylle in der Zelle nicht ,,lose*, sondern in Komplexen mit Proteinen (LHC-RC-
Komplexe) vorkommen [126]. Die Synthese der LHC-RC-Komplexe ist mit einem erheblichen
Energiebedarf in Form von ATP verbunden. Pro Mol synthetisiertes Protein bzw. Chlorophyll
werden ca. 4,306 bzw. 2 Mol ATP bendétigt [162]. Wahrend diese ATP-Kosten unabhangig von
der PPFD hoch bleiben, sinkt der relative Nutzen eines neu synthetisierten LHC-RC-Komplexes
mit steigender Anzahl dieser Komplexe aufgrund der daraus resultierenden Verstarkung des
self-shading Effektes (vgl. Abbildung 2.10) [197,198]. Dementsprechend sollte sich das Kosten-
Nutzen-Verhdltnis eines LHC-RC-Komplexes mit steigender Komplexanzahl innerhalb des
Chloroplasten zunehmend verschlechtern. Es ist daher denkbar, dass die Ausprédgung des self-
shading Effektes die Obergrenze fiir den physiologisch sinnvollen Pigmentgehalt mitbestimmt.
Zudem konnte auch die ,,Platzverfugbarkeit” in der Thylakoidmembran des Chloroplasten die
Obergrenze flr die maximale LHC-RC-Anzahl und damit den maximalen Pigmentgehalt deter-
minieren [75,265]. In der Literatur wurde beobachtet, dass die Thylakoidmembran zu 70-80 %
mit Proteinkomplexen bedeladen sein kann, was im Vergleich zu anderen natirlichen Membra-
nen eine enorm hohe Proteinbeladung darstellt [75]. Unter der Beriicksichtigung, dass trotz
einer solch hohen Proteinbeladung die Diffusion der photosynthetischen ETK-Komponenten
(vgl. Abbildung 2.3) gewadhrleistet werden muss, ist es unwahrscheinlich, dass wesentlich
hohere Beladungsgrade der Thylakoidmembran physiologisch sinnvoll bzw. mdglich wéren
[75,77]. Daher ist es denkbar, dass tatsachlich die Platzverfugbarkeit in der Thylakoidmembran
die Obergrenze fur die Anzahl der LHC-RC-Komplexe bzw. fir den maximalen Pigmentgehalt
der Mikroalgenzelle diktiert.

Jedoch gilt die Annahme der endlichen Platzverfiigbarkeit innerhalb der Zelle bzw. des Chloro-
plasten theoretisch nur dann, wenn die ZellgroRe nicht beliebig variiert werden kann (vgl.
Abschnitt 2.6.4) [258,270]. Es bestehen mehrere Griinde dafiir, dass eine Zelle nicht beliebig
anwachsen kann. Wie in [265] erlautert, hangt der Stoffaustausch mit der Umgebung unter
anderem von der Zelloberflache ab, wéhrend die intrazellularen Diffusionswege vom Zellvolu-
men abhéngig sind. Da das Zellvolumen kubisch mit dem Zellradius zunimmt, wahrend die
Zunahme die Zelloberflache mit dem Quadrat des Zellradius erfolgt, ergibt sich bei grof3en
Zellen ein unvorteilhaftes VVolumen/Oberflachenverhéltnis, das zu einem schlechten Stoffaus-
tausch mit der Umgebung und langsamen Reaktionen innerhalb der Zelle aufgrund der langen
Diffusionswege fiihrt [265]. Hinzu kommt auch, dass die grofieren Zellen imstande sein missen,
den mechanischen Belastungen (bspw. durch Umwalzung des Umgebungsmediums) und dem
osmotischen Druck zu widerstehen [268]. Daher geben die mechanischen Eigenschaften der
Zellwand ebenfalls eine biologische Obergrenze fir die ZellgroRe vor. Zudem birgt eine Zu-
nahme der ZellgroRe eine simultane Zunahme des self-shading Effektes [197]. Es ist daher
plausibel anzunehmen, dass die ZellgréRe nur in einem engen Rahmen variieren kann und
letztlich einen Kompromiss zwischen der Platzverfligbarkeit fur die internen Zellkomponenten,

78



4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

der Vermeidung eines ausgepragten self-shading Effektes, dem Stofftransport sowie der mecha-
nischen Belastbarkeit darstellt. Jedoch muss auch erwéhnt werden, dass die hier vorgestellten
Punkte lediglich einen Bruchteil der moglichen Einflusse auf die ZellgréRe und -form darstel-
len, die sehr stark in Abhé&ngigkeit der Spezies und ihrem natirlichen Habitat variieren kénnen
[1,265,268].

Die Annahme einer begrenzten ZellgréRRe und eines endlichen Proteoms [265] liefert weiterhin
eine mogliche Erklarung fur die Abnahme des Pigmentgehaltes mit steigender PPFD (vgl.
Abbildung 4.3). Wie zuvor in Abschnitt 2.6.4 erlautert, wird dabei die Hypothese aufgestellt,
dass die Zelle die Platzverfligbarkeit fiir die Proteine stets vollstandig ausschopft und somit
einen konstanten Proteinpool aufweist, dessen Fraktionen bedingungsabhéngig variieren konnen
[258,265,270,270]. Inwieweit dies auch im Falle des hier untersuchten C. vulgaris Stammes gilt
und welche Auswirkungen diese Annahme auf den Photosyntheseapparat hat, wird jeweils
erganzend in den Abschnitten 4.1.3 und 4.4 untersucht. Das Postulieren eines endlichen Prote-
oms impliziert, dass eine Proteinfraktion zwangslaufig abnehmen muss, wenn eine andere
zunimmt [265]. Wenn man davon ausgeht, dass im akklimatisierten Zustand die Menge der
metabolischen Proteine so eingestellt wird, dass sie gerade so ausreicht, um die Elektronen aus
der Photosynthese im Metabolismus prozessieren zu kénnen (Photostasis) [320], musste bereits
im lichtlimitierten Bereich der Anteil der photosynthetischen Proteine abnehmen und der Anteil
der metabolischen Proteine zunehmen, um héhere p (vgl. Abbildung 4.1) zu ermdglichen
[151,258,265]. Die Abnahme der Menge der LHC-RC-Komplexe in der Zelle wirde dement-
sprechend auch mit der Abnahme der Pigmentgehaltes einhergehen [140], wie in Abbildung 4.3
zu sehen.

Die bisher diskutierten Aspekte beschranken sich hauptsachlich auf den lichtlimitierten Bereich.
Im lichtgeséttigten Bereich ist keine weitere Zunahme von p zu sehen (vgl. Abbildung 4.1),
trotzdem kann in diesem Bereich eine fortlaufende Abnahme des Pigmentgehaltes beobachtet
werden (vgl. Abbildung 4.3). Bei der Modellierung des photoautotrophen Wachstums von
Synechocystis spp. unter der Annahme der optimalen Allokation eines endlichen Proteoms (vgl.
Abschnitt 2.6.4) in [258] konnte dieses Verhalten durch den zusétzlichen Einbezug der Photoin-
hibierung erkléart werden. Es wird postuliert, dass durch eine verstérkte Photoinhibierung bei
hohen, séttigenden PPFDs [61,62] mehr zelluldre Ressourcen fiir die Reparatur des D1-Proteins
im LHCII-RCII-Komplex [208,210] (vgl. Abschnitt 2.2.2) gebunden werden, sodass trotz einer
Abnahme der Menge photosynthetischer Proteine und einer gleichzeitigen Zunahme der Menge
metabolischer Proteine kein zusétzliches Netto-Wachstum realisiert werden kann [258].

Insgesamt sollte jedoch zur Kenntnis genommen werden, dass die hier diskutierten Ursachen fur
das in Abbildung 4.3 beobachtete Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris lediglich als még-
liche Anhaltspunkte fiir weitere Forschungsarbeiten festgehalten werden sollten.

4.1.2.2 Untersuchung der lichtabhingigen Akklimatisationsstrategie in Bezug auf
die Anderung der Grof3e und Anzahl der jeweiligen LHC-RC-Komplexe

Neben der absoluten Abnahme der Pigmentgehaltes wird in Chlorophyta auch eine lichtabhén-
gige Variation des Chla/Chlb-Verhéltnisses beobachtet [180,199,205,248]. Wie bereits in Ab-
schnitt 2.5.3 erldutert, deutet eine Variation des Chla/Chlb-Verhéltnisses auf eine Umstrukturie-
rung des Photosyntheseapparates hin. In Abschnitt 3.4.2 wurde dargestellt, dass Chlorophyta
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allgemein ihr RCI/RCII-Verhdltnis scheinbar unabhédngig von der Lichtintensitat nahe Eins
konstant halten bzw. nur in einem sehr geringen MaRe variieren [1,199,206,305]. Mit einem
RCI/RCII-Verhéltnis zwischen 1,1-1,25 scheint C. vulgaris in dieser Hinsicht keine Ausnahme
zu bilden [202]. Daraus wird abgeleitet, dass die beobachtete Variation im Chla/Chlb-Verhéltnis
von C. vulgaris (vgl. Abbildung 4.4.A), vereinfacht betrachtet, nicht durch die Anderung des
RCI/RCII-Verhéltnisses verursacht wird. AuBerdem wird, basierend auf den experimentellen
Ergebnissen von [202], vereinfacht ein konstantes RCI/RCII-Verhdltnis von 1,1 angenommen
(vgl. Abschnitt 3.4.2).

Der zweite Effekt, der zu einer Variation des Chla/Chlb-Gehaltes fiihren kann, ist eine Umstruk-
turierung der LHC-RC-Komplexe. In beiden Photosystemen der Chlorophyta kommt das Chilb
hauptséchlich in den LHCs vor. Das RCII, inklusive der inneren Antennenkomplexe CP26,
CP29, CP43 und CP47, enthélt insgesamt 61 Chlorophylle, von denen 54 Chla und nur 7 Chlb
sind [93]. Das RCI enthé&lt hingegen ausschlieBlich (etwa) 100 Chla-Molekdle [1,36,81]. Im
Vergleich dazu enthélt ein LHCII-Trimer insgesamt 42 Chlorophylle, von denen 24 Chla und 18
Chlb sind [93]. Die LHCI-Monomere enthalten im Durchschnitt 9,6 Chla und 4,4 Chlb (Werte
aus den Daten von [81,106-109] abgeleitet). Eine Zunahme des Chla/Chlb-Verhaltnisses (vgl.
Abbildung 4.4.A) wirde eine Abnahme der GriRe des jeweiligen LHC-RC-Komplexes bedeu-
ten. Im Umkehrschluss wirde eine Abnahme des Chla/Chlb-Verhéltnisses eine Zunahme der
GroRe des jeweiligen Antennenkomplexes bedeuten.
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Abbildung 4.4: Lichtabhéngige Variation des wcnia/Wenib-Verhéltnisses und der jeweiligen LHC-RC-KomplexgroRe
in C. vulgaris. (A) Experimentell bestimmte Chla/Chlb-Massenverhéltnisse zusammen mit den basie-
rend auf den Ergebnissen in (B) berechneten Chla/Chlb-Verhéltnisse (vgl. Gleichung 3.28 in Ab-
schnitt 3.4.2). (B) Entsprechend der Methode in Abschnitt 3.4.2 berechnete LHCII-RCII- und LHCI-
RCI-KomplexgroRen in Abhéngigkeit der Akklimatisations-PPFD. Basierend auf der Literatur ist da-
von auszugehen, dass die LHC-RC-Komplexe nicht homogen und damit auch nicht alle gleich grof
sind [95,203]. Somit zeigt die Abbildung (B) jeweils die durchschnittliche GroéRe der LHC-RC-
Komplexe. Dementsprechend kann auch das in (A) berechnete Chla/Chlb-Verhéltnis als das durch-
schnittliche, makroskopisch sichtbare Verhdltnis angesehen werden.

In Abbildung 4.4.A sind die aus den experimentellen Daten in Abbildung 4.3 ermittelten
Chla/Chlb-Massenverhaltnisse (Wcnia/Wcni) abgebildet. In Abbildung 4.4.B sind die nach der
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Methode in Abschnitt 3.4.2 bestimmten (MATLAB®-Skript ist in Anhang A.8 hinterlegt)
LHCII-RCII- und LHCI-RCI-KomplexgrofRen dargestellt. Die daraus resultierenden Chla/Chib-
Massenverhaltnisse sind zum Vergleich mit den experimentell bestimmten Verhaltnissen in
Abbildung 4.4.A aufgetragen. Fir alle modellbasierten Berechnungen wurden die mittels Glei-
chung 4.3 (Parameter siehe Tabelle 4.1) bestimmten wecnia- und Wenin-Werte herangezogen.

In Abbildung 4.4.A ist zu erkennen, dass bei den PPFDs zwischen 39-119 pmol-m2-s? das
experimentelle Chla/Chlb-Verhéltnis ein Plateau bei etwa 3,1 £ 0,1 aufweist und danach stetig
ansteigt (das ausreiende Chla/Chlb-Verhaltnis bei 87 pumol-m=2-s wurde bei der Berechnung
dieses Mittelwertes ausgelassen). Unter der Annahme der groRtmoglichen LHCII-RCII- und
LHCI-RCI-Komplexe (vgl. Abschnitt 3.4.2) und eines RCI/RCII-Verhéltnisses von 1,1 ergibt
sich, entsprechend Gleichung 3.28, ebenfalls ein Chla/Chlb-Massenverhdltnis von etwa 3,1.
Demnach ist davon auszugehen, dass bei diesen geringen PPFDs beide Photosysteme die
grotmoglichen Antennenkomplexe aufweisen, was in Abbildung 4.4.B deutlich zu erkennen
ist. Ab einer PPFD von 119 pmol-m2-s? ist eine durchgehende Abnahme der GréRe von
LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexen zu beobachten, wobei die groite Abnahme bis etwa
619 pumol-m-s? stattfindet. Danach néheren sich die jeweiligen KomplexgroRen langsam dem
kleinstmdglichen Grofenzustand an. Weiterhin ist in Abbildung 4.4 zu erkennen, dass die
berechneten Chla/Chlb-Verhéltnisse durchweg gut mit den experimentell bestimmten Verhélt-
nissen Ubereinstimmen. Eine grofere Abweichung zwischen den Ergebnissen ist lediglich bei
der hochsten PPFD von 1436 umol-m2-st zu verzeichnen. Die experimentellen Datenpunkte
bei den beiden PPFDs von 87 und 233 pmol-m-2-s't werden als Ausreifler gewertet, da sie auch
vom restlichen Verlauf der experimentellen Daten abweichen. Zur Quantifizierung der Abwei-
chung zwischen den experimentellen und modellbasierten Chla/Chlb-Massenverhaltnissen
wurden die in Tabelle 4.2 aufgefiihrten statistischen Parameter berechnet.

Tabelle 4.2:  Auflistung statistischer Parameter zur Quantifizierung der Abweichung zwischen experimentellen
und berechneten Chla/Chlb-Verhéltnissen.

Statistischer Parameter Wert
R2 [-] 0,8640
RMSE [-] 0,3015
NRMSE [%] 7,95
MBE [-] 0,0523
NMBE [%] 1,38

Mit einem Wert von 0,8640 féllt das R2 niedrig aus, was zunéchst eine unzureichende Beschrei-
bung der experimentellen Daten durch die modellbasierten Daten impliziert. Dies kénnte vor
allem durch die beiden experimentellen Ausreiler sowie die Uberschatzung der experimentellen
Werte im Bereich zwischen 267-999 pmol-m-2-s* resultieren. Bei der Betrachtung der restlichen
statistischen Kennzahlen fallt auf, dass diese gering ausfallen, was fiir eine gute Ubereinstim-
mung zwischen der kalkulierten Werten und den experimentellen Werten spricht. Der nRMSE
ist mit 7,95 %, trotz der Ausreifer und der groBeren Abweichung bei 1436 pumol-m=2-s?, ver-
gleichsweise gering. Der nMBE von 1,38 % zeigt, dass die berechneten Chla/Chlb-Verhaltnisse
im Durchschnitt um diesen Betrag von den experimentellen Daten abweichen, was auf eine sehr
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gute Ubereinstimmung zwischen den experimentellen und berechneten Werten hindeutet. Le-
diglich das Chla/Chlb-Verhéltnis bei 1436 pmol-m-2-s* scheint durch die getroffenen Annah-
men (siehe Abschnitt 3.4.2) nicht gut beschrieben zu werden. Wie in Abbildung 4.4.B zu erken-
nen, wird bei 1436 umol-m2-s* bereits die minimale GroRe der LHCII-RCII- und LHCI-RCI-
Komplexe erreicht, sodass das Chla/Chlb-Verhaltnis definitionsbedingt (vgl. Abschnitt 3.4.2)
nicht mehr ansteigen kann. Beim experimentell ermittelten Verlauf in Abbildung 4.4.A ist
jedoch ein weiterer Anstieg zu verzeichnen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass entweder
beide Photosysteme oder zumindest eines der beiden Photosysteme einen noch kleineren An-
tennenkomplex aufweisen kann. AufRerdem wurde vereinfacht angenommen (vgl. Abschnitt
3.4.2), dass das RCI/RCII-Verhaltnis stets konstant 1,1 betragt. In der Realitat werden jedoch
geringfligige Variationen dieses Verhéltnisses beobachtet, die zu einer zusétzlichen Variation
des Chla/Chlb-Verhaltnisses beitragen kodnnen [1,199,202,206,305]. Eine Verschiebung des
RCI/RCII-Verhéltnisses zu Gunsten von RCI wirde einen gleichzeitigen Anstieg im Chla/Chlb-
Verhdltnis bedeuten (vgl. Abschnitte 2.2.2 und 3.4.2).

Um die Zuverlassigkeit der in Abbildung 4.4.B prasentierten Ergebnisse zu Uberpriifen, wurden
die berechneten Werte mit Literaturdaten verglichen. Da die Mikroalgen allgemein unterschied-
liche Akklimatisationsstrategien verfolgen [212], wurde darauf geachtet, dass nach Mdglichkeit
Literaturdaten fur C. vulgaris oder zumindest fir méglichst nahverwandte Grinalgen herange-
zogen werden. Dies hat jedoch die Menge der Literaturdaten, auf die zurlickgegriffen werden
konnte, deutlich eingeschrankt und damit die Verifizierung der in Abschnitt 3.4.2 vorgestellten
Methode erschwert.

In [248] konnten die Autoren bei den beiden PPFDs! von 36,8 und 1150 + 230 pmol-m2-s
jeweils 232,5 £ 27,7 und 140 % 10 Chlorophylle pro LHCII-RCII-Komplex in C. vulgaris mes-
sen. Im Vergleich dazu wurde in dieser Arbeit berechnet, dass ein durchschnittlicher LHCII-
RCII-Komplex bei einer PPFD von 39 umol-m-2-st 187 Chlorophylle enthalt, was in der Mo-
dellvorstellung (vgl. Abschnitt 3.4.2) und basierend auf den experimentellen Daten von [93,95]
dem groBRtmoglichen LHCII-RCII-Komplex (drei LHCII-Trimere pro RCII) entspricht. Bei
hohen PPFDs zwischen 999-1436 umol-m=2-s* wurden Anzahlen von 104-103 Chlorophyllen
pro LHCII-RCII-Komplex berechnet. Damit weichen die berechneten Ergebnisse jeweils um
etwa 24,33 £ 12,11 % (bei der niedrigen PPFD) und 35,27 £+ 7,89 % (bei der hohen PPFD) von
den experimentellen Daten in [248] ab. Interessanterweise wurde in [202], trotz der gleichen
Messmethode wie in [248], eine LHCII-RCII-KomplexgréBe von ca. 330 Chlorophyllen bei
einer PPFD von 133 pmol-m2-s? erfasst. Dieser Wert liegt dabei deutlich Giber dem Wert von
ca. 232,5 Chlorophyllen pro LHCII-RCII-Komplex, der in [248] fiir eine Akklimatisations-
PPFD von 36,8 umol-m=2-st bestimmt wurde. Damit stehen diese experimentellen Ergebnisse
[202,248] im Widerspruch zueinander. Diese Diskrepanz wird in [202] zum Teil durch die
Optimierung des Messaufbaus begrundet. Eine weitere Ausfiihrung bzw. Diskussion dieser
Abweichung findet jedoch nicht statt. Es ist daher kaum mdglich, diese Abweichung retroper-
spektiv zu erkléaren. Auffallig ist zudem, dass auch die LHCI-RCI-KomplexgroRe mit ca. 340
Chlorophyllen (PPFD: 133 umol-m2-s?) in [202] deutlich groRer ausfallt als die in [205,321]

! Die von den Autoren angegebenen PPFD-Werte in erg-cm2-s** wurden in umol-m-2-s-t umgerechnet (Umrech-
nungsfaktor: 1 erg-cm2-s = 4,6-10° pmol-m2-s1),
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erfasste LHCI-RCI-KomplexgroRe von 265 Chlorophyllen (PPFD: 36,8 umol-m=2-s1). Auch
hier wurde von den Autoren die gleiche Messmethode angewandt und der gleiche Organismus,
ndmlich C. vulgaris, untersucht [202,205,321]. In dieser Arbeit beinhaltet der LHCI-RCI-
Komplex bei der Akklimatisations-PPFD von 39 umol-m-2.s't 226 Chlorophylle, damit weicht
dieser Wert um 17,26 % vom experimentellen Wert aus [205,321] ab.

An dieser Stelle sei auBerdem erwahnt, dass in [248] bei 0,67 + 0,25 pmol-m2-s* eine LHCII-
RCII-KomplexgréfRe von 390 £ 10 Chlorophyllen fur C. vulgaris erfasst werden konnte. Unter
der Berucksichtigung, dass der Lichtkompensationspunkt von C. vulgaris ublicherweise im
Bereich von ca. 5-10 pmol-m2-s* (vgl. Abschnitt 4.1.1) liegt, bleibt unklar, wie C. vulgaris in
[248] bei etwa 0,67 pumol-m2-s dauerhaft kultiviert werden konnte. Dementsprechend bleibt
ebenfalls unklar, ob die resultierende LHCII-RCII-KomplexgroRe mdglicherweise nur einen
Messartefakt darstellt. Gleiches gilt fur die LHCII-RCII-KomplexgréRe von 570 Chlorophyllen
sowie die LHCI-RCI-KomplexgroRe von 540 Chlorophyllen, die fiir an etwa 2,5 pmol-m2-s!
akklimatisierte C. vulgaris Zellen in [202] erfasst wurden.

Ausgehend von den Ergebnissen in Abbildung 4.4.B sowie den Wchia- und Wcnip-Werten aus
Gleichung 4.3 (Parameter siehe Tabelle 4.1) war es auBerdem mdglich, die BTM-spezifische
Anzahl der LHCII-RCII- sowie LHCI-RCI-Komplexe zu bestimmen. Unter der Annahme einer
konstanten ZellgroRe von 2,72 um (vgl. Anhang A.5) und einer konstanten Biomassedichte von
1088 kg-m- (vgl. Abschnitt 3.4.1) war es zudem maoglich die zellspezifische Anzahl der beiden
photosynthetischen Komplexe zu berechnen. Die Mikroalgenzellen wurden dabei vereinfacht
als Kugeln mit einem Volumen von 8,43-10"*" m? betrachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung
4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.5: Anzahl der jeweiligen LHC-RC-Komplexe in Abhéngigkeit der vorliegenden PPFD. Zur Berechnung
der gezeigten Daten wurden die mittels Gleichung 4.3 berechneten wchia und weniw verwendet. Darge-
stellt ist die spezifische Anzahl der jeweiligen LHC-RC-Komplexe pro Gramm BTM und die Anzahl

der jeweiligen LHC-RC-Komplexe pro Zelle. Die Anzahl der LHC-RC-Komplexe pro Zelle wurde
basierend auf der spezifischen Anzahl und einem approximierten Zellgewicht berechnet. Zur Berech-
nung des Zellgewichtes wurde die Zelle als eine Kugel mit einem Volumen von 8,43-10-17 m2 (vgl.
Anhang A.5) und einer Biomassedichte von 1088 kg-m-3 (vgl. Abschnitt 3.4.1) angenommen.
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Wie in Abbildung 4.5 zu sehen ist, nimmt die Anzahl der photosynthetischen Komplexe mit
steigender PPFD stetig ab. Die groRte Abnahme ist dabei bis etwa 507 pmol-m=2-s zu ver-
zeichnen. Danach weist die absolute Abnahme der Anzahl der LHC-RC-Komplexe eine gerin-
gere Auspragung auf. Die BTM-spezifischen Anzahlen der LHCII-RCII-Komplexe bewegen
sich in einem Rahmen zwischen 7,31-10%6-1,88-10%¢ g*. Die BTM-spezifischen Anzahlen der
LHCI-RCI-Komplexe sind definitionsbedingt stets um Faktor 1,1 hoher (vgl. Abschnitt 3.4.2)
und liegen in einem Bereich zwischen 8,04-10%¢-2,07-10'¢ g*. Da vereinfacht eine konstante
ZellgroRe und eine konstante Biomassedichte angenommen wurden, verhalten sich die zellspe-
zifischen Anzahlen der photosynthetischen Komplexe qualitativ analog zu den BTM-
spezifischen Anzahlen. Demnach enthélt C. vulgaris je nach lichtabhangigem Akklimatisations-
zustand zwischen 6,70-10°-1,73-10° LHCII-RCII-Komplexe und 7,37-106-1,90-10¢ LHCI-RCI-
Komplexe pro Mikroalgenzelle.

Zum Abgleich der Ergebnisse in Abbildung 4.5 wurden ebenfalls Literaturwerte von mehreren
Chlorophyta herangezogen. In [199] wurden die zellspezifischen Anzahlen beider RCs fiir die
Griunalge Dunaliella tertiolecta bei 45 und 600 pmol-m2-s* bestimmt. Bei 45 pmol-m=2.s*!
betrug die zellspezifische Anzahl der LHCII-RCII-Komplexe 3,25-109, die analoge Anzahl der
LHCI-RCI-Komplexe betrug dabei 3,67-10° [199]. Bei 600 pmol-m2-s* wurden geringere
zellspezifische Anzahlen von 1,14-10° im Falle der LHCII-RCII-Komplexe und 1,32-10° im
Falle der LHCI-RCI-Komplexe erfasst [199]. In [105] wurden die zellspezifischen Anzahlen der
photosynthetischen Komplexe in einem PPFD-Bereich zwischen 80-1900 pumol-m2-s* ebenfalls
fur D. tertiolecta bestimmt. Dabei wurde fur die zellspezifische Anzahl der LHCII-RCII-
Komplexe ein Wertebereich zwischen 4,16-10°-1,75-10° ermittelt, wahrend sich die zellspezifi-
schen Anzahlen der LHCI-RCI-Komplexe in einem Intervall zwischen 5,54-10%-2,41-10° be-
wegten [105]. Fir einen Wildtyp von C. reinhardtii im TAP-Medium (vgl. Abschnitt 3.1.1) und
einer PPFD von 200 pmol-m2-s konnte eine zellspezifische RCI-Anzahl von 4,52-106 ermittelt
werden [322]. Im Gegensatz dazu wurden in [202] bei einer PPFD von 133 pmol-m2-s* ledig-
lich 3,54-10° RClIs und 7,48-10° RCls pro Zelle von C. vulgaris erfasst.

Hierbei sei jedoch angemerkt, dass in [202] sowohl die jeweiligen LHC-RC-KomplexgroRen als
auch die PSU-GroRen deutlich héher ausfallen als in der restlichen untersuchten Literatur
[105,199,212,248,322]. Aufgrund der Tatsache, dass die Anzahl der photosynthetischen Kom-
plexe normalerweise aus der spezifischen Anzahl der Chlorophylimolekiile und der Grolie der
LHC-RC-Komplexe bzw. der PSU berechnet wird, fallen die Anzahlwerte im Falle hoher
GroRenwerte automatisch geringer aus. Aufgrund der groRen Schwankungen zwischen den
experimentellen Literaturwerten ist eine eindeutige Aussage beziiglich der Plausibilitat der in
Abbildung 4.5 dargestellten Ergebnisse kaum mdglich. Die zellspezifischen RCII- und RCI-
Anzahlen (ber 200 umol-m-2-s liegen innerhalb der hier vorgestellten Literaturwerte. Bei
PPFDs unter 200 umol-m2-st liegen die in Abbildung 4.5 dargestellten Werte hingegen deut-
lich Gber den Literaturdaten.

Weiterhin sollte beachtet werden, dass die hier berechneten LHC-RC-KomplexgréfRen prinzipi-
ell den physiologischen Komplexgréfien [93,95,106,107] entsprechen sollten. Die mithilfe der
Messung der PSU-GroR3e [105,199] (nach der Definition von Emerson und Arnold [246,247];
vgl. Abschnitt 2.6.3) ermittelten LHC-RC-KomplexgroRen stellen hingegen die effektiven bzw.
funktionalen Komplexgrofien dar. Es wird daher vermutet, dass diese Messungen durch Fakto-
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4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

ren wie bspw. Lichtgradient innerhalb des Messraumes, optische Zelleigenschaften (inklusive
dem self-shading Effekt) sowie NPQ-Aktivitat beeinflusst werden. Die Bestimmung der Kom-
plexgroBRen uber die Messung der Fluoreszenzinduktionskinetik liefert ebenfalls nur die funkti-
onale bzw. effektive LHC-RC-Komplexgrofie [322]. Theoretisch sollte sich die Steigerung des
Einflusses solcher Faktoren, die zu einer Abnahme in der Chlorophyll-spezifischen Effizienz
der Photochemie fiihren (bspw. erhthte NPQ-Aktivitat oder erhohter self-shading Effekt), in
einer Zunahme der PSU-GroRe duRern, da dadurch weniger Chlorophylle effektiv zur Freiset-
zung eines O>-Molekuls beitragen wirden. Entsprechend der klassischen Definition einer PSU
(vgl. Abschnitt 2.6.3) wirde in einem solchen Fall die effektive PSU-GroRe steigen, auch wenn
die tatsachliche, physiologische PSU- bzw. LHC-RC-GréRe konstant bleibt. Entsprechend den
Ausflihrungen wirde bspw. eine Erhéhung des self-shading Effektes zwangslaufig zu einer
Erhoéhung der PSU-GroRe beitragen. Die Auspragung des self-shading Effektes kann unter
anderem durch die Steigerung des Pigmentgehaltes [197,219] erh6ht werden. Der Pigmentgeh-
alt einer Zelle kann prinzipiell auch allein durch die Zunahme der Anzahl der photosyntheti-
schen Komplexe (ohne eine simultane Anderung der KomplexgroRen) gesteigert werden. Die
dadurch gesteigerte Auspragung des self-shading Effektes kénnte demnach zur Steigerung der
effektiven PSU-GroRe und einer Uberschatzung der tatsachlichen, physiologischen PSU-GroRe
fiihren. Es sollte beachtet werden, dass dies lediglich eine theoretische Uberlegung ist und es
weiterhin unklar bleibt, wie hoch der Einfluss solcher Phdnomene auf die experimentell ermit-
telten, effektiven PSU-GréR3en ausféllt und um welchen Betrag die physiologische PSU-GroRe
dadurch Uberschatzt werden kann. Nichtsdestotrotz ist davon auszugehen, dass die effektive
LHC-RC-KomplexgroRe tendenziell gréRer ausfallt als die tatséchliche, physiologische LHC-
RC-KomplexgroRe. Die Berechnung der LHC-RC-Anzahl ausgehend von der spezifischen
Anzahl der Chlorophyllmolekiile und der effektiven LHC-RC-KomplexgroRe wiirde im Um-
kehrschluss tendenziell zu einer Unterschatzung der tatsachlichen Anzahl der LHC-RC-
Komplexe fiihren.

Die Betrachtung der in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse fuhrt zu der Annahme, dass
der untersuchte C. vulgaris Stamm scheinbar eine Mischstrategie [29] (vgl. Abschnitt 2.5.3) in
Bezug auf die Anzahl und GroRe der LHC-RC-Komplexe verfolgt. Insgesamt scheint die Ak-
klimatisationsstrategie komplexer zu sein als eine stetige, durch den Anstieg der PPFD verur-
sachte Reduktion der Anzahl und GroRRe der photosynthetischen Komplexe. Wie in Abbildung
4.4.B zu sehen ist, bleibt die durchschnittliche GréRe beider LHC-RC-Komplexe zwischen 39-
119 pumol-m2-s* nahezu konstant, die Anzahl der photosynthetischen Komplexe nimmt hinge-
gen stetig ab (siehe Abbildung 4.5). Insgesamt erscheint es plausibel, dass die Mikroalgenzellen
die LHC-RC-Komplexgrélie so lange maximal halten, bis deutliche Energieverluste zu ver-
zeichnen sind. In Abbildung 4.2.A ist zu erkennen, dass zwischen 39-119 pmol-m2-s? die
Werte von ygrmpe tendenziell eher geringfligig abnehmen und ungefahr zwischen 1,043-
1,005 g-mol* liegen, zumindest wenn die Punkte bei 87 und 119 pmol-m2-s? als experimentel-
le Ausreiller betrachtet werden. Ein Vorteil der groRtmdéglichen LHCII-RCII-Komplexe (drei
LHCII-Trimere pro RCII [93,95]) liegt unter anderem in der deutlich hoheren Beladung der
Proteine mit Chlorophyllen als im kleinstméglichen Zustand (ein LHCII-Trimer pro RCII
[203]). Der Proteinkomplex aus einem RCII und drei LHCII-Trimeren enthdlt 0,26 Chlorophyl-
le pro kDa Protein. Im Vergleich dazu enthalt der Komplex aus einem RCII und einem LHCII-
Trimer lediglich 0,18 Chlorophylle pro kDa. Im groBtmoéglichen Zustand des LHCII-RCII-
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Komplexes kann also tendenziell mehr Licht pro Proteinmasse absorbiert werden. Ahnlich
verhélt es sich auch im Falle der LHCI-RCI-Komplexe. Der gréBRte LHCI-RCI-Komplex, der
aus einem RCI und neun LHCI-Monomeren besteht [106,107], enthélt 0,39 Chlorophylle pro
kDa Protein, wéhrend der kleinstmdgliche LHCI-RCI-Komplex, der schatzungsweise aus einem
RCI und nur vier LHCI-Monomeren besteht [204] (vgl. Abschnitt 3.4.2), hingegen nur 0,35
Chlorophylle pro kDa Protein aufweist. Die jeweiligen Massen der Proteinkomplexe wurden
anhand der Daten in Anhang A.7 berechnet. Daraus ist zu erkennen, dass die Chlorophyll-
spezifischen Proteinsynthesekosten bei den gréfleren Komplexen geringer ausfallen diirften.
Zudem ist es denkbar, dass groRere LHC-RC-Komplexe héhere Chlorophylldichten im Chloro-
plasten ermdglichen, was bei limitierten Platzverhaltnissen in der Thylakoidmembran [75] und
geringen PPFDs vorteilhaft sein durfte, da so eine mdglichst vollstandige Absorption der auf-
treffenden Photonen realisiert werden koénnte. Bei steigenden PPFDs konnte jedoch dieser
Vorteil zu einem Nachteil werden, da unter gleichen Bedingungen gréfiere LHC-RC-Komplexe
eine hohere Photonenabsorptionswahrscheinlichkeit als kleinere LHC-RC-Komplexe aufweisen.
Mit dem Anstieg der PPFD steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein bereits angeregter
LHC-RC-Komplex ein weiteres, Uberschiissiges Photon absorbiert, dessen Energie entweder
dissipiert werden muss oder sogar zur Ausbildung von ROS und dadurch zur Photoinhibierung
fihren kann [61,62]. Deshalb kann es fur die Mikroalgenzelle sinnvoll sein, die LHC-RC-
Komplexgréle ab einer bestimmten PPFD zu reduzieren, was in Abbildung 4.4.B scheinbar ab
ca. 193 umol-m2-s? eintritt. Gleichzeitig ist Abbildung 4.2.A nach 193 pmol-m2-s* (mdglich-
erweise jedoch bereits ab 87-119 pmol-m2-st) eine Abnahme der ygrmn.-Werte zu erkennen,
was unter Einbezug der Ergebnisse in Abbildung 4.4.B daflr spricht, dass die Mikroalgenzelle
versucht, die auftretenden Energieverluste durch die Reduktion der LHC-RC-Komplexe mog-
lichst zu reduzieren. Die Reduktion der GroRe der LHC-RC-Komplexe sollte tendenziell zu
einer geringeren Auslastung der einzelnen LHCII-RCII- und LHCI-RCI-Komplexe fiihren.

Die beobachtete Abnahme der Anzahl der photosynthetischen Komplexe mit steigender PPFD
ist wahrscheinlich das Resultat des begrenzten Proteoms [151,258,265] in C. vulgaris (siehe
Diskussion in Abschnitt 4.1.2.1) und der sogenannten Photostasis, die die Ausbalancierung
zwischen der photosynthetischen Einspeisung von Elektronen und der enzymatischen Prozessie-
rung dieser Elektronen im nachgeschalteten Metabolismus darstellt [320].

4.1.2.3 Verifizierung der Bestimmungsmethode des in vivo
Absorptionsquerschnittes mittels Lorenz-Mie-Theorie im Falle von
Chlorella vulgaris

Die Kenntnis ber den in vivo Absorptionsquerschnitt ist essenziell fiir die Evaluierung und
Modellierung der Photosynthese, da der Absorptionsquerschnitt die Wechselwirkung zwischen
dem Photosyntheseapparat und der auftreffenden PPFD definiert und nur absorbierte Photonen
zu photosynthetischen Reaktionen filhren [1]. In [218] konnte bereits gezeigt werden, dass es
mdoglich ist, die optischen Zelleigenschaften von C. vulgaris mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie
ausreichend genau zu bestimmen. Dabei haben insbesondere der modellierte ¢;8rm und die
modellierte p;(0,0) eine gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten gezeigt, wah-
rend der modellierte x;grm eine grolRere Abweichung von den experimentellen Daten aufwies
[218]. Jedoch wurde in [218] nur ein Akklimatisationszustand von C. vulgaris untersucht, der
dem Akklimatisationszustand bei Schwachlicht entsprechen wirde (vgl. Abschnitte 4.1.2 und
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4.1.3). Es kann daher nicht pauschal angenommen werden, dass die Lorenz-Mie-Theorie auch
fiir andere Akklimatisationszustande zufriedenstellende Ergebnisse liefert. Zudem ist unklar, ob
die vereinfachte Annahme einer konstanten ZellgroRe (vgl. Anhang A.5) mdglicherweise zu
zusétzlichen Ungenauigkeiten bei der Bestimmung des Absorptionsquerschnittes beitrégt. Aus
diesem Grund wurden die in vivo Absorptionsquerschnitte von C. vulgaris Zellen, die jeweils an
eine niedrige (NL), eine mittlere (ML) und eine hohe Lichtintensitat (HL) akklimatisiert wur-
den, experimentell bestimmt (vgl. Abschnitt 3.3.7) und mit den mittels Lorenz-Mie-Theorie
bestimmten Absorptionsquerschnitten (vgl. Abschnitt 3.4.1) quantitativ und qualitativ vergli-
chen. Basierend auf den Erkenntnissen von [218] wurden in dieser Arbeit die C. vulgaris Zellen
ebenfalls durch zweischichtige Spharen, bestehend aus einem Kern und einer Hulle, approxi-
miert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Die Berechnung der o, 5mm erfolgte mit
den in Abschnitt 3.4.1 aufgelisteten Parametern (vgl. Abbildung 3.3) und den jeweiligen Pig-
mentgehalten (Wchia, Wenip UNd Wear) aus Tabelle 4.3.
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Abbildung 4.6: VVergleich der gemessenen und mittels Lorenz-Mie-Theorie bestimmten Absorptionsquerschnitte. Die
C. vulgaris Zellen wurden im Vorfeld jeweils an niedrige (NL; 42 pmol-m2-st), mittlere (ML;
233 pmol-m-2-s1) und hohe (HL; 1423 pmol-m2-s%) Lichtintensitaten akklimatisiert. Dargestellt sind
BTM-spezifische in vivo Absorptionsquerschnitte (o7,81m).

Tabelle 4.3:  Untersuchte Akklimatisationszustande sowie zur Berechnung der Absorptionsquerschnitte genutzte
Pigmentgehalte. Die dargestellten Pigmentgehalte wurden fiir den jeweiligen Akklimatisationszustand
experimentell bestimmt (vgl. Abschnitt 3.3.2).

mittlere Akklimatisations- Pigmentgehalt [g-g™]
Zustand P
PPFD [pumol-m=-s7] Chla Chlb Car
NL 42 0,0351 0,0118 0,0066
ML 233 0,0136 0,0035 0,0034
HL 1423 0,0042 0,0008 0,0023
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In Abbildung 4.6 ist zu erkennen, dass die modellierten o,srm im Bereich der Peaks bei ca. 440,
470 und 675 nm die experimentellen Daten Ubertreffen. Eine Ausnahme bildet hierbei der HL-
Zustand, bei dem die modellierten Werte fast durchgehend niedriger ausfallen als die experi-
mentellen Werte. Der Peak bei etwa 440 nm entspricht der Bx-Bande von Chla (vgl. Abbildung
2.1) [1]. Bei ca. 470 nm befindet sich die rotverschobene Bx-Bande des Chib [1], die ebenfalls
sehr gut durch einen ausgepragten Peak zu sehen ist. Der dritte stark ausgepragte Peak bei ca.
675 nm entspricht der Qy-Bande des Chla [1]. Im Intervall zwischen 600-650 nm Uberlagern
sich die jeweiligen Absorptionsmaxima der Chlorophylle und sind dementsprechend weniger
pragnant als einzelne Peaks zu sehen. In diesem Intervall befinden sich jeweils die Qx-Banden
von Chla (bei ca. 625 nm) und von Chlb (bei ca. 600 nm) sowie die Qy-Bande des Chib (bei
etwa 650 nm).

Sehr prégnant in Abbildung 4.6 zu sehen, ist hingegen die Verbreiterung des Peaks bei etwa
470 nm mit dem Anstieg der Akklimatisations-PPFD. Dies ist vor allem auf die im Vergleich
zum Chla- und Car-Gehalt Gberproportionale Abnahme des Chlb und eine, bezogen auf den
Chla- und Chlb-Gehalt, relative Zunahme des Car-Gehaltes zuriickzufihren (vgl. Tabelle 4.3).
Wie aus Abbildung 2.1 entnommen werden kann, besitzen die photoprotektiven Car zwei Ab-
sorptionsmaxima bei Lichtwellenlangen von 463 und 489 nm, was bei einer relativen Zunahme
des Car-Gehaltes zu einer relativen Zunahme des o;srm und Uberlagerung der Bx-Bande des
Chlb in diesem Bereich fuhrt. Dadurch wird der Peak bei etwa 470 nm mit zunehmender Ak-
klimatisations-PPFD verbreitert.

Weiterhin ist in Abbildung 4.6 auffallig, dass im Bereich zwischen 475-575 nm die berechneten
o,,8tm Stets niedriger sind als die experimentell bestimmten o;grm. Dies ist der ungefahre Be-
reich, in dem photosynthetische Car besonders stark absorbieren (vgl. Abbildung 2.1). Diese
wurden jedoch nicht in die Berechnung von o, stm einbezogen, da in der Literatur keine Hinwei-
se auf photosynthetische Car in C. vulgaris gefunden werden konnten [97-99]. Die in Abbil-
dung 2.1 vorgestellten in vivo Absorptionsquerschnitte der Pigmente wurden aus [44,45] ent-
nommen und basieren auf experimentellen Untersuchungen. Das fiir die photoprotektiven Car
ermittelte in vivo Absorptionsspektrum entspricht dabei hauptsachlich der Summe der Absorpti-
onsspektren von B-Carotin und den Car des Xanthophyllzyklus (vgl. Abschnitt 2.3), wahrend
das in vivo Absorptionsspektrum der photosynthetischen Car hauptséchlich auf Fucoxanthin und
dessen Derivate zurlickgeflhrt wird [44]. Aufgrund der zuvor angesprochenen, scheinbar sys-
tematischen Abweichung zwischen den modellierten und den gemessenen Absorptionsspektren
bei Lichtwellenlangen zwischen 475-575 nm (siehe Abbildung 4.6) besteht die Mdglichkeit,
dass der untersuchte C. vulgaris Stamm doch Car enthalt, die in [44,45] den photosynthetischen
Car zugeordnet werden, obwohl in der Literatur [97-99] keine Hinweise auf gréfiere Mengen
Fucoxanthin oder dessen Derivate in C. vulgaris gefunden werden konnten.

In [218] wurde, ohne eine umfangreiche Begriindung, angenommen, dass die gesamten Car stets
zu 1/6 aus photosynthetischen Car bestehen. Mdéglicherweise ist das der Grund, warum in [218]
eine bessere Ubereinstimmung der modellierten ¢;stm Mit den gemessenen o;stm im Bereich
von 475-575 nm als in dieser Arbeit festgestellt werden konnte. Da jedoch auch photoprotektive
Car unter anderem im Bereich zwischen 475-520 nm verstérkt absorbieren (vgl. Abbildung 2.1)
konnte die systematische Unterschatzung der experimentellen o;stm im genannten Lichtwellen-
langenbereich ein Hinweis darauf sein, dass die gewéhlte Methode zur Quantifizierung der
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Pigmente (siehe Abschnitt 3.3.2) den Car-Gehalt mdglicherweise unterschatzt. Daher kann die
aufgefuhrte, scheinbar systematische Abweichung keiner der diskutierten Fehlerquellen eindeu-
tig zugeordnet werden. Es kann jedoch festgehalten werden, dass in diesem Bereich ein weiteres
Verbesserungspotenzial besteht.

Bisher wurden die qualitativen Unterschiede zwischen den modellierten o;8rm und den experi-
mentell ermittelten o;8tm diskutiert. Im Nachfolgenden werden die beobachteten Differenzen
zusétzlich quantifiziert. In Tabelle 4.4 sind statistische Parameter zur guantitativen Bewertung
der verwendeten, theoretischen Methode zur Bestimmung von o;esmm (vgl. Abschnitt 3.4.1)
aufgelistet. Der Vergleich der modellierten und experimentellen Daten erfolgte im Bereich
zwischen 400-700 nm (PAR).

Tabelle 4.4:  Auflistung statistischer Parameter zur Evaluation der Eignung der Lorenz-Mie-Theorie zur Bestim-
mung BTM-spezifischer in vivo Absorptionsquerschnitte in C. vulgaris. Aufgelistet sind die Werte flr
die drei untersuchten Akklimatisationszustande NL, ML und HL.

statistischer Parameter NL ML HL
R2 [-] 0,8545 0,9006 0,8761
RMSE [m2-g7] 0,0569 0,0251 0,0182
NRMSE [%] 20,95 19,95 26,05
MBE [m2-g!] -0,0146 -0,0053 -0,0157
nMBE [%] -5,39 -4,22 -22,51

Wie in Tabelle 4.4 zu sehen ist, sind die R2-Werte unabhéngig vom Akklimatisationszustand der
Mikroalgenzellen niedrig (< 0,95). Die RMSE-Werte bewegen sich in einem Bereich von 0,018-
0,057 m?.g1, wobei die absoluten RMSE-Werte mit steigender Akklimatisations-PPFD abneh-
men. Der nRMSE ist hingegen beim HL-Zustand mit 26,05 % am hdchsten und liegt bei den
anderen beiden Zustédnden ebenfalls bei ca. 20 %. Hierbei muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass beim RMSE bzw. nRMSE grol3e Fehler tUberproportional in den letztendlichen Parameter-
wert einflieRen (vgl. Gleichungen 3.34 und 3.35), sodass bereits wenige groRe Abweichungen
zu einem hohen RMSE- bzw. nRMSE-Wert fiihren kdnnen, obwohl das Modell den Groliteil
der Daten gut wiedergeben kann. Die MBE-Werte zeigen, dass die mittleren Abweichungen
zwischen den modellierten und den experimentellen Daten in einem Bereich zwischen -0,005
und -0,016 m2-g* liegen. Der geringste MBE-Wert von -0,005 m2-g! ist dabei beim ML-
Zustand vorzufinden. Die nMBE-Werte flr den NL- und ML-Zustand liegen jeweils bei -5,39
und -4,22 %. Der nMBE-Wert fur den HL-Zustand ist mit -22,51 % erheblich héher. Die MBE-
und nMBE-Werte zeigen insgesamt, dass die mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie vorhergesagten
o.emm (Vgl. Abschnitt 3.4.1) die experimentellen o, gtm tendenziell unterschétzen. Nichtsdestot-
rotz sind die absoluten, mittleren Abweichungen der Zustdnde NL und ML deutlich geringer als
die in [218] beobachteten Abweichungen von 10 bzw. 17 %. Insgesamt l&sst sich aus den vorge-
stellten Ergebnissen ableiten, dass die in vivo Absorptionsquerschnitte unabhéngig vom lichtab-
héngigen Akklimatisationszustand von C. vulgaris mit einer zufriedenstellenden Genauigkeit
mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie (vgl. Abschnitt 3.4.1) ermittelt werden konnen. Die verein-
fachte Annahme einer konstanten Zellmorphologie (vgl. Abschnitt 3.4.1 und Anhang A.5)
scheint als erste Naherung akzeptabel zu sein. Basierend auf den Ergebnissen in Tabelle 4.4 ist
jedoch davon auszugehen, dass bei htheren PPFDs die Vorhersagegenauigkeit abnimmt.
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4.1.2.4 Untersuchung der in vivo Absorptionsquerschnitte in Abhingigkeit der
Photonenflussdichte

Wie bereits in Abschnitt 4.1.2.3 gezeigt, ist es im Falle von C. vulgaris méglich, die in vivo
Absorptionsquerschnitte mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie relativ genau vorherzusagen. Ergéan-
zend zur bestehenden Literatur [218] konnte gezeigt werden, dass ¢;stm mit den getroffenen
Modellannahmen (vgl. Abschnitt 3.4.1) nicht nur fiir den NL-Zustand, sondern auch fiir den
ML- und HL-Zustand, zufriedenstellend genau bestimmt werden kann (vgl. Abschnitt 4.1.2.3).
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Abbildung 4.7: Mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie ermittelten in vivo Absorptionsquerschnitte in Abhéngigkeit der
lichtbedingten Akklimatisationszusténde der Griinalge C. vulgaris. (A) Spektrale, BTM-spezifische in
vivo Absorptionsquerschnitte (a2,8mm); (B) Uber PAR gemittelte BTM-spezifische in vivo Absorpti-
onsquerschnitte (ostm); (C) spektrale, in vivo Absorptionsquerschnitte eines Chl-Molekiils (a;,cni); (D)
Uber PAR gemittelte in vivo Absorptionsquerschnitte eines Chl-Molekils (ocni). Die dargestellten
Spektren in (C) resultieren aus der Anzahl-gewichteten Summe der jeweiligen Chla- und Chlb-
Spektren und repriasentieren somit ein ,,effektives” bzw. ,,durchschnittliches* Chl-Molekul. Die Farb-
skalen zeigen die 13 PPFD-abhangigen Akklimatisationszustande von C. vulgaris. Die fir die Lo-
renz-Mie-Theorie notwendigen Pigmentgehalte wurden mit der Gleichung 4.3 berechnet.
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4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

In Abbildung 4.7.A sind die mithilfe der Lorenz-Mie-Theorie berechneten o;srm (vgl. Abschnitt
3.4.1) dargestellt. Die benétigten Wchia-, Wenib- Und wear-Werte wurden fir jeden Akklimatisati-
onszustand (vgl. Abschnitt 3.2.1) mittels Gleichung 4.3 (Parameter sind in Tabelle 4.1 hinter-
legt) berechnet. In Abbildung 4.7.B wurden die spektralen g, grm Uber PAR gemittelt (entspricht
ostm) Und gegen Ipar aufgetragen. Zuvor wurde erwéhnt (siehe Abschnitt 4.1.2.1), dass der
Pigmentgehalt und ¢;8tm bzw. gsrm unmittelbar zusammenhéngen [197,219], weshalb, ausge-
hend von den Ergebnissen in Abbildung 4.3, eine Abnahme der Absorptionsquerschnitte bereits
zu erwarten war. Interessanterweise nimmt der Pigmentgehalt im betrachteten PPFD-Bereich
(39-1436 pmol-m=2-s1) insgesamt um 86,36 % ab (siehe Abbildung 4.3), wahrend ogrm im
selben Bereich lediglich um 72,66 % abnimmt. Diese Diskrepanz kann durch den self-shading
Effekt (vgl. Abbildung 2.10) erklart werden, dessen Auspragung mit steigenden Pigmentgehal-
ten zunimmt [197,219]. Demnach sinkt der spezifische Beitrag eines Pigmentes zu o;stm bzw.
ostm Mit steigender Auspragung des self-shading Effektes, was bei der Betrachtung der Ergeb-
nisse in Abbildung 4.3 und in Abbildung 4.7 deutlich wird. Im Umkehrschluss muss der relative
Betrag der Abnahme des Pigmentgehaltes nicht dem relativen Betrag entsprechen, um den o;gm
bzw. ogrm mit dem sinkenden Pigmentgehalt abnimmt. Die Reduktion der Ausprégung des self-
shading Effektes bei sinkenden Pigmentgehalten kann der damit verbundenen Abnahme von
o,gTM DZW. gstm entgegenwirken®, sodass o;etm bzw. ogrm relativ gesehen geringfigiger ab-
nehmen konnen als der Pigmentgehalt. Dies wird insbesondere in Abbildung 4.7.C deutlich, wo
die effektiven in vivo Absorptionsquerschnitte eines ,,durchschnittlichen® Chlorophyll-Molekuls
(o2,cm) dargestellt sind. In Abbildung 4.7.D wurden die entsprechenden o, cni Gber PAR gemittelt
(ocm) und gegen Ipar aufgetragen. Dort ist zu erkennen, dass bei der Akklimatisations-PPFD von
39 pmol-m2:st gcp lediglich 6,01-10-2 m2 betragt, wahrend acn bei der Akklimatisations-PPFD
von 1436 pumol-m2-s?t einen deutlich héheren Wert von 7,66-102! m? aufweist. Daraus kann
abgeleitet werden, dass ein Chlorophyll in einer C. vulgaris Zelle, die an 1436 pmol-m=2-s*!
akklimatisiert wurde, um etwa 21,54 % mehr zu osrm beitrdgt als ein Chlorophyll in einer C.
vulgaris Zelle, die an 39 umol-m-2-s?t akklimatisiert wurde. Dieser komplexe Zusammenhang
zwischen dem Pigmentgehalt und osrm bzw. ocni verdeutlicht die Notwendigkeit der mechanisti-
schen Modellierung der in vivo Absorptionsquerschnitte, da einfache Modelle, wie bspw. das
lineare Modell in [127], diese Wechselwirkungen nicht adaquat reprasentieren kdnnen.

Laut der Literatur liegen die Maxima der Absorptionsquerschnitte photosynthetischer Pigmente
typischerweise in einem Bereich von 1-1021-2-10 m2 [94]. In Abbildung 4.7.C ist zu erken-
nen, dass die Peaks der berechneten o, cni im Rahmen dieser Literaturwerte liegen. Aufbauend
darauf wird davon ausgegangen, dass die berechneten o;.cni- und ocn-Werte insgesamt plausibel
sein und in einem realistischen Rahmen liegen sollten.

Weiterhin ist es durch den zusétzlichen Einbezug der Ergebnisse aus Abschnitt 4.1.2.2 mdglich,
die LHCII-RCII- und LHCI-RCI-spezifischen in vivo Absorptionsquerschnitte (orcin Und orci)
zu berechnen. Hierfir wurden die LHC-RC-KomplexgroBen aus Abbildung 4.4.B mit den
jeweiligen ocni in Abbildung 4.7.D multipliziert. Die daraus resultierenden orci und orer Sind in
der nachfolgenden Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: In vivo Absorptionsquerschnitte der beiden photosynthetischen Komplexe LHCII-RCII und LHCI-
RCI in Abhéngigkeit der PPFD und des daraus resultierenden Akklimatisationszustandes. Die darge-
stellten Resultate wurden aus ocni (vgl. Abbildung 4.7.D) und den jeweiligen Komplexgrdfien aus
Abbildung 4.4.B berechnet. Zusatzlich ist das Verhdltnis der Absorptionsquerschnitte der beiden pho-
tosynthetischen Komplexe (orci/orcn) abgebildet.

Da die LHCII-RCII- und LHCI-RCI-KomplexgréRen (vgl. Abbildung 4.4.B) im Bereich zwi-
schen 39-119 umol-m2-st nahezu unverandert bleiben, gleichzeitig jedoch der Pigmentgehalt
(vgl. Abbildung 4.3) bzw. die Gesamtanzahl der photosynthetischen Komplexe (vgl. Abbildung
4.5) und damit auch der self-shading Effekt (vgl. Abbildung 4.7.C) abnimmt, steigen in Abbil-
dung 4.8 die Absorptionsquerschnitte beider Photosysteme (orcu Und orci). Ab einer PPFD von
ca. 193 pmol-m2-s’t nimmt jedoch orci deutlich ab. Interessanterweise ist dies auch der Punkt,
ab dem eine deutliche Abnahme von ygrwn in Abbildung 4.2 zu beobachten ist. Im Gegensatz
ZU oren bleibt orer im Bereich von 119-267 pmol-m2-st relativ konstant und nimmt erst ab
einer PPFD von 432 pmol-m-2-st deutlich ab.

Bei der Betrachtung des orci/orci-Verhéltnisses in Abbildung 4.8 fallt auf, dass es bis
119 pmol-m2-st ziemlich konstant 1,208 + 0,001 betragt. Wie bereits in Abschnitt 2.2.2 erlau-
tert, reichen die 12 durch den LEF ins Thylakoidlumen translozierten H* im Falle der Mikroal-
gen nicht aus, um das vom Calvin-Zyklus bendtigte NADPH/ATP-Verhaltnis von 2:3 zu errei-
chen, sodass zusatzlich 1 Elektron (pro 4 durch den LEF transportierten Elektronen) dem ZEF
zugefiihrt werden muss [82,84]. Um das zu erreichen, misste orci, zumindest bei gleicher
Effizienz beider Komplexe, statistisch gesehen mindestens 25 % groRer sein als orci, da der
LHCI-RCI-Komplex pro fixiertes CO2-Molekul ein Elektron (5 statt nur 4) mehr als der LHCII-
RCII-Komplex anregen muss [82]. Unter der zusatzlichen Beriicksichtigung des definierten
RCI/RCII-Verhéltnisses von 1,1 (vgl. Abschnitt 3.4.2) ergibt sich fir den in Abbildung 4.8
dargestellten Fall, dass orci Stets mindestens 31,6 % grofRer ausféllt als orcy. Damit sollte es,
zumindest statistisch gesehen, durchgehend mdglich sein, die 14 (mindestens) geforderten H*
ins Thylakoidlumen zu translozieren, um das fiir den Calvin-Zyklus (vgl. Abbildung 2.5) not-
wendige NADPH/ATP-Verhaltnis von 2:3 zu erflllen [82].
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4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

Ab einer PPFD von ca. 193 pmol-m-2-s ist in Abbildung 4.8 ein starker Anstieg des orci/orci-
Verhaltnisses zu verzeichnen, der bis ca. 432-507 pumol-m=2-s?1 anhalt. Dann pendelt sich das
orciloren-Verhaltnis schliellich bei einem mittleren Wert von 1,531 £ 0,014 ein. Aus der Litera-
tur [88,90,113,152] ist bekannt, dass die zum LEF relative Steigerung des ZEF und der AEF
(vgl. Abschnitt 2.2.2) das photosynthetische NADPH/ATP-Verhdltnis zu Gunsten des ATP
verschieben kann. Die ausgepragte Steigerung des orci/orci-Verhaltnisses ab einer PPFD von
ca. 119-193 pmol-m2-st kdnnte ein Hinweis fiir eine gesteigerte ZEF- bzw. AEF-Aktivitat sein,
die zur Deckung des erhohten ATP-Bedarfes bei hoheren p (vgl. Abbildung 4.1.A) beitragen
kann [88,90,162]. Das dadurch entstehende ATP kann theoretisch sowohl fur den Anabolismus
[90,113] als auch fir die KKM [88,90] genutzt werden. Interessanterweise steigt das orci/orcii-
Verhaltnis jedoch Gber den Punkt der Lichtsattigung, der bei etwa 233-267 pmol-m2-s* liegt
(vgl. Abbildung 4.1.A), hinaus an. In der Literatur wurde beobachtet, dass die zum LEF relative
Aktivitat von ZEF bzw. AEF Uber den Lichtsattigungspunkt ansteigen kann [90,323]. Der vom
ZEF erzeugte H*-Gradient zwischen dem Thylakoidlumen und -stroma (vgl. Abbildung 2.3)
sorgt nicht nur fur eine verstarkte Generierung von ATP durch die photosynthetischen ATPase
[192], sondern auch fir die Induktion bzw. Verstarkung der NPQ-Aktivitat durch zusétzliche
Ansduerung des Thylakoidlumens [90]. Tatsachlich weisen die Verldufe des orci/orci-
Verhéltnisses in Abbildung 4.8 und der NPQ-AKktivitit in Abbildung 4.9.C qualitative Ahnlich-
keiten auf. Es ist aufféllig, dass beide Verldufe in den genannten Abbildungen zunéchst im
Bereich von 39-119 pumol-m2-s* stagnieren und dann ab etwa 119-193 pumol-m2-s* deutlich
steigen. Der Anstieg der NPQ-Aktivitat in Abbildung 4.9.C verlauft bis 507-619 pmol-m=2-s1,
Danach scheint die NPQ-Aktivitat zu stagnieren bzw. nur geringfligig anzusteigen. Eine endgdl-
tige Aussage Uber den Verlauf ist aufgrund der Messschwankungen schwierig. Im Vergleich
dazu steigt das orci/orcu-Verhaltnis ebenfalls bis 432-619 pmol-m-2-s' deutlich an und stagniert
dann bzw. ist dann sogar leicht riicklaufig, was jedoch auch ein modellierungsbedingtes Arte-
fakt sein konnte. Unter Einbezug der bisherigen Erkenntnisse aus der Literatur [90,323] er-
scheint es denkbar, dass der Verlauf des orci/orci-Verhaltnisses in Abbildung 4.8 unter anderem
aus dem Bedarf der Zelle, die NPQ-Aktivitat bei hdheren bzw. wachstumssattigenden PPFDs zu
steigern (vgl. Abbildung 4.9.C) [49,61,62], resultiert. Nichtsdestotrotz kann anhand der vorlie-
genden Daten keine Korrelation zwischen den beiden Phanomenen unterstellt werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die aufgefiihrte Literatur und die Messergebnisse mit
den modellbasierten Daten sowie Erkenntnissen, ohne unmittelbar erkennbare Widerspriiche, im
Einklang stehen. Es bedarf jedoch weiterer Forschungsarbeiten, um die gezeigten Ergebnisse
endgultig zu validieren. Zudem muss berticksichtigt werden, dass die Kenntnisse ber orcn und
orci allein nicht ausreichend sind, um die jeweiligen Elektronenfliisse (LEF, ZEF und AEF) zu
quantifizieren und dass die Beziehung zwischen den Elektronenfliissen und den jeweiligen
Absorptionsquerschnitten nicht zwangslaufig linear sein muss [192]. Trotzdem liefern die hier
gezeigten Ergebnisse wichtige Anhaltspunkte flr weitere Forschungsarbeiten.

4.1.2.5 Untersuchung der operativen Eigenschaften des photosynthetischen
Apparates in Abhangigkeit der Lichtverfiigbarkeit mittels
Fluoreszenzmessungen

Bisher wurden die strukturellen Veranderungen des photosynthetischen Apparates als Teil der
lichtabhangigen Zellakklimatisation von C. vulgaris vorgestellt und diskutiert. Die Anderungen
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des Phanotyps allein ermdglichen jedoch keine Aussagen Uber die operative Leistung der photo-
synthetischen ETK und ihrer Komponenten. Eine nicht-invasive Mdglichkeit, die photosyntheti-
sche Leistung in vivo zu untersuchen, bilden die Fluoreszenzmessungen [46,293]. Die hierbei
angewandten Messprotokolle wurden in Abschnitt 3.3.6 vorgestellt und erldutert.
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Abbildung 4.9: Aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitete Parameter zur Charakterisierung des RCII. (A) maximale
RCII-Effizienzen (dunkeladaptiert (Fv/Fm) und unter gegebener Akklimatisations-PPFD (Fu/Fn)); (B)
abgebildet sind die operative RCII-Effizienz (Fqo/Fm), der operative RCII-Effizienzfaktor (F¢/Fv) und
der Anteil der RCII im Grundzustand (gL); (C) NPQ-AKktivitat in Abhangigkeit des Akklimatisations-
zustandes. Die Ermittlung der Parameter erfolgte analog zu Abschnitt 3.3.6.1. Die genauen Definitio-
nen der abgeleiteten Parameter sind in Tabelle 3.3 aufgelistet.

Bei der Photosynthese induziert das RCII die Elektronen aus dem OEC in die photosynthetische
ETK und bildet damit den Ausgangspunkt der Photosynthese (vgl. Abschnitt 2.2.2) [1]. Die
Photochemie des PSII determiniert daher die maximale Leistung der restlichen Komponenten
der photosynthetischen ETK und damit auch die gesamte Photosyntheseleistung [46]. Als eine
Analogie hierzu kann die Substrataufnahmerate bei heterotrophen Wachstumsprozessen ver-
standen werden [23]. Die Untersuchung der RCII-Fluoreszenz kann demnach wichtige Informa-

94



4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

tionen beziglich der photosynthetischen Leistung und des operativen RCII-Zustandes liefern
[46]. Die Tatsache, dass das RCI bei Raumtemperatur eine extrem hohe Effizienz bei der strah-
lungsfreien Energiedissipation (Photochemie und NPQ) aufweist [1], ermdglicht unter solchen
Bedingungen die isolierte Betrachtung der RCII-Fluoreszenz [46]. Zur Charakterisierung des
operativen in vivo RCII-Zustandes wurde die in Abschnitt 3.3.6.1 vorgestellte Methode der
Fluoreszenzmessung angewandt. Die Theorie zu dieser Messmethode kann folgender Literatur
entnommen werden: [46,47,285]. Eine Beispielmessung mit dem resultierenden Fluoreszenz-
signal ist in Anhang A.4 (vgl. Abbildung A.4.1) hinterlegt. Die aus solchen Messkurven abge-
leiteten Parameter nach [46,47] sind in Abbildung 4.9 dargestellt.

In Abbildung 4.9.A sind die lichtabhéngigen Verlaufe der Parameter F./Fn und F./Fn darge-
stellt. Wie aus Tabelle 3.3 ersichtlich ist, beschreibt F./Fn die maximale RCII-Effizienz bzw.
die maximale Quantenausbeute, mit der die am LHCII-RCII-Komplex absorbierten Photonen
fir die primédre Photochemie genutzt werden [46]. In gesunden Cs-Pflanzen betragt dieser
Parameter 0,83-0,85 [46,47,285], mit etwa 0,7 fallt dieser Wert in Mikroalgen etwas geringer
aus [285]. Eine Abnahme des F./Fn-Wertes kann ein Hinweis darauf sein, dass die Mikroalgen
anhaltendem Stress ausgesetzt sind, der zur Photoinhibierung (vgl. Abschnitt 2.5.3) und damit
zur Inaktivierung der RClIlIs (bspw. durch ROS) fuhren kann [46,47]. In Abbildung 4.9.A ist bis
etwa 233 pmol-m2-s* keine deutliche Abnahme von F./Fn, zu beobachten. Der durchschnittli-
che Fu/Fn-Wert in diesem Intervall betragt 0,7648 +0,0123 und liegt damit etwas Uber dem
Literaturwert von 0,7 [285]. Ab 233-267 umol-m2-s! ist eine stetige Abnahme des F./Fn-
Wertes zu verzeichnen, die bis zu einem Wert von 0,6849 + 0,0193 bei 1436 pumol-m2-s! fiihrt.
Dabei ist besonders auffallig, dass die verstarkte Photoinhibierung scheinbar ab dem Punkt der
Lichtsattigung in Abbildung 4.1.A einsetzt. Nichtsdestotrotz bleibt der Anteil der funktionalen
bzw. nicht beeintrachtigten LHCII-RCII-Komplexe unabhédngig vom Akklimatisationszustand
hoch. Bezogen auf den durchschnittlichen F,/Fn-Maximalwert von 0,7648 scheinen selbst bei
der hochsten PPFD von 1436 pmol-m2-s't immer noch etwa 90 % der RCllIs nicht durch Photo-
inhibierung beeintréchtigt zu sein. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass die Mikro-
algen durch Zellakklimatisation in der Lage sind, die Photoinhibierung weitestgehend, aber
nicht vollstandig, zu vermeiden.

Der bisher vorgestellte Parameter F./Fn, wird mit dunkeladaptierten Zellen ermittelt (vgl. Ab-
schnitt 3.3.6.1). Unter Lichteinfluss werden jedoch weitere NPQ-Mechanismen aktiviert (bspw.
Xanthophyllzyklus [61]), die die maximale Quantenausbeute zusatzlich verringern [285]. Der
Einfluss dieser zusatzlichen, lichtinduzierten NPQ-Mechanismen wird in dem Parameter Fu/Fn,
berucksichtigt, der die maximale RCII-Quantenausbeute unter einer gegebenen PPFD beschreibt
[46,47]. Wie in Abbildung 4.9.A zu sehen ist, bleibt der F,/Fn-Wert bis 119-193 pumol-m-2.s1
nahezu unverandert und betrdgt durchschnittlich 0,7485 + 0,0035. Im gleichen Intervall ist in
Abbildung 4.9.C zu sehen, dass die NPQ-Aktivitét tendenziell konstant nahe 0,1 bleibt, weshalb
sich die F./Fn-Werte und F./Fn-Werte in diesem Bereich nur sehr geringfigig unterscheiden.
Ab einer PPFD von 193 umol-m-s? ist jedoch eine deutliche Zunahme der NPQ-Aktivitat zu
verzeichnen (vgl. Abbildung 4.9.C), die gleichzeitig mit einer Abnahme der F./Fn-Werte ein-
hergeht (vgl. Abbildung 4.9.A). Die Sattigung der NPQ-Aktivitat ist aufgrund der Messunsi-
cherheiten kaum eindeutig zu lokalisieren, sie scheint jedoch tendenziell im Bereich von 507-
999 pumol-m2-st einzutreten. Im Gegensatz dazu sinkt F./Frn und erreicht bei 1436 pmol-m2-s!
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den Minimalwert von 0,6071 + 0,0270 im untersuchten PPFD-Bereich. Die Abnahme von Fy/Fn,
resultiert sowohl aus der Zunahme der NPQ-Aktivitat als auch aus der simultanen Abnahme von
Fv/Fn, die durch die zunehmende Photoinhibierung bei steigenden PPFDs [61,62] hervorgerufen
wird. Nichtsdestotrotz bleibt der Fv/Fn-Wert, &hnlich wie der F./Fn-Wert, unabhéngig von der
Akklimatisations-PPFD relativ hoch, sodass F./Fn bei 1436 pmol-m?2-s immer noch ca.
81,1 % des durchschnittlichen Ausgangswertes von 0,7485 betrégt.

AuBRerdem zeigen die experimentellen Daten in Abbildung 4.9.A, dass dem Einfluss der lichtin-
duzierten NPQ-Mechanismen im akklimatisierten Zustand keine erhebliche Rolle zugesprochen
werden kann. Die maximale Abweichung (bei 1436 pmol-m2-st) zwischen F./Fn und F./Fn
betragt ca. 11,36 %. Bis 746 pumol-m2-s* liegt diese Abweichung sogar stets unter 10 %. Dies
kann auch als eine Bestdtigung der Hypothese aus Abschnitt 2.5.3 gewertet werden, dass die
lichtinduzierten NPQ-Mechanismen, als Teil der Photoregulation, eher eine kurzfristige Zellre-
aktion darstellen und den langfristigen Anderungen der Umgebungsbedingungen hauptsachlich
durch die Photoakklimatisation entgegengewirkt wird. Bei der Betrachtung des metabolischen
Kosten-Nutzen-Verhaltnisses erscheint dieser Zusammenhang ebenfalls sinnvoll, da eine {ber-
maikige NPQ-Aktivitdt den Nutzen der LHC-RC-Komplexe reduziert, wéhrend die Synthese-
kosten (pro LHC-RC-Komplex) sich dadurch nicht dndern sollten. Demnach hatte eine durch-
weg hohe Aktivitat der photoprotektiven NPQ-Mechanismen einen ahnlich negativen Effekt auf
die Photosynthese bzw. das Zellwachstum wie eine vermehrte Photoinhibierung durch ROS
[61] und wiirde insgesamt zu niedrigeren ygrmn-Werten fithren.

Die beiden bisher vorgestellten Parameter F.,/Fn und Fy/Fr geben lediglich eine Auskunft tiber
die maximale Leistung des RCII im jeweiligen Akklimatisationszustand. Die tatsachliche bzw.
operative Leistung des RCII unter Lichteinfluss fallt jedoch (blicherweise geringer aus, da die
angeregten RClIs die absorbierte Lichtenergie zunéchst verarbeiten missen, sodass die Absorp-
tion weiterer Photonen durch bereits angeregte RCIIs nicht zur Photochemie, sondern zur Ener-
giedissipation beitragt (vgl. Abschnitt 2.6.3) [46]. Der Anteil der durch die LHCII-RCII-
Komplexe absorbierten Photonen, der unter den gegebenen Lichtbedingungen tatsachlich fir die
Photochemie genutzt wird, wird durch den Parameter Fq/Fn (vgl. Abbildung 4.9.B) definiert
[46,47]. Der Parameter Fq/Fn wird auch als die operative Effizienz bzw. Quantumausbeute von
RCII bezeichnet [46,47]. Wenn sich alle RCIIs unter den gegebenen Lichtbedingungen im
Grundzustand befinden wiirden, wiirde Fq/Fn dem Parameter F./Fn (vgl. Abbildung 4.9.A)
entsprechen [46]. Der Parameter F,/Fr, kann also ebenfalls als die operative RCII-Effizienz bzw.
Quantumausbeute unter der Voraussetzung, dass sich alle RClIs im Grundzustand befinden,
verstanden werden [46]. Die Messergebnisse in Abbildung 4.9.B bestétigen die in Abschnitt
4.1.1 aufgestellte Vermutung, dass bereits ab einer PPFD von etwa 119-193 pmol-m2-s** Ener-
gieverluste (vgl. Abbildung 4.2.A) bei der Photosynthese aufgrund von Riickstaueffekten an den
LHCII-RCII-Komplexen auftreten, obwohl noch keine Lichtséttigung des Zellwachstums er-
reicht ist (vgl. Abbildung 4.1.A). Bei den niedrigsten PPFDs von 39 und 57 umol-m-2-s* betragt
Fo/Fm jeweils 0,7128 +0,0051 und 0,7056 + 0,0037. Demnach ist in diesem PPFD-Intervall
keine eindeutige Abnahme der Effizienz aufgrund einer Akkumulation von angeregten LHCII-
RCII-Komplexen zu beobachten, was sich mit dem Ergebnis aus Abbildung 4.2.A deckt. Da-
nach nehmen die Fq¢/Fn-Werte stetig ab, bis zu einem Wert von 0,4181 + 0,0211 bei einer PPFD
von 1436 pmol-m2-s, Damit ist die operative RCII-Effizienz (F¢/Fm) bei 1436 pmol-m2-s?
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4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

etwa 31,13 % niedriger als die maximal mdogliche Effizienz unter diesen PPFD-Bedingungen
(Fv/Fn). Dies zeigt also deutlich, dass die steigende Akklimatisations-PPFD zu einer Akkumula-
tion angeregter LHCII-RCII-Komplexe und zu steigenden Energieverlusten an den photosynthe-
tischen Komplexen fiihrt. Es ist zudem interessant zu sehen, dass C. vulgaris scheinbar nicht in
der Lage ist, diese energetischen Verluste sowie die Akkumulation angeregter LHCII-RCII-
Komplexe durch Zellakklimatisation (vgl. Abschnitt 2.5.3) vollstandig zu vermeiden.

Die Akkumulation der angeregten LHCII-RCII-Komplexe wird in Abbildung 4.9.B durch die
beiden Parameter F¢/F, und q. quantifiziert. Der Parameter Fq/F, beschreibt das Verhéltnis
zwischen der operativen und maximalen RCII-Effizienz unter der gegebenen PPFD und ist
zudem nicht-linear mit dem Anteil der RCIls im Grundzustand verknupft [46,47]. Der Parame-
ter g. approximiert den Anteil der RCIlIs im Grundzustand, unter der Annahme, dass alle
LHCII-RCII-Komplexe eine energetische Verknipfung miteinander aufweisen (entsprechend
dem lake-Modell [293]; vgl. Abschnitt 4.3) [46,47]. Beide Parameter (Fq/Fy und q.) verhalten
sich qualitativ analog zu F¢/Fn und zeigen deutlich (vgl. Abbildung 4.6.B), dass durch anstei-
gende PPFDs, trotz der lichtabhangigen Akklimatisation von C. vulgaris, eine Akkumulation
von angeregten LHCII-RCII-Komplexen hervorgerufen wird, die zu Energieverlusten an jenen
Komplexen fuhrt und auf Rickstaueffekte innerhalb der photosynthetischen ETK hindeutet.
Uberraschenderweise deuten beide Parameter einen scheinbaren Anstieg des Anteils der RCIIs
im Grundzustand bei 1436 pmol-m2-s an. Aufgrund der groRen Messungenauigkeiten und der
allgemein hohen Schwankung der Werte in Abbildung 4.9.B, inshesondere im Falle von q, ist
eine eindeutige Aussage dartiber, ob es sich hierbei um eine Messschwankung oder einen tat-
séchlichen physiologischen Effekt handelt, kaum mdglich.

Weiterhin liefern die Parameter Fq¢/F, und q. einen Hinweis darauf, dass die LHCII-RCII-
Komplexe in C. vulgaris scheinbar stets iiberexprimiert werden, wobei die Uberexpression
dieser Komplexe insbesondere bei niedrigen PPFDs stark ausgeprégt zu sein scheint. Wie in
Abbildung 4.9.B eindeutig zu erkennen ist, ist, unabhangig von der Akklimatisations-PPFD, ein
groRRer Anteil der LHCII-RCII-Komplexe im quasi-stationdren Zustand nicht angeregt. Bei der
niedrigsten PPFD von 39 pmol-m=2-st sind laut dem Parameter q. ca. 82,58 % der LHCII-RCII-
Komplexe im Grundzustand. Bei der héchsten PPFD von 1436 pmol-m2-st sind es immer noch
ca. 47,37 % der vorhandenen LHCII-RCII-Komplexe. Ein moglicher Grund fiir diese Uberex-
pression konnte der Versuch der Mikroalgenzelle sein, mehrfache Lichtabsorption durch bereits
angeregte LHCII-RCII-Komplexe und die daraus resultierenden Energieverluste zu vermeiden.
Insbesondere im lichtlimitierten Bereich sollte es fiir die Mikroalgenzelle wichtig sein, das
absorbierte Licht mdglichst vollstandig und ohne Energieverluste zu verwerten. Aus den ge-
nannten Griinden erscheint die besonders starke Uberexpression der LHCII-RCII-Komplexe bei
geringen PPFDs sinnvoll und vorteilhaft.

Ergdnzend zu den vorgestellten Fluoreszenzmessungen wurden sogenannte OJIP-Transienten
[285,293], entsprechend der Durchfiihrung in Abschnitt 3.3.6.2, aufgenommen. Die experimen-
tell ermittelten OJIP-Transienten (eine beispielhafte OJIP-Transiente ist in Abbildung A.4.2 zu
sehen) wurden anhand des sogenannten JIP-Tests [287-293] ausgewertet. Die Auswertung
beschrankte sich jedoch nur auf die Parameter (vgl. Tabelle 3.4), die fir das in Abschnitt 4.3
vorgestellte Modell relevant sind. Die aus den OJIP-Transienten abgeleiteten Parameter sind in
der nachfolgenden Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abbildung 4.10:  Entsprechend dem JIP-Test (nach [293]) berechnete Parameter. (A) Dargestellt sind die maximale
RCII-Effizienz (¢p,0) und die normierten Wahrscheinlichkeiten, dass ein Elektron vom Qa zum Qs
(wer2) bzw. vom Qs zum RCI-Akzeptor (dre1) transportiert wird. (B) Die normierte Fléche Sy ent-
spricht der Anzahl der Reduktionen und Oxidation von Qa wéhrend der Aufzeichnung der OJIP-
Transienten (der halbe Flachenwert (Sm/2) ist proportional zur Anzahl der PQ-Molekiile) [293]. Die
abgebildeten Parameter wurden entsprechend dem Protokoll in Abschnitt 3.3.6.2 aus den OJIP-
Transienten abgeleitet (Beispielmesskurve in Anhang A.4 hinterlegt (sieche Abbildung A.4.2)). Die
Definitionen der Parameter sind Tabelle 3.4 zu entnehmen.

Die maximale Effizienz bzw. Quantenausbeute von RCII entspricht in Abbildung 4.10.A dem
Parameter ¢po [293], der sowohl qualitativ als auch quantitativ sehr gut mit dem Parameter
Fv/Fm in Abbildung 4.9.A Ubereinstimmt (nMBE betragt hierbei 1,57 %). Die Erfassung dieses
Parameters diente hauptsachlich der Bestatigung des Ergebnisses in Abbildung 4.9.A. Aufgrund
der guten Ubereinstimmung und der damit einhergehenden Bestatigung des Ergebnisses in
Abbildung 4.9.A, wird der Parameter gpo im Nachfolgenden nicht weiter erlautert.

Entsprechend der in [293] aufgefiihrten Definition steht der Parameter e, stellvertretend fiir
die Effizienz bzw. Wahrscheinlichkeit, dass ein zuvor im P680 angeregtes Elektron von Qa auf
Qs (vgl. Abbildung 2.3) Ubertragen wird. Die in Abbildung 4.10.A dargestellten wer2-Werte
wurden jeweils auf den Maximalwert von wer> normiert. Ebenso wurden die drei-Werte auf den
entsprechenden Maximalwert von drex normiert (vgl. Abbildung 4.10.A). Wie aus dem Verlauf
von wer, entnommen werden kann, scheint die Wahrscheinlichkeit der Elektronenibertragung
von Qa auf Qg mit steigender Akklimatisations-PPFD tendenziell zu sinken, wobei der maxima-
le Wert von wer2 entgegen der Tendenz bei 1436 pumol-m-2-s erfasst werden konnte. Aufgrund
der Wertschwankungen ist eine eindeutige Tendenz schwer festzulegen. Trotz einer méglichen,
geringfligigen Abnahme von wer. in Abhéngigkeit der Akklimatisations-PPFD kann vermutet
werden, dass der Elektronentransport zwischen Qa und Qg nur geringfiigig bis gar nicht durch
den lichtabhéangigen Akklimatisationszustand von C. vulgaris beeinflusst wird.

Beim Parameter Jre:r ist in Abbildung 4.10.A hingegen eine deutliche Anderung mit steigender
Akklimatisations-PPFD zu verzeichnen. Laut [293] beschreibt dre1 die Wahrscheinlichkeit bzw.
Effizienz, mit der die Elektronen von Qg auf die Elektronenakzeptorseite von RCI Ubertragen
werden. Ausgehend vom geringsten drei-Wert bei 39 umol-m-2-st steigt dre1 bis zur héchsten
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4.1 Charakterisierung der lichtabh&ngigen Akklimatisation von Chlorella vulgaris

Akklimatisations-PPFD von 1436 pmol-m2-s* um das 2,76-Fache an. Es wird davon ausgegan-
gen, dass eine Steigerung der Umsatzrate des limitierenden Schrittes innerhalb der photosynthe-
tischen ETK oder die Zunahme der PoolgréRRe von einer ETK-Komponente das Verhalten von
ore1 in Abbildung 4.10.A erkldren konnte. Innerhalb der photosynthetischen ETK (vgl. Abbil-
dung 2.3) gilt die Oxidation von PQH.-Molekiilen am Cyt bsf als der langsamste Reaktions-
schritt (vgl. Abschnitt 2.2.2) [1,58].

In Chlorophyta wurde bisher keine eindeutige, lichtabhdngige Variation der Stochiometrie der
Hauptbestandteile des Photosyntheseapparates (RCII, PQ-Molekiile, Cyt bef und RCI) beobach-
tet [1,105]. Deshalb erscheint es eher unwahrscheinlich, dass die lichtabhéngige Steigerung von
Sre1 in Abbildung 4.10.A durch eine Anderung der photosynthetischen ETK-Komponenten
zwischen RCII und RCI hervorgerufen wird. Vielmehr wird vermutet, dass eine lichtbedingte
Anderung auf der Elektronenakzeptorseite des RCI das beobachtete Verhalten von dge1 bedingt.

Inwieweit der NADP*-Pool, der in einer FNR-katalysierten Reaktion als Elektronenakzeptor
von reduzierten Fd-Molekdlen fungiert (vgl. Abbildung 2.4) [1,293], eine wichtige Rolle bei der
lichtabhéngigen Variation von dge1 einnimmt, ist nicht ganz klar. Die Inaktivierungsdauer von
FNR im Dunkeln ist stark speziesabhangig und kann einige Minuten bis eine Stunde betragen
[293]. Die Dunkeladaptation der C. vulgaris Zellen vor der Bestimmung der OJIP-Transienten
betrug stets 15 Minuten (vgl. Abschnitt 3.3.6.2). Es kann also nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass ein Teil des FNR-Pools wéhrend der Messung nicht inaktiviert war, wodurch
theoretisch ein Einfluss des NADP*-Pools auf die OJIP-Transiente und damit auch auf Jgex
moglich ware. Die Aktivierungsdauer vom inaktivierten FNR in Mikroalgen betrdgt tblicher-
weise wenige 100 ms [293]. Bei den in dieser Arbeit aufgezeichneten OJIP-Transienten wurde
das Fluoreszenzmaximum stets im Bereich von 103-201 ms erfasst, wobei keine PPFD-
abhangigen Tendenzen zu erkennen waren. Nach dem Fluoreszenzmaximum war immer eine
deutliche Abnahme im Fluoreszenzsignal zu verzeichnen (vgl. Abbildung A.4.2), was auf eine
Aktivierung der FNR-katalysierten Elektronenubertragung von reduzierten Fd-Molekdilen auf
NADP*-Molekiile in diesem Zeitrahmen hindeutet [324]. Die vergleichsweise geringe Aktivie-
rungszeit von FNR [293], die in dieser Arbeit beobachtet wurde, kdnnte ein Hinweis sein, dass
der FNR-Pool wéhrend der Dunkeladaptation der Mikroalgenzellen (vgl. Abschnitt 3.3.6.2)
nicht vollstandig inaktiviert wurde.

Ebenso wie FNR unterliegt auch die RuBisCO-Aktivitat einer lichtabhéngigen Regulation [1].
Unter Lichteinfall wird RuBisCO durch die Carbamylierung eines L-Lysins und die anschlie-
Rende Bindung eines Mg?* durch das entstehende Carbamat aktiviert [1,325]. Durch eine anhal-
tende Dunkelheit wird RuBisCO erneut inaktiviert, wobei die Dauer der Inaktivierung scheinbar
speziesabhangig ist [325]. In der Griinalge D. tertiolecta wurde beobachtet, dass nach einer etwa
15-mindtigen Dunkelphase immer noch etwa 60 % des gesamten RuBisCO im aktivierten
Zustand vorlagen, nach etwa 60 Minuten waren es immer noch Uber 40 % [325]. Ausgehend
davon ist anzunehmen, dass bei der Bestimmung der OJIP-Transienten in dieser Arbeit (vgl.
Abschnitt 3.3.6.2) ein erheblicher Teil von RuBisCO in aktivierter Form vorlag.

Es ist zudem bekannt, dass der RCII-spezifische RuBisCO-Gehalt in Mikroalgen mit steigender
Akklimatisations-PPFD zunimmt, was auch in einer hoheren RCII-spezifischen Umsatzrate der
photosynthetischen ETK resultiert [105,212]. Wie zuvor erldutert, ist, bedingt durch die experi-
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mentellen Bedingungen (vgl. Abschnitt 3.3.6.2), eher davon auszugehen, dass weder FNR noch
RuBisCO wahrend der Dunkelphase vollstandig inaktiviert wurden. Es kann daher vermutet
werden, dass die FNR- und RuBisCO-Aktivitét einen Einfluss auf den IP-Bereich der OJIP-
Transienten (siehe Beispiel in Abbildung A.4.2) und damit auch auf den OJIP-Parameter dre:
hatten. Da die RCII-spezifische Umsatzrate von RuBisCO mit der zunehmenden Akklimatisati-
ons-PPFD scheinbar steigt (wodurch auch der RCII-spezifische NADPH-Verbrauch steigen
sollte) [105,212], ist es denkbar, dass dadurch auch die Verfligbarkeit von NADP*-Molekiilen
als endgultige Elektronenakzeptoren von RCI (vgl. Abbildung 2.4) zunimmt. Dies kdnnte
wiederrum die Erklarung flr den lichtabhéngigen Anstieg von drex in Abbildung 4.10.A sein.
Aufgrund der unbekannten und maoglicherweise unterschiedlichen Aktivierungsgrade von FNR
[293] und RuBisCO [325] nach der Dunkelinkubation (vgl. Abschnitt 3.3.6.2) erscheint es
unwabhrscheinlich, dass der lichtabhangige Anstieg von dre1 quantitativ mit dem lichtabhangigen
Anstieg der RCII-spezifischen Umsatzrate von RuBisCO (bereinstimmt. Deshalb wird in die-
sem Fall der Anstieg von Jrex lediglich als ein qualitativer Hinweis darauf gedeutet, dass die
lichtbedingte RCII-spezifische RuBisCO-Umsatzrate auch in C. vulgaris moglicherweise zu-
sammen mit der Akklimatisations-PPFD steigt.

Neben den bisher vorgestellten Parametern wurde auch jeweils die normalisierte Flache zwi-
schen dem maximalen Fluoreszenzniveau der OJIP-Transienten und der OJIP-Transienten selbst
(siehe Abbildung A.4.2) bestimmt. Diese Flache ist in [293] als Parameter Sy, definiert. Es wird
angenommen, dass Sm proportional zur Anzahl der Reduktionen und Oxidationen eines Qa-
Molekiils wahrend der Aufzeichnung der OJIP-Transienten und damit proportional zur Anzahl
der PQ-Molekiile pro RCII sein sollte [293]. Da ein PQ-Molekl (bzw. ein Qg) zwei Elektronen
aufnehmen kann [1], wurde die Flache Sy halbiert, um die Anzahl der PQ-Molekiile pro RCII zu
erhalten. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.10.B zu sehen. Im PPFD-Intervall zwischen 39-
746 pmol-m2-st ist keine eindeutige Tendenz von Sy/2 zu erkennen. Die durchschnittliche
RClI-spezifische PQ-PoolgroRe betrdgt in diesem Bereich (aufgerundet) 8 und liegt damit
innerhalb der Literaturwerte fir C. vulgaris (5-20 PQ-Molekile pro RCII) [1,69,70]. Ab einer
Akklimatisations-PPFD von etwa 999 umol-m2-s? ist jedoch eine Steigerung der PQ-PoolgroRe
zu verzeichnen, bei der der PQ-Pool auf 10,8 £0,9 Molekile pro RCIlI anwéchst. Bei
1436 pmol-m2-st ist ein weiterer, noch deutlicherer Anstieg auf ca. 17 £ 1,7 PQ-Molekiile pro
RCII zu sehen. Ausgehend von den vorliegenden Daten bleibt unklar, was eine mogliche Ursa-
che fir dieses Verhalten darstellen kdnnte. Ein dhnliches Verhalten konnte bspw. in der Griinal-
ge D. tertiolecta nicht beobachtet werden [105]. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die
Zunahme der PQ-Poolgrofle bei den beiden hdochsten Akklimatisations-PPFDs (999 und
1436 pmol-m2-st) moglicherweise lediglich ein Messartefakt ist und nicht auf einen physiolo-
gischen Effekt zurlickzufuhren ist.

4.1.3 Einfluss der Photonenflussdichte auf die Zellkomposition

Wie bereits zuvor in den Abschnitten 2.3 und 2.4 dargelegt, hat die Photosynthese einen direk-
ten Einfluss auf das photoautotrophe Wachstum und damit auch auf die Zellzusammensetzung
von Mikroalgen [137]. Im Nachfolgenden wird untersucht, wie die Zellzusammensetzung von
C. vulgaris im stationdren Zustand in Abhéngigkeit der Akklimatisations-PPFD variiert. Hierzu
wurden die spezifischen Gehalte der makroskopischen Hauptbestandteile der Mikroalgenzelle
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bestimmt. Die daftr verwendete Analytik kann den Abschnitten 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4
entnommen werden. Es sei angemerkt, dass der BTM-spezifische Lipid- und Nukleotidgehalt
experimentell nicht erfasst und deshalb rein rechnerisch bestimmt wurden. Flr den Nukleo-
tidgehalt (RNS und DNS zusammengefasst) wurde, basierend auf der Literatur [140,151,162],
ein Protein-spezifischer Gehalt von 0,112 g-g* angenommen. Der jeweilige BTM-spezifische
Lipidgehalt wurde als der verbleibende Rest, nach Abzug der anderen BT M-spezifischen Gehal-
te, definiert. Die BTM-spezifischen Gehalte der Hauptzellkomponenten in Abhangigkeit der
Akklimatisations-PPFD sind in der nachfolgenden Abbildung 4.11 zu sehen.
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Abbildung 4.11:  Abhéngigkeit der Zellzusammensetzung vom lichtbedingten Akklimatisationszustand von C.
vulgaris. Dargestellt sind jeweils die BTM-spezifischen Gehalte der makroskopischen Zellbestandtei-
le. Zellkomponenten wie Mineralien, Vitamine und Sekundérmetabolite werden aufgrund ihres gerin-
gen Vorkommens zunéchst vernachléssigt [151]. Die BTM-spezifischen Gehalte der Lipide und Nuk-
leotide (gestrichelte Balken) wurden jeweils rechnerisch bestimmt.

Der experimentell ermittelte BTM-spezifische Proteingehalt liegt in einem Bereich zwischen
0,32-0,59 g-g* und ist damit im Bereich der Literaturwerte fiir C. vulgaris [6,130,134]. Der
BTM-spezifische Kohlenhydratgehalt liegt zwischen 0,19-0,49 g-g** und damit ebenfalls im
Rahmen der Literaturdaten [6,131]. Mit Werten zwischen 0,044-0,17 g-g** entspricht der be-
rechnete BTM-spezifische Lipidgehalt den Literaturwerten fir Mikroalgen, die unter optimalen
Bedingungen ohne Nahrstofflimitierungen wachsen [6,9,147]. Da die berechneten BTM-
spezifischen Lipidgehalte Gber den gesamten betrachteten PPFD-Bereich keine eindeutige
Tendenz aufweisen und eher im Bereich der experimentellen BTM-spezifischen Mindestli-
pidgehalte aus der Literatur (0,05-0,14 g-g* [6,9,147]) liegen, wird davon ausgegangen, dass
diese Fraktion hauptséchlich aus funktionalen bzw. strukturgebenden Lipiden (vgl. Anhang A.6)
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besteht. Die BTM-spezifischen Pigmentgehalte wurden bereits in Abschnitt 4.1.2.1 umfassend
diskutiert, es sei jedoch erwahnt, dass diese ebenfalls innerhalb der blichen Literaturwerte
liegen [6,140,162]. Der BTM-spezifische Nukleotidgehalt wurde, wie zuvor erwéhnt, ausge-
hend vom jeweiligen BTM-spezifischen Proteingehalt, bestimmt. Die ermittelten Werte flir den
BTM-spezifischen Nukleotidgehalt liegen im Rahmen von 0,035-0,065 g-g* und entsprechen
damit den gangigen Literaturdaten, die sich iblicherweise im Bereich unter 0,07 g-g* bewegen
[151,162]. Insgesamt kann festgehalten werden, dass alle bestimmten BTM-spezifischen Gehal-
te der Hauptbestandteile von C. vulgaris (vgl. Abbildung 4.11) gut mit den aufgefiihrten Litera-
turdaten (siehe auch Abschnitt 2.3) Gbereinstimmen und keine eindeutigen AusreilRer festzustel-
len sind.

Bei der Betrachtung von Abbildung 4.11 fallt auf, dass der BTM-spezifische Kohlenhydratge-
halt im PPFD-Bereich zwischen 39-57 umol-m-2-s nahezu konstant bleibt und im Mittel etwa
0,1984 + 0,0056 g-g* betragt. Ebenso bleiben die Gehalte der restlichen Zellbestandteile in
diesem Bereich nahezu unverdndert. Da sowohl der Kohlenhydratgehalt als auch der Lipidgeh-
alt in diesem PPFD-Intervall nahe den Mindestgehalten von jeweils 0,12-0,14 g-g™* (fir Koh-
lenhydrate) [6,131] und 0,05-0,14 g-g* (fir Lipide) [6,9,147] liegen, wird vermutet, dass die
gesamte Biomasse im betrachteten Bereich keine bzw. kaum Speicherstoffe (Starke und TAGs;
vgl. Anhang A.6) enthalt und demnach hauptsachlich funktionale bzw. aktive Biomasse darstel-
len sollte (vgl. Abschnitt 2.3). Unter Einbezug von ysrmn, aus Abbildung 4.2.A fallt auf, dass
der ysrmn-Wert im PPFD-Intervall von 39-57 umol-m2-s* nahezu konstant bleibt und in die-
sem Bereich durchschnittlich 1,043 + 0,062 g-mol betragt. Ein ahnliches Verhalten ist auch im
Falle der Parameter F./Fm, Fo/Fn und Fo/F, in Abbildung 4.9 zu erkennen. Es zeigt sich also,
dass C. vulgaris unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen (vgl. Abschnitt 3.2.1) im
Bereich zwischen 39-57 pmol-m2-s* mit nahezu konstanter, maximaler Effizienz wéachst. In
diesem PPFD-Bereich liegen die jeweiligen p-Werte zwischen 0,037-0,053 h* (vgl. Abbildung
4.1.A).

Ab einer PPFD von etwa 87 umol-m2-s? ist eine Zunahme des BTM-spezifischen Kohlenhyd-
ratgehaltes in Abbildung 4.11 zu verzeichnen. Die Zunahme des BTM-spezifischen Kohlenhyd-
ratgehaltes erfolgt bis zu einer PPFD von etwa 233-267 umol-m-2-s und pendelt sich dann bei
einem durchschnittlichen Maximalwert von 0,449 + 0,017 g-g? ein. Insgesamt verhalten sich
die Verlaufe des BTM-spezifischen Kohlenhydratgehaltes (vgl. Abbildung 4.11) und p (vgl.
Abbildung 4.1.A) ab 87 umol-m2-s* qualitativ gleich. Daraus lasst sich ableiten, dass die
Zunahme von p oberhalb von 0,065 h'* bzw. ab 87 pumol-m=-st scheinbar nicht mehr aus-
schlieRlich aus dem schnelleren Wachstum der aktiven Biomasse, sondern auch aus der ver-
starkten Akkumulation von Speicherkohlenhydraten resultiert.

Interessanterweise scheint die Akkumulation der Kohlenhydrate mit einer Abnahme der Wachs-
tumseffizienz einherzugehen. Wahrend die Parameter Fu/Frn, Fo/Fm und Fo/Fy (vgl. Abbildung
4.9), wie bereits zuvor erwéhnt, im Bereich von 39-57 pumol-m2-s nahezu unverandert hoch
bleiben, scheint zwischen 57 und 119 pmol-m2-s? (der Zustand bei 87 pmol-m2-s* wurde im
Rahmen dieser Messung nicht erfasst) eine Abnahme bei allen drei Parametern stattzufinden.
Eine noch deutlichere Abnahme der Werte von F./Fn, Fo/Fn und Fo/Fy ist ab einer PPFD von
193 pmol-m-2-s? feststellbar, die nahe der Lichtsattigung von p bei 233-267 pmol-m=2-st (vgl.
Abbildung 4.1.A) liegt.
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Ein ahnliches Bild ergibt sich im Falle der ygrwn-Werte, die ebenfalls im Bereich von 39-
57 umol-m=2.st (vgl. Abbildung 4.2.A) relativ konstant hoch bleiben und danach bis etwa
233 umol-m2-s* tendenziell geringfiigig abnehmen. Aufgrund der Messwertschwankungen von
Yetmne ZWischen 87-193 umol-m2-st (vgl. Abbildung 4.2.A) ist eine Quantifizierung der beo-
bachteten Abnahme von ygrmn, kaum maoglich. Ab dem Erreichen der Lichtsattigung bei 233-
267 pmol-m2-st ist auch im Falle von yarmn eine deutliche Reduktion in Abbildung 4.2.A zu
verzeichnen, dhnlich wie bei den Parametern Fy/Fn, Fo/Fm und Fo/F, in Abbildung 4.9.

Trotz der geringfligigen Abweichungen der aufgefiihrten Messergebnisse ergénzen sich diese
und deuten darauf hin, dass die Lichtausnutzung beim Wachstum der rein funktionalen bzw.
aktiven Biomasse scheinbar nahezu unverédndert maximal bleibt. Sobald die vermehrte Akku-
mulation von Kohlenhydraten eintritt, ist eine deutlichere Abnahme bei der Wachstumseffizienz
bzw. Lichtausnutzungseffizienz feststellbar. Beim Erreichen der Lichtsattigung sinkt die Effizi-
enz, mit der C. vulgaris das Licht fur das Zellwachstum nutzt, deutlich und nimmt mit steigen-
der Akklimatisations-PPFD weiterhin stetig ab. Da die Akkumulation von Speicherkohlenhyd-
raten einen Effekt auf die lichtspezifische Wachstumseffizienz von C. vulgaris zu haben scheint,
wird nachfolgend untersucht, was genau die Ursache fiir dieses Phanomen sein konnte.

Die verstarkte Akkumulation von Speicherstoffen wie Starke und TAGs wird in Mikroalgen
oftmals nach der Induktion einer Stickstofflimitierung beobachtet [6,15,35,130,150], wobei
jedoch auch hohe PPFDs die Speicherstoffakkumulation begtnstigen sollen [130,150]. Anders
als bspw. in [150], wurde in dieser Arbeit keine Stickstofflimitierung durch fehlenden Stickstoff
im Medium induziert. Mit der Menge des Stickstoffs im eingesetzten P-Medium (vgl. Abschnitt
3.1.1) sollten, entsprechend der Elementaranalyse von C. vulgaris [166], cerm im Bereich von
1,15-1,44 g-L* ohne eine Stickstofflimitierung erreichbar sein. Die Turbidostat-Kultivierungen
(vgl. Abschnitt 3.1.3) erfolgten mit deutlich geringeren csrw im Rahmen von 0,55 + 0,07 g-L?,
sodass stets ein Stickstoffiiberschuss vorhanden war. Es kann daher vermutet werden, dass
eventuell eine zelluldre Einschrankung im Mikroalgenmetabolismus zur vermehrten Akkumula-
tion von Speicherkohlenhydraten fuhrt, was im Nachfolgenden tberprift wird.

Aufgrund der Flachplattengeometrie der verwendeten Photobioreaktoren (vgl. Abbildung 3.1)
konnte kein Rihrer zur Durchmischung der Kultursuspension verwendet werden, sodass die
Durchmischung durch die Begasung realisiert werden musste. Deshalb musste eine hohe Bega-
sungsrate von 0,4 L-mint (vgl. Abschnitt 3.1.3) eingestellt werden, die jedoch zum partiellen
Austrag des eingesetzten NH.* gefiihrt hat. Jedoch konnte eine ausreichend hohe NH4*-
Konzentration gemessen werden, sodass eine Stickstofflimitierung ausgeschlossen werden
konnte. Nichtsdestotrotz war es nicht mdglich, die BTM-spezifische NH4*-Aufnahmerate (rnhs)
messtechnisch korrekt zu erfassen. Aus diesem Grund wurde rnna rechnerisch bestimmt. Hierzu
wurden die typischen Stickstoffgehalte der jeweiligen Zellkomponenten (wn,i; vgl. Anhang A.6),
der BTM-spezifische Gehalt der jeweiligen Zellkomponenten (w;; vgl. Abbildung 4.11) sowie
die entsprechenden p-Werte (vgl. Abbildung 4.1) herangezogen. Die Rate ryua kann dann wie
folgt berechnet werden:

u
TNH4 = P Z Wy, * Wi (4.4
14
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die nach Gleichung 4.4 berechneten ryus sind in Abbildung 4.12 gegen Irar aufgetragen. Zur
Berechnung der wyi-Werte in Tabelle 4.5 wurden die in Tabelle A.6.9 (siehe Anhang A.6)
aufgefuhrten Daten herangezogen. Es sei erwahnt, dass aufgrund der Berechnungsart von rywa,
diese Rate auch als die effektive NH4*-Verwertungsrate von C. vulgaris interpretiert werden
kann, die beschreibt, wie viel Gramm NH.* stindlich fir den Aufbau von einem Gramm BTM
verwertet werden.

Tabelle 4.5:  Auflistung der Stickstoffgehalte der hauptsachlichen Zellkomponenten in C. vulgaris.

Zellkomponente wn,i [9-9Y
Proteine 0,1512
Kohlenhydrate (funktional) 0
Kohlenhydrate (Speicher) 0
Lipide (funktional) 0,0055
Lipide (Speicher) 0
Chlorophyll a 0,0628
Chlorophyll b 0,0618
Carotinoide (photoprotektiv) 0
Nukleotide 0,1629
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Abbildung 4.12:  Berechnete BTM-spezifische NH4*-Aufnahmeraten von C. vulgaris in Abhangigkeit der PPFD.
Die Werte wurden unter der Annahme berechnet, dass die vorhandenen Lipide zur Gruppe der funkti-
onalen Lipide gehdren. Die Stickstoffgehalte der jeweiligen Zellkomponenten i (wn,i) wurden mithilfe
der in Anhang A.6 aufgefiihrten Tabelle A.6.9 berechnet. Die Werte fir p und die jeweiligen BTM-
spezifischen Gehalte der Zellkomponenten i (wi) sind Abbildung 4.1.A und Abbildung 4.3 zu ent-
nehmen.

Wie in Abbildung 4.12 deutlich zu erkennen, ist ryus bereits ab einer PPFD von 87 pmol-m2-s?
gesattigt. Der berechnete Maximalwert von ryus betragt ca. 0,0087 +0,0002 g-g*-h't. Dieses
Ergebnis impliziert, dass das Wachstum der aktiven Biomasse von C. vulgaris im akklimatisier-
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ten Zustand, zumindest unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen mit einer hohen CO.-
Konzentration im Zugas von 2 % (v/v) (vgl. Abschnitt 3.2.1), nicht durch die CO»-Fixierung,
sondern scheinbar durch ryua limitiert wird. Trotz der vollstdndigen Auslastung von ryns ab
etwa 87 pmol-m=2-st (vgl. Abbildung 4.12) nimmt das Zellwachstum von C. vulgaris weiterhin
bis etwa 233-267 pumol-m2-st zu, wie aus Abbildung 4.1.A ersichtlich wird. Wie bereits zuvor
erlautert, resultiert die zusatzliche Zunahme des Zellwachstums zwischen 87-233 bzw.
267 umol-m-2-s* wahrscheinlich aus der verstarkten Akkumulation von Speicherkohlenhydra-
ten. Da eine Akkumulation allgemein durch die Differenz eines Zufluss- (CO»-Fixierung im
Calvin-Zyklus; vgl. Abschnitt 2.2.3) und Abflussterms (Nutzung des fixierten Kohlenstoffs im
Anabolismus sowie fur die mitochondriale Respiration; vgl. Abschnitte 2.3 und 2.4) beschrie-
ben wird, ist bei der beobachteten Netto-Akkumulation von Kohlenhydraten davon auszugehen,
dass der Zuflussterm ab etwa 87 umol-m=2-s? (berproportional zum Abflussterm ansteigt.
Dieses Ergebnis scheint also die zuvor aufgestellte Vermutung, dass eine intrazellulare metabo-
lische Limitierung die Kohlenhydratakkumulation bewirkt, zu bestétigen.

Da das Wachstum der aktiven Biomasse von C. vulgaris scheinbar nicht beeintrachtigt, sondern
lediglich ausgelastet wird, entsteht die Frage, warum das zusétzliche Wachstum im lichtlimitier-
ten Bereich durch die vermehrte Akkumulation von Kohlenhydraten mit einer verringerten
lichtspezifischen Wachstumseffizienz einhergeht. Bei der alleinigen Betrachtung der zentralen
Stoffwechselwege bleibt unklar, warum die Starkesynthese im Chloroplasten aus energetischer
Sicht weniger effizient sein sollte als die Synthese anderer Zellbestandteile [113,129]. Eine
Erklarung fur die scheinbar durch Starkeakkumulation abnehmende Wachstumseffizienz konnte
sein, dass die nahezu konstant hohe Wachstumseffizienz zwischen 39-57 umol-m=2-st (vgl.
Abbildung 4.2.A) mdglicherweise nur ein Messartefakt ist und die Effizienz im lichtlimitierten
Bereich eigentlich durchgehend sinkt. Gleiches gilt fur die Fluoreszenzparameter in Abbildung
4.9.B, wo ebenfalls nicht eindeutig klar wird, ob die operativen Parameter im Bereich von 39-
57 umol-m2-s* konstant bleiben oder doch eher tendenziell abnehmen. Es kann jedoch auch
nicht ausgeschlossen werden, dass die Starkeakkumulation im Chloroplasten tatsachlich einen
Einfluss auf die lichtabhangige Wachstums- bzw. Photosyntheseeffizienz hat. Es konnte bereits
mehrfach in C. vulgaris beobachtet werden, dass die vermehrte Akkumulation von Kohlenhyd-
raten im Chloroplasten eine deutliche Anderung in der Zell- bzw. Chloroplastenmorphologie
bewirkt [133,146], die sich im Umkehrschluss auf die Wachstums- bzw. Photosyntheseeffizienz
auswirken koénnte. Nichtsdestotrotz bleibt im hier untersuchten Fall unklar, wie genau sich eine
solche Anderung in der Zell- bzw. Chloroplastenmorphologie auf die lichtbedingte Wachstums-
bzw. Photosyntheseeffizienz auswirken wiirde. Hierbei besteht also weiterer Forschungsbedarf.

Trotz der Tatsache, dass die Limitierung des Wachstums der aktiven Biomasse von C. vulgaris
durch die Starkeakkumulation Gberlagert wird, was insgesamt héhere p ermdglicht, scheint das
Zellwachstum der gesamten Biomasse ab etwa 233-267 umol-m2-s* lichtgesattigt zu sein und
Mmax ZU erreichen (vgl. Abbildung 4.1.A). Ab dem Lichtsattigungspunkt ist auch keine eindeuti-
ge Zunahme des BTM-spezifischen Kohlenhydratgehaltes mehr zu verzeichnen (vgl. Abbildung
4.11). Im Gegensatz dazu ist dies der Punkt, ab dem eine eindeutige Reduktion sowohl von
Yermne (vgl. Abbildung 4.2.A) als auch der Fluoreszenzparameter F/Fn, Fo/Fm und Fo/F, (vgl.
Abbildung 4.9.B) zu sehen ist, was auf erhebliche Energieverluste ab der Lichtsattigung des
Wachstums von C. vulgaris hindeutet. In [265] wird unterstellt, dass die endliche ProteomgroRe
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letztendlich die Obergrenze fiir das photoautotrophe Wachstum setzt (vgl. Abschnitt 2.6.4).
Dieser Aspekt wurde bereits in Abschnitt 4.1.2.1 in Bezug auf den lichtabhéngigen Verlauf der
BTM-spezifischen Pigmentgehalte aufgegriffen und diskutiert. Nachfolgend soll dieses Konzept
fiir den Fall von C. vulgaris weiterflihrend untersucht werden.

Ein deutlicher Hinweis dafir, dass C. vulgaris tatsachlich nicht in der Lage ist, die Grolze des
Proteoms zu erhéhen, ware ein konstanter BTM-spezifischer Proteingehalt. Wie in Abbildung
4.11 jedoch eindeutig zu sehen ist, sinkt der Proteingehalt ab einer PPFD von 87 pmol-m=2-s,
Mdglicherweise kann die dort beobachtete Reduktion des BT M-spezifischen Proteingehaltes auf
die Akkumulation von Starke und nicht zwangslaufig auf eine tatsachliche Reduktion der abso-
luten Proteinmenge zurtickgefuhrt werden. Um dies zu uberpriifen, wurden die Gber den BTM-
spezifischen Mindestgehalt von 0,1984 g-g* (vgl. Abbildung 4.11) akkumulierten Speicherkoh-
lenhydrate herausgerechnet und der Proteingehalt nur auf die aktive bzw. funktionale Biomasse
bezogen. Gleiches Vorgehen erfolgte im Falle der Pigmente, um sehen zu kdnnen, ob deren
BTM-spezifischer Gehalt ebenfalls nur scheinbar durch die Akkumulation von Speicherkohlen-
hydraten sinkt. Die auf die aktive Biomasse bezogenen Gehalte der Proteine sowie Pigmente
sind in der nachfolgenden Abbildung 4.13 dargestellt.
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Abbildung 4.13:  Berechnete Protein- und Pigmentgehalte bezogen auf die aktive bzw. funktionale Biomasse von
C. vulgaris. Bei der Berechnung der Gehalte wurde angenommen, dass jegliche tiber den Gehalt von
0,1984 g-g* akkumulierten Kohlenhydrate den Speicherkohlenhydraten zuzurechnen sind und die
restliche Biomasse die funktionale Biomasse darstellt.

In Abbildung 4.13 ist zu erkennen, dass eine Steigerung der absoluten Proteinmenge in C.
vulgaris unabhangig vom lichtbedingten Akklimatisationszustand nicht stattfindet. Zwischen
119 und 193 pmol-m-2-s? ist sogar eine deutliche Abnahme der Proteinmenge zu sehen, die sich
schlieBlich bei einem auf die aktive Biomasse bezogenen Gehalt von ca. 0,4929 +0,0452 g-g*
einpendelt. Dementsprechend kann angenommen werden, dass C. vulgaris tatséchlich nicht in
der Lage ist, die ProteomgrofRe in Abhangigkeit des Akklimatisationszustandes zu steigern.
Durch die limitierte ProteomgroRe ist die Mikroalgenzelle gezwungen, die Steigerung einer
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Proteinfraktion durch die zeitgleiche Reduktion der anderen Proteinfraktionen zu kompensieren
[265] (vgl. Abschnitt 2.6.4). Entsprechend den Literaturangaben [151,258,265] determiniert
letztendlich die spezies- und bedingungsabhangige Allokation des endlichen Proteoms pmax, Was
auch im Falle von C. vulgaris zutreffen dirfte (vgl. Abbildung 4.13). Woraus die mdgliche
Abnahme des Proteingehaltes in Abbildung 4.13 resultiert, bleibt aus den gegebenen Daten
unklar. Da eine deutliche Abnahme des Chlorophyllgehaltes stattfindet (vgl. Abbildung 4.13),
ist auch mit einer Abnahme der LHC-RC-Komplexe zu rechnen (vgl. Abbildung 4.14). Da die
Thylakoidmembranen im Vergleich zu anderen Membranen eine enorm hohe Dichte an Pro-
teinkomplexen aufweisen [75,77], ist es vorstellbar, dass bei einer Reduktion der LHC-RC-
Komplexe innerhalb der Thylakoidmembran die Proteinfraktionen nicht um den gleichen Betrag
gesteigert werden, da nicht die gleichen Proteindichten auerhalb der Thylakoidmembran er-
reicht werden kénnen. Ob das jedoch tatsachlich so ist und was die genaue Ursache dafiir ware,
kann an dieser Stelle nicht endgultig geklart werden. Es besteht auch die Mdglichkeit, dass die
beobachtete Abnahme des auf die aktive Biomasse bezogenen Proteingehaltes in Abbildung
4.13 lediglich das Resultat der Messwertschwankungen der jeweiligen urspringlichen Gehalte
(vgl. Abbildung 4.11) ist und somit nicht durch ein physiologisches Phdnomen begriindet ist.

Bei der ergadnzenden Betrachtung des auf die aktive Biomasse bezogenen Pigmentgehaltes in
Abbildung 4.13 fallt zunéchst auf, dass dieser im Bereich zwischen 39-199 pmol-m2-s* nur
geringfligig abnimmt, was sich ab 193 pmol-m-2-s (etwa ab dem Erreichen der Lichtsattigung
von Y; vgl. Abbildung 4.1) deutlich andert. Ab 193 pmol-m2-s? ist, &hnlich wie beim entspre-
chenden Proteingehalt in Abbildung 4.13, eine sprunghafte Reduktion des Gehaltes aller darge-
stellten Pigmente zu verzeichnen. Interessanterweise nehmen ab 193 umol-m2-st die Gehalte
von Chla und Chlb stetig mit steigender Akklimatisations-PPFD ab, wahrend der Car-Gehalt
scheinbar stagniert (vgl. Abbildung 4.13). Dementsprechend kann die beobachtete Reduktion
des BTM-spezifischen Chlorophyllgehaltes in Abbildung 4.3 (und auch in Abbildung 4.11)
nicht nur auf die Akkumulation von Speicherkohlenhydraten, sondern auch auf eine aktive
Anpassung des Chlorophyllgehaltes seitens C. vulgaris zurlickgefuhrt werden. Im Falle des Car-
Gehaltes ist es weniger eindeutig, ob dieser tatsdchlich aktiv mit steigender Akklimatisations-
PPFD reduziert wird, da sich der Gehalt ab 193 pmol-m2-s** kaum verandert (vgl. Abbildung
4.13). Tendenziell ist jedoch eine geringfiigige Abnahme des Car-Gehaltes ab 193 pmol-m2-s’!
feststellbar (um etwa 14,9 % zwischen 193 und 1436 pumol-m-2-s?). Insgesamt kann festgehalten
werden, dass die Pigmentgehalte im PPFD-Bereich zwischen 39-1436 pmol-m2-s wahrschein-
lich nicht nur passiv durch die vermehrte Kohlenhydratakkumulation (vgl. Abbildung 4.11)
abnehmen, sondern aktiv von C. vulgaris herunterreguliert werden, wobei die jeweilige Ab-
nahme von Chla (ca. 84,3 %) und Chlb (ca. 91,4 %) deutlicher ausféllt als die Abnahme von Car
(ca. 55,1 %). Zusatzlich lasst sich daraus ableiten, dass auch der Anteil der photosynthetischen
Proteine am Gesamtprotein mit steigender PPFD abnehmen muss, da die Chlorophylle stets in
Komplexen mit Proteinen (LHC-RC-Komplexe) vorliegen [140]. Zur Quantifizierung der LHC-
RC-Anteile am Gesamtprotein wurden die jeweiligen BTM-spezifischen LHC-RC-Anzahlen
(siehe Abbildung 4.5), LHC-RC-KomplexgroRen (siehe Abbildung 4.4.B), die Molekularge-
wichte der jeweiligen photosynthetischen Proteinkomplexe (vgl. Anhang A.7) sowie der BTM-
spezifische Gesamtproteingehalt (siehe Abbildung 4.11) herangezogen. Die so ermittelten
Massenanteile der beiden LHC-RC-Komplexe am Gesamtprotein von C. vulgaris sind in Abbil-
dung 4.14 gegen die Akklimatisations-PPFD sowie u aufgetragen.
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Proteinkomplexe am Gesamtprotein in Abhéngigkeit der PPFD. (A) Auftragung der Daten gegen die
Akklimatisations-PPFD. (B) Auftragung der Daten gegen p.

Wie aus Abbildung 4.14.A ersichtlich wird, bewegt sich der kumulative Massenanteil beider
LHC-RC-Komplexe am Gesamtprotein einer C. vulgaris Zelle im untersuchten PPFD-Bereich
(39-1436 pmol-m2-s1) zwischen 6,28-29,23 %. Damit ist eine gute Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Literaturwerten gegeben, die im Bereich von 4-40 % fir den Anteil der photosyn-
thetischen Komplexe am Gesamtprotein einer Mikroalgenzelle liegen [126,140,151]. Ebenso
stimmt der qualitative Verlauf des LHC-RC-Anteils am Gesamtprotein in Abbildung 4.14.A mit
den bisherigen Ergebnissen aus der Literatur Gberein, die besagen, dass der LHC-RC-Anteil am
Gesamtprotein mit abnehmenden Akklimatisations-PPFDs zunimmt und sich umgekehrt im
Falle zunehmender Akklimatisations-PFFDs verhalt [126,151,270]. Dies kann als eine weitere
Bestatigung (siehe auch Abschnitt 4.1.2.2) fur die Plausibilitat der in Abschnitt 3.4.2 vorgestell-
ten Methode zur Berechnung der lichtabhéngigen LHC-RC-KomplexgréRen sowie der darauf
basierenden Berechnungen betrachtet werden.

Weiterhin war es von Interesse zu ermitteln, welcher Zusammenhang zwischen dem Massenan-
teil der LHC-RC-Komplexe und p besteht (vgl. Abbildung 4.14.B). In [265] wurde, ausgehend
von dem Konzept der bedingungsabhangigen Optimierung der Allokation eines endlichen
Proteoms (vgl. Abschnitt 2.6.4), ein Modell vorgestellt, das die Proteomallokation im Fall des
photoautotrophen Wachstums beschreibt. Das vorgestellte Modell [265] basiert urspriinglich auf
einem Modell, dass die bedingungsabhangige Proteomallokation in heterotrophen Mikroorga-
nismen beschreiben soll [269]. Ohne die Bestéatigung durch experimentelle Daten wurde dabei
eine nahezu lineare Abhangigkeit der einzelnen Proteinfraktionen von [ festgestellt [265]. Die
Fraktion der LHC-Proteine sank hierbei mit steigender ., wéhrend die Fraktion der Komponen-
ten der photosynthetischen ETK (exklusive der LHC-Komplexe) sowie die Fraktion der ribo-
somalen Proteine, die fiir die Translation zustidndig sind und damit zum Zellwachstum beitra-
gen, mit zunehmender p ebenfalls zunahmen [265]. In [151] haben die Autoren, ebenso
aufbauend auf dem Konzept der optimalen Allokation eines begrenzten Proteoms (vgl. Ab-
schnitt 2.6.4), den LHC-Anteil am Gesamtprotein als eine lineare Funktion von p modelliert. In
diesem Modellen sinkt der LHC-Anteil am Gesamtprotein mit steigender p (bzw. Akklimatisa-
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tions-PPFD), wéhrend der Proteinanteil der Ribosomen linear mit p ansteigt [151]. Eine solche
lineare Abhéangigkeit des Anteils der photosynthetischen Komplexe am Gesamtprotein von p
kann in Abbildung 4.14.B nicht festgestellt werden. Ein qualitativ ahnlicher Verlauf der photo-
synthetischen Proteinfraktion wie in Abbildung 4.14.B konnte in [270] fur Synechocystis spp.
beobachtet werden. In Bezug auf die Modellierungsergebnisse und die experimentellen Ergeb-
nisse von [151] sei erwahnt, dass aus den experimentellen Daten fiir Synechocystis spp. im
Bereich von p = 0,035-0,052 h! (umgerechnet aus den Daten der Autoren [151]) nicht zwangs-
laufig eine lineare Abnahme des LHC-Anteils am Gesamtprotein in Abhéangigkeit von p er-
kennbar ist. Aufgrund der Schwankungen der experimentellen Daten in [151] ist eine endgliltige
Aussage Uber den dort beobachteten p-abhangigen Verlauf des LHC-Anteils am Gesamtprotein
insgesamt schwierig zu treffen. Im Gegensatz dazu besteht in [151] eine lineare Abhédngigkeit
zwischen dem Anteil der Ribosomen am Gesamtprotein und . In der Vergangenheit konnte,
anders als bei heterotrophen Mikroorganismen [126], kein eindeutig linearer Zusammenhang
zwischen dem RNS-Gehalt der phototrophen Mikroorganismen und p festgestellt werden [140-
143]. Da die RNS etwa 65 % der Masse eines Ribosoms ausmacht [140], ist davon auszugehen,
dass beim photoautotrophen Wachstum zwischen dem Anteil der Ribosomen am Gesamtprotein
und p keine lineare Abhéngigkeit bestehen sollte, wofiir ebenfalls die experimentellen Daten
von [270] sprechen. Es zeigt sich also, dass erhebliche Widerspriche zwischen den einzelnen
Literaturquellen [151,258,265,270] bestehen und es einen weiteren Bedarf an experimentellen
Daten gibt, um endgltige Aussagen tber den Zusammenhang zwischen den einzelnen Protein-
fraktionen und p treffen zu kénnen. Je nach Literaturquelle erscheint der in Abbildung 4.14.B
dargestellte p-abhéngige Verlauf der LHC-RC-Proteinfraktion entweder als plausibel [258,270]
oder weniger plausibel [151,265]. Dementsprechend kann die Plausibilitat der Methode zur
Approximation der LHC-RC-KomplexgréRen aus den Chlorophylldaten (vgl. Abschnitt 3.4.2)
anhand der in diesem Absatz dargelegten Literaturergebnisse nicht durchweg bestétigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Zellwachstum von C. vulgaris bei niedrigen PPFDs
bis etwa 57 pmol-m2-s'* der Zunahme der funktionalen bzw. aktiven Biomasse zugesprochen
werden kann. Bei héheren PPFDs erfolgt, aufgrund der Auslastung von ryus, eine zusatzliche
Akkumulation von Speicherkohlenhydraten, was zwar insgesamt ein héheres Umax ermaglicht,
aber simultan mit EinbulRen bei der lichtspezifischen Wachstumseffizienz einhergeht. Ebenso
wie auch andere Mikroorganismen, ist C. vulgaris scheinbar nicht in der Lage, das Proteom in
seiner Gesamtheit zusatzlich zu steigern. Tendenziell nimmt die ProteomgroRe sogar mit stei-
gender Akklimatisations-PPFD ab. Dies erfordert eine Optimierung der Allokation einzelner
Proteinfraktionen in Abhangigkeit der Umweltbedingungen, was wahrscheinlich die Obergrenze
fur das maximal mégliche Zellwachstum von C. vulgaris determiniert. Es hat sich auch gezeigt,
dass C. vulgaris die Pigmentgehalte in Abhéangigkeit des lichtbedingten Akklimatisationszu-
standes tatsachlich variiert und die beobachtete Abnahme der Pigmentgehalte mit zunehmender
PPFD nicht ausschlielich auf eine Verdunnung durch ansteigenden Kohlenhydratgehalt zu-
riickzufihren ist. Eine lineare Abhéngigkeit des LHC-RC-Anteils am Gesamtprotein von p
konnte im Falle von C. vulgaris nicht festgestellt werden. Basierend darauf ist tendenziell davon
auszugehen, dass auch der Anteil der Ribosomen am Gesamtprotein in C. vulgaris sich nicht
linear zu p verhdlt. Die genauen Grinde fiir dieses Verhalten kénnen aus den vorliegenden
Daten nicht abgeleitet werden. In Abschnitt 4.4 wird, zundchst qualitativ und modellbasiert,
untersucht, welche Konsequenzen die alleinige Implikation eines endlichen Proteoms in Bezug
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auf die einzelnen Fraktionen innerhalb des Photosyntheseapparates bzw. innerhalb einer PSU
(vgl. Abschnitt 4.3) mit sich bringt.

4.2 Charakterisierung des Einflusses der CO;-
Verfiigbarkeit auf Chlorella vulgaris

In den folgenden Abschnitten wird Uberprift, ob die CO,-Fixierung in C. vulgaris auch unter,
im Vergleich zum atmosphérischen CO2-Gehalt (0,04 % (v/v) [116]), hohen CO2-Gehalten im
Zugas (0,2-2 % (v/v)) die maximale Photosyntheseleistung unter nahrstoffgesattigten Bedin-
gungen determiniert. Zudem soll geklart werden, ob die Lichtsattigung von p in C. vulgaris
(vgl. Abbildung 4.1) durch die Auslastung des CO»-Fixierungsapparates hervorgerufen wird.
Ebenso wird, erganzend zu den Untersuchungen der lichtabhéngigen Akklimatisation in Ab-
schnitt 4.1, das CO»-abhé&ngige Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris untersucht.

4.2.1 Untersuchung der Limitierung der maximalen
Photosyntheseleistung von Chlorella vulgaris

In diesem Abschnitt wird untersucht, ob im Bereich der industriell relevanten Gehalte von 1-
2% (viv) CO; im Zugas [120] die COj-Fixierung im Calvin-Zyklus (vgl. Abschnitt 2.2.3),
ebenso wie unter den atmosphérischen Bedingungen mit einem CO.-Gehalt von etwa
0,04 % (v/v) [116], die maximale Leistungskapazitat des Photosyntheseapparates von C. vulga-
ris im lichtgeséttigten Bereich bestimmt und damit die maximal erreichbare Photosyntheserate
definiert (vgl. Abschnitt 2.2.3).

Bei der Betrachtung der Zeitkonstanten der photosynthetischen Reaktionsschritte, inklusive der
COgy-Fixierung im Calvin-Zyklus, (vgl. Abschnitt 2.2) fallen zwei Reaktionen aufgrund ihrer
besonders hohen Zeitkonstanten auf. Innerhalb der photosynthetischen ETK bildet die Oxidati-
on von PQH2-Molekiilen am Cyt bsf mit Zeitkonstanten im Bereich von 3-5 ms die langsamste
Reaktion (vgl. Abschnitt 2.2.2) [58]. Ausgehend von der Literatur [1,114,118,119] wird zu-
nachst angenommen, dass die Reaktion von RuBisCO die Geschwindigkeit der CO»-Fixierung
im Calvin-Zyklus limitiert. Die Zeitkonstanten der CO»-Fixierung durch RuBisCO liegen zwi-
schen 9-104 ms pro fixiertes CO2-Molekil bzw. 2-26 ms pro prozessiertes Elektron aus dem
LEF? (vgl. Abschnitt 2.2.3) [117,118]. Besonders haufig liegt diese Zeitkonstante im Bereich
von 10 ms pro prozessiertes Elektron [117]. Unter der Berlicksichtigung, dass in Griinalgen
etwa 1,3-1,8 Cyt bsf pro RCII [105] vorhanden sind, miissten etwa 2,6-5,9 RuBisCO pro RCII
vorliegen (unter der Annahme einer RuBisCO-Zeitkonstanten von 10 ms), um nicht limitierend
zu wirken. Ein solch hohes RuBisCO/RCII-Verhdltnis wird eher in Zellen beobachtet, die an
sehr hohe PPFDs akklimatisiert sind [105]. Demnach ist es wahrscheinlich, dass innerhalb des
gesamten Photosyntheseapparates (inklusive der Komponenten des Calvin-Zyklus) die RuBis-

2 Da pro fixiertes CO2-Molekiil vier Elektronen durch den LEF transferiert werden missen (vgl. Abschnitt 2.2.2), ist
die angegebene Zeitkonstante fiir vom RuBisCO prozessierten Elektronen viermal kleiner als die Zeitkonstante fiir
die Fixierung eines CO2-Molekiils durch RuBisCO.
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CO-katalysierte Carboxylierung tatsachlich den limitierenden Reaktionsschritt unter lichtsatti-
genden Zusténden darstellt.

In der Literatur besteht bisher der Konsens, dass die Kinetik von RuBisCO unter atmosphari-
schen CO-Bedingungen die maximale Photosyntheserate im lichtgesattigten Bereich der PI-
Kurve (vgl. Abbildung 2.7) definiert [1,105,114-116] (vgl. Abschnitt 2.2.3). Die bei Mikroal-
genkultivierungen in Photobioreaktoren typischerweise eingestellten CO»-Gehalte liegen jedoch
deutlich lber dem atmospharischen CO,-Gehalt [116,120] (vgl. Abschnitt 2.5). Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten CO,-Gehalte von 0,2, 1 bzw. 2 % (v/v) sind jeweils um das 5-, 25-
bzw. 50-Fache hoher als der aktuelle CO2-Gehalt in der Atmosphare [116]. Aufgrund dieser
unnatirlich hohen CO,-Gehalte im Zugas kann nicht pauschal ausgeschlossen werden, dass ein
der CO»-Fixierung nachgeschalteter Reaktionsschritt im Metabolismus die maximale photosyn-
thetische Leistungskapazitat tiber eine Riickkopplung bestimmt.
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Abbildung 4.15:  Einfluss einer plétzlichen Absenkung des CO2-Gehaltes im Zugas auf die Photosynthesekinetik
von C. vulgaris. Die C. vulgaris Zellen wurden jeweils an 235,45 pmol-m2-s und 2 % (v/v) COz im
Zugas akklimatisiert (vgl. Abschnitt 3.1.3) und anschlieRend bei den in der Legende angegebenen
CO.-Gehalten im Zugas entsprechend dem Protokoll in Abschnitt 3.3.5.2 vermessen.

Zur Uberpriifung, ob die Kinetik von RuBisCO die maximale Photosyntheseleistung, auch im
Bereich der CO,-Gehalte von 0,2-2 % (v/v), in C. vulgaris bestimmt, wurden die C. vulgaris
Zellen zunachst bei 2 % (v/v) CO; im Zugas und einer konstanten Akklimatisations-PPFD von
ca. 235 umol-m2-st in Flachplatten-Photobioreaktoren (vgl. Abschnitt 3.1.3) fiir mindestens
72 h kultiviert und dementsprechend an die genannten Bedingungen akklimatisiert. Die Leis-
tungskapazitdt des gesamten Photosyntheseapparates in einem bestimmten Akklimatisationszu-
stand lasst sich mithilfe der sogenannten nicht-akklimatisierten bzw. schnellen PI-Kurven
ermitteln [157] (vgl. Abschnitt 2.5.1). In Anlehnung an das Minimumgesetz [2,23], wurde
angenommen, dass eine plétzliche Minderung der CO»-Verfligbarkeit zu einer Abnahme der

111



4 Ergebnisse und Diskussion

maximalen Photosyntheserate filhren sollte, falls die RuBisCO-Kinetik unter den betrachteten
CO;-Bedingungen im lichtgesattigten Bereich limitierend wirkt. Bei einer nachgeschalteten
Limitierung im Metabolismus ware zu erwarten, dass eine plotzliche Abnahme des CO--
Gehaltes von 2 % (v/v) auf 1 oder 0,2 % (v/v) keine Anderung der maximalen Photosynthesera-
te bewirkt. Bedingt durch die plotzliche Anderung des CO,-Gehaltes (vgl. Abschnitt 3.2.2) und
die vergleichsweise kurzen Messzeitrdume bei der Erfassung der schnellen PI-Kurven (vgl.
Abschnitt 3.3.5.2) kann vereinfacht angenommen werden, dass die untersuchten C. vulgaris
Zellen stets den gleichen Akklimatisationszustand aufwiesen. Dies wird vor allem dadurch
begriindet, dass die Zellakklimatisation typischerweise auf deutlich langeren Zeitskalen ablauft
als die durchgefiihrten Messungen im geringen Minutenbereich (vgl. Abschnitte 2.5.3 und
3.3.5.2). Das CO;-abhangige Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris wird im nachfolgenden
Abschnitt 4.2.3 naher untersucht. Die aus diesem Versuchsansatz resultierenden PI-Kurven sind
in Abbildung 4.15 dargestellt.

Wie in Abbildung 4.15 zu erkennen ist, bewirkt eine plétzliche Absenkung des CO,-Gehaltes
im Zugas eine deutliche Reduktion der maximalen Photosyntheserate im lichtgeséttigten Be-
reich zwischen 400-1200 pmol-m=2-s, Trotz der Tatsache, dass der CO,-Gehalt von 1 % (v/v)
immer noch das 25-Fache des atmospharischen CO,-Gehaltes betrégt [116], bewirkt die Reduk-
tion des CO»-Gehaltes von 2 auf 1 % (v/v) eine deutliche Minderung der maximalen photosyn-
thetischen Leistungskapazitat (vgl. Abbildung 4.15). Dieser Effekt wird durch die Absenkung
des CO,-Gehaltes im Zugas von 2 auf 0,2 % (v/v) noch ausgepragter, wie in Abbildung 4.15 zu
sehen ist. Da der CO,-Gehalt einen unmittelbaren Einfluss auf die RuBisCO-Kinetik aufweist
[114,115,118,119] und die Reduktion des CO,-Gehaltes eine unmittelbare Abnahme der maxi-
malen Photosyntheserate zur Folge hat (vgl. Abbildung 4.15), erscheint es wahrscheinlich, dass
die Kinetik der RuBisCO-katalysierten Carboxylierungsreaktion (vgl. Abbildung 2.5) auch bei
relativ hohen CO,-Gehalten im Zugas von 0,2-2 % (v/v) immer noch die maximale Photosyn-
theseleistung limitiert. Diese Aussage basiert auf der an das Minimumgesetz [2,23] angelehnten
Annahme, dass im Falle einer Begrenzung der maximalen Photosyntheserate durch die Kinetik
der RuBisCO-katalysierten Carboxylierungsreaktion, die CO.-Verfligbarkeit den Minimumfak-
tor darstellen wiirde. Die Verknappung des Minimumfaktors wiirde demnach unmittelbar mit
einer Reduktion der maximalen Photosyntheserate einhergehen. Wenn die CO.-Verfligbarkeit
jedoch nicht der Minimumfaktor ware, weil bei den hohen eingestellten CO,-Gehalten in der
Zuluft doch eine andere metabolische Reaktion limitierend wirkt, hatte eine Minderung des
CO2-Gehaltes keine Auswirkung auf die maximale Photosyntheserate.

Insgesamt kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass bei noch hoheren CO.-Gehalten
tatsachlich ein nachgeschalteter Reaktionsschritt limitierend wirkt und durch Riickkopplung die
maximale Photosyntheserate determiniert. Aufgrund der geringen Datenauflosung (lediglich
drei unterschiedliche CO»-bedingte Zustdnde) kann zudem die Mdglichkeit nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass dieser Fall bereits zwischen 1 und 2 % (v/v) CO2 im Zugas eintritt.
Bei der Betrachtung der Daten in Abbildung 4.15 erscheint diese Mdglichkeit zunéchst als nicht
sehr wahrscheinlich. Nichtsdestotrotz sollten zukinftig zusétzliche Zustdnde mit weiteren CO.-
Gehalten untersucht werden, um eine eindeutige Aussage dariiber treffen zu kdnnen, ab wel-
chem CO,-Gehalt die RuBisCO-katalysierte Carboxylierungsreaktion geséttigt ist und ab wann
maoglicherweise ein anderer Reaktionsschritt limitierend wirkt, falls dieser Fall existiert.

112



4.2 Charakterisierung des Einflusses der CO2-Verfligbarkeit auf Chlorella vulgaris

Weiterhin ist in Abbildung 4.15 auffallig, dass der CO2-Gehalt scheinbar keinen Einfluss auf die
Steigung der Photosyntheserate mit der PPFD im lichtlimitierten Bereich hat, was auch ausge-
hend von den bisherigen Erkenntnissen zu erwarten war [1] (vgl. Abschnitte 2.2.1, 2.2.2 und
2.5.1). Interessanterweise scheint sich jedoch der Ubergangsbereich zwischen dem lichtlimitier-
ten und lichtgesattigten Bereich mit sinkendem CO,-Gehalt in Richtung geringerer PPFDs zu
verschieben. Bei den beiden CO,-Gehalten von 1 und 2 % (v/v) scheint der Photosyntheseappa-
rat bis etwa 252 pmol-m=2-s lichtlimitiert und ab etwa 438 pumol-m-s weitestgehend lichtge-
sattigt zu sein. Im Gegensatz dazu beginnt der Ubergang in die Lichtséttigung bei 0,2 % (v/v)
CO; im Zugas bereits bei ca. 252 pmol-m2-s1. Bis etwa 153 pmol-m2-s* unterscheidet sich die
Photosynthesekinetik des Zustandes mit 0,2 % (v/v) CO- nicht deutlich von den Kinetiken der
anderen CO.-bedingten Zustdnden und weist eine scheinbare lineare Abhéngigkeit von der
PPFD auf. Das frihere Abflachen der PI-Kurve bei 0,2 % (v/v) CO; deutet darauf hin, dass bei
diesem Zustand bereits bei geringeren PPFDs als bei den beiden Zustanden mit hoheren CO»-
Gehalten Energieverluste an den photosynthetischen Komplexen durch Ruckstaueffekte auftre-
ten. Demnach ist dies ein Hinweis darauf, dass eine Ruckkopplung zwischen der Lichtabsorpti-
on an den LHCII-RCII-Komplexen und der nachgeschalteten CO,-Fixierung im Calvin-Zyklus
besteht und eine steigende Auslastung der CO,-Fixierung die Energiedissipation bzw. -verluste
an den photosynthetischen Komplexen verstarkt. Das Fehlen einer solchen Riickkopplung und
der damit verbundenen Energieverluste wiirde sich in den vorliegenden Daten (siehe Abbildung
4.15) darin duRern, dass die Photosyntheserate bei ca. 252 pmol-m2-st bei allen drei CO,-
abhangigen Zustanden gleich ware und der Photosyntheseapparat bei 0,2 % (v/v) CO2 im Zugas
erst bei etwa 400 pmol-m2-s! pl6tzlich in die Lichtsattigung tibergeht.

Insgesamt kann anhand der hier vorgestellten Ergebnisse festgehalten werden, dass wahrschein-
lich die CO,-Fixierung die maximale Photosyntheserate auch bei vergleichsweise hohen CO»-
Gehalten von 0,2-2 % (v/v) limitiert. Weiterhin zeigt sich, dass eine Rickkopplung zwischen
der Lichtabsorption an den LHCII-RCII-Komplexen und der CO,-Fixierung im Calvin-Zyklus
zu bestehen scheint. Dementsprechend kann die Photosynthesekinetik nicht durch das Black-
man-Modell [163] oder darauf basierende Modelle [23] korrekt beschrieben werden, da diese
Modelle eine Rickkopplung zwischen den limitierenden Schritten und die daraus resultierenden
Energieverluste vernachldssigen bzw. nicht bertcksichtigen [23,163,164].

4.2.2 Untersuchung der Limitierung des lichtgesittigten
Wachstums von Chlorella vulgaris im akklimatisierten
Zustand

In [23] haben die Autoren gezeigt, dass die lichtabhéngige Wachstumskinetik (vgl. Abbildung
4.1.A) von nahrstoffgesattigten und akklimatisierten Mikroalgen nicht durch eine einfache
Séttigungskinetik, wie z. B. Monod- [235] oder Han-Kinetik ohne Photoinhibierung (entspricht
formal der Monod-Kinetik; vgl. Abschnitt 2.6.3) [27], beschrieben werden kann. Stattdessen
wurde angenommen, dass der lichtlimitierte Bereich der lichtabhdngigen Wachstumskinetik
durch die Lichtabsorptionskinetik der LHCII-RCII-Komplexe definiert wird und dass ein ande-
rer Reaktionsschritt die Lichtabsorptionskinetik ab dem Erreichen der Lichtsattigung maskiert
und damit den lichtgesattigten Bereich bestimmt [23]. Dieses Modell [23] ist eine Kombination
aus dem Han-Modell ohne Photoinhibierung [27] (definiert den lichtlimitierten Bereich der
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lichtabhangigen Wachstumskinetik) und dem Blackman-Modell [163] (definiert den lichtgesat-
tigten Bereich der lichtabhangigen Wachstumskinetik). Hieraus ergibt sich die Frage, was genau
das lichtabhangige Wachstum von Mikroalgen limitiert und damit die Lichtsattigung hervorruft.

Im vorherigen Abschnitt 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass wahrscheinlich die RuBisCO-
katalysierte Carboxylierung die maximale Leistungskapazitat des photosynthetischen Apparates
definiert. Es erscheint daher naheliegend, dass eine mdogliche Ursache fiir die beobachtete
Lichtsattigung von p (siehe bspw. Abbildung 4.1.A) durch die vollstandige Auslastung von
RuBisCO bzw. des CO,-Fixierungsapparates hervorgerufen wird. In der Literatur konnte beo-
bachtet werden, dass der RCII-spezifische RuBisCO-Gehalt positiv mit der Akklimatisations-
PPFD korreliert [105,212,213]. Anhand dieses Akklimatisationsverhaltens kann deshalb nicht
ausgeschlossen werden, dass der RuBisCO-Gehalt moglicherweise so eingestellt wird, dass
RuBisCO das Zellwachstum nicht limitiert, zumindest unter den relativ hohen CO,-Gehalten
von 0,2-2 % (v/v), die in dieser Arbeit untersucht wurden.

Wie bereits in Abschnitt 2.5.1 erldutert und in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, ist es anhand schneller
PI-Kurven mdglich, die gesamte Leistungskapazitat des Photosyntheseapparates im jeweiligen
Akklimatisationszustand zu erfassen [157]. Die lichtabhangige Wachstumskinetik der akklima-
tisierten Mikroalgenzellen, die bspw. in Abbildung 4.1.A zu sehen ist, liefert hingegen nur
Informationen tber die operative Leistung (bzw. den operativen Punkt) der Mikroalgenzellen im
jeweiligen Akklimatisationszustand. Wenn der operative Punkt von lichtgeséttigten C. vulgaris
Zellen im Lichtséttigungsbereich der entsprechenden PI-Kurve liegt, kann angenommen wer-
den, dass wahrscheinlich die Auslastung des CO.-Fixierungsapparates das Zellwachstum in
diesem Punkt limitiert. Andernfalls liegt die Limitierung, die zur Lichtséttigung des Zellwachs-
tums flhrt, wahrscheinlich woanders. Da jedoch die maximale Leistungskapazitat des Photo-
syntheseapparates vom CO,-Gehalt abhangig ist, wie in Abschnitt 4.2.1 gezeigt werden konnte,
ist es vorstellbar, dass unter manchen CO.-Bedingungen die Kinetik von RuBisCO das Zell-
wachstum im lichtgeséttigten Bereich limitiert und bei hohen CO»>-Konzentrationen eventuell
eine andere Limitierung die Lichtsattigung des Wachstums von C. vulgaris hervorruft.

Um die Limitierung des Zellwachstums von C. vulgaris lokalisieren zu kénnen, wurden insge-
samt drei CO-abhéngige Akklimatisationszustande von C. vulgaris untersucht. Hierbei wurden
die CO,-Gehalte im Zugas von 1 und 2 % (v/v) gewdhlt, unter denen CO,-gesattigtes Wachstum
von C. vulgaris stattfindet, wie die Daten von [130] zeigen. Zudem wurde, ebenfalls basierend
auf den Daten von [130], der CO,-Gehalt im Zugas von 0,2 % (v/v) gewéhlt, unter dem C.
vulgaris CO»-limitiert wéchst. Niedrigere CO,-Gehalte konnten, bedingt durch die technischen
Gegebenheiten, nicht realisiert werden (vgl. Abschnitt 3.2.2). Als Teil der experimentellen
Untersuchung wurden die akklimatisierten, COz-abhdngigen p (vgl. Abschnitt 3.1.3) sowie
nicht-akklimatisierte P1-Kurven (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) aufgezeichnet. Die gewahlte Akklimati-
sations-PPFD lag im lichtgeséttigten Bereich des Zellwachstums von C. vulgaris (vgl. Abbil-
dung 4.1) und betrug stets etwa 235 pumol-m2-s. Die Erfassung der schnellen Pl-Kurven er-
folgte unter den gleichen CO2-Bedingungen wie wahrend der Akklimatisationsphase in den
Photobioreaktoren (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.2.2). Zudem erfolgten alle Kultivierungsansétze
unter ndhrstoffgesattigten Bedingungen (vgl. Abschnitt 3.1.1). Die Ergebnisse dieser Untersu-
chung sind in Abbildung 4.16 zu sehen.
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Abbildung 4.16:  COz-abhéngige Wachstumskinetik von C. vulgaris (A) sowie die nicht-akklimatisierten bzw.
schnellen PI-Kurven der jeweiligen CO2-abhéngigen Zellzustdnde (B). In (B) ist zusétzlich die Ak-
klimatisations-PPFD (/par = 235 umol-m-2-s) eingezeichnet, die die wahrend der Kultivierung vor-
liegenden Photosyntheseraten (operativen Punkte) kennzeichnet.

In Abbildung 4.16.A ist zu erkennen, dass die p-Werte bei den CO,-Gehalten von jeweils 1 und
2 % (v/v) nahezu identisch sind, wahrend der Wert bei 0,2 % (v/v) geringer ausféllt. Deshalb
kann davon ausgegangen werden, dass das Zellwachstum von C. vulgaris bei den beiden héhe-
ren CO,-Gehalten CO,-geséttigt stattfindet. Dies deckt sich mit den experimentellen Daten von
[130], ebenso wie die Abnahme von u bei einem CO,-Gehalt im Zugas von 0,2 % (v/v). Bei den
beiden héheren CO,-Gehalten betragen die p-Werte jeweils 0,0997 + 0,0061 h* (1 % (v/v)) und
0,0985 + 0,0065 h'* (2% (v/v)) und liegen damit sehr nah am vergleichbaren p-Wert von
0,0983 +£0,0035 h* in Abbildung 4.1.A (/par = 233 pmol-m2-st und 2 % (v/v) CO, im Zugas).
Dies spricht flr eine hohe Zuverl&ssigkeit und Reproduzierbarkeit der ermittelten p-Werte.
Beim CO,-Gehalt von 0,2 % (v/v) betragt der p-Wert 0,0840 + 0,0008 h-! und ist damit deutlich
niedriger als bei den héheren CO,-Gehalten. Es kann also davon ausgegangen werden, dass bei
diesem CO,-Gehalt das Zellwachstum von C. vulgaris CO.-limitiert stattfindet, was ebenfalls
den experimentellen Daten von [130] entspricht.

In Abbildung 4.16.B sind die schnellen PI1-Kurven der drei unterschiedlichen CO,-abh&ngigen
Akklimatisationszustdnde von C. vulgaris dargestellt. Bei der Betrachtung der jeweiligen Ver-
laufe in Abbildung 4.16.B fallt zunachst auf, dass sich die PI-Kurven mit 1 und 0,2 % (v/v) CO;
im Zugas kaum von den PI-Kurven der nicht-akklimatisierten C. vulgaris Zellen in Abbildung
4.15 unterscheiden. Dieser Aspekt wird im nachfolgenden Abschnitt 4.2.3 diskutiert. Die Mes-
sungen bei 2 % (v/v) sind in beiden Abbildungen identisch, da es sich hierbei um denselben
Messansatz handelt. Die gestrichelte Linie in Abbildung 4.16.B kennzeichnet den operativen
Punkt der Zellen, also die (Akklimatisations-)PPFD, unter der die C. vulgaris Zellen im Photo-
bioreaktor kultiviert wurden. Demnach sind die Photosyntheseraten im operativen Punkt jeweils
proportional zu den entsprechenden p in Abbildung 4.16.A [155].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Aus Abbildung 4.16.B wird deutlich, dass eine vollstandige Auslastung der Kapazitit des CO»-
Fixierungsapparates als Ursache fiir die Lichtséattigung des Zellwachstums von C. vulgaris bei
den hier untersuchten CO,-Gehalten von 0,2-2 % (v/v) unwahrscheinlich ist. Dies zeigt also,
dass die C. vulgaris Zellen ihren RuBisCO-Gehalt wahrscheinlich so regulieren, dass der CO,-
Fixierungsapparat im akklimatisierten Zustand nicht ausgelastet wird. Interessanterweise erge-
ben sich fir die beiden Zustdnde mit jeweils 1 und 2 % (v/v) CO; im Zugas nahezu identische
p-Werte (vgl. Abbildung 4.16.A), obwohl deutliche Unterschiede bei den maximalen Photosyn-
theseraten der beiden Zusténde erkennbar sind (vgl. Abbildung 4.16.B). Dies liegt daran, dass in
beiden Fallen der operative Punkt jeweils im lichtlimitierten Bereich der PI-Kurve liegt, wo die
Photosyntheseraten der beiden Zustdnde identisch sind. Bei dem niedrigeren CO,-Gehalt von
0,2 % (v/v) liegt der operative Punkt eher im Ubergangsbereich der PI-Kurve (zwischen Licht-
limitierung und -sattigung), was zu einer geringeren operativen Photosynthese- und Wachstums-
rate unter diesen CO2-Bedingungen flhrt (vgl. Abbildung 4.16). Basierend auf dieser Tendenz
ist anzunehmen, dass mit einem sinkenden CO,-Gehalt der operative Punkt in Richtung des
lichtgesattigten Bereichs der nicht-akklimatisierten PI-Kurve verschoben wird, da eine vermin-
derte CO,-Verfligbarkeit unmittelbar die maximal erreichbare Photosyntheserate reduziert (vgl.
Abbildung 4.15 sowie Abbildung 4.16.B). Es erscheint daher wahrscheinlich, dass unter atmo-
spharischen CO,-Bedingungen [116] der CO.-Fixierungsapparat beim lichtgesattigten Wachs-
tum vollstandig ausgelastet wird. Dies wiirde jedoch nur unter der Voraussetzung gelten, dass in
C. vulgaris keine CO.-bedingte Akklimatisation (siehe Abschnitt 4.2.3) des Photosynthese- und
CO,-Fixierungsapparates stattfindet.

Aufbauend auf den Arbeiten von [151,257,258,265,270] und unter Einbezug der hier gezeigten
Ergebnisse wird vermutet, dass bei den untersuchten CO,-Gehalten nicht direkt die Auslastung
des Calvin-Zyklus die Lichtsattigung der Wachstumsrate definiert. Entsprechend der vorherigen
Ausfuhrung zeichnet sich jedoch die Tendenz ab, dass bei einer geringen CO,-Verfugbarkeit
(bspw. unter atmosphdarischen Bedingungen mit 0,04 % (v/v) CO; [116]) doch eine Auslastung
des CO.-Fixierungsapparates im lichtgesattigten Bereich des Zellwachstums stattfindet. In
beiden Féllen ware jedoch die begrenzte Proteomgréfie von C. vulgaris (vgl. Abbildung 4.13)
letztendlich die Ursache fur die Lichtsattigung des Zellwachstums [265] (vgl. Abschnitt 2.6.4).

4.2.3 Akklimatisation von Chlorella vulgaris in Abhangigkeit der
CO:-Verfiigbarkeit

Ergénzend zur Charakterisierung der lichtabhéngigen Akklimatisation von C. vulgaris wird im
nachfolgenden Abschnitt das CO,-abhangige Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris unter-
sucht. Wie im vorherigen Abschnitt 4.2.1 gezeigt werden konnte, hat die Leistungskapazitét des
COg,-Fixierungsapparates einen deutlichen Einfluss auf den lichtgesattigten Bereich (vgl. Abbil-
dung 2.7) der stationdren Photosynthesekinetik im Bereich der untersuchten CO,-Gehalte im
Zugas von 0,2-2 % (v/v) (vgl. Abbildung 4.16.B). Ausgehend davon, dass die Akklimatisations-
reaktion der Mikroalgenzelle eine Optimierung der Photosynthese- bzw. Wachstumsleistung
unter den vorliegenden Umgebungsbedingungen darstellt [157,187,200], ware tendenziell zu
erwarten, dass jeweils akklimatisierte und nicht-akklimatisierte Mikroalgenzellen nicht die
gleiche photosynthetische Leistungskapazitat unter den gleichen Bedingungen aufweisen soll-
ten, sofern eine entsprechende Akklimatisationsreaktion existiert. Da eine Akklimatisationsreak-
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tion, entsprechend der Definition in Abschnitt 2.5.3, im Bereich von Stunden bis Tagen zu
erwarten ware [157,187,191,194], kénnen Mikroalgenzellen, die einer plétzlichen und kurzfris-
tigen (im Minutenbereich) Zustandsanderung ausgesetzt werden, als nicht-akklimatisiert in
Bezug auf diese Zustandsénderung betrachtet werden. Falls also eine CO»-abhéngige Akklima-
tisation des CO.-Fixierungsapparates von C. vulgaris stattfindet, sollte sich diese darin dufRern,
dass C. vulgaris Zellen, die an eine CO>-Konzentration (bspw. 2 % (v/v) CO im Zugas) akkli-
matisiert sind und plétzlich einer niedrigeren CO.-Konzentration (bspw. 1 % (v/v) CO; im
Zugas) ausgesetzt und bei dieser untersucht (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) werden, eine geringere
maximale Photosyntheserate aufweisen sollten als die an die niedrigere CO»-Konzentration (in
dem aufgefiihrten Beispielfall: 1 % (v/v) CO; im Zugas) akklimatisierte Zellen. Demnach wiirde
sich das Fehlen der CO.-bedingten Akklimatisation des CO.-Fixierungsapparates darin auf3ern,
dass die C. vulgaris Zellen sowohl im akklimatisierten als auch im nicht-akklimatisierten Zu-
stand die gleiche Photosynthesekinetik bzw. die gleiche photosynthetische Leistungskapazitat
aufweisen wirden.

Der alleinige Vergleich der maximalen Photosyntheseraten im akklimatisierten Zustand (vgl.
Abbildung 4.16.B) reicht in diesem Fall nicht aus, um Aussagen Uber eine moégliche CO»-
abhangige Akklimatisation von C. vulgaris zu treffen. Die Ergebnisse in Abbildung 4.16.B
zeigen lediglich, dass eine mdglicherweise stattfindende Akklimatisation nicht ausreicht, um die
negativen Effekte auf die maximale Photosyntheserate, die durch einen sinkenden CO»-Gehalt
und ein steigendes O,/CO,-Verhdltnis hervorgerufen werden (z. B. ansteigende Photorespiration
[120]), auszugleichen. Die in Abbildung 4.16.B beobachteten CO»-abhéngigen Unterschiede bei
den maximalen Photosyntheseraten kdnnen jedoch ebenso als ein Hinweis auf fehlende Akkli-
matisationsreaktionen gedeutet werden. Zur Klarung der Frage, ob eine CO2-abhdngige Akkli-
matisation des CO.-Fixierungsapparates in C. vulgaris stattfindet, bedarf es der in diesem
Abschnitt aufgefuhrten, erweiterten Versuchsdurchfiihrung.

Um dieses Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris untersuchen zu kénnen, wurden schnelle
PI1-Kurven (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) unter variierenden CO,-Bedingungen und Akklimatisations-
zustanden aufgezeichnet. Die Akklimatisation-PPFD war mit 235,45 pmol-m2-st bei allen
Kultivierungsansétzen gleich. Als Referenz wurden die C. vulgaris Zellen an jeweils 0,2 und
1 % (v/iv) COz im Zugas im Flachplatten-Photobioreaktor (vgl. Abschnitt 3.1.3) akklimatisiert
und jeweils bei den gleichen CO,-Gehalten in der Messzelle zur Bestimmung der stationdren
Photosyntheserate vermessen (vgl. Abschnitt 3.3.5.2). Bei diesen beiden Ansétzen wurde ange-
nommen, dass eine mogliche CO2-bedingte Zellakklimatisation stattgefunden hat (vgl. Abbil-
dung 4.16.B). Ergadnzend dazu wurden zwei experimentelle Ansatze untersucht, im Rahmen
derer die C. vulgaris Zellen im Vorfeld an einen CO,-Gehalt von 2 % (v/v) im Flachplatten-
Photobioreaktor akklimatisiert (vgl. Abschnitt 3.1.3) und anschliefend bei jeweils 0,2 bzw.
1% (viv) CO- im Zugas in der Photosyntheserate-Messzelle untersucht (vgl. Abschnitt 3.3.5.2)
wurden. Hierbei wurde angenommen, dass keine Akklimatisation der Mikroalgenzellen (vgl.
Abschnitt 2.5.3) [191] an den plotzlichen Abfall des CO,-Gehaltes im Rahmen der Messung
(vgl. Abbildung 4.15) stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu kénnen die photoregulatorischen
Mechanismen (vgl. Abschnitt 2.5.3) [191] im vorliegenden Messzeitraum von wenigen Minuten
ablaufen und kénnen demnach nicht ausgeschlossen werden. Die Resultate dieser Untersuchun-
gen kdnnen Abbildung 4.17 entnommen werden.
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Abbildung 4.17:  Aufgenommene nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-Kurven zur Untersuchung der CO2-
abhédngigen Zellakklimatisation von C. vulgaris. Zu sehen sind zwei verschiedene Messansétze. Beim
ersten Messansatz wurden die C. vulgaris Zellen jeweils an 0,2 oder 1 % (v/v) CO2 im Zugas akkli-
matisiert und bei den gleichen CO2-Gehalten vermessen (entsprechen den PI-Kurven in Abbildung
4.16.B). Beim zweiten Ansatz erfolgte die Akklimatisation an 2 % (v/v) CO2 im Zugas und die ent-
sprechenden Messungen bei jeweils 0,2 bzw. 1 % (v/v) CO2 im Zugas. Diese PI-Kurven entsprechen
den Kurven in Abbildung 4.15.

Aus den Messungen in Abbildung 4.17 geht insgesamt hervor, dass bei den untersuchten CO»-
Gehalten scheinbar keine CO,-bedingte Akklimatisation im Sinne der entsprechenden Definiti-
on in Abschnitt 2.5.3 in C. vulgaris stattfindet. Die Verlaufe der beiden bei 1 % (v/v) CO2 im
Zugas ermittelten schnellen PI-Kurven (jeweils an 1 % (v/v) CO; im Zugas akklimatisiert und
nicht-akklimatisiert) unterscheiden sich sowohl im lichtlimitierten als auch lichtgesattigten
Bereich nicht deutlich. Da bei diesem CO,-Gehalt im Zugas keine Anderung bzw. Verbesserung
der photosynthetischen Leistungskapazitdt von C. vulgaris durch eine Akklimatisationsphase
von mindestens 72 h hervorgerufen wird (siehe Abbildung 4.17), kann davon ausgegangen
werden, dass keine CO»-abhéngige Akklimatisation des CO,-Fixierungsapparates bei 1 % (v/v)
CO2 im Zugas stattfindet.

Bei den beiden Ansatzen, die jeweils bei 0,2 % (v/v) CO2 im Zugas vermessen wurden, ist im
lichtlimitierten Bereich der entsprechenden PI-Kurven ebenfalls kein deutlicher Unterschied zu
erkennen (vgl. Abbildung 4.17). Im lichtgeséttigten Bereich der beiden bei 0,2 % (v/v) CO; im
Zugas ermittelten P1-Kurven sind hingegen bei 438 und 1151 pmol-m=2-st Abweichungen zu
sehen. Hierbei ist besonders aufféllig, dass die Photosyntheseraten der nicht an 0,2 % (v/v) CO;
im Zugas akklimatisierten C. vulgaris Zellen bei den beiden genannten PPFDs hoher ausfallen
als die analogen Werte der an diesen CO2-Gehalt im Zugas akklimatisierten C. vulgaris Zellen
(vgl. Abbildung 4.17). Es erscheint nicht sinnvoll, dass nicht-akklimatisierte Mikroalgenzellen
eine hohere photosynthetische Leistungskapazitit aufweisen als akklimatisierte Mikroalgenzel-
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len. Zudem fallt auf, dass auch die Messfehler bei dem entsprechenden nicht-akklimatisierten
Ansatz bei den PPFDs von 438 und 1151 pmol-m2-s vergleichsweise hoch sind. Ein systema-
tischer Fehler bei den beiden angesprochenen Messpunkten kann deshalb nicht ausgeschlossen
werden. Dafiir spricht ebenfalls die Tatsache, dass bei der PPFD von 625 pmol-m2-s eine hohe
Ubereinstimmung zwischen den beiden Messansitzen mit 0,2 % (v/v) CO, im Zugas vorliegt.
Trotz der beobachteten Abweichungen deuten auch diese Messergebnisse darauf hin, dass eine
CO,-bedingte Akklimatisation des CO,-Fixierungsapparates von C. vulgaris bei einem CO,-
Gehalt im Zugas von 0,2 % (v/v) nicht existiert.

AuRerdem ist aufgrund der scheinbar nicht vorhandenen Akklimatisationsreaktion des CO--
Fixierungsapparates von C. vulgaris davon auszugehen, dass die durch den CO,-Gehalt im
Zugas bedingten Unterschiede bei den maximal erreichbaren Photosyntheseraten in Abbildung
4.16.B und auch in Abbildung 4.17 wahrscheinlich auf die unterschiedliche Auspragung der
Photorespiration (vgl. Abschnitt 2.2.3) [120,153] zurtickzufiihren sind. Mit der Reduktion des
CO,-Gehaltes im Zugas wird ein unvorteilhafteres bzw. niedrigeres CO,/O,-Verhaltnis erzeugt,
was die Photorespiration begiinstigen [120,153] und die maximal erreichbare Photosyntheserate
in dem hier betrachteten Fall herabsetzen sollte [115]. Es ist zudem ein Hinweis darauf, dass die
KKM mdglicherweise nicht in der Lage sind, die Reduktion der CO-Verfligharkeit auszuglei-
chen und stets ein optimales CO2/O,-Verhéltnis im Pyrenoid aufrecht zu erhalten, was letztlich
zur verstérkter Photorespiration und Reduktion der lichtgesattigten, maximalen Photosynthese-
rate fuhrt. Inwieweit der erhdhte ATP-Bedarf der KKM bei sinkender CO,-Verfiigbarkeit
[88,112,214] einen Einfluss auf die maximale Photosyntheserate hat, ist nicht direkt ersichtlich.
Es ist bekannt, dass die KKM-Aktivitat im Bereich von Minuten reguliert werden kann [88],
weshalb anzunehmen ist, dass eine Regulation der KKM-Aktivitdt innerhalb des Messzeitrau-
mes stattgefunden hat und in die Messdaten eingeflossen ist (vgl. Abschnitt 3.3.5.2). Unter der
Annahme, dass der zusatzliche ATP-Bedarf der KKM bei niedrigen CO2-Konzentrationen durch
zusétzliche mitochondriale Respiration gedeckt wird, erscheint eine Abnahme der maximalen
Photosyntheserate durch ansteigende KKM-Aktivitat plausibel. Wenn jedoch der erhéhte ATP-
Bedarf der KKM vollstandig durch ZEF und AEF (vgl. Abschnitt 2.2.2) gedeckt werden kann
[88], bleibt unklar, wie sich die gesteigerte KKM-Aktivitdt bei einer geringen CO,-
Verfligbarkeit auf die maximale Photosyntheserate auswirken wiirde.

Ausgehend davon, dass die RuBisCO-katalysierte Reaktion den geschwindigkeitsbestimmenden
Reaktionsschritt bei der COz-Fixierung darstellt [114,118,119], ware bei einer CO,-bedingten
Akklimatisation des Calvin-Zyklus prinzipiell eine Steigerung des Proteinanteils von RuBisCO
mit sinkender CO,-Verfugbarkeit bzw. eine Reduktion des Proteinanteils von RuBisCO mit
steigender CO-Verflgbarkeit denkbar [117]. In [117] konnte im Falle von Thalassiosira weiss-
flogii jedoch keine statistisch signifikante Variation der proteinspezifischen RuBisCO-Anteile
44+£11,33+£0,6 und 2,9 +0,1%) bei den Gehalten des im Medium geldsten CO, von je-
weils 0,0182, 0,0396 und 0,075 % (v/v) festgestellt werden. Ebenso konnte in [117] unter den
gleichen CO»-Konzentrationen keine signifikante Variation im RuBisCO-Gehalt bei den durch-
geflhrten Feldexperimenten mit néhrstoffgesattigten Mikroalgen beobachtet werden. Diese
Literaturdaten stlitzen qualitativ die in Abbildung 4.17 dargestellten Ergebnisse sowie die
Hypothese, dass bei den hier untersuchten CO,-Konzentrationen scheinbar keine CO,-bedingte
Akklimatisation des CO.-Fixierungapparates von C. vulgaris stattfindet. Es muss jedoch er-
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wahnt werden, dass nicht alle experimentellen Literaturdaten die CO.-bedingte Variation des
RuBisCO-Gehaltes ausschlielen und dass die Literaturdaten in Bezug auf die CO2-bedingte
Zellakklimatisation teils widerspriichlich sind [117].

Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass in C. vulgaris keine CO»-bedingte Akklimatisation,
zumindest in dem hier untersuchten CO.-Konzentrationsbereich, stattfindet, wird zuséatzlich
durch die Daten in Abbildung 4.18 gestiitzt.
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Abbildung 4.18:  CO2-bedingte Variation der Zellkomposition von an den jeweiligen CO2-Gehalt akklimatisierten
C. vulgaris Zellen. (A) Variation der Pigmentgehalte in Abh&ngigkeit der CO2-Verfligharkeit. (B)
Aus der Variation der CO2-Gehalte im Zugas resultierende Zellzusammensetzungen von C. vulgaris.

In Abbildung 4.18.A ist eindeutig zu erkennen, dass bei den Zustdnden mit 1 und 2 % (v/v) CO;
im Zugas die Pigmentzusammensetzung unveréndert bleibt. Das durchschnittliche Chla/Chlb-
Verhdltnis bei diesen beiden Zustdnden betragt 3,77 £ 0,04. Es kann deshalb mit hoher Sicher-
heit angenommen werden, dass in diesem Bereich weder die Anzahl der photosynthetischen
Komplexe noch ihre Struktur variiert. Bei 0,2 % (v/v) CO; im Zugas betragt das Chla/Chlb-
Verhéltnis 3,74 £ 0,03 und ist damit nicht wesentlich anders als das Chla/Chlb-Verhdltnis bei
den anderen beiden Zustdnden. Eine abweichende Struktur bzw. Grofie der LHC-RC-Komplexe
bei dem Zustand mit 0,2 % (v/v) CO; erscheint damit unwahrscheinlich. Es ist jedoch eine
geringfugige Erhohung der jeweiligen Pigmentgehalte bei 0,2 % (v/v) CO. im Vergleich zu den
anderen beiden CO.-Gehalten zu verzeichnen. Ein Teil dieser Abweichung kann durch den
niedrigeren Kohlenhydratgehalt (vgl. Abbildung 4.18.B) bei 0,2 % (v/v) CO; als bei 1 bzw.
2 % (viv) CO; erklart werden. Nichtsdestotrotz weicht der durchschnittliche, auf die aktive
Biomasse bezogene Chlorophyllgehalt (vgl. Abschnitt 4.1.3) der beiden Zustdnde mit 1 und
2% (viv) CO; im Zugas um ca. 11,71 +1,03 % vom Chlorophyllgehalt des Zustandes mit
0,2% (viv) CO; im Zugas ab. Es erscheint unklar, warum C. vulgaris ausgerechnet bei
0,2 % (v/v) die Anzahl der photosynthetischen Komplexe im Vergleich zu den anderen beiden
COgz-bedingten Zustédnden erhéhen sollte, da p bei diesem CO,-Gehalt nicht durch die Lich-
tabsorptionskinetik, sondern wahrscheinlich durch die vom Calvin-Zyklus verursachten Riick-
staueffekte geringer ausféllt als bei den anderen untersuchten Zustdnden (vgl. Abschnitt 4.2.1
und Abbildung 4.16.B). Es kann daher vermutet werden, dass die zuvor genannte Differenz von
11,71 %, die nicht auf den verminderten Kohlenhydratgehalt bei 0,2 % (v/v) zuriickgefiihrt
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werden kann, mdglicherweise aus einem systematischen Fehler resultiert und dementsprechend
keine physiologische Bedeutung hat. Weiterhin fallt auf, dass die Pigmentgehalte bei 2 % (v/v)
CO; im Zugas (lrar betragt in diesem Fall 235,45 pmol-m=2-s) in Abbildung 4.18.A insgesamt
deutlich hoher ausfallen als die vergleichbaren Pigmentgehalte in Abbildung 4.3 bei
Ipar = 233 pmol-m2-s1, Auch bei der Akklimatisations-PPFD von 193 pmol-m=2-s* sind die
Pigmentgehalte in Abbildung 4.3 niedriger als die angesprochenen Pigmentgehalte in Abbil-
dung 4.18.A, was widerspruchlich erscheint und auf einen mdglich systematischen Fehler
hindeutet. Nichtsdestotrotz sollte die mogliche systematische Abweichung die Vergleichbarkeit
der Pigmentgehalte innerhalb dieses Experimentes nicht einschrénken, da alle in Abbildung
4.18.A dargestellten Werte innerhalb einer Messreihe ermittelt wurden und somit dem gleichen
systematischen Fehler unterliegen sollten, falls dieser tatsachlich vorliegt.

In Abbildung 4.18.B ist zu sehen, dass sich die Kohlenhydratgehalte von 0,339 + 0,006 g-g*
und 0,352 + 0,007 g-g* der beiden Zustande bei 1 und 2 % (v/v) CO; im Zugas berschneiden.
Im Gegensatz dazu fallt der Kohlenhydratgehalt bei 0,2 % (v/v) CO im Zugas mit einem Wert
von 0,321 + 0,005 g-g* geringer aus als bei den zuvor genannten Zustanden. Da im Bereich der
Akklimatisations-PPFD von ca. 235 pmol-m2-s* das Wachstum von C. vulgaris hauptséachlich
aus der vermehrten Kohlenhydratakkumulation resultiert (vgl. Abschnitt 4.1.3) und p bei dem
CO,-Gehalt von 0,2 % (v/v) geringer ausféllt als bei 1 bzw. 2 % (v/v) (vgl. Abbildung 4.16.A),
war auch ein geringerer Kohlenhydratgehalt, bedingt durch eine reduzierte Netto-Akkumulation
von Kohlenhydraten, bei dem Zustand mit 0,2 % (v/v) CO2 im Zugas zu erwarten. Die Unter-
schiede bei den BTM-spezifischen Proteingehalten der drei Zustande sind hauptsachlich auf die
Variationen im Kohlenhydratgehalt zurlickzuftihren. Durch den Bezug der Proteingehalte auf
die aktive Biomasse (vgl. Abschnitt 4.1.3) ergibt sich, dass die Proteingehalte der Zustande mit
0,2 und 1% (v/v) CO; lediglich um 3-6 % vom Proteingehalt bei 2 % (v/v) CO2 im Zugas
abweichen. Demnach kann mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass die gerin-
ge Abweichung von 3-6 % lediglich eine experimentelle Ungenauigkeit darstellt. Beim Ver-
gleich des Kohlenhydrat- sowie des Proteingehaltes bei 2 % (v/v) COz-Gehalt im Zugas in
Abbildung 4.18.B mit den Daten bei /par = 233 pmol-m2-st in Abbildung 4.11 fallt auf, dass
zwischen den jeweiligen Kohlenhydratgehalten eine Abweichung von 11,13 + 3,49 % vorliegt,
wahrend die jeweiligen Proteingehalte um etwa 7,37 * 3,34 % voneinander abweichen. Ahnlich
wie beim Pigmentgehalt, kann auch hier die Ursache fiir diese Abweichungen nicht eindeutig
identifiziert werden und ist moglicherweise auf experimentelle Ungenauigkeiten (sowohl bei der
Analytik als auch bei der Reproduktion der Zustédnde im Photobioreaktor) zuriickzufiihren.

Insgesamt deuten die in Abbildung 4.18 dargestellten Daten, ahnlich wie die Daten in Abbil-
dung 4.17, darauf hin, dass keine CO2-abhéngige Akklimatisation in C. vulgaris bei den unter-
suchten CO,-Gehalten im Zugas stattfindet. Die Daten zeigen erganzend, dass die Struktur und
Anzahl der LHC-RC-Komplexe, ahnlich wie der CO,-Fixierungsapparat, wahrscheinlich nicht
in Abhangigkeit der CO>-Konzentration variieren, zumindest bei CO,-Gehalten im Zugas von
0,2-2 % (v/v). Lediglich bei 0,2 % (v/v) CO, im Zugas ist im Vergleich zu den anderen beiden
CO2-bedingten Zustéanden eine deutliche Abnahme des Kohlenhydratgehaltes zu erkennen, die
wahrscheinlich auf die verminderte operative Photosyntheseleistung der C. vulgaris Zellen unter
diesen CO2-Bedingungen (vgl. Abbildung 4.16.B) zurlickzufiihren ist.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In Abschnitt 4.2.1 wurde basierend auf den Verlaufen der PI-Kurven in Abbildung 4.15 die
Hypothese aufgestellt, dass zwischen der Lichtabsorption an den LHCII-RCII-Komplexen und
der nachgeschalteten CO,-Fixierung im Calvin-Zyklus eine Rlckkopplung besteht. Eine stei-
gende Auslastung des CO,-Fixierungsapparates wirde demnach einen Elektronenstau innerhalb
der photosynthetischen ETK (vgl. Abschnitt 2.6.3) hervorrufen, der sich negativ auf die operati-
ve photonenspezifische RCII-Effizienz auswirken wiirde. Um dies zu tberprifen bzw. zu unter-
suchen, wurden die operativen Eigenschaften des RCII mittels Fluoreszenzmessung (vgl. Ab-
schnitt 3.3.6.1) bestimmt. Die Untersuchungsergebnisse sind in Abbildung 4.19 dargestellt.
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Abbildung 4.19:  Aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitete Parameter zur Charakterisierung des operativen CO>-
abhangigen RCII-Zustandes. (A) maximale RCII-Effizienzen (Fv/Fm und Fu/Fn); (B) operative RCII-
Effizienzen (Fo/Fm), operativer RCII-Effizienzfaktor (F¢/Fv) und Anteil der RCII im Grundzustand
(qu); (C) akklimatisationsabh&ngige NPQ-Aktivitat. Die Ermittlung der Parameter erfolgte entspre-
chend dem Protokoll in Abschnitt 3.3.6.1. Die Definitionen der dargestellten Parameter sind in Tabel-
le 3.3 aufgelistet. Der Zustand bei 2 % (v/v) CO2 im Zugas wurde nur einfach vermessen, da bereits
vergleichbare Daten vorlagen (vgl. Abbildung 4.9). Fir die Untersuchungen wurden an die jeweiligen
CO2-Gehalte im Zugas akklimatisierte C. vulgaris Zellen herangezogen.
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

Zundchst kann festgehalten werden, dass die Daten bei 2 % (v/v) CO, im Zugas in Abbildung
4.19 gut mit dem vergleichbaren Zustand bei der PPFD von 233 pmol-m2-s in Abbildung 4.9
tibereinstimmen, was auf eine gute Reproduzierbarkeit und eine hohe Zuverlassigkeit der hier
vorgestellten Daten hindeutet. In Abbildung 4.19.A ist eindeutig zu erkennen, dass der Parame-
ter Fu/Fn (Parameterdefinition siehe Tabelle 3.3) bei 0,2 % (v/v) CO, im Vergleich zu den
anderen beiden Zustdnden, die auch eine hohere operative Photosyntheserate in Abbildung
4.16.B aufweisen, deutlich geringer ausféllt. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die LHCII-RCII-
Komplexe durch einen ausgeprédgteren Elektronenstau, der durch die nachgeschaltete CO,-
Fixierung bedingt wird (vgl. Abbildung 4.16.B), scheinbar stirker durch ROS inhibiert werden
[46,47]. Weiterhin ist in Abbildung 4.19.A zu sehen, dass der Parameter F./Fr, (Parameterdefi-
nition siehe Tabelle 3.3) bei 0,2 % (v/v) CO, um etwa 5,1 % geringer ausféllt als F./Frn, wéh-
rend bei den Zustdnden mit 1 und 2 % (v/v) CO, im Zugas diese Abweichung etwa 4,3 % be-
tragt. Dies kann als ein Hinweis auf eine gesteigerte NPQ-Aktivitét interpretiert werden [46].
Diese Steigerung der NPQ-Aktivitat bei sinkendem CO,-Gehalt im Zugas ist eindeutig in Ab-
bildung 4.19.C zu erkennen. Des Weiteren ist in Abbildung 4.19.B erkennbar, dass die operative
RCII-Effizienz (Fq/Fm; Parameterdefinition siehe Tabelle 3.3) mit sinkendem CO,-Gehalt im
Zugas tendenziell kontinuierlich sinkt. Dieses Ergebnis steht teilweise im Widerspruch zum
Ergebnis in Abbildung 4.16.B, wo bei den Zustdnden mit 1 und 2 % (v/v) CO;2 im Zugas jeweils
identische operative Photosyntheseraten beobachtet wurden, die vermuten lassen, dass auch die
operativen RCII-Effizienzen dieser CO-bedingten Zustande ebenfalls gleich sein sollten. Glei-
ches gilt fur die beiden Parameter F¢/F, und q. (Parameterdefinition siehe Tabelle 3.3), die in
Abbildung 4.19.B auch kontinuierlich mit dem CO,-Gehalt abnehmen. Aufgrund der relativ
grofRen Messunsicherheiten beim Zustand mit 1 % (v/v) CO2 im Zugas l&sst sich jedoch nicht
endgliltig festlegen, ob die Parameterwerte von F¢/Fm, Fo/Fv und q. tatsachlich von den analo-
gen Werten bei 2 % (v/v) CO2 im Zugas deutlich abweichen (vgl. Abbildung 4.19.B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine steigende Auslastung des nachgeschalteten
COs-Fixierungsapparates (vgl. Abschnitt 4.2.1) mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Rlckwir-
kung auf die Lichtabsorption am LHCII-RCII-Komplex aufweist und zu einer héheren Energie-
dissipation an jenen Komplexen fiihrt. Damit konnte gezeigt werden, dass die Lichtabsorption
am LHCII-RCII-Komplex und die nachgeschaltete CO»-Fixierung nicht unabhéngig voneinan-
der betrachtet werden kdnnen und sich gegenseitig beeinflussen, was in einem Modellierungs-
ansatz zur Beschreibung der stationdren Photosynthesekinetik (vgl. Abschnitt 4.3) entsprechend
beriicksichtigt werden sollte.

4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren
Photosynthesekinetik

Die Modellierung der stationdren, lichtabhdngigen Photosynthesekinetik erfolgte aufbauend auf
dem in [23] vorgestellten Modellansatz. Analog zu [23] wurde die Lichtabsorptionskinetik am
LHCII-RCII-Komplex in Anlehnung an das PSU-Modell (vgl. Abschnitt 2.6.3) von Han [26,27]
modelliert. Hierbei wurde das Modell zusatzlich um den PQ-Pool erweitert, der Elektronen von
angeregten LHCII-RCII-Komplexen aufnehmen kann und somit als ein Elektronenspeicher
fungiert (vgl. Abbildung 2.3). Die Elektronenaufnahme durch den PQ-Pool kann dabei so lange
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4 Ergebnisse und Diskussion

erfolgen, bis dieser vollstandig reduziert vorliegt und somit ausschliellich PQH.-Molekiile [1]
vorhanden sind. In der Modellvorstellung wird der ,,Elektronenzulauf* durch die Lichtabsorpti-
onskinetik des LHCII-RCII-Komplexes und das Vorhandensein der PQ-Molekiile definiert,
wéhrend der ,,Elektronenablauf durch die Prozessierung der Elektronen in einem nachgeschal-
teten Reaktionsschritt erfolgt, der auch den maximalen Elektronenfluss im LEF determiniert. In
[23] wurde in Anlehnung an das Blackman-Modell [163] postuliert, dass keine Wechselwirkung
bzw. Riickkopplung zwischen der Lichtabsorption am LHCII-RCII-Komplex und dem nachge-
schalteten Reaktionsschritt gegeben ist. Diese Annahme bedeutet, dass im lichtlimitierten Be-
reich allein die Lichtabsorptionskinetik an den LHCII-RCII-Komplexen die Photosynthese
definiert, bis, entsprechend dem Minimumgesetz [2,23] bzw. der Blackman-Kinetik [163], die
Reaktionskinetik eines nachgeschalteten Schrittes limitierend wirkt und so die maximale Photo-
syntheserate festlegt. In Abschnitt 4.2 konnte aus den Ergebnissen in Abbildung 4.15 (bzw.
Abbildung 4.16.B) abgeleitet werden, dass auch bei hohen CO»-Verfiigbarkeiten die Kinetik des
CO,-Fixierungsapparates die maximale Photosyntheserate definiert, zumindest im Bereich von
0,2-2 % (v/iv) CO; in der Zuluft. AuRerdem hat sich ergeben, dass eine Reduktion der CO»-
Verfuigbarkeit nicht nur eine frihere Uberlagerung der Lichtabsorptionskinetik durch die CO»-
Fixierungskinetik bewirkt, sondern auch eine Verschiebung des Ubergangsbereichs in Richtung
geringerer PPFDs hervorruft, was auf eine Rickkopplung zwischen der Lichtabsorption an den
LHCII-RCII-Komplexen und der CO.-Fixierung hindeutet (vgl. Abschnitt 4.2.1). Bei einer
fehlenden Ruckkopplung ware in Anlehnung an das Blackman-Modell [163] zu erwarten, dass
eine Reduktion der CO,-Verfugbarkeit lediglich die maximale Photosyntheserate entlang des
Verlaufs der Lichtabsorptionskinetik, wie bspw. in [23] dargestellt, herabsetzt und der Verlauf
der Photosynthesekinetik im lichtlimitierten Bereich dementsprechend unbeeinflusst bleibt. Bei
dem Zustand mit 0,2 % (v/v) CO, im Zugas ist jedoch besonders gut zu erkennen, dass die
Photosynthesekinetik (vgl. Abbildung 4.15 sowie Abbildung 4.16.B) bereits im lichtlimitierten
Bereich bei etwa 252 pmol-m=-s deutlich von den Photosynthesekinetiken der anderen beiden
Zustande, die sich bei dieser PPFD noch Uberlagern und erst spéter divergieren, abweicht,
obwohl die maximale Photosyntheserate auch beim Zustand mit 0,2 % (v/v) CO; im Zugas erst
bei hoheren PPFDs erreicht wird. Aufbauend auf diesen Ergebnissen (vgl. Abschnitt 4.2) und
im Gegensatz zur Modellvorstellung in [23] wird angenommen, dass die Lichtabsorption an
einem LHCII-RCII-Komplexen nicht unabhangig von der nachgeschalteten CO»-Fixierung
betrachtet werden kann. Deshalb werden beide Reaktionsschritte im Rahmen des hier vorge-
stellten Modells Uber den PQ-Pool miteinander verknlpft. Der Reduktionsgrad des PQ-Pools
bzw. der Fillstand des Elektronenspeichers ergibt sich aus der Bilanzierung des Elektronenzu-
laufs (Lichtabsorption am LHCII-RCII-Komplex) und des Elektronenablaufs (Nutzung der
gespeicherten Elektronen flr die CO»-Fixierung). Dadurch wird eine Riickkopplung zwischen
der COz-Fixierung und der Lichtabsorption an einem LHCII-RCII-Komplex erreicht. Zudem
wird der PQ-Pool als ein Puffer zwischen den beiden Photosystemen angesehen [69]. In der
Modellvorstellung wird die Notwendigkeit dieses Puffers dadurch begriindet, dass die angereg-
ten Elektronen an einem LHCII-RCII-Komplex nicht tber die Dauer der langsamsten Zeitkon-
stanten des RCII (vgl. Abschnitt 2.2.2) hinaus gespeichert werden kdnnen und ihre Energie
somit dissipiert werden mdsste, falls der nachgeschaltete LHCI-RCI-Komplex nicht zufalliger-
weise das am LHCII-RCII-Komplex angeregte Elektron verarbeiten kann. Ohne den PQ-Pool
als Puffer wére also eine nahezu perfekte Synchronisation zwischen den beiden Photosystemen
erforderlich, die jedoch aufgrund der Natur des photosynthetischen Prozesses (vgl. Abschnitte
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

2.2.1 und 2.2.2) kaum realisierbar sein diirfte. Der schematische Aufbau des in dieser Arbeit
entwickelten Modells kann Abbildung 4.20 entnommen werden.

Entsprechend der PSU-Definition nach Han [27] (vgl. Abschnitt 2.6.3), wird auch im hier
vorgestellten Modell die gesamte photosynthetische ETK inklusive aller dazugehérigen Kom-
ponenten des CO»-Fixierungsapparates als eine PSU betrachtet. Im Gegensatz zum PSU-Modell
nach Han [26,27] wird die PSU jedoch nicht als eine Einheit betrachtet, die nur in ihrer Ge-
samtheit verschiedene Zustande (vgl. Abbildung 2.11) annehmen kann. Stattdessen wird defi-
niert, dass die explizit modellierten PSU-Komponenten (vgl. Abbildung 4.20) jeweils unter-
schiedliche Zustdnde annehmen kdnnen, sodass die gesamte PSU nur in Grenzféallen in einem
einheitlichen Zustand vorliegen kann. Im Dunkeln (erster Grenzfall) wére die gesamte PSU im
Grundzustand, wéhrend ausreichend hohe PPFDs (zweiter Grenzfall) eine vollstdndige Anre-
gung der PSU bewirken wiirden.

@~ @

Tabs,P I'RCILetrans RuBisCO —TPSU,etrans™ >

Abbildung 4.20:  Schematischer Aufbau des PSU-Modells mit zwei nacheinander geschalteten, limitierenden
Reaktionsschritten. Die Absorption von Lichtenergie und deren Transport zum RCII im Grundzustand
(RCllgs) tiberfiihrt das RCII in den angeregten Zustand (RClles). Die lichtbedingte Uberfiihrung von
RCllgs zu RClles erfolgt dabei mit der Reaktionsrate rassp. Im néchsten Schritt tbertragt das RClles ein
angeregtes Elektron auf ein PQ-Molekil im Grundzustand (PQgs) und tberfiihrt es in den reduzierten
Zustand (PQes), wodurch das RClles zeitgleich in den Grundzustand zuriickkehrt. Diese Elektronen-
Ubertragungsrate wird im Modell als rrciietrans definiert. Die nachgeschaltete CO2-Fixierung durch
RuBisCO bestimmt als absolut limitierender Schritt die Reaktionsgeschwindigkeit rpsu,etrans, Mit der
PQes zu PQgs oxidiert und das entsprechende Elektron fiir die CO2-Fixierung genutzt wird. Bei hohen
bzw. sattigenden PPFDs fiihrt die Limitierung durch RuBisCO zu einem Elektronenstau, der eine Ak-
kumulation von PQes und RClles bewirkt, die wiederrum in einer Steigerung der Dissipation der ab-
sorbierten Lichtenergie in Form von Wéarme und Fluoreszenz resultiert.

Entsprechend dem Modellaufbau in Abbildung 4.20 kann ein LHCII-RCII-Komplex im Grund-
zustand (RCllgs) durch die Absorption eines Photons sowie den Transport dessen Energie zum
RCII in den angeregten Zustand (RCll¢s) tiberfiihrt werden. Ein RClles kann im néchsten Schritt
das angeregte Elektron auf ein PQ-Molekul im Grundzustand (PQgs) Ubertragen, wodurch das
RCllgs in den Grundzustand zuriickkehrt und das PQgs in den reduzierten Zustand (PQes) Uber-
fuhrt wird. Ausgehend von der Literatur [1,105,117] wird angenommen, dass RuBisCO die
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion innerhalb des Calvin-Zyklus (vgl. Abschnitt 2.2.3)
katalysiert. Es wird daher im Rahmen des hier vorgestellten Modells unterstellt, dass die Reak-
tionsgeschwindigkeit von RuBisCO die maximale Rate vorgibt, mit der die Elektronen aus dem
PQes-Pool im stationdren Zustand fiir die CO.-Fixierung genutzt werden kénnen. Bedingt durch
die Modellstruktur definiert diese Reaktionsrate ebenfalls die maximale Rate, mit der PQes-
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Molekile in den Grundzustand Uberfilhrt bzw. zu PQgs oxidiert werden. Entsprechend dem
Aufbau der photosynthetischen ETK (vgl. Abbildung 2.3) wird RuBisCO nicht als ein direkter
Reaktionspartner der PQcs-Molekiile betrachtet. Da RuBisCO in der Modellbetrachtung nur die
Rate des maximal mdglichen LEF im stationdren Zustand vorgibt und keinen Reaktionspartner
darstellt, unterliegt es im Vergleich zu RCII und PQ keinen Zustandswechseln (vgl. Abbildung
4.20). Im Nachfolgenden wird das bisher zusammenfassend erlduterte Modell detailliert herge-
leitet und mathematisch beschrieben.

Im ersten Schritt der Photosynthese erfolgt die Absorption von Licht am LHCII-RCII-Komplex.
Die Wahrscheinlichkeit, dass die Absorption eines Photons durch ein Chlorophyll erfolgt, wird
durch axcni definiert [94]. Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 erldutert, kdnnen auch Carotinoide
Photonen absorbieren, die absorbierte Energie von Chlorophyllen aufnehmen und diese, zumin-
dest aus physikalischer Sicht, auf weitere Chlorophylle Gbertragen [1,38]. Es ist jedoch unklar,
welche Rolle die Carotinoide in Chlorella spp. bei der primdren Photochemie in vivo einnehmen
[50]. In Chlorella spp. wird den Carotinoiden hauptséchlich eine photoprotektive Funktion
zugesprochen [50,97,99]. Aus diesem Grund wird vereinfacht davon ausgegangen, dass nur die
Chlorophylle zum ,photosynthetischen* Absorptionsquerschnitt beitragen. Zur Vereinfachung
werden zudem zundchst Uber PAR gemittelte ocni im hier vorgestellten Modell verwendet. Das
Produkt aus ocn (vgl. Abschnitt 3.4.1) und nRC"qy (vgl. Abschnitt 3.4.2) bildet den LHCII-RCII-
spezifischen Absorptionsquerschnitt (orcu). Die gesamte Photonenabsorptionsrate (Fapstwot) an
einem LHCII-RCII-Komplex kann dann wie folgt beschrieben werden:

Tabs,tot = Ochl g Ipag - 107 - Ny = 0peyr - Ipag - 1076 - Ny (4.5)

Der Parameter lpar Steht hierbei fiir die jeweils vorliegende PPFD (mittels des Terms 10 - Na
wird lpar [Umol-m2-s1] in m2-st umgerechnet). Fir die absorbierte Lichtenergie bestehen drei
Propagationsmoglichkeiten innerhalb eines LHCII-RCII-Komplexes (vgl. Abbildung 2.2). Die
ersten beiden Mdglichkeiten sind dissipativer Natur, wobei die absorbierte Energie in Form von
Warme (bspw. durch NPQ-Mechanismen [61]) oder Fluoreszenz abgegeben wird [46]. Die
dritte Moglichkeit ist die Propagation der absorbierten Lichtenergie zum P680-Chlorophyllpaar
im RCII und deren Nutzung fiir die primdre Ladungstrennung [1,46]. Diese drei Mdglichkeiten
stehen stets in Konkurrenz zueinander [46,293]. Im Modellkontext wird definiert, dass aus-
schlieflich RClIs im Grundzustand die absorbierte Lichtenergie fir die primare Photochemie
nutzen kénnen [23,26,27,29,161,251,256]. In diesem Zustand befinden sich alle Komponenten
des RCII (vgl. Abbildung 2.4) im Ausgangszustand. Zudem enthalt das RCII in dieser Modell-
vorstellung einen locker gebundenen, terminalen Elektronenakzeptor Qg. Entsprechend dieser
Definitionen wird nur der Anteil der absorbierten Lichtenergie fiir die Photochemie verwendet,
der von einem RCllgs absorbiert und nicht in Form von Wérme oder Fluoreszenz, bereits vor
dem Erreichen des P680, dissipiert wird. Die Photonenabsorptionsrate (rassp), mit der die absor-
bierten Photonen zur priméren Ladungstrennung fiihren, ist dann folgendermalen definiert:

Tabs,p = PRcll " Vabs,tot * MRCILgs (4.6)

Hierbei ist der Modellparameter grci die maximale Quantenausbeute im PPFD-abhéngigen
Akklimatisationszustand (entspricht Fv/Fr, in Abschnitt 3.3.6.1). Dieser Parameter beschreibt die
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Wahrscheinlichkeit bzw. Effizienz, mit der ein am RCllg absorbiertes Photon zur priméren
Ladungstrennung fiihrt [46,47]. Die Anzahl der RCllgs wird durch ngei,gs gekennzeichnet.

Entsprechend der Rate rapsp Werden RCllgs in RClles Gberfiihrt (vgl. Abbildung 4.20). Durch die
energetische Anregung des P680-Chlorophylipaares im RCII wird dieses zu einem Redukti-
onsmittel und induziert den Elektronentransport am RCII entsprechend dem Z-Schema in Ab-
bildung 2.4 bis zum terminalen Elektronenakzeptor Qg [1].

Im angeregten Zustand kann der LHCII-RCII-Komplex zwar weitere Photonen absorbieren,
diese jedoch nicht fur die Photochemie verwenden, da die RCII-Komponenten gemal der Mo-
delldefinition zun&chst in den Grundzustand zuriickkehren miissten. Unter der Voraussetzung,
dass eine energetische Verkntpfung zwischen mehreren LHCII-RCII-Komplexen existiert, ware
es prinzipiell denkbar, dass die an einem RCll¢s absorbierte Lichtenergie an ein energetisch
verknupftes RCllgs transferiert und so fir die primére Photochemie genutzt wird [249]. Die
Modelle aus der Literatur, die den energetischen Verkniipfungsgrad der LHCII-RCII-Komplexe
beriuicksichtigen bzw. beschreiben, kénnen jeweils den sogenannten lake-, islet- oder puddle-
Modellen zugeordnet werden [38,249]. In der lake-Modellvorstellung bilden die LHCII-RCII-
Komplexe eine statistische Entitét, innerhalb derer die an einem RClles absorbierte Lichtenergie
in Abh&ngigkeit des vorliegenden Verknipfungsgrades, der Werte zwischen 0 und 1 annehmen
kann, zu einem beliebigen RCllys transferiert wird, wobei sie jedoch auch vor dem Erreichen
eines RCllgs in Form von Wé&rme oder Fluoreszenz dissipiert werden kann [38,249,326]. Beim
islet-Modell werden die LHCII-RCII-Komplexe in diskrete Cluster aufgeteilt, innerhalb derer
der Energietransport zwischen den LHCII-RCII-Komplexen mdglich ist [38,249]. Beim puddle-
Modell (lake-Modell mit einem Verknipfungsgrad von 0) wird der Energietransfer zwischen
verschiedenen LHCII-RCII-Komplexen als unmdglich angesehen, sodass die an einem RClles
absorbierte Lichtenergie zwangslaufig als Fluoreszenz oder Warme dissipiert werden muss
[38,249]. Derzeit existieren keine experimentellen Ergebnisse, die eindeutig zeigen, welcher
Modellansatz tatsachlich der Realitat entspricht [249]. Basierend auf den Experimenten von
[327,328] und im Gegensatz zu [326] wird in dieser Arbeit die puddle-Modellvorstellung in
Bezug auf die Interkonnektivitat der LHCII-RCII-Komplexe ibernommen. Ausgehend von der
Annahme eines puddle-Modells I&sst sich die totale Energiedissipationsrate (Faisstot), Mit Nrcites
als Anzahl der RClles, wie folgt definieren:

Tdiss,tot = Tabs,tot * ((1 = Qrcin) Ngcirgs + nRCII,es) (4.7)

In Analogie zum PSU-Modell nach Han [26,27] wird definiert, dass im stationdren Zustand der
limitierende Reaktionsschritt zwischen der Elektronendonorseite des RCII und der terminalen
Elektronenakzeptorseite des RCII die Reaktionsgeschwindigkeit determiniert, mit der der Zu-
standswechsel von RClles zu RCllgs erfolgt. Die effektive Geschwindigkeitskonstante dieses
Schrittes wird im Modell als krcniim definiert. In der Literatur wird vermutet, dass die Elektro-
nendbertragung von Qa auf Qg wahrscheinlich limitierend ist [58,102]. Wenn ein Qg in der
entsprechenden Bindestelle des RCII vorhanden ist, dauert die Oxidation eines reduzierten Qa
und die damit verbundene Elektronenlbertragung auf Qg etwa 0,2-0,4 ms [102]. Wenn das
gebundene Qg bereits einfach reduziert wurde, dauert der gleiche Elektronentransfer 0,6-0,8 ms
und verléngert sich sogar auf 2-3 ms, wenn erst ein Qg durch ein RCII gebunden werden muss
[102]. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch der OEC, der im Mittel ca. 0,38-
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0,55 ms pro Elektroneniibertragung benétigt (vgl. Abschnitt 2.2.2), teilweise limitierend wirken
kann [68]. Trotz der uneindeutigen Lokalisierung des limitierenden Schrittes beim Elektronen-
transport innerhalb eines RCII kann festgehalten werden, dass die effektive, durchschnittliche
Zeitkonstante dieses limitierenden Schrittes im Bereich von etwa 0,4-2,1 ms pro Elektrontrans-
fer liegen sollte. Anders als im Han-Modell [26,27] bendtigt ein RClles in dem hier vorgestellten
Modell den Reaktionspartner PQgs (vgl. Abbildung 4.20), um in den Grundzustand zuriickkeh-
ren zu kénnen. Die Rate der Elektroneniibertragung vom RClles zum PQgs (Irciietrans) iSt dem-
nach wie folgt definiert:

NpQ,gs

TrCILetrans = KRrcintim * MRcines * (4.8)

NReciLtot

Hierbei sind npggs und Nrengor jeweils die Gesamtanzahl aller PQ-Molekiile und aller RClIs.
Diese Gleichung entspricht formal einer Reaktion zweiter Ordnung und stellt lediglich eine
Vereinfachung des tatsdchlichen Elektronentransfers von RClles auf PQgs dar. Hierbei fungieren
RClles und PQgs als Substrate, wéhrend RCllgs und PQes die resultierenden Produkte darstellen.
Mit dem Term npggs/Nreinor Wird festgelegt, dass einem RClles nicht der gesamte PQgs-Pool,
sondern jeweils nur der lokale PQgs-Pool in seiner unmittelbaren Umgebung bzw. innerhalb der
entsprechenden PSU zur Verfugung steht.

Die Rate rrcuerrans beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der der PQgs-Pool reduziert
bzw. in den PQe-Pool umgewandelt wird. Die in PQ.s gespeicherten Elektronen dienen in der
Modellvorstellung als Substrat fir den zweiten limitierenden Reaktionsschritt in der PSU. Im
stationaren Zustand determiniert der insgesamt langsamste Reaktionsschritt die Geschwindig-
keit, mit der die Elektronen aus dem PQes-Pool im Rahmen der CO,-Fixierung prozessiert und
die PQes zu PQgs oxidiert werden. Wie zuvor erwéhnt, wird basierend auf den Ergebnissen aus
Abschnitt 4.2 angenommen, dass letztendlich RuBisCO den limitierenden Reaktionsschritt, der
die Lichtsdttigung der Photosynthese (vgl. Abbildung 4.15) hervorruft, katalysiert [1,105,117].
Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass diese Annahme nicht als allgemein giiltig betrachtet
werden kann und je nach Akklimatisationszustand (z. B. bei extremen Akklimatisations-PPFDs
[105]) ein anderer Reaktionsschritt limitierend sein kénnte (vgl. Abschnitt 4.2), darunter die
PQH_-Oxidation am Cyt bef oder eine nachgeschaltete, metabolische Reaktion. Nichtsdestotrotz
wird davon ausgegangen, dass die getroffene Annahme Uber einen weiten Bereich der Umge-
bungsbedingungen und fur einige Mikroalgenstdimme ihre Giltigkeit beibehalten sollte, da in
der Literatur unter diversen Bedingungen und mit verschiedenen Mikroalgenstdmmen eine
deutliche Korrelation zwischen der maximalen Umsatzgeschwindigkeit einer PSU und der
RCll-spezifischen RuBisCO-Anzahl beobachtet werden konnte [105,156,180,212].

Als eine weitere Vereinfachung wird der Einfluss der CO»-Konzentration auf die maximale
Photosyntheserate zunéchst nicht explizit modelliert, da die flir das hierbei vorgestellte Modell
herangezogenen Photosynthesekinetiken (vgl. Abschnitt 3.2.1) stets unter dem gleichen und im
Vergleich zu den atmospharischen Bedingungen sehr hohen [116] CO.-Gehalt in der Zuluft von
2 % (v/v) generiert wurden. Der Temperatureinfluss auf die RuBisCO-Kinetik [320] wurde
ebenfalls vernachlassigt, da die Ansétze durchweg unter konstanten, optimalen Temperaturbe-
dingungen [127,132] analysiert wurden (vgl. Abschnitt 3.3.5). Ausgehend von den zuvor aufge-
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

stellten Modellannahmen und Vereinfachungen wird die Reaktionsrate (rpsuetrans), Mit der die
Elektronen aus dem LEF fur die CO,-Fixierung genutzt werden, folgendermaRen definiert:

NRuBisCoO,tot
—> “Mpges (4.9)

Ypsu,etrans = <kRuBisC0 :
Npg.tot

Hierbei ist krugisco die effektive Geschwindigkeitskonstante, mit der RuBisCO die Elektronen
aus dem LEF fiir die CO,-Fixierung prozessiert. Der Parameter nrysisco.wot 1St die Anzahl aller
RuBisCOs. Der Modellparameter npges ist die Gesamtanzahl der PQes-Molekile. In Anlehnung
an Gleichung 4.8 wird durch den Term ngrysisco,t/NPoot berticksichtigt, dass der relative bzw.
lokale RuBisCO-Pool fir die PQ-spezifische Reaktionsgeschwindigkeit (rpsuetrans) relevant ist.

Analog zu [26,27,161,256] wird angenommen, dass die Anzahl der PSU-Komponenten wéh-
rend des jeweiligen Messzeitraumes unverandert bleibt. Da die oxygenen Photosyntheseraten
stets innerhalb von wenigen Minuten erfasst wurden (vgl. Abschnitt 3.3.5), wird die Einstellung
eines stationdren Zustandes im Rahmen dieser Messungen unterstellt, der durch die im Gegen-
satz zum Messzeitraum kurzen Umsatzzeiten bzw. Zeitkonstanten der Reaktionsschritte inner-
halb des Photosyntheseapparates und die damit verbundene, relativ schnelle FlieRgleichge-
wichtseinstellung begriindet wird [1,27,58,285,293]. Deshalb kann Folgendes definiert werden:

Npcirgs + NRciles = NRCILtot = CONSE. (4.10)

Npo,gs + Mpges = Npg,tot = CONSL. (4.11)
Ngrcigs . NRciles

%+ = XRcir,gs T Xrcires = 1 (4.12)
Ngcirtot  MRCILtot
Npo,gs = MpQ,es

g + g = XpQ,gs + XpQ,es = 1 (4.13)

Npo,tot  MpQ,tot

Mit x; als anzahlspezifischer Anteil der jeweiligen Komponente i. Ausgehend von der vorheri-
gen Definition einer PSU (vgl. Abschnitt 2.6.3) und der Annahme eines stationéren Zustandes
ergeben sich folgende PSU-spezifische Bilanzgleichungen fir die anzahlspezifischen Anteile
von RCllgs, RClles, PQgs und PQes:

dxg T, T
Cll,gs abs,P RCII,etrans
L =— + =0 (4.14)
dt NRgciltot NRciitot
deCII,es rabs,P rRCII,etrans
= - =0 (4.15)
dt Npcitot  MRCILtot
dpr 1, T,
,gs RCIl,etrans PSU,etrans
__ + ~ 0 (4.16)
dt NRgciitot NRgciitot

dxXpges T 7]
) RCIl,etrans PSU,etrans
= - =0 (4.17)

dt NRecitot NRcirtot
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Durch die zusétzliche Beriicksichtigung der Gleichungen 4.12 und 4.13 ergibt sich schlieBlich
folgendes Gleichungssystem:

Npo,tot

_6 p—
—®grcir * Orer * Ipar - 107° - Ny - Xperr gs + Krerniim * Xreites * Xpo,gs * =0 (4.18)
Ngcitot
1 — Xgeir,gs — Xrcites = 0 (4.19)
Npg,tot NRuBisco,tot
—kgciitim * XRrcines Xpogs ' T— — Tt krupisco - —————] - Xpges = 0 (4.20)
NRgcirtot Ngcintot
1- XpQ,gs — XPQ,es = 0 (4.21)

Die PSU-spezifische Energiedissipationsrate (resudisstot) iSt, ausgehend von Gleichung 4.7, wie
folgt definiert:

Tpsu diss,tot = Orcil * Ipar * 107¢- Ny - (1 — @rci1 'xRCII,gs) (4.22)

In Gleichung 4.20 beschreibt der Term (Krusisco - Nrusisco,wot/NRcitor) * XPoes die Rate im stationé-
ren Zustand, mit der die Elektronen im LEF — ausgehend vom OEC bis zur CO,-Fixierung —
prozessiert werden. Diese Rate ist somit proportional zur oxygenen Brutto-Photosyntheserate.
Durch das Verrechnen des Terms (Krugisco - Nrusisco,ot/NRcintor) - Xpges Mit dem elektronenspezifi-
schen Oz-Ausbeutekoeffizienten (yoze-) sowie der Anzahl der Chlorophylle pro PSU
(NRMepy + Nreitot/NRenot - NRC'en) erhdlt man schlieRlich die Chlorophyll-spezifische oxygene
Brutto-Photosyntheserate (regrutto,ch):

k NRuBisCO,tot N
RuBisCO ° n : xPQ,es AV
RCII tot

Tp,Brutto,chl = Y0,/e™ " ( (4-23)

Ngcrtot
el TR )
NReciLtot

Der Parameter yozre- definiert wie viel Mol O, durch den OEC freigesetzt werden, wenn ein Mol
Elektronen durch den LEF flieBt. Ausgehend vom Z-Schema (vgl. Abbildung 2.4) betrégt yoore-
1/4 [1]. Die Anzahl der Chlorophylle pro PSU wird durch die Anzahl der Chlorophylle im
jeweiligen LHC-RC-Komplex (nicy) und das Verhéltnis beider Komplexe innerhalb einer PSU
(Nreitot/NReinor) bestimmt. Die LHC-RC-spezifische Anzahl der Chlorophylle kann entsprechend
dem Ansatz in Abschnitt 3.4.2 berechnet werden. Das Nrciwot/Nreino-Verhdltnis von 1,1 [202]
wurde analog zu Abschnitt 3.4.2 als konstant angenommen. Bei einer Lichtsattigung des limitie-
renden Schrittes betragt Xpges = 1, wodurch sich der Term (Krusisco - Nrusisco,tot/NRCIItot) * XPQ.es ZU
Krusisco * NRusisco,tot/NReitot reduzieren lasst. Der Term Krusisco * Nrusisco tot/Nrcii ot 1St proportional
zur maximalen Brutto-Photosyntheserate.

Aufgrund der Tatsache, dass auch unter Lichteinfluss ein Teil des photosynthetisch fixierten
CO; im Rahmen der mitochondrialen Zellrespiration (vgl. Abschnitt 2.4) unter O2-Verbrauch
erneut freigesetzt wird [123,124,260], kann mit dem in Abschnitt 3.3.5 beschriebenen experi-
mentellen Aufbau ausschlielich die oxygene Netto-Photosyntheserate erfasst werden, weshalb
die Zellrespiration im Rahmen des Modells explizit berlicksichtigt werden muss. In Anlehnung
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

an [187] wird definiert, dass die gesamte Chlorophyll-spezifische Respirationsrate (rrot.cni) aus
einem ratenunabhéngigen Teil (rmntcn), der in der Literatur auch als Erhaltungsstoffwechsel
bezeichnet wird [161,162,187,259,260], und einem Teil (rzcni), der in Abhangigkeit der Brutto-
Photosyntheserate skaliert, besteht. Die Rate rgot.cni kann dann wie folgt beschrieben werden:

TR tot,chl = TR,chl T Tmnt,chi = PR,chl * TP,Brutto,chl T Tmnt,chi (4.24)

Der Parameter grcni beschreibt hierbei den Anteil des bei der Photosynthese freigesetzten O,
der bei der mitochondrialen Respiration erneut verbraucht wird, weshalb dieser Parameter
formal den Synthesekosten neuer Biomasse entspricht [187,194,260]. Die in Gleichung 4.24
aufgefiihrte Respirationsrate entspricht formal dem Respirationsmodell nach Pirt [259]. Fir die
Chlorophyll-spezifische oxygene Netto-Photosyntheserate (rp netto,cni) €rgibt sich dann:

T Netto,chl = TP Bruttochi — TRtot.chi = (1 — @rcht) * Tp Brutto,chl — Tmnt,chl (4.25)

Da die Lichtabnahme in einem Photobioreaktor (vgl. Abschnitt 2.5.2) einen deutlichen Einfluss
auf die Form der lichtbedingten Photosynthesekinetik ausiiben kann [23,243], wurde das Licht-
profil im Flachplatten-Photobioreaktor (vgl. Abschnitt 3.1.3) bzw. in der Messzelle zur Be-
stimmung der oxygenen Photosyntheserate (vgl. Abschnitt 3.3.5) modellbasiert beriicksichtigt
(vgl. Abschnitt 3.4.1). Trotz der modellbasierten Beruicksichtigung des Lichtprofils wurden
zusétzlich experimentelle MaRnahmen getroffen, die den Einfluss der Lichtabnahme innerhalb
der entsprechenden Vorrichtung (Bioreaktor bzw. Messzelle) auf die Form der PI-Kurve mini-
mieren sollten (vgl. Abschnitte 2.5.2, 3.1.3 und 3.3.5). Im Rahmen des hier vorgestellten Mo-
dells wird jeweils die lokale Chlorophyll-spezifische Netto-Photosyntheserate (rpetto.chi(zr))
bestimmt, die anschliefend Uber die Reaktor- bzw. Messzellentiefe (von zg =0 bis zzr = Ir)
integriert wird, um die effektive Chlorophyll-spezifische Netto-Photosyntheserate (7p netto,chi;
siehe Gleichung 4.26) zu erhalten. Die berechneten Raten 7p netto,cni €ntsprechen den experimen-
tell bestimmten Chlorophyll-spezifischen oxygenen Netto-Photosyntheseraten (vgl. Abschnitt
3.3.5). Das bisher beschriebene Gesamtmodell ist in Abbildung 4.21 schematisch dargestellt.
lr

_ 1
Tp,Netto,chl = I TP,Netto,Chl(IPAR(ZR))dZR (4.26)

R 0
Im Gegensatz zum PSU-Modell nach Han [26,27], das hierbei als Grundlage diente, wird in
dem hier vorgestellten PSU-Modell die progressive photooxidative Photoinhibierung des D1-
Proteins [51,208] vereinfacht nicht berucksichtigt. Die Erfassung von PI-Kurven erfolgt meis-
tens im Bereich von wenigen Minuten [29,158] (vgl. Abschnitt 3.3.5). Die progressive Photoin-
hibierung ist hingegen ein vergleichsweise langsamer Prozess mit effektiven Zeitkonstanten im
Bereich von 30 min bis mehreren Stunden [208,209]. Es kann daher nicht angenommen werden,
dass sich die progressive Photoinhibierung in einem Messzeitraum von wenigen Minuten bereits
im stationdren Zustand befindet oder besonders stark ausgepragt sein sollte [157]. Schnelle bzw.
nicht-akklimatisierte PI-Kurven aus der Literatur [29,157,158,164], die unter optimalen Nahr-
stoffbedingungen und innerhalb weniger Minuten erfasst wurden, zeigen selbst bei sehr hohen
PPFDs héufig keine Abnahme der Photosyntheserate und somit auch keine effektiv sichtbare,
progressive Photoinhibierung. Deshalb wird argumentiert, dass es sinnvoller ist, die Kinetik der
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Photoinhibierung separat von der Kinetik einer PSU, ohne die zeitgleiche Annahme eines stati-
onaren Zustandes sowohl fur die PSU als auch fiir die Photoinhibierung, zu modellieren oder
die progressive Photoinhibierung vereinfachend zu vernachléassigen, wenn es die experimentel-
len Umstédnde ermdglichen (vgl. Abschnitt 3.3.5.2). Im Falle akklimatisierter bzw. stationarer
Pl-Kurven (vgl. Abschnitt 3.3.5.1) sollte beachtet werden, dass ein (quasi-)stationdrer Anteil
photoinhibierter RCIIs besteht, wie aus Abbildung 4.9.A hervorgeht. Dieses Ergebnis zeigt
jedoch auch, dass dieser Anteil vernachléssigbar gering ausféllt, sodass selbst bei einer sehr
hohen Akklimatisations-PPFD von 1436 pmol-m2-s immer noch etwa 90 % der RClIs in C.
vulgaris funktional sind (vgl. Abschnitt 4.1.2.5). Bei PPFDs < 999 pumol-m2-s sind sogar (iber
94 % der vorhandenen RCllIs nicht-photoinhibiert (vgl. Abschnitt 4.1.2.5). Basierend auf diesem
Ergebnis wird auch im Falle der stationéren bzw. akklimatisierten PI-Kurven die Photoinhibie-
rung zundchst nicht explizit berticksichtigt.

o)
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Abbildung 4.21:  Schematische Darstellung des Gesamtmodells zur Beschreibung der stationdren, lichtabhdngigen
Photosynthesekinetik mit den zentralen Modellkomponenten. Der detaillierte Aufbau des Modells zur
Ermittlung des Lichtprofils innerhalb eines Flachplatten-Photobioreaktors bzw. der Messzelle zur Be-
stimmung der oxygenen Photosyntheserate ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Die jeweilige LHC-RC-
KomplexgroRe wurde entsprechend dem Vorgehen in Abschnitt 3.4.2 fiir jeden PPFD-abhéngigen
Akklimatisationszustand von C. vulgaris berechnet. Die effektive Chlorophyll-spezifische oxygene
Netto-Photosyntheserate (7, netto,cni) resultiert aus der Losung der Gleichungen 4.18-4.21 und 4.23-
4.26.

4.3.1 Bestimmung der Modellparameter

4.3.1.1 Bestimmung der akklimatisationsspezifischen Modellparameter

Fur die Parameterschatzung wurden insgesamt drei verschiedene Datensétze herangezogen. Es
wurden drei nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-Kurven (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) verwendet,
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an die das in Abschnitt 4.3 vorgestellte Modell sowie das PSU-Modell nach Han [27], jeweils
mit und ohne die Berlicksichtigung der progressiven Photoinhibierung (vgl. Abschnitt 2.6.3),
angepasst wurden, um die kinetischen Parameter Kgcii,im UNd Krugisco SOWi€ THan DZW. Than,inn Und
Kran,inn ZU ermitteln. Bei jedem Datensatz wurde der jeweilige PPFD-abhéngige Akklimatisati-
onszustand von C. vulgaris berticksichtigt. Die drei herangezogenen Akklimatisationszustande
entsprachen den in Tabelle 4.3 aufgefiihrten NL-, ML- und HL-Zusténden. Die durchschnittli-
chen PPFDs der drei aufgefilhrten Zustadnde waren: 42, 233 und 1423 pmol-m=2-s. Ausgehend
von den Akklimatisations-PPFDs konnten mithilfe der Gleichung 4.3 und der in Tabelle 4.1
aufgeflihrten Parameter die Pigmentgehalte fir die Zustdnde NL, ML und HL berechnet werden,
die als Modellinput benotigt wurden (vgl. Abbildung 4.21). Die resultierenden Chlorophyllgeh-
alte wurden zur Berechnung von ocn mittels Lorenz-Mie-Theorie [222-224,228] (vgl. Abschnitt
3.4.1) sowie zur Berechnung von nR¢"'cy und nRC'ep sowie von Ngeinor UNd Neeror (VL. Abschnit-
te 3.4.2 und 4.1.2.2) bendtigt. Hierdurch konnte zudem der Parameter orci, der aus dem Produkt
aus nRC!ep und ocni resultiert, fir die jeweiligen lichtbedingten Zustande berechnet werden (vgl.
Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.22:  Darstellung des PPFD-abhéangigen Verlaufes von grci (entspricht Fuo/Fm) sowie der angepassten
logistischen Regressionsfunktion (durchgéngige Linie). Die abgebildeten grci- bzw. Fo/Fn-Daten
(griine Punkte) entsprechen den experimentellen Daten in Abbildung 4.9.A.

Wie ebenfalls aus Abbildung 4.21 hervorgeht, musste der Parameter grcu, der die maximale
RCII-Effizienz definiert und somit implizit auch die NPQ-Aktivitat sowie die stationére Photo-
inhibierung berlcksichtigt (vgl. Abschnitt 4.1.2.5), fur die jeweiligen lichtabhangigen Akklima-
tisationszustande ermittelt werden. Definitionsbedingt wird angenommen, dass der Modellpa-
rameter grcy dem Parameter Fu/Fn [46,47] aus den Fluoreszenzmessungen (vgl. Abbildung
4.9.A) entspricht. Ahnlich wie im Falle der Pigmentgehalte in Abbildung 4.3 wurde Gleichung
4.3 auch zur Anpassung des PPFD-abhangigen Verlaufes von F./Fn genutzt (sieche Abbildung
4.22). Die Regressionsparameter sowie das entsprechende R? mit einem Wert von 0,9630, der
auf eine gute Beschreibung der Daten durch die entsprechende Funktion hindeutet, sind in
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Tabelle 4.6 aufgelistet. In beiden hier genannten Fallen wurde die logistische Funktion (siehe
Gleichung 4.3) lediglich zur Glattung der experimentellen Daten eingesetzt und weist somit
keine mechanistische Bedeutung auf. Die Anpassung der Gleichung 4.3 an die jeweiligen expe-
rimentellen Daten ermdglicht zudem die Untersuchung weiterer lichtbedingter Akklimatisati-
onszusténde von C. vulgaris, die im Rahmen der Experimente nicht erfasst wurden.

Tabelle 4.6:  Modellparameter der an den PPFD-abhangigen Verlauf von grci bzw. Fu/Frn angepassten logistischen
Funktion (Gleichung 4.3).

Modellparameter

R? 1
orcimin [-] @rcimax [-] [pmoT-ArF;ifz-S‘l] p[]
0,9630 0,4615 0,759 1431,2 1,2209

Das Produkt aus den beiden Parametern grcii und orci definiert die maximale Photonenabsorp-
tionskapazitat und Nutzungseffizienz der absorbierten Lichtenergie flr die primére Photochemie
eines durchschnittlichen bzw. effektiven LHCII-RCII-Komplexes im Grundzustand (vgl. Glei-
chungen 4.5 und 4.6). Die an den LHCII-RCII-Komplexen angeregten Elektronen werden im
nachfolgenden Schritt, entsprechend der Modellvorstellung (vgl. Abschnitt 4.3), auf den PQ-
Pool tbertragen und dort zwischengespeichert (vgl. Gleichung 4.8). Aus diesem Grund muss im
Rahmen des hier vorgestellten Modells auch die PQ-Poolgrofie bekannt sein. Ausgehend von
dem Ergebnis in Abbildung 4.10.B wird vereinfacht angenommen, dass der RCII-spezifische
PQ-Pool (neg,wuiNreior) konstant bleibt und aus 8 Molekiilen besteht (vgl. Abschnitt 4.1.2.5).

Weiterhin muss der spezifische RuBisCO-Gehalt der Zelle bekannt sein (vgl. Gleichung 4.9).
Bei der Betrachtung der Gleichung 4.23 wird ersichtlich, dass eine lineare Abh&ngigkeit zwi-
schen der Geschwindigkeitskonstanten krusisco und der RCII-spezifischen Anzahl von RuBisCO
(Nrusisco.tot/Nreinor) besteht. Deshalb ldsst sich durch eine Regression nur das Produkt der beiden
Parameter ermitteln. In der Literatur [105,212,213] wurde mehrfach beobachtet, dass der zell-
spezifische RuBisCO-Gehalt in manchen Mikroalgen unabhéngig vom PPFD-bedingten Akkli-
matisationszustand konstant bleibt. Zudem liegt Nrusisco,tot/Nrei ot bei Niedrigen PPFDs scheinbar
haufig bei 1 [105,213]. Basierend auf den genannten Literaturdaten wurde angenommen, dass
Nrugisco,ot/Nreiwot Dei der niedrigsten untersuchten PPFD von 39 pumol-m2-s (vgl. Abschnitt 4.1)
1 betragt. Darauf aufbauend und unter dem zusatzlichen Einbezug des Ergebnisses hinsichtlich
der BTM-spezifischen LHCII-RCII-Anzahl in Abbildung 4.5 wurde die maximale BTM-
spezifische RuBisCO-Anzahl in C. vulgaris von 7,38-10'¢ g* berechnet, die unabhéngig von der
PPFD als konstant angenommen wurde. Bedingt durch die lichtabhangige Abnahme der BTM-
spezifischen Anzahl der LHCII-RCII-Komplexe (vgl. Abbildung 4.5), wéhrend die BTM-
spezifische RuBisCO-Anzahl konstant bleibt, resultiert eine positive Korrelation zwischen der
Akklimatisations-PPFD und nrysisco.wot/Nrcinoe (Vgl. Abbildung 4.23), die auch in der Literatur
festgestellt werden konnte [105,212,213]. Mithilfe der in Abschnitt 3.4.2 vorgestellten Methode,
der Wenia- und Wenp-Werte aus Gleichung 4.3 (mit Funktionsparametern aus Tabelle 4.1) sowie
der in diesem Absatz erlduterten Annahmen ist es moglich, die BTM-spezifische LHCII-RCII-
Anzahl und damit auch die BTM-spezifische RuBisCO-Anzahl firr jede beliebige PPFD zu
berechnen. Das entsprechende Ergebnis im PPFD-Bereich von 0-1600 pmol-m2-st ist in Ab-
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

bildung 4.23 zu sehen. In [105] wurden experimentell die Nrusisco,wt/Nreiw-Werte fir die Griin-
alge D. tertiolecta im Bereich von 80-1900 umol-m2-s* bestimmt. Dabei stiegen die experi-
mentellen Nrugisco ot/ Nreino-Werte von 1,2 (bei 80 pumol-m2-st) auf 4,6 (bei 1900 pmol-m-2-s1)
[105]. In der hier vorliegenden Arbeit wurden Ngusisco,ot/Nreno-VWerte von 1,13 und 1,99 bei
jeweils 80 und 200 umol-m-2-s berechnet (vgl. Abbildung 4.23). Im Vergleich dazu wurden in
[105] bei den beiden PPFDs 80 und 200 pumol-m2-s nrysisco,wt/Nreinor-Werte von jeweils 1,2
und 1,8 experimentell ermittelt. Bei den PPFDs von 700-1200 umol-m2:s bestehen jedoch
deutliche Unterschiede zwischen den Literaturwerten von jeweils 2,6 und 2,8 [105] und den in
dieser Arbeit rechnerisch bestimmten Ngrusisco.wot/Nreiwi-VVerten von jeweils 3,76 und 4,15. Bei
den hdochsten untersuchten PPFDs von 1900 pmol-m=2-s? (in [105]) und 1600 pmol-m2-s!
(diese Arbeit) betragen die Nrysisco.wot/Nreio-Werte jeweils 4,6 und 4,26. Zusammenfassend l&sst
sich sagen, dass die hier berechneten nrysisco,wt/Nrcinpi-WWerte gut mit den experimentellen Wer-
ten fur die Grinalge D. tertiolecta von [105] Ubereinstimmen und somit plausibel erscheinen.
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Abbildung 4.23:  PPFD-abhangiger Verlauf der RCII-spezifischen Anzahl von RuBisCO (Nrusisco,tot/NRcil tot). Die
NRuBisco,tot/NRil tot-VWerte wurden ausgehend von der Annahme berechnet, dass die BTM-spezifische
Anzahl von RuBisCO konstant 7,38-10%¢ g* betragt. Die BTM-spezifischen Anzahlen der LHCII-
RCII-Komplexe in Abhé&ngigkeit der PPFD wurden aus den BTM-spezifischen Chlorophyll-Gehalten
(nach Gleichung 4.3) und der PPFD-abhé&ngigen LHCII-RCII-KomplexgrdRen (vgl. Abschnitt 3.4.2)
bestimmt. Daraus kann schlieRlich die RCII-spezifische Anzahl von RuBisCO berechnet werden.

Die bisherigen Modellparameter sind ausreichend, um rpgrutto.cni Nach Gleichung 4.23 berechnen
zu koénnen. Da die experimentellen Photosyntheseraten jedoch Netto-Photosyntheseraten sind
(vgl. Abschnitt 3.3.5), missen zusétzlich Parameter der Zellrespiration ermittelt werden (vgl.
Gleichungen 4.24 und 4.25). Bei der Betrachtung der Gleichung 4.25 fallt auf, dass eine lineare
Abhangigkeit zwischen krusisco und grcni besteht, zusatzlich zu der zuvor aufgefiihrten Abhén-
gigkeit zwischen Krysisco UNd Nrysisco.wt/Nreinr. UM eine isolierte Bestimmung der Geschwin-
digkeitskonstanten Krugisco zu ermdglichen, wurde dem Parameter grcn (vgl. Abschnitt 4.3)
basierend auf den in [260] aufgefuihrten Daten ein Wert von 0,32 zugeordnet. In der vereinfach-
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ten Modellbetrachtung bedeutet dies, dass 32 % des photosynthetisch fixierten CO, im Rahmen
der mitochondrialen Zellrespiration zur Gewinnung von ATP fiir die Synthese neuer Biomasse
veratmet und somit erneut freigesetzt wird [260]. Im Vergleich dazu veratmen heterotrophe
Mikroorganismen Ublicherweise etwa 50 % der aufgenommenen Glucose [2]. Hierbei sollte
jedoch berucksichtigt werden, dass der Parameter grcn nicht direkt messbar und dessen Be-
stimmung mit groBen Unsicherheiten verbunden ist [194]. Der Energiebedarf der metabolischen
Reaktionen in photosynthetisch aktiven Organismen kann sowohl durch photosynthetisches
ATP als auch durch mitochondriales ATP gedeckt werden (vgl. Abschnitt 2.4), wobei es kaum
moglich ist, die einzelnen Beitrdge der beiden ATP-Quellen zu quantifizieren [152]. Dies liegt
zum einen daran, dass ein ATP-Austausch zwischen den einzelnen Zellkompartimenten stattfin-
den kann [72], und zum anderen daran, dass manche Stoffwechselwege redundant sind und
sowohl im Chloroplasten als auch in anderen Zellkompartimenten ablaufen konnen [113].
Neben der unsicherheitsbehafteten Bestimmung bzw. Schétzung der Energiekosten bei der
Synthese neuer Biomasse besteht also eine zusétzliche Herausforderung darin, den Beitrag der
jeweiligen ATP-Quelle (Photosynthese oder mitochondriale Respiration) korrekt zu zuordnen.

Ebenso schwer zu erfassen, ist die Rate des Erhaltungsstoffwechsels unter Lichteinfluss. Es ist
unklar, ob die Mikroalgenzellen im Dunkeln eine andere Erhaltungsstoffwechselrate als unter
Lichteinfluss aufweisen und wie diese mdglicherweise unter verschiedenen Umgebungsbedin-
gungen variiert [161,260]. Die Bestimmung der Erhaltungsstoffwechselrate unter Lichteinfall ist
unter anderem deshalb so schwierig, weil diverse metabolische Reaktionen, die O, und CO;
umsetzen, simultan ablaufen, sodass eine Zuordnung der einzelnen O2- und CO,-Flisse kaum
moglich ist [161,187,260]. Zur Vereinfachung des hier vorgestellten Modells (vgl. Abschnitt
4.3) wird zundchst angenommen, dass die Erhaltungsstoffwechselrate unabhéngig von den hier
untersuchten Lichtbedingungen konstant bleibt. Die BTM-spezifische Erhaltungsstoffwechsel-
rate von 1,4722-10" mol-g*-s* (Mol verbrauchtes O, pro Gramm BTM pro Sekunde) wurde
von [162] fir die Griinalge C. reinhardtii bestimmt und in dieser Arbeit auch fiir die Griinalge
C. vulgaris angenommen. Trotz dieser vereinfachten Annahme sollte beachtet werden, dass
deutliche, speziesabhéngige Unterschiede bei der Erhaltungsstoffwechselrate vorliegen kénnen
[161,162,260]. Ebenso dirfte auch die Zellzusammensetzung (vgl. Abschnitt 2.3) eine entschei-
dende Rolle hierbei einnehmen, da bei der Synthese der diversen Zellkomponenten unterschied-
lich viel ATP benétigt wird [129]. Da in Gleichung 4.25 die Chlorophyll-spezifische Erhal-
tungsstoffwechselrate (rmntcni) einflielt, wurde die BTM-spezifische Stoffwechselrate von
1,4722-10" mol-g*-s* [162] mit dem molaren Chlorophyll-Gehalt im jeweiligen lichtabhangi-
gen Akklimatisationszustand von C. vulgaris verrechnet, um rmnccni (in Mol verbrauchtes O, pro
Mol Chlorophyll pro Sekunde) zu erhalten.

Wie aus Abbildung 4.21 hervorgeht, beriicksichtigt das hier vorgestellte Modell (vgl. Abschnitt
4.3) zusitzlich das jeweils vorliegende Lichtprofil in einem Flachplatten-Photobioreaktor (vgl.
Abschnitt 3.1.3) oder in der Messzelle zur Bestimmung der oxygenen Netto-Photosyntheserate
(vgl. Abschnitt 3.3.5). Zur Bestimmung des jeweiligen Lichtprofils in der Photosyntheserate-
Messzelle wurden, entsprechend dem in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Vorgehen, die experi-
mentell bestimmten Pigmentgehalte (vgl. Tabelle 4.3), csrm (NL: 0,44 g-L™%, ML: 0,60 g-L ™%,
HL: 0,67 g-L ™) sowie die jeweiligen 19pa= (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) als Modellinputs verwendet
(vgl. Abbildung 3.3). Die restlichen Annahmen und Modellparameter kénnen aus den Ausfiih-
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rungen in Abschnitt 3.4.1 entnommen werden. Durch die Modellierung des Lichtprofils als
Bestandteil des Gesamtmodells (vgl. Abbildung 4.21) konnte der mdgliche Einfluss des Licht-
gradienten auf die Form bzw. den Verlauf der lichtabhéngigen Photosynthesekinetik [23,243]
fiir jeden untersuchten Messzustand (vgl. Abschnitt 3.2.1) berlcksichtigt werden.

Alle bisher erléuterten Modellparameter wurden fiir die drei lichtbedingten Akklimatisationszu-
stdnde von C. vulgaris (NL, ML und HL) berechnet und sind in der Tabelle 4.7 aufgelistet. Die
in dieser Ubersicht aufgefiihrten, akklimatisationsabhangigen Modellparameter wurden im
Vorfeld berechnet bzw. definiert und waren somit nicht Teil der im nachfolgenden Abschnitt
4.3.1.2 beschriebenen Modellanpassungsroutine.

Tabelle 4.7:  Ubersicht der berechneten bzw. definierten, akklimatisationsabhéngigen Modellparameter.

Parameterwert . .
Modellparameter NL-Zustand ML-Zustand HL-Zustand Einheit
Ioar 42 233 1422 pumol-m2.st
Wchla 0,0355 0,0154 0,0060 g-g*
Wchib 0,0121 0,0047 0,0012 g-g*t
Wear 0,0060 0,0037 0,0021 g-g*
@RCI 0,7554 0,7300 0,6110 -
nRCllen 187 171 105 -
NRCen 226 210 159 -
NRet ot/ NRCI tot 1,1 1,1 1,1 -
ochl 6,03-102 7,03-10% 7,70-10% m2
ORCII 1,13-1018 1,20-1018 8,07-101° m?2
NpQ,wot/ NRCI tot 8 8 8 -
NRuBisCO,tot! NRCI1tot 1,006 2,194 4,223 -
Prchi’ 0,32 0,32 0,32 -
Fnt.chl® 0,0028 0,0066 0,0181 mol-mol?.s?

1 Aus den Daten von [202] abgeleitet (vgl. Abschnitt 3.4.2).

2: Entsprechend den Daten aus [260] wurde angenommen, dass 32 % des photosynthetisch fixierten Kohlenstoffs fir
die Bereitstellung von ATP zur Synthese neuer Biomasse veratmet und als CO> freigesetzt wird.

3: Umgerechnet aus der BTM-spezifischen Erhaltungsstoffwechselrate fir C. reinhardtii von 1,4722-107 mol-g*-s!
[162] (unter Einbezug der entsprechenden molaren BTM-spezifischen Chlorophyll-Gehalte).

4.3.1.2 Schatzung der kinetischen Modellparameter mithilfe nicht-akklimatisierter
Photosynthesekinetiken

Im Anschluss an die Bestimmung der jeweiligen Lichtprofile und den akklimatisationsspezifi-
schen Parameter (vgl. Tabelle 4.7) konnten die beiden kinetischen Modellparameter Krcii,lim und
Krugisco (vgl. Abschnitt 4.3) mithilfe der LS-Schitzmethode ermittelt werden. Hierfiir wurde
eine eigene Regressionsroutine in MATLAB® (Version 2021b, The MathWorks Inc., Natick,
USA) erstellt. Das zu minimierende Gltefunktional (Jp) mit der Summe der Fehlerquadrate und
den jeweiligen Gewichtungsfaktoren (gm,n) wurde hierbei wie folgt definiert:

. _ _ 2
l’rkl'n]p = Z Z Imn * (r;,Netto,Chl,m,n - rP,Netto,Chl,m,n) (4_27)
13

m n
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Basierend auf Voruntersuchungen wurde in dem hier untersuchten Fall vereinfachend gmn =1
definiert. Bei sehr grofRen Unterschieden zwischen den einzelnen Werten der Photosynthesera-
ten ist es jedoch sinnvoll, entsprechende Gewichtungsfaktoren zu definieren, da es bei der
Modellanpassung andernfalls zu einer Ubergewichtung der hohen Photosyntheseraten kommt.
Das Ergebnis einer solchen Ubergewichtung ware, dass die geringen Photosyntheseraten
scheinbar schlechter durch das Modell wiedergegeben werden als hohe Photosyntheseraten.

Die kinetischen Modellparameter ki (mit i = RCII,lim bzw. RuBisCO) wurden so variiert, dass
die Gesamtsumme der quadratischen Differenzen zwischen den gemessenen 7p netto,chimn Und
den simulierten 7pnetto,chimn iM jeweiligen lichtabhangigen Akklimatisationszustand m (mit
m = NL, ML bzw. HL) und der jeweiligen 19par- bzw. I1Bar-Einstellung n (vgl. Abschnitt 3.3.5.2)
minimiert wurde (vgl. Gleichung 4.27). Da nicht pauschal ausgeschlossen werden konnte, dass
die definierte Zielfunktion mehrere lokale Minima aufweist, wurde ein globaler Solver zur
Losung des aufgestellten Optimierungsproblems eingesetzt. Zur Bestimmung des globalen
Minimums wurde die MATLAB®-interne Routine GlobalSearch verwendet [329], die als scat-
ter search Methode mehrere Startpunkte fur den lokalen Solver festlegt. Hierbei wurde fmincon
in Verbindungen mit dem interior-point Algorithmus als lokaler Solver eingesetzt. Die gewéhlte
fmincon-Routine ermdglicht die Bestimmung des Minimums einer nicht-linearen Zielfunktion
innerhalb festgelegter Parametergrenzen. Basierend auf den in den Abschnitten 2.2.2 und 2.2.3
vorgestellten Daten wurden folgende Parametergrenzen definiert: 450 s < Kgcilim < 2650 s*
und 35 s < Krupisco <505 s1. Als Startwerte wurden Kreijim = 1250 s sowie Krusisco = 100 s
definiert. Zur Lésung des PSU-Gleichungssystems (vgl. Gleichungen 4.18-4.21) wurde fsolve
eingesetzt. Bei allen weiteren, nicht explizit genannten Einstellungen der genannten MAT-
LAB®-Routinen wurden die voreingestellten Standardwerte genutzt. Das MATLAB®-Skript zur
Schatzung der Modellparameter ist im Anhang A.8 hinterlegt.

Als Referenz wurde das PSU-Modell nach Han [27] (vgl. Abschnitt 2.6.3) sowohl mit Photoin-
hibierung als auch ohne Photoinhibierung herangezogen. Da im Originaltext [27] der limitie-
renden Umsatzzeit (tvan bzw. ran,inn) Kein eindeutiges Photoakklimatisationsverhalten unterstellt
wurde, wurden beide Modelle jeweils einzeln an jede der drei schnellen PI-Kurven (vgl. Ab-
schnitt 3.2.1) angepasst. Dementsprechend weist jeder lichtbedingte Akklimatisationszustand
von C. vulgaris (NL, ML und HL) andere Werte vOn txan Und tHan,inh aUf. Die Photoakklimatisa-
tion des Produktes ¢rcn - orc, das im Han-Modell dem Parameter opsi entspricht [27], die
Photoakklimatisation der PSU-GroRe (nR'"ch + 1,1 - nRCqy) und die Photoakklimatisation der
Zellrespiration (vgl. Gleichung 4.24) wurden analog zum hier vorgestellten Modell (vgl. Ab-
schnitt 4.3) implementiert (vgl. Tabelle 4.7). Weiterhin wurde auch im Falle der beiden PSU-
Modellansatze nach Han [27] das jeweilige Lichtprofil berticksichtigt (analog zum in Abbildung
4.21 dargestellten Vorgehen), sodass auch hierbei stets die Rate 7pneto,cni bestimmt werden
konnte. Zur Schatzung der Parameter der beiden Han-Modelle [27] wurde, wie auch im Falle
des in dieser Arbeit entwickelten Modells (vgl. Abschnitt 4.3), auf die zuvor vorgestellten
MATLAB®-Routinen zuriickgegriffen. Die Ergebnisse aller hier genannten Anpassungsroutinen
sind in der Abbildung 4.24 dargestellt. Die anhand der in MATLAB® erstellten Regressionsrou-
tinen ermittelten Modellparameter sind in Tabelle 4.8 aufgelistet. Zudem sind in Tabelle 4.9 die
statistischen Kennzahlen zur Beurteilung bzw. Quantifizierung der jeweiligen Anpassungsgite
der drei untersuchten Modelle hinterlegt.
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Abbildung 4.24:  Gemessene und simulierte nicht-akklimatisierte bzw. schnelle P1-Kurven der NL-, ML- bzw. HL-
akklimatisierten C. vulgaris Zellen. (A) PI-Kurven der NL-akklimatisierten Zellen. (B) P1-Kurven der
ML-akklimatisierten Zellen. (C) PI-Kurven der HL-akklimatisierten Zellen. Die Kreise auf den simu-
lierten PI-Kurven markieren die experimentellen /par. Um einen kontinuierlichen Verlauf der simu-
lierten Photosyntheseraten zu erhalten und einen /par-Bereich von 0-1600 umol-m2-s abzudecken,
wurden zuséatzlich zu den experimentellen 19par- bzw. IBar-Messpunkten weitere Punkte simuliert.

Die anhand der drei nicht-akklimatisierten bzw. schnellen PI-Kurven (vgl. Abbildung 4.24)
geschatzten, kinetischen Modellparameterwerte Krciiim Und Krugisco (vgl. Tabelle 4.8) gelten fir
alle untersuchten PPFD-abhdngigen Akklimatisationszustdande von C. vulgaris (NL, ML und
HL). Die effektive limitierende Geschwindigkeitskonstante am RCII (krci,iim) betragt 774,19 s,
was einer Zeitkonstanten von etwa 1,29 ms pro Elektrontransfer entspricht. Damit liegt diese
Zeitkonstante eher im Bereich der Zeitkonstanten der Elektroneniibertragung von Qa auf Qg
[102] und nicht im Bereich der Zeitkonstanten des OEC [68], beide VVorgange wurden bereits im
Abschnitt 2.2.2 erldutert. Hierbei sollte beachtet werden, dass sowohl der Elektronentransfer
von Qa auf Qg als auch der OEC jeweils mehrstufige Prozesse sind, wobei jede Reaktionsstufe
bzw. jeder Prozessschritt eine eigene Geschwindigkeitskonstante aufweist [58,68,102]. Deshalb

139



4 Ergebnisse und Diskussion

reprasentiert der Modellparameter krcuiim lediglich die effektive bzw. durchschnittliche Ge-
schwindigkeitskonstante der Elektronenilibertragung von Qa auf Qg, in die nicht nur die reine
Elektronenibertragungszeit von Qa auf Qg einflielt, sondern auch die Zeit, die bendtigt wird,
um ein Qg in der entsprechenden RCII-Bindetasche zu binden [102]. Insgesamt lasst sich aus
diesem Ergebnis ableiten, dass beim Elektronentransport am RCII wahrscheinlich die Elektro-
nenlibertragung auf den terminalen Elektronenakzeptor Qg den limitierenden Reaktionsschritt
darstellt, was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von [102,103] steht. Bei einer OEC-
seitigen Limitierung waren krciiim-Werte im Bereich von 1820-3333 s [68] zu erwarten, die
jedoch deutlich iber dem ermittelten Wert von 774,19 s liegen.

Tabelle 4.8:  Anhand der nicht-akklimatisierten bzw. schnellen P1-Kurven geschatzte Modellparameter des im
Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Modells sowie des PSU-Modells nach Han [27] (mit und ohne
Photoinhibierung). Die geschatzten kinetischen Parameter des in dieser Arbeit entwickelten Modells
gelten fir alle drei Akklimatisationszustdnde (NL, ML und HL). Gleiches gilt fir den Parameter

KHan,inh.
Parameterwerte
Modell Modellparameter NL-Zustand ML-Zustand HL-Zustand
. . Krell lim 774,19 s1
1 ) 3

diese Arbeit Keusieco 98,76 s
Han-Modell ohne

Inhibierung? THan 6,5ms 2,8 ms 0,6 ms
Han-Modell mit THan,inh 3,4 ms 1,2 ms 0,3ms

Inhibierung? KHan,inh 2,6 ms

!: Die detaillierte Modellstruktur ist in Abschnitt 4.3 zu finden.
2: Die Modellstruktur kann der Originalquelle [27] entnommen werden. Die verwendeten Modellgleichungen sind
zudem in Abschnitt 2.6.3 zu finden.

Fir die zweite Geschwindigkeitskonstante des Modells krusisco (vgl. Abschnitt 4.3), die stellver-
tretend fur die Geschwindigkeitskonstante der Elektronenprozessierung in der von RuBisCO
katalysierten Carboxylierungsreaktion steht, wurde ein Wert von 98,76 st ermittelt (vgl. Tabelle
4.8). Dies entspricht einer Zeitkonstanten von etwa 10,13 ms pro prozessiertes Elektron. Damit
stimmt diese Zeitkonstante gut mit der in der Literatur hdufig beobachteten bzw. verwendeten
Zeitkonstanten von 10,4 ms (bzw. 41,7 ms pro fixiertes CO,) tiberein, wobei diese Zeitkonstante
nur unter der Annahme gilt, dass alle katalytischen RuBisCO-Untereinheiten simultan aktiv sein
kénnen [117]. Die hieraus resultierenden, maximalen RCII- bzw. PSU-spezifischen Umsatzzei-
ten (Krusisco - Nrusisco,tot/Nreinor) 2, die vergleichbar mit 7 in [28,29,105,180,199,212] sind, bewe-
gen sich zwischen 10,1 ms im NL-Zustand und 2,4 ms im HL-Zustand (vgl. Tabelle 4.7 sowie
Tabelle 4.8). Damit stimmen sie gut mit den fir diverse Mikroalgenstamme experimentell
erfassten Literaturwerten von t Uberein, die im Bereich von 2-19 ms liegen [105,180,199,212].
Insgesamt scheinen die getroffenen Modellannahmen (vgl. Abschnitte 3.4.1, 3.4.2, 4.3 und
4.3.1.1) zu sinnvollen und mit der Literatur tbereinstimmenden Ergebnissen zu fiihren.

Beim Han-Modell ohne Photoinhibierung [27] konnten flir znan Werte von jeweils 6,5 (NL), 2,8
(ML) und 0,58 ms (HL) durch die Modellanpassung an die jeweiligen experimentellen Daten
(vgl. Abbildung 4.24) ermittelt werden (vgl. Tabelle 4.8). Damit liegen diese Werte (berwie-
gend im Rahmen der Literaturwerte [105,180,199,212] fir die maximale RCII-spezifische
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

Umsatzrate von RuBisCO, wobei jedoch rnan im HL-Zustand vergleichsweise gering ausfallt.
Hierbei wird das in Abschnitt 2.6.3 angesprochene Definitionsproblem des Han-Modells [27]
deutlich. In der originalen Literaturquelle [27] wird van als die Umsatzzeit des limitierenden
Schrittes innerhalb der photosynthetischen ETK zwischen OEC und dem terminalen Elektro-
nenakzeptor des RCII definiert. Demnach miisste z1an™t der Geschwindigkeitskonstanten Krcii,iim
des hier vorgestellten Modells (vgl. Abschnitt 4.3) entsprechen. Gleichzeitig wird in [27] defi-
niert, dass tHan iIM lichtgesattigten Zustand durch die Kapazitét des Calvin-Zyklus limitiert wird.
In der vorangehenden Literaturquelle [26] wurde zran €in Wert von 3 ms zugeordnet, was eher
der RCII-spezifischen Umsatzzeit von RuBisCO entspricht [105,180,199,212]. Bedingt durch
die Definition von uan in der Originalquelle [26,27] ist eine eindeutige Zuordnung von zuan zU
Krciniim™ oder (Krugisco * Nrusisco.ot/Nreinot) > kaum moglich. Insgesamt fiihren die Definition von
Han UNd die Modellstruktur zum in Abschnitt 2.6.3 vermuteten Verhalten, dass das Han-Modell
ohne Photoinhibierung [27] den lichtlimitierten Bereich der PI-Kurve tendenziell unterschatzt,
weil die tatséchliche dominante Umsatzzeit in diesem Bereich geringer ausfallt als zyan, wahrend
im lichtgeséattigten Bereich der PI-Kurve das Gegenteil der Fall ist (vgl. Abbildung 4.24). Durch
die zusétzliche Berticksichtigung der Photoinhibierung im Han-Modell [27] fallen die zyan,inn-
Werte etwas geringer als die analogen zHan-Werte aus (vgl. Tabelle 4.8). Im NL-Zustand betragt
THaninh 3,4 Ms, wahrend die aninn-Werte im ML- und HL-Zustand auf jeweils 1,2 und 0,3 ms
absinken. Die letzten beiden Werte fallen insgesamt sehr niedrig aus und erscheinen beim
Vergleich mit experimentellen Literaturdaten [105,180,199,212] wenig plausibel. Der hier
ermittelte Kuan,im-Wert von 2,6 ms (vgl. Tabelle 4.8) fallt ebenfalls wesentlich geringer als
bspw. der in [28,29] fir Nannochloropsis gaditana bestimmte Kuan,inn-Wert von etwa 19,5 ms
aus. Interessanterweise ist bei den modellierten schnellen PI-Kurven in [29] keine progressive
Photoinhibierung zu erkennen, obwohl laut der Modelldefinition in [27] ein gréReres Kuaninh
prinzipiell eine starkere Auspragung der Photoinhibierung bedeuten sollte (vgl. Gleichung
2.18). Da das PSU-Modell nach Han [27] in [28,29] erweitert wurde und damit nur teilweise mit
dem urspriinglichen Modell Gbereinstimmt, kann die hier festgestellte Diskrepanz zwischen den
Kuaninhi-Werten und ihrer Auswirkung auf die Form der schnellen PI-Kurven nicht eindeutig
aufgeklart werden.

Tabelle 4.9:  Statistische Parameter zur Quantifizierung der Anpassungsgite der drei untersuchten Photosynthese-
modelle. Die vorteilhaftesten statistischen Parameterwerte sind jeweils fett markiert.

statistischer Parameter
Modell Zustand —p, NRMSE nMBE  AIC.  Wiace
NL 0,9783 5,82 % -2,35% -76,41 0,9927
diese Arbeit! ML 0,9881 595%  -0,51% -67,83 0,9913
HL 0,9668 17,04% -11,27 % -48,10 0,1439
NL 0,7028 2152% -11,34 % -65,10 0,0035
ML 0,8290 2257% -12,00%  -56,17 0,0029

Han-Modell ohne

J0det o
Inhibierung HL 09448 2198% -1157% -5154  0,8031
Han-Modell mit NL 08934 1289% -631%  -6527  0,0038
Viogett Im ML 09483 1241% -713%  -5755  0,0058
Inhibierung

HL 0,9558 1965% -11,04%  -46,11 0,0530

1: Die detaillierte Modellstruktur ist in Abschnitt 4.3 zu finden.

2. Die Modellstruktur kann der Originalquelle [27] entnommen werden. Die verwendeten Modellgleichungen sind
zudem in Abschnitt 2.6.3 hinterlegt.
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Bereits in Abbildung 4.24 ist deutlich zu erkennen, dass das im Rahmen dieser Arbeit erstellte
Modell (vgl. Abschnitt 4.3) die experimentellen Daten, nahezu unabhangig vom lichtbedingten
Akklimatisationszustand von C. vulgaris, am besten beschreiben kann. Dies wird durch die
statistischen Kennzahlen in Tabelle 4.9 bestétigt. Die R2 des hier entwickelten Modells weisen
unabhangig vom Akklimatisationszustand Werte von uber 0,95 auf, was auf eine gute Anpas-
sungsglite des Modells hindeutet. Zudem sind die R2-Werte des in Abschnitt 4.3 vorgestellten
Modells durchweg besser als die entsprechenden Werte der beiden PSU-Modelle nach Han [27].
Die NnRMSE-Werte liegen zwischen 5,82 und 17,04 %, wobei die nRMSE-Werte der Zusténde
NL und ML mit jeweils 5,82 und 5,95 % zufriedenstellend gering ausfallen. Im Gegensatz dazu
ist der NnRMSE-Wert beim HL-Zustand mit 17,04 % ziemlich hoch und damit nicht zufrieden-
stellend. Nichtsdestotrotz sind diese nRMSE-Werte durchweg besser als die entsprechenden
Werte der Han-Modelle [27]. Die nMBE-Werte zeigen, dass die simulierten Photosyntheseraten
die experimentellen Photosyntheseraten tendenziell unterschétzen, wobei dies jedoch bei allen
herangezogenen Modellen zu beobachten ist. Bei den Zustdnden NL und ML fallen die nMBE-
Werte des eigenen Modells mit jeweils -2,35 und -0,51 % deutlich niedriger als die nMBE-
Werte der beiden Han-Modelle [27] aus. Beim HL-Zustand weist jedoch das Han-Modell mit
Photoinhibierung knapp den besten bzw. niedrigsten nMBE-Wert von -11,04 % auf, auch wenn
bei diesem Akklimatisationszustand alle nMBE-Werte unvorteilhaft ausfallen. Sowohl die
NRMSE- als auch die nMBE-Werte deuten insgesamt darauf hin, dass keines der hier vorgestell-
ten Modelle den HL-Zustand von C. vulgaris in einem zufriedenstellenden MaRe beschreiben
kann. Eine unmittelbare Ursache fiir diesen Sachverhalt kann an dieser Stelle nicht ermittelt
werden. Es konnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass im HL-Zustand von C. vulgaris mdg-
licherweise Prozesse stattfinden, die im Rahmen des Modells (vgl. Abschnitt 4.3) nicht beriick-
sichtigt werden und in den Zustanden NL und ML nicht auftreten. Ausgehend von den Erldute-
rungen beziiglich der Photoakklimatisation in Abschnitt 2.5.3 bleibt jedoch unklar, um welche
Vorgéange es sich in diesem Fall handeln kénnte. Gewisse experimentelle Ungenauigkeiten bei
der Ermittlung der Pigmentgehalte (vgl. Abschnitte 3.3.2) und der Photosyntheseraten (vgl.
Abschnitt 3.3.5.2) kdnnen als Ursache ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Es besteht zudem
die Mdglichkeit, dass die beiden genannten Punkte gleichzeitig zu den in Abbildung 4.24.C
beobachteten Abweichungen zwischen den experimentellen und simulierten Werten beitragen.

Der bisherige Eindruck wird zusatzlich durch die AICc- und wiaicc-Werte in Tabelle 4.9 besté-
tigt. Anhand der w;aicc-Werte (vgl. Abschnitt 3.4.3) kann ausgesagt werden, dass das in dieser
Arbeit erstellte Modell (vgl. Abschnitt 4.3) mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 99 % das
Beste der untersuchten Modelle ist, um die PPFD-abhangige Photosynthesekinetik der NL- bzw.
ML-akklimatisierten C. vulgaris Zellen zu beschreiben. Beim HL-Zustand scheint das Han-
Modell ohne Photoinhibierung [27] mit einer ca. 80%igen Wahrscheinlichkeit das beste Modell
zu sein. Beim Vergleich der restlichen statistischen Parameter der drei Photosynthesemodelle
(vgl. Tabelle 4.9) fallt auf, dass das Han-Modell ohne Photoinhibierung [27] durchweg schlech-
tere R2-, NRMSE- und nMBE-Werte als die anderen Modelle aufweist. Der bessere AlC.-Wert
und der daraus resultierende, bessere w;aicc-Wert im HL-Zustand, ergibt sich wahrscheinlich
aus der Tatsache, dass das Han-Modell ohne Photoinhibierung [27] lediglich einen Anpas-
sungsparameter aufweist (zwan), wahrend das hier erstellte Modell zwei Anpassungsparameter
(krciniim und Krygisco) enthalt, ebenso wie das Han-Modell mit Photoinhibierung [27] (zwan,inh Und
Khan,inn). Da beim AIC. zusatzlich zur Anpassungsgite auch die Parameteranzahl durch einen
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

Strafterm berucksichtigt wird [314-316], wahrend die restlichen Kennzahlen ausschlieRlich die
Anpassungsglite bewerten (vgl. Abschnitt 3.4.3), erscheint das Ergebnis in Tabelle 4.9 flr den
HL-Zustand nachvollziehbar, insbesondere unter der Beriicksichtigung, dass alle drei Modelle
eine &hnlich schlechte Anpassungsgiite bei diesem Akklimatisationszustand aufweisen.

Die bisher dargestellten und diskutierten Ergebnisse zeigen deutlich, dass die stationdre Photo-
synthesekinetik nicht durch eine einfache Séattigungskinetik, wie sie im Falle des Han-Modells
ohne Photoinhibierung [27] vorliegt, beschrieben werden kann. Bei der Betrachtung der Abbil-
dung 4.24 und der kinetischen Modellparameter in Tabelle 4.8 wird ersichtlich, dass die ermit-
telten an-Werte zwischen den realistischen Zeitkonstanten des Elektronentransportes am RCII
[58,68,102] (krcuiim®) sowie den realistischen Umsatzzeiten von RuBisCO [105,180,199,212]
((krugisco -+ Nrusisco,ot/Nreinor)2) liegen, was dazu fithrt, dass der lichtlimitierte Bereich der jewei-
ligen PI-Kurve unterschatzt und die maximale Photosyntheserate im lichtgesattigten Bereich
deutlich tiberschéatzt wird. Dies ist insbesondere bei den beiden Zustdnden NL und ML erkenn-
bar (siehe Abbildung 4.24). Es zeigt sich also, dass die stationdre Photosynthesekinetik von C.
vulgaris durch die Aufteilung der PSU in zwei Teilreaktionen (vgl. Abbildung 4.20), deren
Dominanz jeweils je nach Auspragung der Lichtlimitierung bzw. -séttigung variiert, besser
beschrieben werden kann (vgl. Abbildung 4.24). Die Lichtabsorptionskinetik am LHCII-RCII-
Komplex definiert dabei hauptséchlich den lichtlimitierten Bereich, wahrend die Reaktionskine-
tik von RuBisCO die maximale Photosyntheserate und damit den lichtgesattigten Bereich be-
stimmt. Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.2 haben jedoch gezeigt, dass, anders als in [23] ange-
nommen, die beiden Teilbereiche der PSU nicht entkoppelt voneinander betrachtet werden
kdnnen. Weiterhin hat sich gezeigt, dass die progressive Photoinhibierung im Rahmen der
Modellierung der schnellen bzw. nicht-akklimatisierten PI-Kurven tatsachlich vereinfacht
vernachléssigt (vgl. Abschnitt 4.3) werden kann und deren Beriicksichtigung, wie im Falle des
Han-Modells mit Photoinhibierung [27], nicht zu besseren Ergebnissen fuhrt (vgl. Abbildung
4.24). Die starke Auspragung der Photoinhibierung im Verlauf des entsprechenden Han-
Modells [27] in Abbildung 4.24 ist womdglich darauf zuriickzufiihren, dass jeweils nur drei
experimentelle Datenpunkte im lichtgesattigten Bereich vorliegen und der lichtlimitierte Be-
reich der Kurven eher linear verlduft, anders als bspw. in [29]. Um den anndhernd linearen
Bereich gut beschreiben zu koénnen, werden vom Solver sehr niedrige zwanim-Werte gewahlt
(vgl. Tabelle 4.8), die jedoch zu hohen maximalen Photosyntheseraten fiihren. Um den lichtge-
séttigten Bereich trotzdem gut beschreiben zu kénnen, wird durch die Wahl eines relativ hohen
Kraninh-Wertes eine entsprechend starke Auspragung der Photoinhibierung vom Solver erzwun-
gen. Dies fuhrt zwar dazu, dass die drei Datenpunkte im jeweiligen Lichtsattigungsbereich der
Zustinde NL und ML punktuell gut ,,getroffen* werden, ohne jedoch die tatsachliche Tendenz
der experimentellen Daten korrekt widerzugeben (vgl. Abbildung 4.24).

Nichtsdestotrotz existieren auch Literaturdaten (bspw. in [29]), die deutlich besser durch das
Han-Modell [27] beschrieben werden als die in Abbildung 4.24 aufgefihrten PI-Kurven. Die
schnellen PI-Kurven in [29] entsprechen eher dem typischen Sattigungsverlauf, der bspw. auch
bei einer Wachstumskinetik nach Monod [235] beobachtet wird. Ausgehend von [23,243] wird
jedoch argumentiert, dass ein solches Sattigungsverhalten nicht zwangslaufig eine physiologi-
sche Ursache aufweisen muss und teilweise durch die Lichtbedingungen im jeweiligen Apparat
hervorgerufen werden kann, insbesondere wenn ein grofer Lichtgradient vorliegt. Durch die
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entsprechenden Anpassungen des experimentellen Aufbaus (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.3.5)
konnte ein starker Lichtgradient im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefliihrten Experimente
vermieden werden. Es wird daher vermutet, dass dies eine der Ursachen fur die unterschiedli-
chen Verléufe der lichtabh&ngigen Photosynthesekinetiken in Abbildung 4.24 und in [29] sein
konnte. Aus diesem Grund wird der Einfluss des Lichtprofils auf den Verlauf der lichtabhéngi-
gen Photosynthesekinetik in Abschnitt 4.3.2 umfassend untersucht. Zusétzlich wird in Abschnitt
4.3.3 der Einfluss der einzelnen Modellparameter (vgl. Abschnitt 4.3) auf die Form der stationd-
ren, PPFD-bedingten Photosynthesekinetik analysiert.

4.3.1.3 Untersuchung des licht- und akklimatisationsbedingten Einflusses auf die
Anteile der PSU-Komponenten

Im vorherigen Abschnitt 4.3.1.2 wurden lichtabhangige stationdre Photosynthesekinetiken bei
unterschiedlichen Akklimatisationszustanden von C. vulgaris vorgestellt. Wie aus den Modell-
gleichungen in Abschnitt 4.3 ersichtlich wird, muss fur die Bestimmung der jeweiligen Rate
7p Netto,chl UNter anderem das PSU-Gleichungssystem geldst werden (Gleichungen 4.18-4.21). Die
Losung dieses Gleichungssystems liefert gleichzeitig die PPFD-abhangigen Verlaufe der jewei-
ligen PSU-Komponentenanteile (Xrciigs, Xrcies, Xpogs UNA Xpges), die im Nachfolgenden eben-
falls dargestellt und diskutiert werden. Zusétzlich wird das Verhalten der PPFD- und akklimati-
sationsabhdngigen Rate rpsugissiot (Siehe Gleichung 4.22) untersucht. Entsprechend dem
Modellaufbau in Abbildung 4.21 und analog zu den Raten 7 netwo.cni in Abbildung 4.24 werden
stets die Uber die Messzellentiefe (vgl. Abschnitt 3.3.5) gemittelten Werte der jeweiligen PSU-
Komponenten sowie der Rate rpsy gisstot in der nachfolgenden Abbildung 4.25 dargestellt.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse in Abbildung 4.25 kann zunéchst festgehalten werden, dass
sich das gesamte PSU-Modell den Erwartungen entsprechend verhélt. Mit steigender PPFD
sinken die Anteile der PSU-Komponenten im Grundzustand (Xrciigs UNd Xpqgs), wahrend es zu
einem Anstieg der PSU-Komponenten im angeregten Zustand (Xrciies UNd Xpges) kommt. Es
kann beobachtet werden, dass Xrcigs Nur geringfugig mit steigender PPFD abnimmt, solange
keine deutliche Akkumulation von Xeqes Vorliegt. Dies wird insbesondere bei den Zustdnden NL
und ML deutlich. Im NL-Akklimatisationszustand (vgl. Abbildung 4.25.A) bewegt sich Xrciigs
bis etwa 150 pumol-m2-s stets iber einem Wert von 0,95. In diesem PPFD-Bereich ist ein
nahezu linearer Anstieg von Xeq.es Und eine damit einhergehende Abnahme von Xeqgs zU sehen.
Die Abnahme von Xpggs und die Zunahme von Xpges treten, gemdal der Modelldefinition in
Abschnitt 4.3, dann ein, wenn mehr Elektronen vom LHCII-RCII-Komplex in die photosynthe-
tische ETK eingespeist als in der nachgeschalteten CO»-Fixierung verarbeitet werden. Durch die
vermehrte Akkumulation von xpges kdnnen die angeregten LHCII-RCII-Komplexe nur noch
eingeschrénkt ihre Elektronen auf die PQ-Molekile tbertragen (vgl. Abschnitt 2.2.2) und es
kommt zu einer Akkumulation von Xgcies Sowie einer simultanen Abnahme von Xrcigs. Ab
einer PPFD von ca. 400 pmol-m2-s sind keine wesentlichen Veranderungen in den Verlaufen
VON Xpg,es UNd Xpo gs ZU Verzeichnen (vgl. Abbildung 4.25.A). Im Vergleich dazu sinkt Xgrcii,gs mit
steigender PPFD weiterhin deutlich, wahrend zeitgleich eine Akkumulation von Xgciies Stattfin-
det. Ein dhnliches Bild ergibt sich fur den ML-Zustand in Abbildung 4.25.B, bei dem jedoch die
Séattigungspunkte im Vergleich zum NL-Zustand in Richtung héherer PPFDs verschoben sind.
Beim HL-Zustand in Abbildung 4.25.C werden hingegen keine eindeutigen Sattigungserschei-
nungen bei den jeweiligen PSU-Komponenten beobachtet.
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Abbildung 4.25:  PPFD-bedingte Variation der PSU-Komponentenanteile Xrcii,gs, Xrcil,es, XPQ,gs UNd Xpg,es SOWie der
Rate rpsu giss,tot bei unterschiedlichen, lichtbedingten Akklimatisationszustanden von C. vulgaris. (A)
NL-Akklimatisationszustand. (B) ML-Akklimatisationszustand. (C) HL-Akklimatisationszustand. Bei
der Bestimmung der abgebildeten Verlaufe wurde stets das jeweilige Lichtprofil berlicksichtigt (vgl.
Abbildung 4.21). Gleiches gilt fir die RCII- bzw. PSU-spezifische Energiedissipationsrate rpsudgiss,tot.
Die bei den Berechnungen verwendeten Modellparameter kénnen jeweils Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8
entnommen werden.

Wie bereits in Abschnitt 4.1.2.5 diskutiert, geht eine Akkumulation von angeregten LHCII-
RCII-Komplexen mit hoheren Energieverlusten und geringeren Effizienzen einher. Dies ist auch
hier der Fall. Wie in Abbildung 4.25 gut zu erkennen ist, steigt in allen Féllen die Rate rpsy diss,tot
mit der Akkumulation von Xgcies an. Anhand der Akklimatisationszustande NL und ML kénnen
dabei drei charakteristische Bereiche im Verlauf von rpsugisstot beobachtet werden. Vor der
Auslastung der CO»-Fixierung, also im lichtlimitierten Bereich der jeweiligen PI-Kurve (vgl.
Abbildung 4.24), kommt es zwar zu Energieverlusten am LHCII-RCII-Komplex, diese fallen
jedoch vergleichsweise gering aus (vgl. Abbildung 4.25). Im Ubergangsbereich zwischen der
Lichtlimitierung und -sdttigung nimmt resu gisstor SCheinbar exponentiell zu und geht dann in eine
nahezu lineare Zunahme Uber. Im Falle der Zustdnde NL und ML liegt der erste Bereich jeweils
zwischen 0-150 pmol-m2-st bzw. 0-250 umol-m2-s*, wahrend die Ubergangsbereiche zwi-
schen 150-250 pmol-m2.st und 250-450 pmol-m-2-s liegen (vgl. Abbildung 4.25). Danach
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erfolgt in beiden Féllen ein starker, nahezu linearer Anstieg von rpsudisstot. INteressanterweise
werden bei sattigenden PPFDs im ML-Zustand ahnlich hohe rpsu gisswot-Werte erreicht wie im
NL-Zustand, obwohl im ML-Zustand unabhangig von der PPFD deutlich mehr Xscugs vorliegen
(vgl. Abbildung 4.25). Eine Erklarung hierfur liefern die Werte aus Tabelle 4.7. Im ML-Zustand
ist orcn Ca. 5,8 % groBer als im NL-Zustand. Damit ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein
angeregtes RCII im ML-Zustand ein zweites Photon absorbiert, dessen Energie dissipiert wer-
den muss (vgl. Abschnitt 4.3), um diesen Betrag hoher als im NL-Zustand. Zusétzlich ist grcn
im ML-Zustand ca. 3,5 % geringer als im NL-Zustand, was wiederum bedeutet, dass die Effizi-
enz eines RCllg im ML-Zustand geringer ist. Der Beitrag eines RCllgs, das ein Photon absor-
biert, zu resudisstor fallt im ML-Zustand hingegen statistisch gesehen héher aus als im NL-
Zustand. Beide Phdnomene tragen schlussendlich dazu bei, dass trotz hoherer Xrcigs-Werte im
ML-Zustand &hnlich hohe rpsy giss.ot-WWerte wie im NL-Zustand erreicht werden (vgl. Abbildung
4.25). Ein anderes Bild ergibt sich fur den HL-Zustand (vgl. Abbildung 4.25.C). Dort wird
keine deutliche Lichtsattigung erreicht, was auch entsprechend in Abbildung 4.24.C zu sehen
ist. Dadurch fallen auch die Energieverluste in diesem Zustand, unabhéngig von der PPFD,
wesentlich geringer aus als bei den beiden anderen Akklimatisationszustanden (vgl. Abbildung
4.25), unabhdngig von der Tatsache, dass der HL-Zustand den geringsten grcu-Wert (siehe
Tabelle 4.7) und damit die hochste NPQ-Aktivitat (vgl. Abschnitt 4.1.2.5) der hierbei untersuch-
ten Akklimatisationszustande aufweist.

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass das Modellverhalten den Formulierungen in
Abschnitt 4.3 entspricht und insgesamt plausibel erscheint. Im lichtlimitierten Bereich kann
Xrenes die Elektronen relativ frei auf den Reaktionspartner xpq gs Ubertragen, sodass es kaum zu
einer Akkumulation von Xgcies kommt (vgl. Abbildung 4.25). Die Rate rpsu,disstot, die die Ener-
gieverluste an einem LHCII-RCII-Komplex beschreibt (vgl. Abschnitt 4.3), fallt in diesem
Bereich entsprechend gering aus. Durch die steigende Auslastung der nachgeschalteten CO--
Fixierung mit zunehmender PPFD kommt es zu einer Akkumulation von Xpg.es. Diese bewirkt
wiederum, dass die Elektronenibertragung zwischen Xrcues Und Xeggs nicht mehr uneinge-
schrankt ablaufen kann, wodurch es schlieBlich zu einer Akkumulation von Xgcies kommt (vgl.
Abbildung 4.25). Die verstarkte Akkumulation von Xgciies tragt wesentlich zu rpsu gissot bei und
verringert damit die lichtbezogene Effizienz der Photosynthese.

4.3.2 Untersuchung des Einflusses des Lichtprofils auf die
lichtabhadngige stationare Photosynthesekinetik

In Abschnitt 4.3.1.2 wurde bereits angesprochen, dass das Lichtprofil in der Messzelle zur
Bestimmung der oxygenen Photosyntheserate (vgl. Abschnitt 3.3.5) einen starken Einfluss auf
die Form einer PI-Kurve haben kann [23,243]. Im Nachfolgenden wird untersucht, wie der
Verlauf einer PI-Kurve durch das Lichtprofil beeinflusst wird und welche Konsequenzen daraus
fiir die Interpretation der Ergebnisse resultieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde explizit darauf
geachtet, dass sowohl die Kultivierungen im Photobioreaktor (vgl. Abschnitt 3.1.3) als auch die
Messungen der oxygenen Photosyntheserate (vgl. Abschnitt 3.3.5) stets mit optisch dinnen
Kulturen im stationdren Zustand [1,130] und einem mdglichst geringen Lichtgradienten durch-
gefuhrt wurden, um dessen moglichen Einfluss [23,243] auf die Ergebnisse zu minimieren.
AulBerdem wurden unerwuinschte und nicht explizit modellierte Effekte, wie bspw. der flashing-
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light Effekt [58,169,172] (vgl. Abschnitt 2.5.2), durch eine addquate Gestaltung der Experimen-
te vermieden. Es kann daher angenommen werden, dass die in Abbildung 4.24 dargelegten,
schnellen PI-Kurven weitestgehend frei von den Einflissen eines starken Lichtgradienten und
eines moglichen flashing-light Effektes sein sollten. Dabei féllt auf, dass die schnellen bzw.
nicht-akklimatisierten PI-Kurven in Abbildung 4.24 deutlicher von einem typischen Sattigungs-
verlauf, der z. B. durch das Han-Modell ohne Photoinhibierung [27] beschrieben wird, abwei-
chen als es in manchen Literaturquellen (bspw. in [29]) der Fall ist. Es wird vermutet, dass die
Diskrepanz zwischen den jeweiligen Messdaten zum Teil durch die systembedingten, unter-
schiedlich starken Lichtgradienten, die die physiologisch bedingte Photosynthesekinetik je nach
Auspragung mehr oder weniger Uberlagern [23,243], hervorgerufen wird. An dieser Stelle sei
jedoch erwahnt, dass es auch einige Literaturdaten [69,157,243] gibt, die qualitativ eher den
Daten in Abbildung 4.24 entsprechen und somit ebenfalls eher durch das in Abschnitt 4.3 vor-
gestellte PSU-Modell als durch eine typische Sattigungskinetik beschrieben werden kdnnen
[27,235].

Zur Untersuchung des systembedingten Lichteinflusses auf die stationdre Photosynthesekinetik
wurde ein konstanter Photoakklimatisationszustand von C. vulgaris angenommen, der dem ML-
Zustand aus Abschnitt 4.3.1 entspricht. Zur Variation des Lichtprofils und damit des relativen
maximalen Lichtgradienten (dlpar = (Max lpar - Min Ipag)/max lpar - 100) wurden sechs ver-
schiedene cgrm simuliert. Die sechs eingestellten cgrm waren: 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5 und 5 g-L™.
Weiterhin wurden zwei unterschiedliche Auslegungen der Beleuchtung simuliert, ndmlich
beidseitige und einseitige Beleuchtung der Messzelle. Die Simulation der Lichtprofile sowie der
damit verkniipften Photosyntheseraten erfolgte entsprechend dem Vorgehen in Abbildung 3.3
sowie Abbildung 4.21. Die Simulationsergebnisse sind in Abbildung 4.26 dargestellt.

Der beidseitig beleuchtete Fall ist in Abbildung 4.26.A (Auftragung: relative 7pnetto.chi gegen
Irar) Und Abbildung 4.26.B (Auftragung: relative 7pnetto.cni gegen 1Bar) zu sehen. Analoge Er-
gebnisse fiir den einseitig beleuchteten Fall sind jeweils in Abbildung 4.26.C und Abbildung
4.26.D dargestellt. Aus Abbildung 4.26 wird insgesamt ersichtlich, dass eine beidseitige Be-
leuchtung, wie bereits in Abbildung 2.9 beispielhaft dargelegt, bei den gleichen csrm und dem
gleichen Photoakklimatisationszustand von C. vulgaris erwartungsgeméaR zu deutlich geringeren
Alpar als eine einseitige Beleuchtung fiihrt.

Bei der Betrachtung der Abbildung 4.26.A fallt auf, dass die cgrm von 0,1, 0,25, 0,5 und 1 g-L*
(die entsprechenden Alpar sind: 1, 4, 10 und 24 %) und die daraus resultierenden Lichtprofile
keinen wesentlichen Einfluss auf die Form der dargestellten PI-Kurven haben. Einen deutliche-
ren Unterschied sieht man erst ab einer cgrm von 2,5 g-L* (4lpar: 55 %). In diesem Fall fiihrt der
ausgepragte Lichtgradient zu einem Abflachen der PI-Kurve im Ubergangsbereich zwischen
dem lichtlimitierten und -gesattigten Bereich. Eine noch stérkere Auspragung dieses Effektes ist
bei der cgrm von 5 g-L* (dlpar: 82 %) zu verzeichnen.

Ein &hnliches Bild lasst sich im Falle der einseitigen Beleuchtung in Abbildung 4.26.C beobach-
ten. Dort kommt es jedoch aufgrund der einseitigen Beleuchtung schon ab einer cgrm von 1 g-Lt
(4lpar: 72 %) zu einer deutlichen Abweichung der PI-Kurve von den PI-Kurven mit geringeren
cetm. Es sind jedoch auch bereits bei niedrigeren csrwm von jeweils 0,25 und 0,5 g-L (4lpar: 35
und 53 %) Unterschiede zwischen den Kurvenverldufen zu erkennen. Die Unterschiede zwi-
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schen den drei PI-Kurven bei den drei geringsten csrm (0,1, 0,25 und 0,5 g-L™?) fallen jedoch
gering aus. Es ist daher anzuzweifeln, ob diese Unterschiede experimentell aufgeldst werden

konnten (vgl. Messschwankungen in Abbildung 4.24).
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Einfluss des Lichtprofils innerhalb der Messzelle auf die effektiv sichtbare, lichtabhangige

Photosynthesekinetik von C. vulgaris. (A) Beidseitige Beleuchtung der Messzelle und Auftragung der
Photosyntheserate gegen ear. (B) Analoge Beleuchtung zu (A), Auftragung der Photosyntheserate
gegen IBar (vgl. Definition in Abschnitt 3.4.1). (C) Auftragung wie in (A), jedoch fiir den Fall einer
einseitigen Beleuchtung. (D) Ebenfalls einseitige Beleuchtung der Messzelle und Auftragung der Da-
ten gegen IBar. Im Falle der abgebildeten PI-Kurven wurde der ML-Zustand (vgl. Abschnitt 4.3.1)
von C. vulgaris angenommen. Zur Erzeugung unterschiedlicher relativer Lichtgradienten (4lpar)
wurden jeweils verschiedene cstm (0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5 und 5 g-L%; carm steigt in Pfeilrichtung an)
eingestellt. Die Simulation des Lichtprofils erfolgte entsprechend dem Protokoll in Abschnitt 3.4.1,
wéhrend die Simulation der effektiven Photosyntheseraten entsprechend dem Schema in Abbildung

4.21 durchgefiihrt wurde.

Um die Photosyntheseraten gegen Ipar auftragen zu konnen (vgl. Abbildung 4.26.A bzw. Abbil-
dung 4.26.C), missen die jeweiligen lokalen Ipar(zr) bekannt sein, da diese zur Berechnung der
entsprechenden Zpar-Werte notwendig sind. Wenn die lpar(zr) nicht simuliert werden, miissen
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sie messtechnisch erfasst werden, was aber mit einem erheblichen experimentellen Aufwand
verbunden und in den meisten Fallen kaum mdglich ist, ohne die Messung der Photosynthesera-
te erheblich zu beeintrachtigen. In der Literatur erfolgt die Auftragung der Photosyntheseraten
deshalb haufig gegen die einfach zu messenden 1Bar, SO wie bspw. auch in [29] geschehen.
Deshalb wurden die relativen 7pnetto,chi aus Abbildung 4.26.A in Abbildung 4.26.B gegen die
jeweiligen IBar aufgetragen. Gleiches gilt fiir die relativen 7p eto,cni in Abbildung 4.26.C, die in
Abbildung 4.26.D ebenfalls zusétzlich gegen die jeweiligen 18,z aufgetragen wurden. Unabhén-
gig von der Art der Beleuchtung ist eindeutig zu sehen, dass eine solche Auftragung die Form
der PI-Kurven deutlich verandert. Dies wird dadurch begriindet, dass die von den Mikroalgen
tatséchlich erfahrenen PPFDs mit steigenden Alpar bei der Auftragung der Photosyntheseraten
gegen IBar zunehmend tberschatzt werden. Je groRer Alpar ist, desto flacher fallt die PI-Kurve
aus, da zu niedrige 7pnetio,chi-Werte zu hohen PPFDs zugeordnet werden. Dieser Effekt ist so-
wohl in Abbildung 4.26.B (beidseitige Beleuchtung) als auch in Abbildung 4.26.D (einseitige
Beleuchtung) deutlich zu erkennen. So entspricht bspw. die P1-Kurve bei der cgrm von 0,5 g-L?*
(A4lpar: 53 %) in Abbildung 4.26.D eher einer typischen Sattigungskinetik als die entsprechende
Pl-Kurve in Abbildung 4.26.C.

Der Vergleich der beiden Beleuchtungsarten zeigt deutlich (vgl. Abbildung 4.26), dass fir
kinetische Untersuchungen die beidseitige Beleuchtung eines Flachplatten-Photobioreaktors
bzw. einer Messzelle mit der gleichen Geometrie (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.3.5) vorteilhaft
ist, da hierdurch geringere Lichtgradienten als im einseitig beleuchteten Fall erreicht werden
konnen, trotz gleich hoher oder sogar hoherer csrv. Bei geringen cerm féllt die O2-Produktion
bzw. der CO,-Verbrauch entsprechend gering aus, was den Einsatz sehr sensitiver Messsonden
notwendig macht. Zudem konnen in einem solchen Fall bereits kleine absolute Messungenauig-
keiten bzw. -schwankungen zu groRen relativen Messfehlern flihren. Mithilfe der beidseitigen
Beleuchtung kann diesem Effekt entgegengewirkt werden, da hierdurch héhere cgrm eingestellt
werden konnen, ohne stark ausgeprégte Alpar zu erhalten. Nichtsdestotrotz kénnen zu hoch
gewahlte csrm auch bei beidseitiger Beleuchtung zu einem starken Alpar flhren, wodurch die
physiologisch bedingte Photosynthesekinetik maskiert wird [23,243] (vgl. Abbildung 4.26).
Deshalb ist es sinnvoll, das vorliegende Lichtprofil im Rahmen der Modellierung der lichtab-
héngigen Photosynthesekinetik explizit zu berticksichtigen [23], wie es in dieser Arbeit trotz der
experimentellen Vorkehrungen (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.3.5) geschehen ist (vgl. Abbildung
4.21). Weiterhin kdnnen starke Alpar zum flashing-light Effekt fihren (vgl. Abschnitt 2.5.2), der
einen zusatzlichen Einfluss auf die Form einer PI-Kurve ausuben koénnte [58,169,172]. Dem-
nach sollten ausgepréagte Alpar und der damit verbundene flashing-light Effekt durch entspre-
chende, experimentelle Vorkehrungen vermieden werden, wenn keine Modellierung dieses
Effektes erfolgt.

In Abbildung 4.26 hat sich zudem deutlich gezeigt, dass die Form der lichtabhéngigen, physio-
logisch bedingten Photosynthesekinetik bereits bei der Auftragung der generierten Daten stark
verfalscht werden kann, wenn die gemessenen 7pnetio.cni gegen IBar aufgetragen werden. Ein
deutlich besseres Vorgehen stellt die Auftragung der 7p neto cri-Daten gegen Ipar dar, da hierbei
zumindest die durchschnittliche Lichtverfiigbarkeit, die die Mikroalgenzellen erfahren, berlick-
sichtigt wird. Es sollte jedoch erwéhnt werden, dass die Ergebnisse in Abbildung 4.26 zwar
qualitativ auch auf andere Akklimatisationszusténde Ubertragbar sind, da ein starker Lichtgradi-
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ent in jedem Fall zum Abflachen einer PI-Kurve fiihrt [23], eine quantitative Ubertragung dieser
Ergebnisse auf andere Zustande ist jedoch nicht moglich. Der systembedingte Einfluss auf die
Photosynthesekinetik muss fiir jeden individuellen Fall (bspw. in Abhangigkeit des Akklimati-
sationszustandes, der Beleuchtungsart, der Reaktorgeometrie, etc.) bestimmt werden, um guan-
titative Aussagen treffen zu kénnen.

Ein weiterer Punkt, der ebenfalls einen Einfluss auf die effektive Photosynthesekinetik haben
konnte, ist der Lichtgradient im Inneren der Zelle bzw. des Chloroplasten (inner filter Effekt)
[243]. Dieser mogliche Effekt wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht berlicksich-
tigt, da hierbei einige Unsicherheiten bestehen. Eine der Unsicherheiten besteht in der Komple-
xitéat der optischen Eigenschaften des Zellinneren einer Mikroalgenzelle [45,229], die nicht ohne
entsprechende Vereinfachungen (vgl. Abschnitte 2.6.1 und 3.4.1) modelliert werden kénnen.
Eine Vereinfachung besteht bspw. darin, dass das Zellinnere als homogen betrachtet wird und
somit lediglich effektive optische Eigenschaften aufweist, die aus der Summe der einzelnen
Zellbestandteile resultieren [45,173,198,229]. Diese Vereinfachung wurde auch im Rahmen
dieser Arbeit Ubernommen, wie aus Abschnitt 3.4.1 ersichtlich wird. Eine weitere Unsicherheit
resultiert aus der Tatsache, dass der Chloroplast nicht homogen aufgebaut ist [1,66] und die in
der Thylakoidmembran eingebetteten LHC-RC-Komplexe scheinbar ebenfalls keine einheitli-
che KomplexgréRe aufweisen [203,322]. Es konnte bisher keine Information dariiber gefunden
werden, ob mdglicherweise eine lichtabhangige Anordnung der LHC-RC-Komplexe innerhalb
des Chloroplasten stattfinden kann, sodass bspw. kleinere LHC-RC-Komplexe im &uferen,
lichtzugeneigten Bereich des Chloroplasten angeordnet werden, wahrend grofiere LHC-RC-
Komplexe eher im Inneren des Chloroplasten akkumuliert werden. Es ist denkbar, dass eine
solche Anordnung dazu fihren konnte, dass die vorderen, kleineren LHC-RC-Komplexe weni-
ger stark ausgelastet werden und mehr Photonen passieren lassen, sodass die hinteren LHC-RC-
Komplexe durch einen groBeren Antennenkomplex dhnlich stark ausgelastet werden koénnen.
Auch wenn ein solches Phanomen prinzipiell vorstellbar ist (die hierzugehérigen Ausfiuhrungen
sind jedoch rein spekulativer Natur), ware es sehr schwierig, ein solches Verhalten in vivo zu
identifizieren und anschlieRend dessen Einfluss auf die Photosyntheseleistung zu quantifizieren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein moglicher Einfluss des inner filter Effektes
zwar ebenfalls einen sichtbaren Einfluss auf die Photosynthesekinetik haben konnte [243], es
jedoch schwierig ist, diesen eindeutig zu quantifizieren.

4.3.3 Untersuchung des Einflusses der Modellparameter auf die
lichtabhangige stationare Photosynthesekinetik

Aus Abbildung 4.24 wird ersichtlich, dass der Akklimatisationszustand von C. vulgaris einen
starken Einfluss auf die lichtabhéngige stationdre Photosynthesekinetik hat. Aus Abbildung 4.24
und Abbildung 4.25 wird jedoch nicht unmittelbar ersichtlich, wie die einzelnen Modellparame-
ter den lichtabhéngigen Verlauf der Photosynthesekinetik und der Anteile der modellierten
PSU-Komponenten beeinflussen, da bei den drei untersuchten Akklimatisationszustanden stets
mehrere Modellparameter parallel variiert wurden (vgl. Tabelle 4.7). Daher wird in diesem
Abschnitt der isolierte Einfluss der einzelnen Modellparameter (vgl. Abschnitt 4.3) auf die
Photosynthesekinetik und den Verlauf der PSU-Komponentenanteile charakterisiert.
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Bei der Betrachtung des Gleichungssystems des PSU-Modells (vgl. Gleichungen 4.18-4.21) in
Abschnitt 4.3 fallt auf, dass alle Modellparameter jeweils in Produkten vorliegen, sodass der
effektiv beobachtbare Einfluss stets auf das jeweilige Produkt, jedoch nicht auf den einzelnen
Modellparameter zuriickgefthrt werden kann. Die Modellparameter lassen sich dabei, entspre-
chend dem Modellschema in Abbildung 4.20, in drei Gruppen bzw. Produkte aufteilen. Die
RClI-spezifische Rate rapsp/Nrci ot Wird durch das Produkt gren - oren beeinflusst. Die restlichen
beiden RCII-spezifischen Raten rreiietrans/Nrcinor UNA Fpsu etrans/Nreior Werden jeweils durch die
Produkte kRCII,Iim : nPQ,tot/nRCII,tot und Krysisco - nRuBisco,mt/chn,tot beeinflusst. Hierbei wird deutlich,
dass eine relative Variation eines Modellparameters innerhalb des jeweiligen Produktes zur
gleichen relativen Variation des gesamten Produktes fiihrt. Die Anteile der PSU-Komponenten
XRell,gs, XRCIles, XPQ,gs SOWiE Xpges SiNd hingegen die Zustandsvariablen im Gleichungssystem des
PSU-Modells (vgl. Gleichungen 4.18-4.21).

Es besteht prinzipiell die Mdglichkeit, die aufgefuhrten Produkte jeweils zu effektiven Parame-
tern zusammenzufassen. Dies ist jedoch nur dann sinnvoll, wenn auch das Akklimatisationsver-
halten des jeweiligen effektiven Parameters direkt erfasst werden kann. Es sollte jedoch auch
beachtet werden, dass dadurch ein Informationsverlust entstehen kann. Als ein Beispiel kann
hierbei das Produkt Kerygisco - Nrusisco,wt/Nreiior herangezogen werden, das in Analogie zur Litera-
tur [28,29,105,180,199,212] als effektiver Parameter z'* dargestellt werden kann (vgl. Abschnit-
te 4.3.1.1 und 4.3.1.2). Bei der Betrachtung der einzelnen Parameter des Produktes kann dessen
lichtabh&ngiges Akklimatisationsverhalten durch das physiologische Phanomen eines vom Licht
unabhangigen, gleichbleibenden nrygiscor UNd einer gleichzeitigen, lichtabhéngigen Variation
VON Nrciiot beschrieben werden [105,212,213] (vgl. Abschnitte 4.1.2.2 und 4.3.1.1). Im Gegen-
satz dazu wird bspw. in [29] das Photoakklimatisationsverhalten von z durch eine rein empiri-
sche Funktion beschrieben. In diesem Beispiel [29] wird zwar die lichtabhdngige Variation von
t ebenfalls auf die Variation von nrygisco.wt/Nreiwot ZUrtickgefihrt, es fehlt jedoch die Information
tiber die genaue Abhéngigkeit dieses Verhaltnisses von der Akklimatisations-PPFD. Diese ist
im Rahmen des hier vorgestellten Modells (vgl. Abschnitt 4.3) hingegen bekannt (vgl. Abbil-
dung 4.23). Um solche Informationsverluste beziglich des Akklimatisationsverhaltens von C.
vulgaris zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit darauf verzichtet, die jeweiligen Produkte der
Modellparameter in Form von effektiven Parametern zusammenzufassen.

Zur Charakterisierung des Einflusses der Parameterprodukte grcii - arcit, Kreinlim = Np tot! NRCI tot
und Krusisco * Nrusisco.wot/Nreinor U die lichtabhéngige Photosynthesekinetik und den Verlauf der
PSU-Komponentenanteile wurden diese ausgehend vom ML-AKkklimatisationszustand von C.
vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 sowie Tabelle 4.8) zusétzlich um jeweils +50 % variiert. Da die
Zellrespiration, bedingt durch die Modelldefinition (vgl. Gleichung 4.24), keinen Einfluss auf
die Form der Photosynthesekinetik aufweist und diese lediglich verschiebt, wurde die Zellrespi-
ration innerhalb der Untersuchungen in diesem Abschnitt vereinfachend nicht berticksichtigt.
Zudem wurde stets ein konstantes Lichtprofil in der Messzelle simuliert (Ipar ist Uberall gleich),
um die Einfliisse der Modellparameter bzw. Parameterprodukte auf die jeweiligen Verlaufe
isoliert betrachten zu kénnen. Demnach wurden die resultierenden relativen rpgruto.cni jeweils
gegen lpar aufgetragen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im Nachfolgenden
dargestellt und diskutiert.
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Abbildung 4.27:  Einfluss des Produktes der Modellparameter grcii - orci auf die Photosynthesekinetik sowie die
Anteile der jeweiligen PSU-Komponenten. In (A) sind die durch die Variation von grenl - aren resul-
tierenden relativen rpgrutto,chi dargestellt. In (B) sind die Verlaufe von xrcii,gs und Xrciies abgebildet. In
(C) sind die anlogen Verlaufe von xpqgs und Xpq.es zU sehen. Die blauen Linien représentieren Xrcii gs
in (B) und xpq,gs in (C). Die roten Linien reprasentieren Xrciies in (B) und Xpg,es in (C). Das Produkt
@ren - orcnt Wurde ausgehend vom ML-Zustand von C. vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) zu-
sédtzlich um £ 50 % variiert. Die Parameterwerte steigen jeweils in Pfeilrichtung an. Alle abgebildeten
Daten sind gegen Ipar aufgetragen (kein Lichtgradient).

In Abbildung 4.27 wurde der Einfluss des Produktes grci - orcu auf den Verlauf der P1-Kurve
sowie die Verlaufe von Xrciigs, Xrciles, Xpo,gs UNA Xpges Untersucht. Hierzu wurde der Wert von
@rcn - orcn entsprechend der vorangegangenen Beschreibung variiert, wéahrend die restlichen
Modellparameter (vgl. Abschnitt 4.3) konstant gehalten wurden. Wie in Abbildung 4.27.A zu
erkennen ist, fuhrt die Reduktion von grcii - oren zur Abnahme der Steigung im lichtlimitierten
Bereich der lichtabhdngigen Photosynthesekinetik. Die maximal erreichbare Photosyntheserate
bleibt davon jedoch unverandert und wird unabhdngig vom Wert des Produktes grcii - oren
erreicht. Je geringer der Wert von grei - oren ausfallt, desto hoher ist die notwendige PPFD, um
die Lichtsattigung zu erreichen (vgl. Abbildung 4.27.A). Zudem scheint der Ubergangsbereich
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zwischen der Lichtlimitierung und -sdttigung durch abnehmende Werte von grci - orcn ge-
streckt bzw. abgeflacht zu werden. Das Abflachen der PI-Kurve im lichtlimitierten Bereich wird
hierbei nicht durch eine mehrfache Lichtabsorption an angeregten LHCII-RCII-Komplexen und
die daraus resultierenden Energieverluste hervorgerufen. Stattdessen resultiert die Abnahme der
anfanglichen Steigung der PI-Kurve aus der Verringerung der effektiven Lichtabsorptionskapa-
zitat, die die Wahrscheinlichkeit der Absorption eines auftreffenden Photons durch einen
LHCII-RCII-Komplex im Grundzustand und die anschlieRende Nutzung dieser Energie fir die
primédre Ladungstrennung im RCII beschreibt. Diese Aussage wird durch die entsprechenden
Verldufe von Xrcies in Abbildung 4.27.B gestitzt. Dort ist zu erkennen, dass mit abnehmenden
@ren - orcii-Werten auch weniger Xrcies akkumulieren. Durch die geringere Elektronenzufuhr
bei geringeren grcn - orcu-Werten wird die nachgeschaltete CO.-Fixierung (vgl. Abbildung
4.20) eher graduell und nicht so plétzlich wie bei hoheren Werten von ¢grci - orcii ausgelastet,
was sich auch in den jeweiligen Verldufen von Xxpggs Und Xeges in Abbildung 4.27.C &uRert.
Nichtsdestotrotz haben die grci - orciu-Werte keinen Einfluss auf die maximale Photosynthese-
rate, sodass alle Zusténde gegen die gleiche maximale Rate streben (vgl. Abbildung 4.27.A).

Nach der Untersuchung des Einflusses von grci - oren auf die lichtabhéngige Photosyntheseki-
netik wurde entsprechend dem Modellschema in Abbildung 4.20 untersucht, wie der Elektro-
nentransfer zwischen den LHCII-RCII-Komplexen und den PQ-Molekilen die Photosynthese-
Kinetik beeinflusst. Hierzu wurden die Werte von Kgciiiim - Neo.wot/Nrcinwoe @nalog zur vorherigen
Ausfihrung variiert und die Ergebnisse in Abbildung 4.28 dargestellt. Wie in Abbildung 4.28.A
zu erkennen ist, hat das Produkt Keciiiim * Nrg.ot/Nreior KAUM einen Einfluss auf die Lichtabsorp-
tion an den LHCII-RCII-Komplexen, was sich in der nahezu gleichen Steigung der drei darge-
stellten PI1-Kurven &ulert. Der Einfluss von Krcitiim * Npg.wot/Nrenor auf die lichtabhéngige Photo-
synthesekinetik wird erst im Ubergangsbereich zwischen der Lichtlimitierung und -séttigung
deutlich sichtbar. Mit sinkenden Werten von Krciiiim - Nro,ot/Nrenor KOmmt es bereits bei niedri-
geren PPFDs zu Energieverlusten an den LHCII-RCII-Komplexen und dadurch zu einem Ab-
flachen der PI-Kurve im Ubergangsbereich (vgl. Abbildung 4.28.A). In Abbildung 4.28.B ist zu
sehen, dass eine Abnahme von Kgciiiim - Npo.wot/Nrcior ZU- einer starkeren Akkumulation von
Xrelies iM lichtlimitierten Bereich und im Ubergangsbereich fiinrt. Es zeigt sich also, dass eine
Abnahme der Effizienz des Elektronentransfers zwischen RCII und PQ, die durch niedrigere
Werte von Kreiniim - Neo.tot/Nrein ot bedingt wird, zu einer Zunahme der Energiedissipation an den
LHCII-RCII-Komplexen fiihrt, die in diesem Fall durch eine Akkumulation von Xrciies hervor-
gerufen wird (siehe Gleichung 4.22). Weiterhin fuhren abnehmende Krcitlim - Npg ot NRei tot-
Werte und die damit verbundene Abnahme der Elektronenibertragungseffizienz am RCII zu
einer verminderten lichtbedingten Akkumulation von Xeg.es (vgl. Abbildung 4.28.C). AulRerdem
fallt bei der Betrachtung der Abbildung 4.28.B auf, dass die Variation der Krcii,iim - Npotot/NRCII tot-
Werte scheinbar einen groReren Effekt auf die Verldufe von Xrciigs Und Xrcies im Lichtlimitie-
rungs- und Ubergangsbereich hat als im lichtgeséttigten Bereich, der je nach dargestelltem
Zustand ab ca. 600-800 umol-m2-s beginnt. Ab der Lichtséttigung scheinen die Verlaufe von
Xreigs UNd Xrcies jeweils zusammenzulaufen, was bei hohen PPFDs ab 1200 pmol-m2-s be-
sonders gut sichtbar wird. Es sieht so aus, als wirde in der Modellbetrachtung (vgl. Abbildung
4.20) die Effizienz des Elektronentransfers zwischen RCII und PQ die Energieverluste haupt-
sachlich im Lichtlimitierungs- und Ubergangsbereich definieren. In der Abbildung 4.28.C ist
erkennbar, dass das Verhaltnis aus Krciiim -+ NPg.tot/NRcitor UNA  Krugisco * Nrusisco.tot/NRcil ot di€
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4 Ergebnisse und Diskussion

maximalen Xpges-Werte im Lichtsattigungsbereich bestimmt (eine umfassendere Erlduterung
hierzu ist in der nachfolgenden Diskussion der in Abbildung 4.30 dargestellten Ergebnisse zu
finden).
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Abbildung 4.28:  Einfluss des Produktes der Modellparameter krcit,iim - Npq.tot/Nreintor auf die Photosynthesekinetik
sowie die Anteile der jeweiligen PSU-Komponenten. In (A) sind die durch die Variation von
Krci1,lim + NPQ,tot/NRc ot resultierenden relativen re gruto,chi dargestellt. In (B) sind die Verldufe von
Xreii,gs Und Xreines abgebildet. In (C) sind die anlogen Verldufe von xpg,gs und Xpq,es zu sehen. Die
blauen Linien représentieren Xrcigs in (B) und Xeq,gs in (C). Die roten Linien reprasentieren Xrcii,es in
(B) und xpqes in (C). Das Produkt krcilim * NpQ tot/Nrci ot Wurde ausgehend vom ML-Zustand von C.
vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) zusétzlich um + 50 % variiert. Die Parameterwerte steigen
in Pfeilrichtung an. Alle abgebildeten Daten sind gegen Ipar aufgetragen (kein Lichtgradient).

Mit abnehmenden Werten von Kgciiiim - Neotot/Nreine UNd gleichzeitig konstanten Werten von
Krugisco * Nrusisco,ot/Nrciiot €rgeben sich geringere Xpges-Werte (vgl. Abbildung 4.28.C) und
damit auch geringere maximale Photosyntheseraten (vgl. Abbildung 4.28.A) in der Lichtsétti-
gung. Trotz unterschiedlicher Krciilim - Neo ot/ Nreio-WWerte bewirkt bei allen drei Zustdnden die
Auslastung der nachgeschalteten COz-Fixierung die vermehrte Akkumulation von Xgciies im
Lichtséttigungsbereich. Da die Lichtsattigung unabhéngig vom Krcii,iim * Neo,tot/Nreino-Wert den
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

gleichen Effekt aufweist, fiihrt dies zu einer Anndherung der jeweiligen Verl&ufe von Xrciigs und
Xreies in Abbildung 4.28.B. Der Einfluss des Elektronentransfers zwischen RCII und PQ auf die
Energieverluste an den LHCII-RCII-Komplexen nimmt also mit steigenden PPFDs graduell ab,
wahrend der Einfluss der limitierenden CO.-Fixierung mit steigenden PPFDs graduell zunimmt.

In Abbildung 4.10.B konnte beobachtet werden, dass der RClI-spezifische PQ-Pool (iber einen
weiten PPFD-Bereich (etwa 39-746 pumol-m2-s7) scheinbar eine relativ gleichbleibende GroRe
von 8 PQ-Molekilen aufweist. Zur Vereinfachung des in dieser Arbeit erstellten PSU-Modells
(vgl. Abschnitt 4.3) wurde basierend auf den experimentellen Ergebnissen ein konstanter
Npo.tot/Nreo-Wert von 8 festgelegt. Nichtsdestotrotz war es von Interesse, die Auswirkungen
der Variation der PQ-PoolgréRe auf die lichtabhangige Photosynthesekinetik zu untersuchen.
Um den Einfluss der PQ-PoolgréRe auf die Photosynthesekinetik isoliert betrachten zu kénnen,
wurden nur die Npgot/Nreinwo-Werte variiert, wahrend die restlichen Modellparameter (vgl.
Abschnitt 4.3) entsprechend dem ML-Zustand von C. vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 und Tabelle
4.8) konstant gehalten wurden. Die jeweiligen Ergebnisse sind in Abbildung 4.29 dargestellt.
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Abbildung 4.29:  Einfluss von npo.wot/Nrein,tot auf die relative lichtabhéngige Photosynthesekinetik von C. vulgaris.
Die simulierte RCII-spezifische Anzahl der PQ-Molekiile kann der abgebildeten Farbskala entnom-
men werden. Der Akklimatisationszustand der Mikroalgenzellen in dieser Darstellung entspricht dem
ML-Zustand von C. vulgaris in Tabelle 4.7. Die dazugehdrigen kinetischen Parameter sind in der Ta-
belle 4.8 aufgelistet. Die abgebildeten, relativen rp grutto.chi Wurden gegen Ipar aufgetragen (kein
Lichtgradient). Die npq tot/nrci,wt-Werte steigen in Pfeilrichtung an.

Hierbei ist zu erkennen, dass eine Steigerung von npeowt/Nreior iNSbesondere dann einen groRe-
ren Einfluss auf die Photosynthesekinetik hat, wenn die RCII-spezifische Anzahl der PQ-
Molekiile weniger als 6 betragt. Mit steigender Anzahl der PQ-Molekiile pro RCII nimmt der
Einfluss auf die Photosynthesekinetik ab. So bewirkt z. B. eine Verdopplung der PQ-Poolgrolie
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4 Ergebnisse und Diskussion

von 6 auf 12 Molekiile kaum eine Veranderung im Verlauf der lichtabhdngigen Photosynthese-
kinetik. Im Gegensatz dazu bewirkt die Verdopplung der PQ-PoolgroRe von 1 auf 2 Molekiile
eine deutliche Steigerung der lichtbedingten Photosyntheserate, die ab 100 pmol-m2-s* deutlich
erkennbar ist. Insgesamt scheint die optimale RCII-spezifische PQ-PoolgroRe in dem Bereich
von 6-10 Molekiilen zu liegen. Oberhalb dieses scheinbar optimalen Bereiches bewirkt die
Zunahme der PQ-PoolgrélRe nur noch eine geringfligige Steigerung der Photosyntheseraten,
wéhrend unterhalb dieses Bereiches die Photosyntheseraten wesentlich niedriger ausfallen als
die maximal erreichbare Photosyntheserate bei einem unendlichen PQ-Pool. Im Falle eines
unendlichen PQ-Pools (npgwot/Nrciner — ) zeigt sich, dass das hier vorgestellte Modell (vgl.
Abschnitt 4.3) in die Form der Blackman-Kinetik [163] Ubergeht (vgl. Abbildung 4.29). In
diesem Fall wird die Steigung der PI-Kurve im lichtlimitierten Bereich allein durch das Produkt
@ren - orcn definiert, dhnlich wie bei der Blackman-Kinetik [163] in Gleichung 2.16 (vgl. Ab-
schnitt 2.6.3). Die maximale Photosyntheserate sowie der Punkt der plétzlich eintretenden
Lichtsattigung werden hingegen durch die nachgeschaltete CO»-Fixierung und deren maximale
Elektronenprozessierungsrate Krusisco * Nrusisco.ot/Nreiot - determiniert, ebenfalls analog zur
Blackman-Kinetik [163] in Abschnitt 2.6.3. Weiterhin kann festgehalten werden, dass das
Modellverhalten in Abbildung 4.29 qualitativ dem Verhalten des Modells in [69] entspricht, wo
die PSU erfolgreich als eine Markow-Kette modelliert werden konnte.

Die letzte Gruppe von Modellparametern, deren Einfluss untersucht wurde, definiert entspre-
chend dem Modellschema in Abbildung 4.20 die maximale Elektronenprozessierungsrate des
gesamten Photosyntheseapparates (photosynthetische ETK und Calvin-Zyklus; vgl. Abschnitte
2.2.2 und 2.2.3) im lichtgesattigten Bereich und wird durch Krygisco - Nrusisco,tot/Nrei ot DESChrie-
ben. Analog zu den vorherigen Untersuchungen in diesem Abschnitt, wurden auch hierbei die
Werte von Krusisco - Nrusisco.wot/Nrenot ausgehend vom PPFD-bedingten ML-Zustand von C.
vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) um + 50 % variiert, wahrend alle anderen Modellpa-
rameter (vgl. Abschnitt 4.3) konstant gehalten wurden. Die Ergebnisse kénnen Abbildung 4.30
entnommen werden. Wie zu erwarten, hat das Produkt Krugisco * Nrusisco,wot/Nrcil ot €INEN UNMIt-
telbaren Einfluss auf die maximale Photosyntheserate im lichtgesattigten Bereich, was in Abbil-
dung 4.30.A deutlich zu erkennen ist. Im Bereich der Lichtlimitierung ist hingegen kein Ein-
fluss der Variation von Krusisco * Nrusisco.wot/Nrei ot feststellbar. Beim Vergleich der Ergebnisse in
Abbildung 4.30.A mit den Ergebnissen in Abbildung 4.28.A fallt zun&chst auf, dass das hier
erstellte PSU-Modell (vgl. Abschnitt 4.3) im Bereich der Lichtsattigung wesentlich sensitiver
auf eine Anderung von Krusisco - Nrusisco.ot/Nrcin ot als auf die prozentual gleiche Anderung von
Krcinlim * Npo,ot/Nrcinoe reagiert. AuBerdem ist auffallig, dass eine Reduktion des Wertes von
Kruisco * Nrusisco,tot/Nrcinor €inNe zur Reduktion des Krciiim - Neo.tot/Nreinoi-Wertes gegensatzliche
Auswirkung auf den Ubergangsbereich der lichtabhéngigen Photosynthesekinetik aufweist. Eine
Abnahme des Wertes von Krusisco - Nrusisco tot/NReit ot Tilhrt zu einem plotzlicheren Ubergang vom
lichtlimitierten Zustand in den lichtgeséttigten Zustand, wahrend eine Steigerung des Wertes
von Krusisco * Nrusiscoot/Nreiit gegenteilig zum Abflachen des Ubergangsbereichs fiihrt (vgl.
Abbildung 4.30.A). Im Vergleich dazu ist in Abbildung 4.28.A zu sehen, dass eine Abnahme
von Kreiniim - Neoot/Nreiiot den Ubergangsbereich abflacht, wahrend sich eine Zunahme von
Krcinlim * Npo.ot/Nreinoe gegensatzlich auswirkt. Daraus l&sst sich ableiten, dass nicht direkt die
Werte von Krusisco * Nrusisco tot/Nreil ot UNA Keeirjim + NPo.ot/Nrciniot die Form des Ubergangsbereich
determinieren, sondern ihr Verhdltnis zueinander dafiir ausschlaggebend ist. Es zeigt sich so-
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

wohl in Abbildung 4.28.A als auch in Abbildung 4.30.A, dass im Falle groRerer Differenzen
zwischen Kreiiim * NPo.tot/NRreinor UNA Krusisco * Nrusisco,ot/NReor, die durch einen hoéheren Wert
von Keeiniim * Neoot/Nreinoe Und/oder einen niedrigeren Wert von Krusisco * Nruisco.tot/Nrcin ot DE-
dingt wird, die PI-Kurve tendenziell einen plotzlicheren Ubergang zwischen dem lichtlimitier-
ten und dem lichtgeséttigten Bereich aufweist. Im umgekehrten Fall bei geringeren Differenzen
zwischen kRCII,Iim . nPQ,tot/nRCII,tot und kRuBisCO ' nRuBisco,tot/chn,tot, die durch einen niedrigeren Wert
voN Kreirlim - Neq,tot/Nrein ot Und/oder einen hoheren Wert von Krysisco - Nrugisco,ot/Nreit ot hervorge-
rufen werden, fallt der Ubergangsbereich der PI-Kurve vergleichsweise flach aus.
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Abbildung 4.30:  Einfluss des Produktes der Modellparameter krugisco - NRrusiscotet/NReil tot auf die Photosyntheseki-
netik sowie die Anteile der jeweiligen PSU-Komponenten. In (A) sind die durch die Variation von
Kruisco - NRuBisco,tot/ NRCIItot FESUltierenden relativen rp,grutto,cni dargestellt. In (B) sind die Verldufe von
Xreings Und Xreines abgebildet. In (C) sind die anlogen Verlaufe von xpg,gs und Xpq.es zu sehen. Die
blauen Linien repréasentieren Xrciigs in (B) und Xpq,gs in (C). Die roten Linien représentieren Xrciies in
(B) und xpq.es in (C). Das Produkt Krusisco - Nrusisco,tot/Nrci ot WUrde ausgehend vom ML-Zustand von
C. vulgaris (vgl. Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) zusatzlich um + 50 % variiert. Die Parameterwerte stei-
gen in Pfeilrichtung an. Alle abgebildeten Daten sind gegen Ipar aufgetragen (kein Lichtgradient).
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4 Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 4.30.B ist zu sehen, dass eine Abnahme von Krygisco - Nrusisco,wot/Nrciior ZU friher
eintretenden Sattigungseffekten und damit zu einer friiheren, verstarkten Energiedissipation an
den LHCII-RCII-Komplexen fihrt. Dies wird insbesondere durch die stark ansteigende Akku-
mulation von Xgcies bei abnehmenden Krygisco * Nrusisco ot/Nreno-Werten deutlich (vgl. Abbil-
dung 4.30.B). Ergénzend dazu ist in Abbildung 4.30.C zu erkennen, dass eine Reduktion von
Kruisco * Nrusisco,tot/Nrciior ZU einer Sattigung des PQ-Pools mit Elektronen und damit zu einer
Akkumulation von Xpqes bei deutlich geringeren PPFDs fiihrt. Die Akkumulation von Xpqes
bewirkt einen Elektronenstau, der wiederrum durch eine Riickkopplung die vermehrte Akkumu-
lation von Xgciies induziert (vgl. Abbildung 4.30.B).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hauptsachlich das Produkt grci - orcu die Steigung
einer lichtabhangigen PI-Kurve in der Lichtlimitierung definiert (vgl. Abbildung 4.27.A). Das
Produkt Keciiiim * Npo.ot/Nrecinor bestimmt hingegen die Effizienz des Elektronentransportes zwi-
schen RCII und PQ. Eine Reduktion des Wertes dieses Produktes hat eine Akkumulation von
Xrenes ZUr Folge, die gleichzeitig zu einer Zunahme der Energieverluste an den LHCII-RCII-
Komplexen fiihrt, wéhrend der Reduktionsgrad des PQ-Pools vergleichsweise niedrig bleibt
(geringe Xxpo.es-Werte). Dieser Zusammenhang kann Abbildung 4.28 entnommen werden. Im
Vergleich dazu fuhrt eine Reduktion von Krygisco - Nrusisco,wot/Nreiot ZU einer friheren, verstark-
ten Akkumulation von Xpqes, die riickkoppelnd eine Akkumulation von Xgcies bewirkt (vgl.
Abbildung 4.30). Dies fuhrt ebenfalls zu erhdhten Energieverlusten an den LHCII-RCII-
Komplexen, ist jedoch auf eine andere Ursache als im Falle der abnehmenden Werte von
Kreiniim * Neo.tot/Nren ot ZUrtickzufiihren. Der Ubergangsbereich zwischen der Lichtlimitierung und
-sdttigung einer lichtabhéngigen Photosynthesekinetik wird durch das Verhaltnis der beiden
Produkte Krcii,lim + Neg,tot/NReinior UNA Krugisco - Nrusisco.tot/Nreinoe determiniert. Zudem haben beide
Produkte einen Einfluss auf die maximal erreichbare Photosyntheserate in der Lichtsattigung.
Das Produkt gren - oren hat hingegen keinen Einfluss auf die maximale Photosyntheserate (vgl.
Abbildung 4.27). Es hat sich jedoch gezeigt, dass der Einfluss von Krysisco - Nrusisco,tot/NRCII tot
wesentlicher ausfallt als der Einfluss von Krciuiim * Npo,t/Nreinot (Vg1 Abbildung 4.28 und Abbil-
dung 4.30).

4.3.4 Modellvalidierung mithilfe lichtabhédngiger operativer
Photosyntheseraten von Chlorella vulgaris im stationdren
photoakklimatisierten Zustand

In Abschnitt 4.3.1.2 konnte bereits erfolgreich gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit entwi-
ckelte PSU-Modell (vgl. Abschnitt 4.3) in der Lage ist, nicht-akklimatisierte bzw. schnelle PI-
Kurven (vgl. Abbildung 4.24) qualitativ und quantitativ besser zu beschreiben als die herange-
zogenen Referenzmodelle nach Han [26,27] (vgl. Tabelle 4.9). In dem aktuellen Abschnitt wird
Uberprift, ob das in Abschnitt 4.3 hergeleitete PSU-Modell zusétzlich beféhigt ist, Daten zu
beschreiben, die nicht Teil der zur Parameterschatzung in Abschnitt 4.3.1.2 genutzten Daten
waren. Hierfiir wurden zunéchst operative bzw. akklimatisierte 7p netto.cni (Vgl. Abschnitt 3.3.5.1)
bei folgenden Ipar experimentell bestimmt: 39, 57, 119, 193, 267, 432, 507, 619, 746, 999 und
1436 pmol-m=2-s?, In diesem Fall entspricht jede aufgelistete /rar Sowohl der jeweiligen Akkli-
matisations-PPFD in den Flachplatten-Photobioreaktoren (vgl. Abschnitt 3.1.3) als auch der
mittleren PPFD, die jeweils bei der Bestimmung der operativen bzw. akklimatisierten Photosyn-
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4.3 Mechanistische Modellierung der stationdren Photosynthesekinetik

theserate eingestellt wurde (vgl. Abschnitt 3.3.5.1). Bei der modellbasierten Berechnung der
entsprechenden operativen 7pneto,cni WUrden stets die genannten experimentellen Lichtbedin-
gungen und die lichtabhéngigen Akklimatisationszustdnde von C. vulgaris berticksichtigt. Die
kinetischen Modellparameter Krciiim Und Krusisco kdnnen Tabelle 4.8 in Abschnitt 4.3.1.2 ent-
nommen werden. Die Berticksichtigung der akklimatisationsabhangigen Modellparameter (vgl.
Abschnitte 4.3 und 4.3.1.1) erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen in den Abschnitten 4.1.2.1,
4.1.2.4,4.1.2.5 sowie 4.3.1.1. Die experimentell bestimmten operativen Raten 7p netio.cni und die
modellbasiert ermittelten Raten 7pnetwo,cni, inklusive der operativen 7ppnetochi im jeweiligen
PPFD-abhangigen Akklimatisationszustand von C. vulgaris, sind in der nachfolgenden Abbil-
dung 4.31 dargestellt.
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Abbildung 4.31:  Ergebnis der Validierung des in dieser Arbeit erstellten PSU-Modells anhand operativer Photo-
syntheseraten bei unterschiedlichen, PPFD-bedingten Akklimatisationszustdnden von C. vulgaris. Die
experimentelle Bestimmung der operativen 7 netwo,chi erfolgte entsprechend dem Protokoll in Ab-
schnitt 3.3.5.1. Die dargestellten, simulierten PI-Kurven (durchgezogene Linien) entsprechen den
schnellen bzw. nicht-akklimatisierten Kurven im jeweiligen Photoakklimatisationszustand (die jewei-
ligen Akklimatisations-PPFDs kénnen der abgebildeten Farbskala entnommen werden). Die Kreise
auf den simulierten PI-Kurven représentieren die operativen bzw. stationaren 7p,netto,chi in den jeweili-
gen, lichtabhéngigen Akklimatisationszustanden von C. vulgaris.

In Abbildung 4.31 wurde fur jeden der hier untersuchten, lichtabh&ngigen Akklimatisationszu-
stdnde von C. vulgaris die jeweils entsprechende schnelle bzw. nicht-akklimatisierte PI-Kurve
(solide Linien) in einem Zpar-Intervall von 0-1600 pmol-m-2-st simuliert, um die gesamte Leis-
tungskapazitat des Photosyntheseapparates im jeweiligen Zustand zu erfassen (vgl. Abschnitt
2.5.1). Die simulierten operativen 7p netto,cni, bei denen sich die Akklimatisations-PPFDs und die
PPFDs bei den (simulierten) Messungen jeweils entsprechen, sind jeweils als Kreismarkierun-
gen auf den soliden PI-Verlaufen abgebildet. Dies sind auch die simulierten Datenpunkte, die
mit den experimentell erfassten 7 netto,cni ZUr Modellvalidierung verglichen wurden. Die statisti-
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schen Kennzahlen zur quantitativen Evaluierung der Modellvorhersagen (vgl. Abschnitt 3.4.3)
sind in Tabelle 4.10 aufgelistet.

Tabelle 4.10:  Auflistung statistischer Parameter zur quantitativen Evaluierung der Modellvorhersagen der operati-
ven Chlorophyll-spezifischen Netto-Photosyntheseraten.

statistischer Parameter Wert
R2[-] 0,9688

RMSE [mol-mol?-s?] 0,0098
NRMSE [%] 11,74

MBE [mol-mol-s?] -0,0081
nMBE [%] -9,76

Bei der Betrachtung der Ergebnisse in Abbildung 4.31 und der statistischen Kennzahlen in
Tabelle 4.10 wird deutlich, dass das in Abschnitt 4.3 entwickelte PSU-Modell in der Lage ist,
die operativen lichtabh&ngigen Photosyntheseraten unter unterschiedlichen Photoakklimatisati-
onszustanden von C. vulgaris mit einer zufriedenstellenden Genauigkeit vorherzusagen. Das R?2
liegt mit einem Wert von 0,9688 in einem akzeptablen Bereich von >0,95. Der RMSE betragt
0,0098 mol-mol?-s?, was einem nRMSE von 11,74 % entspricht (vgl. Gleichung 3.35). Fiir den
MBE ergibt sich ein Wert von -0,0081 mol-mol=-s, der entsprechende nMBE betragt -9,76 %
(vgl. Gleichung 3.37). Dieser nMBE-Wert deutet darauf hin, dass die simulierten operativen
7pnetio.cni die analogen experimentellen 7p neto,cni iMm Durchschnitt um 9,76 % unterschatzen. In
Abbildung 4.31 fallt auf, dass das PSU-Modell (vgl. Abschnitt 4.3) die operativen Photosynthe-
seraten besonders gut in den PPFD-Intervallen zwischen 39-119 pmol-m2-st und 619-
1436 umol-m2-st beschreiben kann. Eine Ausnahme innerhalb der genannten PPFD-Intervalle
bildet lediglich der Punkt bei 746 pmol-m2-s, bei dem die Diskrepanz zwischen dem simulier-
ten Wert und dem experimentellen Wert relativ groR ausféllt. Im PPFD-Bereich zwischen 193-
507 umol-m-2-s*t unterschatzen die Modellvorhersagen die experimentellen Photosyntheseraten
deutlicher als in den beiden zuvor genannten PPFD-Bereichen. Interessanterweise scheint eine
gute Ubereinstimmung zwischen der vorhergesagten und der gemessenen Photosyntheserate bei
619 umol-m-2-s* zu bestehen, obwohl dieser Datenpunkt eine vergleichsweise hohe Messunsi-
cherheit aufweist und tendenziell vom Verlauf der benachbarten experimentellen Datenpunkte
abweicht. Trotz der vorliegenden Diskrepanzen zwischen den Modellvorhersagen und den
tatsachlich erfassten operativen Photosyntheseraten kann festgehalten werden, dass die Modell-
vorhersagegenauigkeit in einem akzeptablen Bereich liegt. Auch das Ergebnis in Abbildung
4.24 (siehe zuséatzlich Tabelle 4.9) stiitzt die Aussage, dass das in Abschnitt 4.3 erstellte PSU-
Modell die stationére lichtabhéngige Photosynthesekinetik von C. vulgaris mit einer zufrieden-
stellenden Genauigkeit beschreiben kann und damit eine gute Grundlage fur weitere Modellie-
rungsarbeiten in diesem Forschungs- bzw. Arbeitsfeld darstellt.

AuRerdem liefert das Ergebnis in Abbildung 4.31 eine wichtige Erkenntnis beziiglich des licht-
abhangigen Akklimatisationsverhaltens von C. vulgaris. Bereits in Abbildung 4.16.B war zu
erkennen, dass bei einem CO,-Gehalt von 2 % (v/v) und einer Akklimatisations-PPFD von etwa
235 pmol-m2-s der operative Punkt nicht im Auslastungsbereich des entsprechend akklimati-
sierten Photosyntheseapparates lag. Es hat sich also bereits dort angedeutet, dass der RCII-
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spezifische RuBisCO-Gehalt in C. vulgaris so eingestellt wird, dass dieser im photoakklimati-
sierten Zustand nicht limitierend wirkt und wahrscheinlich nicht fiir die ab 233-267 pmol-m2-s!
eintretende Lichtséttigung des Zellwachstums (vgl. Abbildung 4.1.A) verantwortlich ist. Allein
aus dem Ergebnis in Abbildung 4.16.B kann jedoch logischerweise nicht abgeleitet werden, ob
dies auch fiir andere Photoakklimatisationszustdnde von C. vulgaris gilt. Die simulierten PI-
Kurven in Abbildung 4.31 ergdnzen das Ergebnis in Abbildung 4.16.B und zeigen eindeutig,
dass die operativen Punkte in den jeweiligen lichtabhédngigen Akklimatisationszustdnden von C.
vulgaris nicht im Auslastungsbereich der CO2-Fixierung liegen und diese somit nicht als Grund
fur das lichtgesattigte Zellwachstum ab ca. 233-267 pmol-m=2-s (vgl. Abbildung 4.1.A) heran-
gezogen werden kann. Dies gilt zumindest fiir das PPFD-Intervall von 39-1436 pmol-m2-s!
und einen relativ hohen CO,-Gehalt im Zugas von 2 % (v/v). Stattdessen wird in Anlehnung an
[151,258,265,270] vermutet, dass unter den genannten Umstanden das begrenzte Proteom von
C. vulgaris und die daraus resultierende Konstellation des gesamten Photosyntheseapparates das
maximal mogliche Zellwachstum letztendlich determinieren.

Weiterhin ist in Abbildung 4.31 zu erkennen, dass sich die Lage des operativen Punktes auf der
PI-Kurve mit steigenden PPFDs jeweils vom lichtlimitierten Bereich in Richtung des Uber-
gangsbereiches bzw. des lichtgesattigten Bereiches verschiebt. Es besteht deshalb die Vermu-
tung, dass bei noch hoheren PPFDs als 1436 pumol-m2-s* die CO,-Fixierung tatsachlich limitie-
rend wirken konnte®. Auerdem besteht auch die Moglichkeit, dass bei hohen Akklimatisations-
PPFDs sowie einem ausreichend hohen RCIl-spezifischen RuBisCO-Gehalt (vgl. Abbildung
4.23) ein anderer Reaktionsschritt, wie z. B. die Oxidation der PQH>-Molekiile am Cyt bef,
limitierend wirken konnte [105]. Dementsprechend kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei
sehr hohen PPFDs der operative Punkt nicht im Auslastungsbereich der CO»-Fixierung, sondern
im Auslastungsbereich eines anderen photosynthetischen Reaktionsschrittes liegt. Es sollte
jedoch auch beachtet werden, dass die in Abbildung 4.31 vorgestellten Ergebnisse ausschliel3-
lich fir den hohen Gehalt von 2 % (v/v) CO, im Zugas, der etwa das 50-Fache des aktuellen
atmospharischen CO,-Gehaltes darstellt [116], gelten. Die Ergebnisse in den Abschnitten 4.2.1
und 4.2.2 haben angedeutet, dass die operativen Punkte im lichtgesattigten Bereich des Zell-
wachstums von C. vulgaris bei geringen CO»-Verfligbarkeiten, bspw. unter atmosphérischen
Bedingungen [116], tats&chlich im Auslastungsbereich der CO,-Fixierung liegen kénnten (vgl.
Abbildung 4.16.B). Inwieweit sich zusétzlich eine mdgliche CO,-abhéngige Akklimatisation
des CO,-Fixierungsapparates [117] auf diesen Zusammenhang auswirken konnte, ist anhand der
vorliegenden Ergebnisse nicht abschétzbar. Dartber hinaus bleibt unklar, ob eine solche CO»-
bedingte Akklimatisation in C. vulgaris Uberhaupt stattfindet, da zumindest bei den Gehalten
von 0,2-2 % (v/v) CO2 im Zugas kein CO.-abhéngiges Akklimatisationsverhalten beobachtet
werden konnte (vgl. Abschnitte 4.2.2 und 4.2.3). Aufgrund dieser Unsicherheiten kénnen die
vorliegenden Ergebnisse nicht auf weitere CO,-Gehalte, die auBerhalb des untersuchten Berei-
ches (vgl. Abschnitt 3.2) liegen, extrapoliert werden. Nichtsdestotrotz kann festgehalten werden,
dass die Anwendbarkeit bzw. Gultigkeit des in Abschnitt 4.3 vorgestellten PSU-Modells fir die
in Photobioreaktoren Gblichen CO,-Gehalte gegeben sein sollte.

3 Basierend auf den Ergebnissen in Abschnitt 4.2.1 wird unterstellt, dass die CO»-Fixierung die maximale Photosyn-
theserate und damit den Lichtsattigungsbereich einer PI1-Kurve unter den hier untersuchten PPFD- sowie CO>-
Bedingungen definiert.
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In Anbetracht der modellbasierten Ergebnisse hinsichtlich der Rate rpsy gisstot in Abbildung 4.25
erscheint es logisch, dass C. vulgaris den photoakklimatisierten Photosyntheseapparat im opera-
tiven Zustand nach Mdglichkeit nicht vollstdndig auslastet. Wie eindeutig in Abbildung 4.25 zu
sehen ist, steigt die Energiedissipationsrate stark an, sobald die vollstandige Lichtsattigung des
Photosyntheseapparates eintritt. Eine vermehrte Energiedissipation kann potenziell zu einer
Ausbildung von ROS und damit zu einer Zunahme der Photoinhibierung fuhren, die das Zell-
wachstum negativ beeinflusst [61,62,208,209]. Um dies zu vermeiden und eine mdglichst hohe
Energieeffizienz zu gewdhrleisten, erscheint es plausibel, dass der PPFD-bedingte operative
Punkt von C. vulgaris moglichst so eingestellt wird, dass keine vollstandige Auslastung des
COg,-Fixierungsapparates im jeweiligen Photoakklimatisationszustand stattfindet. Dies erganzt
das Ergebnis in Abbildung 4.9.B, aus dem deutlich hervorgeht, dass C. vulgaris auch die RCII-
Komplexe scheinbar Gberexprimiert, sodass nicht alle im jeweiligen photoakklimatisierten
Zustand vorhandenen RClIs gleichzeitig ausgelastet werden. Wie bereits zuvor erwahnt, deuten
die bisher vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass das lichtabh&ngige Akklimati-
sationsverhalten von C. vulgaris vermutlich aus der eingeschrankten ProteomgroRe und der
daraus resultierenden Notwendigkeit, die einzelnen Proteinfraktionsgréfen bedingungsabhangig
anzupassen [265] (vgl. Abschnitt 2.6.4), hervorgeht. Aus diesem Grund wird im nachfolgenden
Abschnitt 4.4 modellbasiert untersucht, wie sich diese Implikation auf die Photoakklimatisation
der PSU-Komponenten des in Abschnitt 4.3 vorgestellten Modells auswirkt.

4.4 Modellierung der Allokation eines endlichen
photosynthetischen Proteoms in Abhdngigkeit
der Photonenflussdichte

Zur Untersuchung der lichtspezifischen Akklimatisation des Photosyntheseapparates von C.
vulgaris wurde das in Abschnitt 2.6.4 vorgestellte Konzept der optimalen Allokation eines
endlichen Proteoms im Rahmen eines stationaren Minimalmodells umgesetzt. Jegliche Substrat-
limitierungen, aufer der Lichtlimitierung, wurden hierbei zun&chst vernachlassigt. Es wird
vereinfacht angenommen, dass die ZellgroRe und die GréRRe des Chloroplasten konstant bleiben
[257,258], was die Grolke des gesamten Proteinpools limitiert [265]. Aus diesem Grund ist eine
Mikroalgenzelle gezwungen, die Proteinfraktionen innerhalb dieses endlichen Proteinpools
bedingungsabhéngig so zu variieren, dass ein optimales Wachstum ermdglicht wird [265].
Dadurch kann eine Mikroalgenzelle bspw. die Antennenkomplexe bei Schwachlicht nicht
beliebig erhohen, da dies zwangslaufig zu einer Abnahme der anderen ETK-Komponenten
fihren wirde, was wiederrum zu Riickstaueffekten und Energieverlusten fiihren wirde [265]
(vgl. Abschnitt 2.2). Der Gesamtproteinpool wird in zwei Hauptfraktionen aufgeteilt, einerseits
die Proteine einer PSU und andererseits alle weiteren Proteine. Zur letzten Fraktion werden alle
Proteine gezéhlt, die nicht explizit im PSU-Modell (vgl. Abschnitt 4.3) beriicksichtigt werden.
In dieser Modellvorstellung setzt sich die konstante Gesamtproteinanzahl (Nprottor) @us der Sum-
me der Anzahlen der PSU-Proteine (Nprot,psu) Und der restlichen Proteine (Nprotres) ZUSAMMEN.

Nprot,psu + Nprotres = Nprot,tot = CONSL. (4.28)
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In der Modellvorstellung wird eine PSU durch drei Proteinfraktionen reprasentiert (vgl. Ab-
schnitt 4.3), die die Photosyntheseleistung unter gegebenen Lichtverhéltnissen definieren. Die
erste PSU-Proteinfraktion bilden die LHCII-Komplexe, die fir die Absorption und Weiterlei-
tung der absorbierten Lichtenergie zu den jeweiligen RCIlls zustandig sind (vgl. Abschnitte
2.2.1 und 2.2.2). Die RClIs, die hierbei als die zweite PSU-Proteinfraktion definiert werden,
verarbeiten die absorbierte Lichtenergie, indem sie diese Energie in Form von angeregten Elekt-
ronen in den jeweiligen PQ-Pool der photosynthetische ETK einspeisen. Sowohl die LHCII-
Komplexe als auch die RCII-Komplexe enthalten Chlorophylle [93,95]. Im hier vorgestellten
Modell wird jedoch vereinfacht angenommen, dass ausschlieBlich die Chlorophylle in den
LHCII-Komplexen fir die Lichtabsorption zuganglich sind und die Chlorophylle in den RCII-
Komplexen lediglich zum Energietransfer dienen. Darauf aufbauend wird im Rahmen des
Modells definiert, dass die Chlorophylle innerhalb eines RCII nicht effektiv zum orcy beitragen.
Weiterhin wird die Annahme getroffen, dass eine beliebige Anzahl von LHCII-Monomeren, die
jeweils 14 Chlorophylle enthalten [93], mit einem RCII verknupft sein kann. Der dritten PSU-
Proteinfraktion wird die RuBisCO-Fraktion zugeordnet, die die von den RCIIs eingespeisten
Elektronen volistandig prozessieren muss. Je nach Photoakklimatisationszustand kann der
Anteil von Nyrotpsu @n Nprottor Variieren. Die Summe der anzahlspezifischen Anteile der drei PSU-
Proteinfraktionen innerhalb von nyrepsu Wird als konstant definiert, sodass gilt:

Nygcintot T MRl tot T MRuBisco,tot = Nprot,PSU (4.29)
NiHCcILtot . MRcILtot . MRuBisCo,tot
+ + = XLHcILtot t XRcintot T XRuBisco,tot = 1 (4.30)
nprot,PSU nprot,PSU nprot,PSU
Weiterhin soll jeweils gelten:
0< xl"tot <1 (431)

Hierbei ist niw die jeweilige Gesamtanzahl von LHCII, RCII oder RuBisCO, wéhrend Xi o fir
die jeweiligen anzahlspezifischen Anteile steht. Da die lichtabhéngigen Regelungsmechanismen
innerhalb der PSU (vgl. Abbildung 4.20) nicht bekannt sind, wurde die nprotpsu-spezifische Rate
Iesuetrans (VQl. Gleichung 4.9) als die zu maximierende Zielfunktion (Jopt) gewahlt:

Tpsu etrans

= kRruisco * XRuBisco,tot * XPQ,es (4.32)
nprot,PSU
_ TPSuU etrans
max Jope = ————— (4.33)
Xitot Nprot,PsU

Die Rate rpsuetrans Wurde jeweils mithilfe des in Abschnitt 4.3 vorgestellten PSU-Modells be-
rechnet. Zur Bestimmung der optimalen Xiwor-Werte in Abhéngigkeit der PPFD wurde die
MATLAB®-interne Routine GlobalSearch (Version 2021b, The MathWorks Inc., Natick, USA)
eingesetzt, die in der Lage ist, je nach Definition der Zielfunktion entweder das globale Mini-
mum (bei einer Minimierungsaufgabe) oder das globale Maximum (bei einer Maximierungs-
aufgabe; vgl. Gleichung 4.33) zu ermitteln. Die Routine GlobalSearch erzeugt nach der soge-
nannten scatter search Methode mehrere Startpunkte fir den eingesetzten lokalen Solver [329].
Als lokaler Solver wurde hierbei die MATLAB®-Routine fmincon mit dem interior-point Solver
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verwendet. Das PSU-Gleichungssystem (siehe Gleichungen 4.18-4.21) wurde mit der MAT-
LAB®-Routine fsolve gelost. Die benoétigten Modellparameter ocni (7,03-102t m2), gren (0,73),
Npo.tot/Nreinor (8) Wurden zur Vereinfachung als konstant und dem ML-Akklimatisationszustand
von C. vulgaris entsprechend (vgl. Tabelle 4.7) festgelegt. Den Geschwindigkeitskonstanten des
PSU-Modells Keciriim und Krusisco (vgl. Abschnitt 4.3) wurden die entsprechenden Werte aus
Tabelle 4.8 zugewiesen. Das MATLAB®-Skript, welches zur Bestimmung der optimalen Xi ot
verwendet wurde, ist im Anhang A.8 hinterlegt.

4.4.1 Auswirkungen der Annahme eines endlichen Proteoms auf
die Anteile der Komponenten des entwickelten
photosynthetischen Modells

In der vorgestellten Literatur [151,257,258,265], die die lichtabhangige Zellakklimatisation von
photoautotrophen Mikroorganismen auf Basis der optimalen Allokation eines endlichen Zell-
proteoms beschreibt, wird die photosynthetische ETK stets als eine Einheit betrachtet, deren
Anteil am Gesamtprotein in Abhangigkeit der vorliegenden PPFD bzw. W variiert. Im Gegensatz
zu der genannten Literatur wird im Rahmen dieser Arbeit die photosynthetische ETK in die
Komponenten einer PSU, ndmlich die LHCII-RCII-Komplexe sowie RuBisCO (vgl. Abbildung
4.20), aufgeteilt und nicht als eine solide Einheit betrachtet. Anhand des in Abschnitt 4.4 vorge-
stellten Minimalmodells wird untersucht, inwieweit die lichtbedingte Akklimatisation einer
PSU allein durch die Annahme eines begrenzten Proteoms erklart werden kann. Aus diesem
Grund werden zunéchst solche Vorgange wie aktiver und passiver CO-Transport in die Mikro-
algenzelle sowie Photoinhibierung, anders als bspw. in [257,258], vernachlassigt. Die im Rah-
men des Modells getroffenen Vereinfachungen (vgl. Abschnitt 4.4) sollen vor allem dazu die-
nen, die Einflisse einzelner Phanomene auf die lichtabhangige Akklimatisationsantwort von C.
vulgaris korrekt identifizieren und interpretieren zu kénnen, was durch einen hohen Komplexi-
tatsgrad des Modells deutlich erschwert wird. Demnach ist das in Abschnitt 4.4 vorgestellte
Minimalmodell eher als ein Ausgangspunkt fir weitere Modellierungsansétze zu betrachten und
zun&chst nur qualitativ zu interpretieren.

Die in Abschnitt 4.4 aufgestellte Zielfunktion der Optimierung (siehe Gleichung 4.33) impli-
ziert, dass das Ziel einer C. vulgaris Zelle stets die Maximierung der PSU-spezifischen Photo-
syntheserate durch eine optimale, lichtabhéngige Allokation der PSU-Komponenten (XLHcii tot,
Xrenot UNA Xrugisco,wot) ISt, Was auch einer Maximierung der spezifischen Wachstumsrate gleich-
kommt. Hierdurch maximiert C. vulgaris den Nutzen der eingesetzten Ressourcen, die in die-
sem Fall die jeweiligen PSU-Komponenten sind. In Anlehnung an [265] wurde angenommen,
dass die ,,Platzverfiigbarkeit™ innerhalb einer Mikroalgenzelle limitierend wirkt (vgl. Abschnitt
2.6.4), wodurch die Kosten in diesem Fall durch den ,,Platzbedarf eines Proteins definiert
werden. In dem Modellansatz in Abschnitt 4.4 wurde vereinfachend festgelegt, dass die limitier-
te Platzverfugbarkeit durch die maximal mégliche Proteinanzahl definiert wird, die hierbei als
konstant gilt (vgl. Gleichungen 4.28 und 4.29). In Hinblick auf die LHCII- und RCII-Komplexe
wird die Flache der Thylakoidmembran als limitierend angesehen [75,77]. Im Falle von RuBis-
CO wird die Platzverflgbarkeit im Stroma des Chloroplasten als der limitierende Faktor ange-
nommen. Da eine Steigerung der Proteinmenge unter ndhrstoffgesattigten Bedingungen prinzi-
piell stets mit einer Erhohung der jeweiligen Umsatzrate einhergehen sollte, wurde davon
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ausgegangen, dass eine Mikroalgenzelle die maximale Platzverfugbarkeit bzw. Proteinanzahl
durchweg ausschopft. Aufgrund der festgelegten Begrenzung der maximalen Platzverfligbarkeit
(vgl. Abschnitt 4.4) bedeutet die Zunahme einer Proteinfraktion die gleichzeitige Abnahme
einer anderen Proteinfraktion [265]. Bedingt durch die zuvor erlduterte Modelldefinition der
Kosten verursacht jedes Protein stets die gleichen Kosten, unabhéngig davon, ob es sich hierbei
um ein LHCII-Monomer, einen RCII-Komplex oder ein RuBisCO handelt. Weiterhin bleiben
definitionsbedingt die Gesamtkosten der Zellproteine konstant, da die maximal mégliche Pro-
teinanzahl (nprotiot) konstant bleibt (siehe Gleichung 4.28). Der Kostenanteil der PSU-
Proteinfraktion an den Gesamtkosten ist hingegen variabel, da auch die Anzahl der PSU-
Proteine (Nprotpsu) Variabel ist (vgl. Gleichung 4.28). Dementsprechend wird in Gleichung 4.33
das relative Kosten-Nutzen-Verhaltnis optimiert, indem die Rate rpsuetrans (NUtzen) pro einge-
setztes PSU-Protein (nprotpsu; Kosten) maximiert wird. Die aus dieser Optimierung resultieren-
den PSU-spezifischen Elektronenprozessierungsraten (resuetrans/Nrciior; Vgl Gleichung 4.9) und
PSU-spezifischen oxygenen Brutto-Photosyntheseraten (Yoze- - Fesuetrans/Nrciiot) Sind in Abbil-
dung 4.32 dargestellt.
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Abbildung 4.32:  Aus der Simulation der lichtabhangigen Allokation eines endlichen photosynthetischen Proteoms
resultierende Photosyntheseraten. (A) Auftragung der PSU-spezifischen Elektronenprozessierungsrate
und der entsprechenden oxygenen Brutto-Photosyntheserate gegen Ipar. (B) Auftragung der in (A)
abgebildeten Raten gegen die PSU-spezifische Photonenabsorptionsrate.

Wie aus den aufgeflihrten Definitionen der PSU- bzw. RCII-spezifischen Elektronenprozessie-
rungsrate und der PSU- bzw. RCII-spezifischen oxygenen Brutto-Photosyntheserate ersichtlich
wird, sind beide Raten iber den Ausbeutekoeffizienten yooe- direkt proportional zueinander.
Dementsprechend unterscheiden sich die qualitativen Verldufe beider Raten nicht voneinander
und werden im Nachfolgenden deshalb nicht einzeln diskutiert. In Abbildung 4.32.A wurden die
aus der Simulation (vgl. Abschnitt 4.4) resultierenden Raten gegen lpar aufgetragen. Hierbei
zeigt sich, dass C. vulgaris die PSU-Komponenten scheinbar so regelt, dass eine deutliche
Sattigung der PSU selbst bei hohen PPFDs (> 1000 umol-m-2-s?) nicht auftritt. Das Abflachen
der Kurvenverldufe ab etwa 100 pmol-m2.s, wobei auch zuvor kein linearer Anstieg der
beiden Raten zu beobachten ist (vgl. Abbildung 4.32.A), zeigt, dass die Mikroalgenzelle schein-
bar nicht in der Lage ist, die PSU mit einer gleichbleibenden Effizienz zu ,,betreiben. Dies wird
insbesondere durch das Ergebnis in Abbildung 4.32.B verdeutlicht. Bei einer konstanten Effizi-
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enz der PSU sollte die resultierende Elektronenprozessierungs- bzw. Photosyntheserate direkt
proportional zur Photonenabsorptionsrate sein, sodass sich ein linearer Zusammenhang zwi-
schen den beiden GroRen ergibt. Die Steigung einer solchen Geraden entspréche der konstanten
Effizienz bzw. Quantenausbeute einer PSU. In Abbildung 4.32.B ist jedoch deutlich zu erken-
nen, dass die dort abgebildeten Raten jeweils keine lineare Abh&ngigkeit von der PSU- bzw.
RClI-spezifischen Photonenabsorptionsrate aufweisen und insbesondere im Bereich hoherer
PPFDs verstarkt abflachen. Es zeigt sich also, dass bereits die Einflihrung einer begrenzten
Proteomgrofe (vgl. Abschnitt 4.4) es der Mikroalgenzelle unmdoglich macht, die Photosynthese
mit einer gleichbleibenden Effizienz zu betreiben, sodass es auch im Bereich geringer PPFDs
bereits zu Energieverlusten und der damit verbundenen EffizienzeinbuRen kommt.

Die in Abbildung 4.32 dargestellten Raten resultieren letztlich aus der optimalen Allokation der
einzelnen PSU-Fraktionen, die jeweils in Abbildung 4.33.A gegen lpar Und in Abbildung 4.33.B
gegen die PSU-spezifische oxygene Brutto-Photosyntheserate aufgetragen wurden. In beiden
Abbildungen ist zundchst zu sehen, dass mit steigender PPFD bzw. Photosyntheserate der
Anteil der LHCIIs am PSU-Gesamtprotein (Xinciwor) Stetig abnimmt. Dies resultiert aus der
Tatsache, dass mit steigender Photonenverfigbarkeit auch mehr Photonen absorbiert werden,
die in den néchsten Schritten durch RCII und RuBisCO prozessiert werden missen. Da die
Mikroalgenzelle, entsprechend den Modellannahmen in Abschnitt 4.4, die maximale Anzahl der
Proteine nicht steigern kann, muss sie zwangslaufig die LHCII-Anzahl reduzieren, um die RCII-
und RuBisCO-Anzahl erhdhen zu kénnen. Im Bereich geringer PPFDs scheint die Mikroalgen-
zelle vor allem die Lichtabsorption zu maximieren (hohe X nciwo-Werte), wahrend im Bereich
hoher PPFDs insbhesondere die Prozessierung der absorbierten Lichtenergie relevanter wird
(niedrigere Xincnwoi-Werte und hohere Xrcinwor- SOWie Xrusiscoor-WWerte; vgl. Abbildung 4.33.A).
Hierbei ist zu erkennen, dass eine starkere Zunahme bei der RuBisCO-Fraktion (Xrugisco,tot), die
den langsamsten Reaktionsschritt innerhalb einer PSU katalysiert (vgl. Tabelle 4.8), als bei der
RCII-Fraktion (Xrcntot) stattfindet. Aulerdem kann keine lineare Abhéngigkeit zwischen den
jeweiligen Proteinfraktionen Xiwciitot, Xreiiot SOWi€ Xrugisco,ot UNd der PSU-spezifischen oxyge-
nen Brutto-Photosyntheserate in Abbildung 4.33.B festgestellt werden.

Das nicht-lineare Verhalten der Proteinfraktionen Xircitot, Xrcitor SOWI€ Xrugisco,ot IN Abbildung
4.33.B ist ein Hinweis darauf, dass der Auslastungsgrad einer PSU mit der PSU-spezifischen
Brutto-Photosyntheserate variiert, was auch der Grund fur das Abflachen der Raten mit steigen-
den PPFDs in Abbildung 4.32.B ist. In Abbildung 4.33.C sowie in Abbildung 4.33.D ist deut-
lich zu erkennen, dass der Anstieg der Akklimatisations-PPFD bzw. der sich ergebenden PSU-
spezifischen Brutto-Photosyntheserate mit einer vermehrten Akkumulation von Xgcires Und Xpo,es
sowie einer simultanen Abnahme von Xrciigs Und Xpg,gs Verbunden ist. Zumindest in Hinblick auf
das PPFD-abhdngige Verhalten der jeweiligen RCII-Fraktionen (Xrcigs Und Xrciies) Wird das
Modellverhalten qualitativ durch die experimentellen Ergebnisse in Abbildung 4.9.B gestitzt,
die ebenfalls zeigen, dass mit zunehmender Akklimatisations-PPFD der Anteil der RCIIs im
Grundzustand (Xrci,gs) @bnimmt und der damit verknilipfte Anteil der angeregten RCIIS (Xrciies)
zwangslaufig zunimmt. Hierbei sollte jedoch erwahnt werden, dass die modellbasierten Ergeb-
nisse nur bedingt quantitativ mit den experimentellen Ergebnissen verglichen werden kénnen.
Zur quantitativen Beschreibung der experimentellen Daten missten weitere Phdnomene bzw.
Effekte berlicksichtigt und modelliert werden, unter anderem die Photoinhibierung durch ROS,
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die NPQ-Aktivitat und die ocn-Abhéngigkeit von der zellinternen Pigmentkonzentration (vgl.
Abschnitt 2.5.3). Weiterhin wurden in dem hier vorgestellten Minimalmodell (vgl. Abschnitt
4.4) zunéchst keine Einschrankungen beziglich mdglicher Verhéltnisse der modellierten Pro-
teinfraktionen (XLHciion Xreiot UNd Xrusiscoot) formuliert, solange deren Summe Eins betragt.
Dies kann ebenfalls zu Abweichungen zwischen den simulierten und den experimentellen Daten
fuhren. So ist bspw. ein modellbasiertes X.Hci tot/Xrei tor-Verhaltnis von 100 (also 100 LHCII-
Monomere pro RCII) prinzipiell moglich, aus der physiologischen Perspektive jedoch sehr
unwahrscheinlich, da der bisher grofite beobachtete LHCII-RCII-Komplex in C. reinhardtii
lediglich 9 LHCII-Monomere enthielt [93,95]. Diese Einschrankung wurde jedoch bewusst im
Rahmen des Minimalmodells (vgl. Abschnitt 4.4) nicht eingefiihrt, um den Effekt eines endli-
chen Proteoms (vgl. Abschnitt 2.6.4) auf die PSU-Komponenten und die resultierenden Raten
isoliert untersuchen zu kénnen.
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Abbildung 4.33:  Aus der Simulation der lichtabhdngigen Allokation eines endlichen photosynthetischen Proteoms
resultierenden Verlaufe der PSU-Komponentenanteile. (A) Ipar-abhéngige Verlaufe von Xiwciiot,
XRCll,tot SOWi€ Xruisco,tot. (B) Auftragung der in (A) abgebildeten Verlaufe von XLHein,tot, XRein ot Und
XruBisco,tot gegen die PSU-spezifischen oxygenen Brutto-Photosyntheseraten. (C) Verldufe von Xrciigs,
XRCll,es; XPQ,gs UNd XpQ,es iN Abhéngigkeit von Ipar. (D) Auftragung der in (C) abgebildeten Verlaufe
VON XRcll,gs, XRCll,es, XPQ,gs UN Xpg.es gegen die PSU-spezifischen oxygenen Brutto-Photosyntheseraten.
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Zusétzlich zu den modellbasierten Verlaufen von X_nciot, Xreinot UNd Xrusiscoot iN Abbildung
4.33 sind in der nachfolgenden Abbildung 4.34 die RCII-spezifischen LHCII- und RuBisCO-
Anzahlen dargestellt.
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Abbildung 4.34:  Die simulationsbasierten RCII-spezifischen LHCII- und RuBisCO-Anzahlen in Abh&ngigkeit von
lpaR.

Wie bereits zuvor angedeutet, kénnen sich aufgrund fehlender Modelleinschrankungen in Bezug
auf die jeweiligen Verhaltnisse zwischen den Proteinfraktionen Xiwciitot, Xrciitot UNA Xrusisco,tot
beliebige Verhdltnisse einstellen, solange die Summe aus XiHciiwot, Xreiitot UND Xrusiscotot EINS
betragt. In Abbildung 4.34 ist zu sehen, dass sich dadurch unrealistisch hohe Xiwciwot/Xrei tot-
Verhéltnisse bei niedrigen PPFDs einstellen. Erst ab einer PPFD von etwa 270 pmol-m2-s*!
stellen sich X_nen ot Xrenor-Verhéltnisse (> 13) ein, die durch die experimentellen Beobachtun-
gen aus [93,95] zu erkldren wéren. Entsprechend der Modelldefinition in Abschnitt 4.4 werden
der LHCII-Fraktion alle Proteine in einem LHCII-RCII-Komplex zugeordnet, die zur Lich-
tabsorption beitragen. Aus dieser Definition geht hervor, dass die LHCII-Monomere eindeutig
dieser Fraktion zugeordnet werden kdnnen. Da in Chlorophyta bisher maximal drei LHCII-
Trimere, die ihrerseits aus drei LHCII-Monomeren bestehen, pro RCII beobachtet werden
konnten [93,95], wére ein maximales Xinciitot/Xrei tor-Verhdltnis von 9 zu erwarten. Daneben
existieren noch die Proteine CP43, CP47, CP26 und CP29 (vgl. Abschnitt 2.2.2), die jeweils 13,
16, 13, 13 Chlorophylle bzw. durchschnittlich 13,75 Chlorophylle enthalten [93]. In der Mo-
dellvorstellung (vgl. Abschnitt 4.4) kdnnten diese Proteine ebenfalls der LHCII-Fraktion zuge-
ordnet werden, sodass dadurch ein maximales X_ncir.wot/Xreiwot-Verhaltnis von 13 moglich waére.

Das modellbasierte Ergebnis in Abbildung 4.34 kann jedoch nicht als ein Hinweis darauf ge-
wertet, dass die Antennenkomplexe in Chlorophyta zu klein fur geringe PPFDs ausfallen und
eine zusatzliche Steigerung der AntennenkomplexgréRe die photosynthetische Leistung der
Chlorophyta bei geringen Lichtverfiigbarkeiten erhdhen bzw. optimieren konnte. In dem hier
vorgestellten Modell (vgl. Abschnitte 4.3 und 4.4) wurde der Energietransport von einem LHCII
zum jeweiligen RCII vereinfacht als instantan angenommen, wodurch ein langerer Energietrans-
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ferweg zwischen einem LHCII und einem RCII (vgl. Abschnitt 2.2.1) und die damit verbunde-
nen, maoglichen Ineffizienzen unberiicksichtigt gelassen wurden. Mit einer steigenden Anzahl
der LHCIIs und dem damit einhergehenden Anstieg der Anzahl der Chromophore vergrofert
sich statistisch gesehen die Anzahl der Energietransfers, die notwendig ist, um die absorbierte
Photonenenergie von einem Chromophor in einem LHCIlI zu dem dazugehérigen RCII zu
transportieren [38]. Dadurch steigt die Gefahr, dass die Energie auf einen unerwiinschten Ener-
giequencher wie bspw. O, lbertragen oder in Form von Fluoreszenz oder Wérme freigesetzt
wird, was mit einer Abnahme der Effizienz des Energietransfers zwischen den LHCIIs und den
jeweiligen RClIs [38] sowie einer mdglichen Zunahme der Photoinhibierung einhergehen
wirde [94]. Ausgehend davon erscheint es plausibel, dass die realen Antennenkomplexe nicht
beliebig grolR werden kdnnen. Ohne solche Ineffizienzen ware es jedoch fir den Organismus
vorteilhaft, das X_nci ot Xren,wi-Verhaltnis bei geringen PPFDs Uber einen Wert von 13 hinaus zu
steigern, wie es die Modellergebnisse in Abbildung 4.34 zeigen. Gleichzeitig sollte vermerkt
werden, dass die unrealistisch hohen Xinciwot/Xren oi-Verhaltnisse (vgl. Abbildung 4.34) wahr-
scheinlich zu einem deutlich steileren Anstieg der PI-Kurve in Abbildung 4.32 im Bereich der
PPFDs unter 270 pumol-m2-s fiihren als es in der Realitdt moglich ware.

Neben dem Xiwci ot/ Xreno-Verhaltnis ist in Abbildung 4.34 aufRerdem das Xrugisco,tot/XrCil tot-
Verhaltnis abgebildet. Im Vergleich zum berechneten Xrygisco.wot/Xren - Verhaltnis in Abbildung
4.23 ist in Abbildung 4.34 kein logistischer Verlauf dieses Verhaltnisses in Abhéangigkeit der
PPFD zu sehen. Es ist zu erkennen, dass sowohl das Ergebnis in Abbildung 4.23 als auch das
analoge Ergebnis in Abbildung 4.34 in einem dhnlichen Wertebereich zwischen 0,6-4,3 liegen.
Nichtsdestotrotz ist der Vergleich dieser Ergebnisse nur bedingt sinnvoll bzw. mdglich, da beide
Ergebnisse lediglich aus Berechnungen mit entsprechenden vereinfachenden Annahmen (vgl.
Abschnitte 4.3.1.1 und 4.4) resultieren. Eine Beurteilung dartiber, welches der Ergebnisse
,korrekter ist, ist in diesem Fall kaum moglich. Hierfir wéren experimentelle Ergebnisse mit
einer hinreichenden Auflésung (ausreichende Anzahl untersuchter lichtabhangiger Akklimatisa-
tionszustdnde von C. vulgaris) notwendig. Die qualitative Aussage des Ergebnisses in Abbil-
dung 4.23, dass mit einer steigenden Akklimatisations-PPFD auch die RCII-spezifische Anzahl
von RuBisCO ansteigt, wird auch in Abbildung 4.34 bestétigt und entspricht den bisherigen
Erkenntnissen aus der Literatur [105,212,213].

Die experimentellen Ergebnisse in Abbildung 4.9.B sowie die modellbasierten Ergebnisse in
Abbildung 4.33.C haben bereits angedeutet, dass C. vulgaris die RCIIs stets tiberexprimiert. Das
auflert sich darin, dass unabhéngig vom lichtbedingten Akklimatisationszustand und der vorlie-
genden Akklimatisations-PPFD nur ein Teil der RCII-Komplexe im angeregten Zustand vor-
liegt. Wie zuvor in den Abschnitten 2.2.1 und 2.2.2 erldutert, muss ein RCII zunachst durch
Lichtenergie angeregt werden, um diese in Form von angeregten Elektronen in die photosynthe-
tische ETK einspeisen zu konnen. Aufbauend hierauf konnen die RCIlIs im Grundzustand als
inaktiv bzw. passiv angesehen werden. Die aktiven bzw. angeregten RClIs treiben zwar letzt-
endlich die Photosynthese an [1], tragen jedoch auch unweigerlich zur Energiedissipation bei,
wenn sie im angeregten Zustand weitere Photonen absorbieren (vgl. Abschnitte 2.2.1, 2.2.2 und
4.3). Aus der Modellgleichung 4.22 wird ersichtlich, dass ein hoher Anteil angeregter RCIIs
bzw. ein geringer Anteil der RCIIs im Grundzustand zu einer erhéhten Energiedissipation und
einer verminderten photosynthetischen Effizienz fuhrt (vgl. Abbildung 4.9.B). Dementspre-
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chend erscheint es naheliegend, dass die Mikroalgenzelle die GréRe des RCII-Pools in Abhén-
gigkeit der PPFD so reguliert, dass nur ein Teil der RClIs gleichzeitig im angeregten Zustand
vorliegt und eine vermehrte Energiedissipation durch eine mehrfache Lichtabsorption an ange-
regten LHCII-RCII-Komplexen vermieden wird (vgl. Abbildung 4.9.B und Abbildung 4.33.C).
Der Uberexpressionsfaktor von RCII in Abbildung 4.35 zeigt das Verhaltnis zwischen der
maximal moglichen Umsatzrate der RClIs (entspricht Krciiiim © Xrcior) SOwie der tatsachlich
vorliegenden Elektronenprozessierungsrate der PSUs (entspricht Krugisco - XpQees * Xruisco,tot) iM
jeweiligen lichtabhangigen Akklimatisationszustand von C. vulgaris. Der Uberexpressionsfak-
tor von RuBisCO in Abbildung 4.35 ist in Analogie dazu definiert und wird durch das Verhalt-
Nis (Krugisco * Xruisco,tot)/(Krugisco * Xpoes - Xrugiscoot) beschrieben. Die jeweiligen Verlaufe der
Uberexpressionsfaktoren von RCII und RuBisCO in Abbildung 4.35 &hneln sich qualitativ. In
beiden Fallen scheint bei niedrigen PPFDs eine wesentliche Uberexpression der beiden PSU-
Komponenten stattzufinden, die dann annahernd exponentiell mit dem Anstieg der Akklimatisa-
tions-PPFD abnimmt.
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Abbildung 4.35:  Modellbasierte Vorhersage der Uberexpressionsfaktoren von RCII und RuBisCO in Abhangigkeit
von lpar.

Es zeigt sich demnach, dass die Uberexpression von RCII inshesondere bei geringen PPFDs
stark ausféllt. Dieses Ph&nomen ldsst sich dadurch erkldren, dass bei besonders niedrigen
PPFDs die Mikroalgenzelle scheinbar versucht, potenzielle Energieverluste durch eine mehrfa-
che Photonenabsorption an bereits angeregten LHCII-RCII-Komplexen weitestgehend zu mi-
nimieren. Die deutliche Uberexpression von RCII fiihrt dementsprechend dazu, dass im statio-
naren Zustand nur ein geringer Anteil der RCIIs in einer angeregten Form vorliegt. Dadurch
kann die Wahrscheinlichkeit, dass ein bereits angeregter LHCII-RCII-Komplex ein weiteres
Photon absorbiert und dessen Energie dissipiert (vgl. Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2), erheblich
gesenkt werden. Es wird argumentiert, dass solche Energieverluste besonders dann Kritisch sind,
wenn die Lichtverfiigbarkeit gering ist. In einem solchen Fall kann sich eine Uberexpression
von RCII fir die Mikroalgenzelle lohnen, um die erlauterten Verluste des limitierenden Substra-
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tes (Licht bzw. Photonen) und eine damit einhergehende, noch starkere Substratlimitierung
moglichst zu vermeiden. Weiterhin ist auffallig, wie enorm die Uberexpression von RCII in
Abbildung 4.35 ausfallt. Bei 5 pmol-m2-s! betragt der Uberexpressionsfaktor ca. 28 und sinkt
dann auf einen Wert von etwa 3 bei 1600 pumol-m-2-st. Moglicherweise resultiert die sehr hohe
Uberexpression von RCII im Bereich geringer PPFDs durch die enorm hohen Xincin wot/Xreit tot-
Verhaltnisse, die unterhalb der PPFD von 270 umol-m2-s* vorliegen (vgl. Abbildung 4.34). Mit
einer steigenden LHCII-RCII-KomplexgroRe steigt tendenziell auch orci, wodurch die Wahr-
scheinlichkeit der Photonenabsorption durch den entsprechenden photosynthetischen Komplex
ebenfalls zunimmt. Um die durch die enorme LHCII-RCII-KomplexgroRe (vgl. Abbildung
4.34) bei niedrigen PPFDs verursachte hohe Wahrscheinlichkeit von mehrfachen Photonenab-
sorptionsvorgangen an bereits angeregten LHCII-RCII-Komplexen zu minimieren, wird eine
hohe Anzahl von LHCII-RCII-Komplexen benétigt. Dies fihrt schlussendlich zu einem sehr
hohen Uberexpressionsfaktor von RCII bei geringen PPFDs (vgl. Abbildung 4.35).

Wie zuvor in Abbildung 4.30 gezeigt werden konnte, verursacht eine steigende Auslastung der
CO,-Fixierung durch RuBisCO (vgl. Abschnitt 2.2.3) ebenfalls eine Akkumulation von ange-
regten LHCII-RCII-Komplexen und verstérkt somit die Energiedissipation an jenen Komple-
xen. Aufbauend auf den vorherigen Ausflihrungen erscheint auch in diesem Fall eine verstarkte
Uberexpression insbesondere bei niedrigen PPFDs nachvollziehbar (vgl. Abbildung 4.35). Im
Vergleich zum Uberexpressionsfaktor von RCII fallt der Uberexpressionsfaktor von RuBisCO
niedrig aus und bewegt sich lediglich in einem Bereich zwischen 2,4 (bei 5 pmol-m2-s) und
1,3 (bei 1600 pmol-m2-s?). Diese Uberexpression von RuBisCO ist ein Hinweis darauf, dass C.
vulgaris den RuBisCO-Gehalt so einstellt, dass dieser im operativen Punkt, zumindest unter den
gegebenen CO-Bedingungen (2 % (v/v) CO; im Zugas; vgl. Abschnitt 4.3), nicht limitierend
wirkt. Die experimentellen Ergebnisse in Abschnitt 4.2 haben gezeigt, dass die RuBisCO-
katalysierte Carboxylierungsreaktion [118] (vgl. Abschnitt 2.2.3) die maximale Leistungskapa-
zitat des Photosyntheseapparates im jeweiligen lichtbedingten Akklimatisationszustand von C.
vulgaris determiniert. Es hat sich jedoch ebenfalls ergeben, dass im akklimatisierten Zustand
und bei CO2-Gehalten im Zugas von 0,2-2 % (v/v) nicht die gesamte Leistung von RuBisCO
ausgeschopft wird. GemaR der Definition des Uberexpressionsfaktors wird RuBisCO scheinbar
auch in der Realitat Uberexprimiert, zumindest unter den betrachteten CO»-Bedingungen (vgl.
Abschnitt 3.2.2). Ebenso hat sich in Abbildung 4.31 gezeigt, dass sich der operative Punkt stets
im lichtlimitierten Bereich bzw. Ubergangsbereich der jeweiligen schnellen PI-Kurve, die eine
Auskunft Ober die gesamte Leistungskapazitdt des akklimatisierten Photosyntheseapparates
liefert (vgl. Abschnitt 2.5.1), befindet. Zudem ist in Abbildung 4.31 zu erkennen, dass sich der
operative Punkt mit steigender Akklimatisations-PPFD scheinbar entlang der jeweiligen PI-
Kurve in Richtung des Lichtsittigungsbereiches verschiebt. In Bezug auf den Uberexpressions-
faktor von RuBisCO in Abbildung 4.35 wiirde dies bedeuten, dass der Uberexpressionsfaktor
mit steigender Akklimatisations-PPFD abnehmen musste, da ein hdherer Anteil des vorhande-
nen RuBisCO ausgelastet wird. Dieses Verhalten ist in Abbildung 4.35 deutlich zu erkennen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass bereits die Annahme eines endlichen Proteoms (vgl.
Abschnitt 4.4) und der Einbezug eines PSU-Modells (vgl. Abschnitt 4.3), welches die Wech-
selwirkungen der einzelnen PSU-Komponenten berlicksichtigt, die Beschreibung des lichtab-
héngigen Akklimatisationsverhaltens des photosynthetischen Apparates von C. vulgaris zumin-
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dest qualitativ ermdglichen und insgesamt zu plausiblen Ergebnissen fiihren. Zur quantitativen
Beschreibung der experimentellen Ergebnisse missten weitere Mechanismen in der Modell-
struktur berlicksichtigt werden. Hierzu gehéren unter anderem die Photoinhibierung, die licht-
abhangige Aktivitat der NPQ-Mechanismen und die Variation von ocn in Abhédngigkeit der
zellinternen Pigmentkonzentration. Da neben den LHCII-RCII-Komplexen auch die LHCI-RCI-
Komplexe Chlorophylle und Carotinoide enthalten, miisste deren PPFD-abhéngige Akklimatisa-
tionsverhalten ebenfalls berlicksichtigt werden, um ocn quantifizieren zu konnen. Weiterhin
sollte das Minimalmodell (vgl. Abschnitt 4.4) um die metabolischen Reaktionen erweitert
werden, in denen die photosynthetischen Produkte in weitere Zellbestandteile umgewandelt und
auch zur Generierung von ATP genutzt werden, um zusétzlich die spezifische Wachstumsrate
von C. vulgaris, die wesentlich von der Biomassezusammensetzung abhéngig ist, und nicht nur
die Brutto-Photosyntheserate bestimmen zu kénnen [151,155,257,258]. Dadurch waére es zusatz-
lich moglich, den Einfluss weiterer Substrate (bspw. CO,, Stickstoff, Phosphor, etc.) auf die
Zellakklimatisation von C. vulgaris berticksichtigen zu kdnnen. Das in Abschnitt 4.4 vorgestell-
te Minimalmodell benétigt zur Modellkalibrierung und -validierung bereits umfassende experi-
mentelle Daten, die unter anderem qualitative und quantitative Informationen Uber die einzelnen
Proteinfraktionen beinhalten sollten. Zur Generierung solcher Datensétze bietet sich der Einsatz
der modernen Omics-Technologien an, wie in folgender Literatur erfolgreich gezeigt werden
konnte: [151,270].

172



5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden das lichtbedingte Akklimatisations- und Wachstumsverhal-
ten der Modellmikroalge C. vulgaris charakterisiert (vgl. Abschnitt 4.1), um das Verstandnis der
beiden Vorgéange zu erweitern und die experimentell gewonnenen Erkenntnisse (vgl. Abschnitte
4.1 und 4.2) als Grundlage fir die nachfolgend durchgefihrten Modellierungsarbeiten zu nutzen
(vgl. Abschnitte 4.3 und 4.4).

In Hinblick auf die lichtabhéngige Akklimatisation des Photosyntheseapparates konnte anhand
eigener experimenteller Daten (vgl. Abschnitt 4.1.2.1) und auf Literaturdaten basierender Be-
rechnungen gezeigt werden, dass C. vulgaris sowohl die GroRe der LHCII-RCII- bzw. LHCI-
RCI-Komplexe als auch die Anzahl dieser Komplexe in Abhéangigkeit der Lichtverfligbarkeit
variiert (siehe Abschnitt 4.1.2.2). Hierbei war besonders aufféllig, dass die Reduktion der
LHCII-RCII- bzw. LHCI-RCI-KomplexgroRe erst ab etwa 193 pmol-m2-s* stattgefunden hat,
also kurz vor dem Erreichen des lichtgesattigten Zellwachstums in einem Bereich von ca. 233-
267 pumol-m2-s, Im lichtlimitierten Bereich des Zellwachstums blieb die GroRe beider photo-
synthetischer Komplexe nahezu unveréndert. Im Gegensatz dazu nahm die Anzahl der LHCII-
RCII- und LHCI-RCI-Komplexe stetig mit steigenden PPFDs ab. Es konnte weiterhin festge-
stellt werden, dass C. vulgaris nicht in der Lage ist, die Energieverluste an den LHCII-RCII-
Komplexen durch Photoakklimatisation vollstdndig zu vermeiden, sodass eine Akkumulation
angeregter LHCII-RCII-Komplexe und eine Zunahme der NPQ-Aktivitdt mit ansteigenden
PPFDs beobachtet werden konnten (siehe Abschnitt 4.1.2.5).

Die an den LHCII-RCII-Komplexen entstehenden lichtabhangigen Energieverluste machen sich
auch in der Wachstumseffizienz von C. vulgaris deutlich bemerkbar, wie in Abschnitt 4.1.1
gezeigt werden konnte. Die maximale photonenspezifische Biomasseausbeute (ysrmn,) Von etwa
1,043 £ 0,062 g-mol* konnte von C. vulgaris lediglich bei geringen PPFDs im Bereich von 39-
57 umol-m2-st aufrechterhalten werden. Bei héheren PPFDs war eine stetige Abnahme von
Yetmne ZU Verzeichnen, die insbesondere ab dem Erreichen des lichtgesattigten Wachstums (ab
ca. 233-267 umol-m2-st) deutlich zu erkennen war. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass das
Zellwachstum von C. vulgaris bereits im lichtlimitierten Bereich nicht mit einer konstanten
Effizienz stattfindet. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass das lichtlimitierte Wachstum
von C. vulgaris unter Nahrstoffsattigung nicht ausschlieBlich aus der Zunahme der aktiven bzw.
funktionalen Biomasse resultiert, sondern auch durch die vermehrte Akkumulation von Kohlen-
hydraten ergénzt wird. Basierend hierauf erscheint es wahrscheinlich, dass das Wachstum der
aktiven Biomasse von C. vulgaris, zumindest unter nahrstoffgesattigten Bedingungen und einer
hohen COj-Verfiigbarkeit (2 % (v/v) CO, im Zugas), durch die BTM-spezifische NHj*-
Aufnahmerate (rwna) limitiert wird. Die Rate ryns erreicht bereits ab etwa 87 pmol-m-2-st den
berechneten Maximalwert von 0,0087 + 0,0002 g-g*-h? (vgl. Abschnitt 4.1.3). Im Vergleich
dazu tritt die Lichtsattigung des Zellwachstums von C. vulgaris erst bei PPFDs ab 233-
267 umol-m2-s't auf. Nach der vollstandigen Auslastung von ryus scheint das weitere Wachs-
tum von C. vulgaris hauptsachlich durch die zunehmende Akkumulation von Kohlenhydraten
begriindet zu sein. Interessanterweise scheint die Induktion der verstarkten Kohlenhydratakku-
mulation mit einer zusatzlichen Abnahme der Wachstumseffizienz einherzugehen, deren Aus-
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pragung ab dem Erreichen des lichtgeséttigten Zellwachstums wesentlich zunimmt (vgl. Ab-
schnitte 4.1 und 4.1.3). Eine eindeutige Ursache fiir die abnehmende Wachstumseffizienz durch
eine steigende Anreicherung von Kohlenhydraten konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht identi-
fiziert werden. Es erscheint insgesamt so, dass C. vulgaris durch die verstarkte Akkumulation
von Kohlenhydraten pmax auf Kosten der Wachstumseffizienz maximiert. Ohne die zusétzliche
Kohlenhydratakkumulation wirde pmax von C. vulgaris in einem Wertebereich von etwa
0,0650 + 0,0029 h* liegen (umax-Wert der aktiven bzw. funktionalen Biomasse). Durch die
vermehrte Akkumulation von Kohlenhydraten kann jedoch ein deutlich hdherer pmax-Wert von
ca. 0,1061 + 0,0063 ht erreicht werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Leistungskapazitdt des CO»-Fixierungsapparates die maxi-
male Leistungskapazitat des gesamten Photosyntheseapparates von C. vulgaris limitiert (vgl.
Abschnitt 4.2.1). In Anlehnung an das Minimumgesetz [2,23] wurde angenommen, dass eine
Reduktion der CO,-Verfiligbarkeit mit einer Abnahme der maximalen Photosyntheserate einher-
gehen sollte, falls tatsdchlich die CO,-Fixierung die maximale Leistungskapazitat des Photosyn-
theseapparates von C. vulgaris determiniert. Dieses Experiment hat ergeben, dass trotz der
hohen untersuchten Gehalte von 0,2-2 % (v/v) CO, im Zugas, die CO,-Fixierung die maximale
Photosyntheseleistung von C. vulgaris zu limitieren scheint. Zudem ging aus dieser Untersu-
chung hervor, dass scheinbar eine Riickkopplung zwischen der Lichtabsorption an den LHCII-
RCII-Komplexen und der nachgeschalteten CO»-Fixierung besteht. Basierend auf den Ergebnis-
sen von [23] wird argumentiert, dass eine fehlende Rickkopplung lediglich eine Verschiebung
der maximalen Photosyntheserate entlang des Verlaufes der lichtabhéngigen Lichtabsorptions-
kinetik der LHCII-RCII-Komplexe bewirken wirde. Da eine Reduktion der maximalen Photo-
syntheserate durch eine verminderte CO.-Verfugbarkeit jedoch eine zusétzliche Verschiebung
des Ubergangsbereichs zwischen der Lichtlimitierung und -séttigung der jeweiligen schnellen
Pl-Kurve in Richtung niedrigerer PPFDs bewirkt (vgl. Abbildung 4.15), wird davon ausgegan-
gen, dass eine solche Rickkopplung existiert. Die experimentellen Ergebnisse aus Abschnitt
4.2.1 lieferten relevante Informationen fur die nachfolgende Modellierung der stationéren
lichtabhéngigen Photosynthesekinetik in Abschnitt 4.3. Diese Informationen wurden zusatzlich
durch die Informationen tber das lichtabhangige Akklimatisationsverhalten von C. vulgaris aus
Abschnitt 4.1 ergénzt. Die Daten und Erkenntnisse der beiden Abschnitte 4.1 und 4.2 bildeten
somit die Grundlage fur den Modellierungsansatz in Abschnitt 4.3.

AuBerdem wurde untersucht, ob mdglicherweise die Auslastung des CO.-Fixierungsapparates
den beobachteten pmax-Wert von etwa 0,1061 + 0,0063 h determiniert (vgl. Abschnitt 4.2.2).
Mithilfe der schnellen PI-Kurven mit C. vulgaris Zellen, die an unterschiedliche CO.-
Verfiigbarkeiten akklimatisiert wurden, und der parallelen Erfassung der stationaren p-Werte
unter den jeweiligen CO»-Bedingungen konnte gezeigt werden, dass eine Auslastung des CO,-
Fixierungsapparates wahrscheinlich nicht urséchlich fir die Lichtsattigung des Zellwachstums
ab 233-267 umol-m2-st ist. Diese Aussage wurde dadurch begriindet, dass sich die operativen
Punkte von C. vulgaris im entsprechenden CO»-bedingten Akklimatisationszustand nicht im
Lichtsattigungsbereich der jeweiligen schnellen PI-Kurven, die die gesamte photosynthetische
Leistungskapazitat im entsprechenden Akklimatisationszustand charakterisieren, befanden. Dies
gilt zumindest fur die untersuchten CO.-Bedingungen mit Gehalten von 0,2-2 % (v/v) CO; in
der Zuluft. Bei einer geringeren CO-Verfligbarkeit (bspw. unter atmosphérischen Bedingungen
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mit 0,04 % (v/v) CO; [116]) kann hingegen nicht ausgeschlossen werden, dass max tatsachlich
durch die Auslastung des CO,-Fixierungsapparates bestimmt wird. Ausgehend von den Ergeb-
nissen in [151,257,258,270] erscheint es wahrscheinlicher, dass bei einer ausreichenden CO,-
Versorgung die begrenzte ProteomgroRe von C. vulgaris das maximale Zellwachstum letztend-
lich determiniert. Bei der Betrachtung der Abbildung 4.13 wird deutlich, dass C. vulgaris
scheinbar tatséchlich nicht beféhigt ist, die ProteomgroRe bei steigenden PPFDs zusétzlich zu
erhohen, weshalb die zuvor dargelegte Hypothese in Bezug auf die Limitierung von pmax auch
im Falle von C. vulgaris plausibel erscheint. Weiterhin konnte in Abschnitt 4.2.3 hinsichtlich
der CO2-bedingten Akklimatisation von C. vulgaris gezeigt werden, dass zumindest bei den drei
untersuchten CO,-Bedingungen scheinbar keine makroskopisch sichtbare Zellakklimatisation
stattfindet.

In Abschnitt 4.3 wurde das Konzept einer PSU angewandt, um die lichtabhangige Leistung des
Photosyntheseapparates zu beschreiben. Hierfiir wurde definiert, dass die Leistung der PSU
effektiv durch zwei limitierende Reaktionsschritte determiniert wird, die je nach Zustand unter-
schiedlich dominant sind. Zudem wurde angenommen, dass die beiden Reaktionsschritte durch
einen Puffer bzw. Elektronenspeicher miteinander gekoppelt sind. Die Lichtabsorption und die
anschliefende Nutzung der absorbierten Lichtenergie fiir die Photochemie an den LHCII-RCII-
Komplexen bildeten hierbei den ersten effektiven Reaktionsschritt. Beim zweiten Reaktions-
schritt wurde angenommen, dass dieser effektiv durch die Kinetik der RuBisCO-katalysierten
Carboxylierungsreaktion definiert wird. Der PQ-Pool diente in diesem Zusammenhang als
Elektronenspeicher und Bindeglied zwischen den beiden Reaktionsschritten. Es konnte gezeigt
werden, dass dieser Modellansatz die stationare lichtabhéngige Photosynthesekinetik von C.
vulgaris deutlich besser als das Referenzmodell von Han [26,27] beschreiben kann (vgl. Ab-
schnitt 4.3.1.2). Die anschlieRende Validierung des in dieser Arbeit entwickelten PSU-Modells
(vgl. Abschnitt 4.3) in Abschnitt 4.3.4 hat ergeben, dass dieses Modell in der Lage ist, die
operativen stationdaren Photosyntheseraten von C. vulgaris bei verschiedenen lichtabhéngigen
Akklimatisationszustanden mit einer zufriedenstellenden Genauigkeit (R?: 0,9688; nRMSE:
11,74 %; nMBE: -9,76 %) vorherzusagen. Damit bildet dieses prozessnahe PSU-Modell eine
gute Grundlage fur weitere Arbeiten im Bereich der Modellierung der photoautotrophen Wachs-
tums- bzw. Photosynthesekinetik. Ergénzend dazu konnte in Abschnitt 4.3.2 der Einfluss des
systembedingten Lichtprofils auf die physiologisch bedingte Photosynthesekinetik gezeigt
werden. Anhand der Ergebnisse wurde verdeutlicht, dass ein starker Lichtgradient die Photosyn-
thesekinetik maskieren und damit verfalschen kann. Dabei konnte festgestellt werden, dass je
starker der Lichtgradient ausgepragt ist, desto flacher und dem Verlauf einer typischen Satti-
gungskinetik eher entsprechend fallt der lichtabhangige Verlauf der Photosynthesekinetik aus.
Deshalb sollte insbesondere bei kinetischen Untersuchungen eine mdglichst gleichmaRige
Lichtverteilung angestrebt werden, die durch eine entsprechende Gestaltung der Experimente
und Apparaturen erreicht werden kann (vgl. Abschnitte 3.1.3 und 3.3.5).

Basierend auf dem in Abschnitt 4.3 vorgestellten PSU-Modell und den Modellierungsansatzen
von [151,258,265] wurde in Abschnitt 4.4 ein Minimalmodell erstellt. Mithilfe dieses Mini-
malmodells wurde untersucht, inwieweit bereits die Annahme eines begrenzten Proteoms aus-
reicht, um das lichtabhéngige Akklimatisationsverhalten des Photosyntheseapparates von C.
vulgaris zu erklaren. Im Rahmen dieser Untersuchung hat sich unter anderem gezeigt, dass die
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Einschrankung durch ein begrenztes Proteom eine gleichbleibende Photosyntheseeffizienz trotz
der Photoakklimatisation verhindert. Demnach steigen die Energieverluste an den LHCII-RCII-
Komplexen unweigerlich mit zunehmenden Akklimatisations-PPFDs an, auch im Bereich sehr
niedriger PPFDs. Weiterhin hat sich ergeben, dass eine Uberexpression von LHCII-RCII-
Komplexen sowie RuBisCO fir die Mikroalgenzelle scheinbar vorteilhaft ist und eine Optimie-
rung der RCII-spezifischen Photosyntheserate ermdglicht, indem durch die Uberexpression der
beiden PSU-Komponenten ein vermehrter Elektronenstau und die damit verknilpften Energie-
verluste minimiert werden. Einen Hinweis auf eine mogliche Uberexpression der LHCII-RCII-
Komplexe lieferten ebenfalls die experimentellen Daten in Abbildung 4.9.B. Es sollte jedoch
beachtet werden, dass der Anspruch dieses Modellierungsansatzes in der isolierten Untersu-
chung der Auswirkung eines begrenzten Proteoms auf die lichtbedingte Akklimatisation der
PSU bestand. Dementsprechend sind quantitative Aussagen mit diesem Minimalmodell nicht
mdoglich. AuBerdem missten weitere Aspekte wie bspw. die lichtabhéngige Variation der Mo-
dellparameter orci, @rci SOWie die tatsachlichen (experimentell validierten) maximalen und
minimalen Anzahlen und GrolRen der photosynthetischen Komplexe in diesem Minimalmodell
berlicksichtigt werden, um ebenso die qualitative Ubereinstimmung zwischen den Modellvor-
hersagen und den experimentellen Daten (vgl. Abschnitte 4.1 und 4.3) zu verbessern. Aus
diesen Gruinden sollte das in Abschnitt 4.4 vorgestellte Minimalmodell eher als ein grundlegen-
der Modellierungsansatz verstanden werden.

Aus den Abschnitten 4.1 und 4.2 geht unmittelbar die Komplexitét des Akklimatisationsverhal-
tens von C. vulgaris hervor. Die Ergebnisse haben verdeutlicht, dass diverse Zellkomponenten
im Rahmen dieses Prozesses miteinander interagieren. Moglicherweise ist die Komplexitét
dieses Prozesses der Grund dafiir, dass simple Wachstumsmodelle, wie z. B. das Blackman-
[163] oder Monod-Maodell [235], noch nicht einmal in der Lage sind, die effektive lichtabhangi-
ge Wachstumskinetik von C. vulgaris im akklimatisierten Zustand adéquat zu beschreiben (vgl.
Abschnitt 4.1.1). Hierfur werden umfassendere, mechanistische Modelle benétigt (siehe Bei-
spiele in [151,258,265]). Solche Modelle erfordern wiederrum umfassende Datensatze, die den
Metabolismus nach Mdglichkeit in seiner Gesamtheit erfassen sollten und dementsprechend
eine umfangreiche Analytik erfordern. Die modernen Omics-Technologien in Kombination mit
bioanalytischen Methoden kdénnen diese komplexe Anforderung erfillen und sollten deshalb
verstarkt im Rahmen der mechanistischen Modellierung des Zellwachstums von Mikroalgen
eingesetzt werden [151,270]. Die vorliegende Arbeit stellt ein Beispiel dar, wie solche tiefgrei-
fenden Daten und daraus resultierenden Erkenntnisse genutzt werden konnten, um einzelne
Reaktionsschritte in der Mikroalgenzelle mechanistisch und zeitgleich flr eine prozessnahe
Anwendung ausreichend vereinfacht zu modellieren. Das in dieser Arbeit entwickelte PSU-
Modell zur Beschreibung der stationéren lichtabhéngigen Photosynthesekinetik (vgl. Abschnitt
4.3) bietet eine solide und prozessnahe Grundlage flr weitere Modellierungsarbeiten, die im
néchsten Schritt die Erweiterung des Grundmodells um die dynamischen Prozesse, wie bspw.
den flashing-light Effekt [58,169] und die Dynamik der Photoakklimatisation von Mikroalgen
[29,127,161], zum Ziel haben sollten. Dies wirde die Anwendbarkeit des hier vorgesellten
PSU-Modells im Rahmen eines gesamtheitlichen Multiphysik-Modells auf dynamische Mikro-
algenkultivierungen im industriellen MaRstab ermdéglichen [22—-25,330].
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A.2 Lichtspektren der verwendeten LED-Module

Die in der nachfolgenden Abbildung A.2.1 dargestellten LED-Spektren wurden mithilfe eines in
einem Abstand von 15 cm, parallel zur jeweiligen Lichtquelle aufgestellten Spektrometers
(AvaSpec-3648, Avantes BV, Apeldoorn, Niederlande) Uber einen Zeitraum von 2 min gemes-
sen. Die Datenaufzeichnung und -verarbeitung erfolgten mit der Software AvaSoft (Version 7.4;
Avantes BV, Apeldoorn, Niederlande).
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Abbildung A.2.1: Dargestellt sind die ermittelten Lichtspektren der verwendeten LED-Module. (A) LED-Module
des Flachplatten-Photobioreaktors I; (B) LED-Module des Flachplatten-Photobioreaktors I1; (C)
LED-Module des Messaufbaus zur Bestimmung der oxygenen Netto-Photosyntheserate; (D) bei
den Schittelkolbenkultivierungen (Stammbhaltung und Vorkulturfithrung) eingesetztes LED-
Modul.
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A.3 Kalibriergeraden der Fluorimeter-LEDs

Die in der Abbildung A.3.1 dargestellten, gerétespezifischen Kalibrierreinen der jeweiligen
LED-Arrays in der Messzelle des Fluorimeters FL 6000-F (Photon Systems Instruments spol. s
r.o., Drasov, Tschechische Republik) wurden vom Gerétehersteller bereitgestellt. Diese Kalib-
rierreihen wurden verwendet, um aus den am Gerét einstellbaren Prozentwerten die korrespon-
dierenden PPFD-Werte in pmol-m=2-s1 zu erhalten. Die Kenntnis (ber die entsprechenden
PPFD-Werte war essenziell, um mdglichst ahnliche Lichtbedingungen in der Messzelle des
Fluorimeters wie im jeweiligen Flachplatten-Photobioreaktor einstellen zu kénnen.
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Abbildung A.3.1: Vom Gerdtehersteller zur Verfugung gestellten Kalibrierreihen der im Fluorimeter FL 6000-F
(Photon Systems Instruments spol. s r.o0., Drasov, Tschechische Republik) eingesetzten LEDs. (A)
Kalibrierreihe der Messlicht-LEDs; (B) Kalibrierreihe der aktinischen LEDs; (C) Kalibrierreihe
der LEDs zur Erzeugung eines sattigenden Lichtimpulses.
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A.4 Beispielkurven aus Pulsamplitudenmodulation-
Fluorimetriemessungen

Das Beispiel einer Messung zur Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung ist in Abbildung
A.4.1 zu sehen. Die dargestellte Messung wurde entsprechend dem Protokoll in Abschnitt
3.3.6.1 durchgefiihrt. Wahrend der Dunkelphasen ist lediglich das schwache Messlicht einge-
schaltet. Wahrend der Lichtphase wird das aktinische Licht mit der jeweiligen Intensitat (vgl.
Abschnitt 3.2) zugeschaltet. Die Intensitét des Sattigungspulses war in allen Phasen gleich hoch.
Die Parameter Fo, Fm, Fv, F, Fv und Fq kdnnen unmittelbar aus der Messkurve abgeleitet wer-
den. Alle weiteren Parameter wurden aus diesen Basisparametern berechnet [46,47] (vgl. Ab-
schnitt 3.3.6.1).
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Abbildung A.4.1: Beispielhafte Messkurve zur Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung in C. vulgaris Zellen,
die an 267 pmol-m-2-s* unter nahrstoffgesattigten Bedingungen akklimatisiert wurden. Einge-
zeichnet sind die charakteristischen Punkte nach [46]. Fo und Fo missen, anders als dargestellt,
nicht zwangslaufig identisch sein. Fo ist durch die durchgéngige rote Linie gekennzeichnet; Fo
wird durch die gestrichelte rote Linie dargestellt; Fy wird aus der Differenz zwischen Fm und Fo
berechnet und ist durch einen orangefarbenen Doppelpfeil gekennzeichnet; Fy (orangefarbener,
gestrichelter Doppelpfeil) wird aus der Differenz zwischen Fr und Fo ermittelt; Fq (griiner, gestri-
chelter Doppelpfeil) I&sst sich aus der Differenz zwischen Fm und F (blaue, gestrichelte Linie)
bestimmen. [46,47]
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Im Nachfolgenden ist ein Beispiel fiir eine OJIP-Transiente (vgl. Abschnitt 3.3.6.2) dargestellt.
Die charakteristischen Punkte einer OJIP-Transienten (siehe Abbildung A.4.2) sind: der Ur-
sprung des Messkurve O, die beiden intermedidren Zustande J und | sowie der Punkt der maxi-
malen Fluoreszenz P. Aus der Flache (Aocsir) zwischen der Messkurve und dem P-Niveau kann
durch deren Normalisierung die Anzahl der Reduktionen und Oxidationen eines Qa-Molekiils
wéhrend der Messung abgeschatzt werden (siehe Tabelle 3.4), was Rickschlisse tiber die RCII-
spezifische Anzahl der PQ-Molekiile (PQ-Pool) ermdglicht [293].
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Abbildung A.4.2: Beispiel einer OJIP-Transienten der an 267 pmol-m-2-s* akklimatisierten, nahrstoffgeséttigten C.
vulgaris Zellen. Abgebildet sind die charakteristischen Niveaus O, J, | und P sowie die Fl&che
zwischen dem P-Niveau (rote Linie) und der OJIP-Transienten, die als Aojip bezeichnet wird.

Der schnelle Anstieg vom O- zum J-Niveau ist hauptsachlich durch die Reduktionskinetik von
Qa und Qg, die die Akzeptorseite von RCII darstellen, charakterisiert. Im nachsten Schritt wird
der PQ-Pool bis zur Sattigung reduziert, was sich in der geringfligigen Zunahme der Fluores-
zenz zwischen den intermedidren Zustdnden J und | widerspiegelt [285,293]. Der Anstieg
zwischen | und P wird durch die Reduktionskinetik der RCI-Akzeptorseite definiert [285]. Der
Fluoreszenzanstieg kommt zustande, weil die RCI-Akzeptorseite erst nach einiger Zeit aktiviert
wird. Das fuhrt zu einer vollstandigen Reduktion der photosynthetischen ETK (P-Niveau), bis
die RCI-Akzeptorseite die Elektronen weiterleitet und die Fluoreszenz deshalb abnimmt [293].

205



Anhang

A.5 Bildbasierte ZellgrofRenanalyse

Im Rahmen dieses Experimentes wurde die Abhéngigkeit der ZellgroRe von der spezifischen
Wachstumsrate () untersucht. Hierfir wurden im Turbidostat (siehe Abschnitt 3.1.3) die pho-
tosynthetisch aktiven Photonenflussdichten (PPFDs) variiert und die C. vulgaris Zellen nach
einer Akklimatisationsphase (mindestens 72 h bei konstanten Bedingungen) unter einem Licht-
mikroskop (Axio Scope.Al, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) untersucht. Folgende PPFD-
Bedingungen wurden jeweils einfach untersucht: 30, 60, 100, 150, 200, 250, 450 pmol-m2-s.
Die Einstellung der aufgelisteten Oberflachen-PPFDs und die Erfassung von p erfolgten ent-
sprechend der Durchfihrung in Abschnitt 3.1.3. Anders als in Abschnitt 3.1.3, wurden bei
diesem Experiment einseitig beleuchtete Photobioreaktoren verwendet (vgl. [127]). Aus diesem
Grund wurde die Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration im Turbidostat konstant bei 0,3 g-L™*
statt 0,5 g-L* gehalten (vgl. Abschnitt 3.1.3). Die Probenahmen erfolgten wie in Abschnitt 3.1.4
beschrieben. Die aus dem Reaktor entnommenen Zellen wurden unmittelbar mikroskopiert (40-
fache VergroRerung, Differentialinterferenzkontrast). Mithilfe der auf dem Lichtmikroskop
montierten Kamera (ODC 851, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland) wur-
den Aufnahmen gemacht, die in der Summe mindestens 150 Mikroalgenzellen enthielten. Jeder
24-bit Aufnahme mit einem roten, griinen und blauen (RGB) Farbkanal wurde mithilfe der
Bildverarbeitungssoftware MicroscopeVIS (Version 1.0.669.1531, Kern & Sohn GmbH, Balin-
gen-Frommern, Deutschland) ein digitaler Mal3stab beigefiigt.

Aufgrund der Datenmenge musste eine automatisierte Methode zur Bestimmung der ZellgroRe
aus den Mikroskopaufnahmen entwickelt werden. Hierfir wurde das Bildverarbeitungspro-
gramm ImageJ2 [331,332] mit dem Fiji-Paket [333] (Version 1.53k, National Institutes of
Health, Bethesda, USA) eingesetzt. Das Protokoll zur automatisierten Auswertung der Mikro-
skopaufnahmen wird im Nachfolgenden vorgestellt.

(A) (B) (©)

Abbildung A.5.1: Beispielhafte Aufspaltung der drei (RGB-)Farbkanéle einer Mikroskopaufhahme von C. vulgaris.
Die Bildaufnahme erfolgte unter einer 40-fachen VergréRBerung und Differentialinterferenzkon-
trast. (A) Rot-Kanal, (B) Griin-Kanal; (C) Blau-Kanal.

Die pro Versuchsansatz aufgenommene Bildersequenz wurde in ImageJ2 importiert. Um spater
die ZellgréRRe bestimmen zu kdnnen, wurde anhand des digitalen MalBstabsbalkens eine globale
Skalierung fur die Bildersequenz definiert. Im ndchsten Schritt wurden der Kontrast und die
Helligkeit optimiert. AnschlieBend wurden die Mikroalgenzellen ({iber die Einstellung der Farb-
schwellenwerte im RGB-Farbraum identifiziert. Eine vorangegangene Untersuchung der Mikro-
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skopbilder hat gezeigt, dass die Mikroalgenzellen einen sehr geringen Blauanteil enthalten (vgl.
Abbildung A.5.1). Demnach ist es mdglich, den Hintergrund uber die Variation des Schwellen-
wertes des blauen Farbkanals vollstdndig herauszufiltern. Die Schwellenwertintervalle der Rot-
und Griinfarbwerte wurden jeweils auf 0-255 eingestellt. Das Schwellenwertintervall fur den
Blaufarbwert wurde von 0 bis zu einem Wert eingestellt, bei dem die Mikroalgenzellen gerade
noch vollistandig erfasst werden konnten. Nachdem die Mikroalgenzellen nach der vorgestellten
Methode identifiziert wurden, wurde die Bildersequenz in 8-bit Schwarz-Weil3-Aufnahmen
umgewandelt. Dies ermdglichte die Anwendung der ImageJ2-Werkzeuge Close und Watershed,
um jeweils mogliche Liicken innerhalb der erfassten Zellprojektionen zu schliefen und vorhan-
dene Zellagglomerate in Einzelzellen aufzutrennen. Zum Schluss konnten die identifizierten,
aufgearbeiteten Zellen analysiert werden, um ihre GroRe zu bestimmen. Zur Bestimmung der
Zellradien wurden jeweils die ermittelte Zellflache und der maximale Feret-Durchmesser [334]
herangezogen. Die Abfolge der hier beschriebenen Schritte ist zudem am Beispiel einer Mikro-
skopaufnahme von C. vulgaris in Abbildung A.5.2 dargestellt.
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Abbildung A.5.2: Ablauf der automatisierten Bestimmung der Zellgréf3e von C. vulgaris mittels des Bildverarbei-
tungsprogramms ImageJ2. Der eingezeichnete Maistab in (A) entspricht 10 um. (A) Originalauf-
nahme (40-fache VVergroRerung, Differentialinterferenzkontrast); (B) Optimierung des Kontrastes
und der Helligkeit; (C) Identifizierung der Mikroalgenzellen tiber die Einstellung der Farbschwel-
lenwerte im RGB-Farbraum; (D) Umwandlung des 24-bit RGB-Bildes in ein 8-bit Schwarz-
Weilk-Bild; (E) Anwendung der ImageJ2-Werkzeuge Close und Watershed; (F) Darstellung der
Umrisse erkannter, analysierter Mikroalgenzellen.

Tabelle A5.1: Statistische Parameter zur Validierung der automatisierten Bilderauswertungsmethode.

Bestimmungsart der Zellradien

Parameter aus der Zellflache aus dem Feret-Durchmesser
NRMSE [%] 7,89 8,92
NMBE [%] 5,71 6,24

Zur Validierung und Evaluierung des automatisierten Bilderauswertungsprotokolls wurden
Mikroskopaufnahmen mit insgesamt 100 Mikroalgenzellen manuell mithilfe der in dem Pro-
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gramm MicroscopeVIS integrierten Werkzeuge analysiert und mit den Ergebnissen der automa-
tisierten Auswertung verglichen. In Tabelle A.5.1 sind die Abweichungen zwischen den mit
ImageJ2 ermittelten Zellradien (jeweils aus der Zellflache und dem Feret-Durchmesser) und den
manuell ermittelten Zellradien aufgelistet. Zur Bewertung der Abweichungen wurden die nor-
mierten statistischen Kennzahlen (vgl. Abschnitt 3.4.3) root mean square error (nRMSE) und
mean bias error (nMBE) herangezogen. Aus Tabelle A.5.1 wird ersichtlich, dass die Abwei-
chung der automatisiert ermittelten Zellradien von den manuell bestimmten Zellradien zufrie-
denstellend gering ausfallt. Dabei scheint es keinen relevanten Unterschied zu geben, ob die
Radien aus der Zellfliche oder dem maximalen Feret-Durchmesser berechnet werden. Die
Berechnung der Zellradien aus der Zellflache fiihrt im Mittel zu einer geringfligigen Unterschat-
zung der tatséchlichen Zellradien. Die alternative Berechnung der Zellradien aus dem Feret-
Durchmesser fuihrt zu einem gegenteiligen Ergebnis. Insgesamt zeigen die Ergebnisse in Tabelle
A.5.1, dass das hier entwickelte Protokoll zur automatisierten Auswertung der Mikroskopauf-
nahmen flr die gestellte Aufgabe — ndmlich die bildbasierte Bestimmung der ZellgréRRe von C.
vulgaris — geeignet zu sein scheint. Bedingt durch die Tatsache, dass fur die Validierung beson-
ders geeignete Mikroalgenzellen gewahlt wurden, die nahezu perfekt spharisch und somit gut
geeignet fir die manuelle Auswertung waren, gab es bei der automatisierten Auswertung kaum
Probleme mit grofRen Liicken innerhalb der Zellen oder mit nur teilweise erkannten Zellen. Bei
weniger geeigneten Zellen kénnte es dementsprechend zu einer zusatzlichen Unterschétzung der
Zellradien kommen. Da diese Probleme bei der Bestimmung der Zellradien aus dem maximalen
Feret-Durchmesser deutlich weniger ausgepragt sind, wurde diese Methode aufgrund ihrer
hoheren Robustheit bevorzugt, auch wenn die statistischen Parameter in Tabelle A.5.1 hierbei
geringfugig unvorteilhafter ausgefallen sind als bei der alternativen Methode. An die resultie-
renden Verteilungsdichtefunktionen der Zellradien wurde jeweils die logarithmische Normal-
verteilung (Beispiel siehe Abbildung A.5.3) angepasst [218,238], um den jeweiligen durch-
schnittlichen Zellradius und dessen Standardabweichung zu ermitteln.
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Abbildung A.5.3: Ermittelte Verteilungsdichtefunktionen der aus den Mikroskopaufnahmen bestimmten Zellradien
von C. vulgaris inklusive der an die Daten angepassten logarithmischen Normalverteilung. Bei-
spielhaft abgebildet ist der Versuchsansatz mit einer spezifischen Wachstumsrate von 0,036 h™.
(A) Aus der Zellflache berechnete Zellradien; (B) Aus dem maximalen Feret-Durchmesser ermit-
telte Zellradien.
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Die so bestimmten durchschnittlichen Zellradien und die dazugehérigen Standardabweichungen
sind nachfolgend gegen die komplementaren spezifischen Wachstumsraten aufgetragen.
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Abbildung A.5.4: Abhéngigkeit der Zellgréfie von C. vulgaris von der spezifischen Wachstumsrate.

Wie in Abbildung A.5.4 zu sehen ist, konnte keine eindeutige Abhangigkeit der Zellgrélie von
der spezifischen Wachstumsrate im Falle von C. vulgaris festgestellt werden. Dies impliziert,
dass das Zellvolumen von C. vulgaris unabhéngig von der vorliegenden spezifischen Wachs-
tumsrate nahezu unveréndert bleibt. Es sollte jedoch beachtet werden, dass die hier eingesetzte
Methode mehrere Nachteile aufweist. In Abbildung A.5.2 ist zu erkennen, dass die R&nder der
Mikroalgenzellen nicht perfekt scharf abgebildet werden. Die Einstellung der Farbschwellen-
wertes unterliegt deshalb immer einer gewissen Subjektivitat und damit auch einer Unsicher-
heit. Zudem ist eine Anderung des Zellradius nur quadratisch proportional zur Querschnittsan-
derung der Zelle. Beides kann dazu beitragen, dass mit der entwickelten Methode geringe
Zellradiusvariationen nicht ausreichend bzw. gar nicht erfasst werden. Da das Zellvolumen
kubisch proportional zum Zellradius ist, kénnte der Einsatz von Methoden, die das Zellvolumen
statt der Zellprojektionsflache erfassen, die Genauigkeit der Messungen und damit auch die
Erfassbarkeit geringfligiger Variationen der Zellradien verbessern. Hierfir kdnnte bspw. der
Coulter-Z&hler verwendet werden [334].

Aufbauend auf diesen Erkenntnisses und aus Vereinfachungsgriinden wurde fiir die weiteren
Untersuchungen eine Modellzelle mit einem konstanten Zellradius (r¢) von 2,72 + 0,22 um, der
dem Mittelwert der Zellradien aus Abbildung A.5.4 entspricht, angenommen. Dieser Wert liegt
auch im Rahmen der fir C. vulgaris bekannten Literaturwerte [4,6,31,133,335,336].
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A.6 Typische Zellkomposition von Chlorella vulgaris

Die Hauptbestandteile einer Mikroalgenzelle sind Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, Pigmente
und Nukleinsduren [6,23]. Weitere Metabolite wie bspw. die Sekundérmetabolite liegen norma-
lerweise in vernachl&ssigbar geringen Mengen vor [151]. Im Nachfolgenden werden typische
Zusammensetzungen der Hauptbestandteile, ausgehend von den Literaturdaten, aufgelistet.

Das typische Aminoséureprofil von C. vulgaris nach [6] ist in Tabelle A.6.1 dargestellt. Hierbei
handelt es sich um Mittelwerte, die aus den Werten in [6] gebildet wurden. Die Summenformeln
der Aminosduren wurden aus [129] entnommen. Im Kontext dieser Arbeit wird vereinfacht
angenommen, dass dieses durchschnittliche Aminosaureprofil stets konstant bleibt.

Tabelle A.6.1: Typisches Aminosédureprofil von C. vulgaris nach [6]. Der jeweilige Anteil bezieht sich auf den
Aminosaurepool.

Aminosiure Anteil Anzahl [-]
[%6] C H O N P S
Alanin 9,47 3 7 2 1 0 0
Arginin 6,78 6 14 2 4 0 0
Asparaginsaure” 9,94 4 7 4 1 0 0
Cystein 0,73 3 7 2 1 0 1
Glutaminsaure” 11,73 5 9 4 1 0 0
Glycin 6,94 2 5 2 1 0 0
Histidin 1,73 6 9 2 3 0 0
Isoleucin 2,56 6 13 2 1 0 0
Leucin 8,73 6 13 2 1 0 0
Lysin 6,59 6 14 2 2 0 0
Methionin 1,06 5 11 2 1 0 1
Phenylalanin 5,57 9 11 2 1 0 0
Prolin 4,26 5 9 2 1 0 0
Serin 5,92 3 7 3 1 0 0
Threonin 5,47 4 9 3 1 0 0
Tryptophan 2,24 11 12 2 2 0 0
Tyrosin 4,76 9 11 3 1 0 0
Valin 5,53 5 11 2 1 0 0

*: Asparagin und Glutamin in Asparagin- und Glutaminsaure eingerechnet.

Analog zu Abschnitt 2.3 wird der Kohlenhydratpool in funktionale Kohlenhydrate und Spei-
cherkohlenhydrate unterteilt. Es wird vereinfacht angenommen, dass der funktionale Pool
hauptsdchlich durch strukturgebende Kohlenhydrate gebildet wird. Eine hohe Konzentration
von einfachen Zuckern, wie bspw. Glucose, ware fur eine Mikroalgenzelle aufgrund der osmoti-
schen Aktivitét solcher Substanzen unvorteilhaft. Deshalb sollten solche Zucker nur in geringen
Konzentrationen in der Zelle vorkommen. Hierfiir sprechen auch experimentelle Beobachtungen
[146]. Stattdessen wird das Polysaccharid Starke akkumuliert, das die Speicherkohlenhydrate
reprasentiert [113]. In Tabelle A.6.2 ist die typische Zusammensetzung funktionaler Kohlenhyd-
rate nach [6,144,146] dargestellt.

210



Anhang

Tabelle A.6.2: Typische Komposition funktionaler Kohlenhydrate nach [6,144,146]. Dargestellt sind jeweils gemit-

telte Literaturwerte. Die Anteile beziehen sich auf den funktionalen Kohlenhydratpool.

Anteil Anzahl [-]
Kohlenhydrat [%] c m o N P S
Arabinose 6 5 10 5 0 0 0
Fructose 3 6 12 6 0 0 0
Galactose 20 6 12 6 0 0 0
Glucose 3 6 12 6 0 0 0
Mannose 5 6 12 6 0 0 0
Rhamnose 50 6 12 5 0 0 0
Xylose 13 5 10 5 0 0 0

Im Falle der Speicherkohlenhydrate wird angenommen, dass diese nur aus Starke bestehen:

Tabelle A.6.3: Typische Zusammensetzung der Speicherkohlenhydrate. Angegeben ist die Wiederholeinheit der
Stérke. Der Anteil bezieht sich auf die Speicherkohlenhydrate

Anteil Anzahl [-]
Kohlenhydrat [%] c a 0 N P S
Starke 100 6 10 5 0 0 0

Die typische Fettsdurezusammensetzung in C. vulgaris wird anhand der Daten von [149] defi-

niert.

Tabelle A.6.4: Typische Fettsdurezusammensetzung von C. vulgaris, Daten entnommen aus [149]. Die angegebenen

Anteile beziehen sich auf den Pool der Fettsauren.

Fettsaure AEL;:S“ C H (')A\ nzah [_L P S
Myr(iigf‘g)é“re 0496 14 28 2 0 0 0
Pa'”(‘igf‘g)é‘“re 25795 16 32 2 0 0 0

Palmi(tf(lst?ilr;séu re 1,984 16 30 2 0 0 0
Hexade(izé(:jgnsaure 9.921 16 28 2 0 0 0
Hexade(claGt:g)ensaure 1,984 16 26 2 0 0 0

Stea(liign:;?ure 0,298 18 36 2 0 0 0

O('f'gulge 15874 18 34 2 0 0 0

L'r(‘fésg;’re 23810 18 32 2 0 0 0
“'L"E;’g‘;g;a“re 19842 18 30 2 0 0 0
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Wie bereits in Abschnitt 2.3 beschrieben, kann der Lipidpool ebenfalls in zwei Hauptgruppen
aufgeteilt werden. Der funktionale Lipidpool besteht Uberwiegend aus Glyco- und Phospholipi-
den, aber auch aus freien Fettsauren [147,148]. Die Triacylglycerole (TAGS) bilden hauptséch-
lich die Speicherlipide [113,147,148]. Ausgehend von einer durchschnittlichen Fettsdure mit der
Anteil-gewichteten Summenformel Ci72H31402 (vgl. Tabelle A.6.4) und den Daten von [148]
ergibt sich folgendes Bild fir die mittlere Zusammensetzung funktionaler Lipide:

Tabelle A.6.5: Typische Zusammensetzung funktionaler Lipide in C. vulgaris nach [148]. Die angegebenen Sum-
menformeln ergeben sich aus der vereinfachten Annahme einer durchschnittlichen Fettsdure, ausge-
hend von den Daten in Tabelle A.6.4. Die angegebenen Anteile beziehen sich auf den Gesamtpool der
funktionalen Lipide.

. Anteil Anzahl [-]
Lipid [%] C H 0 N P S
Digalactosyldiacylglycerol 28,5 494 86,8 15 0 0 0
Monogalactosyldiacylglycerol 34,7 434 76,8 10 0 0 0
Phosphatidylcholin 20,1 424 78,8 8 1 1 0
Phosphatidylethanolamin 11,8 394 72,8 8 1 1 0
Phosphatidylglycerol” 1,7 404 728 10 0 1 0
Phosphatidylinositol” 1,6 43,4 74,8 19 0 3 0
Sulfoquinovosyldiacylglycerol” 1,6 434 75,8 12 0 0 1

*: Die in [148] angegebenen 4,9 % flr die restlichen Lipide wurden gleichmaRig auf die markierten Lipide verteilt.

Die typische Zusammensetzung der Speicherlipide in C. vulgaris sieht dementsprechend wie
folgt aus [147]:

Tabelle A.6.6: Typische Zusammensetzung eines TAG [147], ausgehend von einer durchschnittlichen Fettsédure mit
der oben genannten Summenformel. Der angegebene Anteil bezieht sich auf den Pool der Speicherli-

pide.

- Anteil Anzahl [-]
Lipid [%] C H 0 N P S
TAG 100 546 962 6 0 0 0

Die Pigmente in C. vulgaris setzen sich hauptsachlich aus Chlorophyll a (Chla), Chlorophyll b
(Chlb) und photoprotektiven Carotinoiden (Car) zusammen [50,97]. Fiir die Zusammensetzung
der Car wird vereinfacht die von [99] ermittelte Komposition angenommen, wobei der Anteil
der unidentifizierten Car herausgerechnet wurde. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle
A.6.7 aufgelistet. Da Chla und Chlb im Rahmen der vorliegenden Arbeit explizit gemessen
wurden (siehe Abschnitt 3.3.2), wurde stets die experimentell erfasste Zusammensetzung der
Chlorophylle verwendet. Demnach musste fiir die Chlorophylle keine mittlere Summenformel
angenommen werden. Die Summenformel fur Chla lautet CssH720sNsMg [1]. Chlb besitzt die
Summenformel CssH70OsNsMg [1].
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Tabelle A.6.7: Typische Zusammensetzung der photoprotektiven Car in Chlorella spp. nach [99]. Die Anteile
beziehen sich auf den gesamten photoprotektiven Carotinoidpool.

Pigment Anteil Anzahl [-]
[%6] C H O N P S
a-Carotin 4 40 56 0 0 0 0
p-Carotin 15 40 56 0 0 0 0
Lutein 61 40 56 2 0 0 0
Neoxanthin 10 40 56 4 0 0 0
Violaxanthin 10 40 56 4 0 0 0

Fur das Genom von C. vulgaris wurde ein GC-Gehalt von 61,5 % angenommen [337]. Basie-
rend auf den Daten von [140] wird zudem angenommen, dass im Mittel 20,5 % der gesamten
Nukleotide in der Desoxyribonukleinséure (DNS) vorliegen, wahrend die restlichen 79,5 % die
Ribonukleinsguren (RNS) bilden. Fur die mittlere Komposition der Nukleotide ergibt sich
demnach folgendes Bild:

Tabelle A.6.8: Typische Zusammensetzung der Nukleotide in C. vulgaris. Die angegebenen Werte basieren auf den
Daten von [140,337]. Die dargestellten Anteile beziehen sich auf den Pool der Nukleotide.

s Anteil Anzahl [-]
Nukleinsdure [%] C w o) N P S
Desoxyadenosinmonophosphat 3,95 10 14 6 5 1 0
Desoxycytidinmonophosphat 6,30 9 14 7 3 1 0
Desoxyguanosinmonophosphat 6,30 10 14 7 5 1 0
Desoxythymidinmonophosphat 3,95 10 15 8 2 1 0
Adenosinmonophosphat 15,30 10 14 7 5 1 0
Cytidinmonophosphat 24,45 9 14 8 3 1 0
Guanosinmonophosphat 24,45 10 14 8 5 1 0
Uridinmonophosphat 15,30 9 13 9 2 1 0

SchlieBlich ergeben sich folgende durchschnittliche, Anteil-gewichtete Summenformeln fir die
Zellkomponenten von C. vulgaris:

Tabelle A.6.9: Représentative Summenformeln der Hauptzellbestandteile von C. vulgaris.

Anzahl [-]

Zellkomponente C 0 0 N P S Mg
Proteine 10,26 17,46 4,20 2,66 0 0,04 0
Kohlenhydrate (funktional) 581 11,62 5,31 0 0 0 0
Speicherkohlenhydrate 6 10 5 0 0 0 0
Lipide (funktional) 4439 7946 1096 0,32 0,38 0,02 0
Speicherlipide 54,60 96,20 6 0 0 0 0
Chlorophyll a 55 72 5 4 0 0 1
Chlorophyll b 55 70 6 4 0 0 1
Carotinoide (photoprotektiv) 40 56 2,02 0 0 0 0
DNS und RNS 19,08 23,78 1460 7,62 2 0 0
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A.7 Aminosaureprofil der Photosysteme Il und I

Alle hier aufgefiihrten Werte stammen aus der UniProt-Datenbank und wurden urspriinglich fr
die Griinalge C. reinhardtii ermittelt. Unter dem Reaktionszentrum Il (RCII) wurden folgende
Proteine zusammengefasst: D1, D2, CP43, CP47, CP26, CP29, psbE, psbF, psbl, psbH, psbJ,
psbK, psbL, psbM, psbN, psbO, psbP, psbQ, psbR, psbS1, psbT, psbW, psbX, psbY1 und psbZ.
Flr die Masse eines RCII ergibt sich somit ein Wert von 475,037 kDa. Das durchschnittliche
Aminosaureprofil eines Lichtsammelkomplex Il (LHCII)-Trimers aus C. reinhardtii wurde
ausgehend von den Proteinen LHCBM1, LHCBMZ2, LHCBM3, LHCBM4, LHCBMS5,
LHCBM6, LHCBM7, LHCBMS8 und LHCBM9 ermittelt. Hieraus resultiert fur die Masse eines
durchschnittlichen LHCII-Trimers ein Wert von 82,016 kDa.

Tabelle A.7.1: Aminosaureprofil eines RCII und eines durchschnittlichen LHCII-Trimers. Die aufgelisteten Daten
wurden den in der UniProt-Datenbank hinterlegten Eintragen flr die Grunalge C. reinhardtii ent-

nommen.

. relative . r'ela_tive_

Aminosiure Anzahl in Haufigkeit Anzahl in I—_Iauflgkelt

RCUED iy Reripe LHEMED  inLHCH
[%0]
Alanin 500 11,40 98 12,76
Arginin 193 4,40 25 3,30
Asparagin 153 3,49 28 3,69
Asparaginsaure 178 4,06 33 4,25
Cystein 26 0,59 4 0,56
Glutamin 115 2,62 20 2,65
Glutaminsaure 204 4,65 42 5,51
Glycin 430 9,80 89 11,55
Histidin 54 1,23 10 1,26
Isoleucin® 216 4,92 27 3,52
Leucin® 446 10,17 77 10,07
Lysin”® 193 4,40 43 5,56
Methionin” 97 2,21 16 2,04
Phenylalanin® 283 6,45 48 6,21
Prolin 205 4,67 53 6,90
Serin 290 6,61 37 4,82
Threonin® 254 5,79 43 5,56
Tryptophan” 97 2,21 13 1,69
Tyrosin 116 2,64 24 3,08
Valin® 337 7,68 39 5,03

*: essenzielle Aminosaure

Unter dem Reaktionszentrum | (RCI) wurden folgende Proteine zusammengefasst: PsaA, PsaB,
PsaC, PsaD, PsakE, PsaF, PsaG, PsaH, Psal, PsalJ, PsaK, PsaL, PsaN und PsaO. Daraus ergibt
sich eine RCI-Masse von 332,981 kDa. Das durchschnittliche Aminosdureprofil eines Licht-
sammelkomplex | (LHCI)-Monomers aus C. reinhardtii wurde ausgehend von den Proteinen
Lhcal, Lhca2, Lhca3, Lhcad, Lhca5, Lhca6, Lhca7, Lhca8 und Lhca9 ermittelt. Fur die Masse
eines durchschnittlichen LHCI-Monomers resultiert demnach ein Wert von 27,535 kDa. Sowohl

214



Anhang

Ferredoxin (Fd; petF) als auch die Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR; petH) wurden nicht zu
RCI hinzugerechnet.

Tabelle A.7.2: Aminoséureprofil eines RCI und eines durchschnittlichen LHCI-Monomers. Die aufgelisteten Daten
wurden den in der UniProt-Datenbank hinterlegten Eintrégen fur die Griinalge C. reinhardtii ent-

nommen.
. relative . T.e'a.“"e.
Aminosiure Anzahl in Haufigkeit Anzahl in I—_Iauflgkelt
RCI [] in RCI [%] LHCI [-] in LHCI

[%0]
Alanin 378 12,34 32 12,57
Arginin 140 4,57 11 4,49
Asparagin 101 3,30 9 3,58
Asparaginsaure 104 3,39 10 3,80
Cystein 28 0,91 2 0,79
Glutamin 111 3,62 8 3,14
Glutaminsaure 96 3,13 11 4,49
Glycin 263 8,58 27 10,43
Histidin 92 3,00 3 1,31
Isoleucin® 160 5,22 9 3,40
Leucin® 296 9,66 26 10,08
Lysin” 127 4,14 14 5,50
Methionin® 73 2,38 7 2,84
Phenylalanin® 165 5,39 13 5,10
Prolin 149 4,86 18 7,07
Serin 219 7,15 14 5,67
Threonin® 185 6,04 10 3,84
Tryptophan” 74 2,42 7 2,88
Tyrosin 87 2,84 7 2,71
Valin® 216 7,05 16 6,33

*: essenzielle Aminosaure

Alle hier aufgefiihrten Proteine sind auf www.uniprot.org unter folgenden IDs zu finden:

Tabelle A.7.3: Verwendete UniProt-Eintrage und ihre IDs.

Komplex Protein UniProt-1D

D1 PO7753
D2 P06007
CP43 P10898
CP47 P37255

CP26 QI9FEK6

RCII CP29 Q93WD2
psbE P48268

psbF Q08363
psbl P59763
psbH P22666

psbJ 019930
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psbK P18263
psbL P32974
psbM P92277
psbN Q06480
psbO P12853
psbP P11471
psbQ P12852
psbR AO0A2K3DMP5
psbS1 A8HPM2
psbT P37256
psbwW Q9sPI9
psbX A81846
psbY1 A81003
pshZ AO0A218N8D7
LHCBM1 A8JCU4
LHCBM2 Q93WED
LHCBM3 Q93wL4
LHCBM4 A8J264
LHCII LHCBM5 Q9ZSJ4
LHCBM6 A8J287
LHCBM7 Q9AXF6
LHCBMS8 A8J270
LHCBM9 Q8S3T9
PsaA P12154
PsaB P09144
PsaC Q00914
PsaD Q39615
PsaE P12352
PsaF P12356
PsaG P14224
RCI PsaH P13352
Psal A8IFG7
Psal P59777
PsaK P14225
PsaL A8IL32
PsaN A81835
PsaO A8JCL6
Lhcal Q05093
Lhca2 ABIKCS8
Lhca3 A8JF10
Lhcad A81000
LHCI Lhcab Q75VY8
Lhca6 Q75VY6
Lhca7 A8ISGO
Lhca8 Q75VY7
Lhca9 A8ITV3
Fd petF P07839
FNR petH P53991
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A.8 Zentrale MATLAB®-SKripte

Skript zur Bestimmung optischer Zelleigenschaften mittels Lorenz-Mie-Theorie

function [avrg_sigma_chl,spctrm_sigma_chl,spctrm_sigma_bdm,spctrm_kappa_bdm,b634] =
calculate_opt_props(m_ccell,w_chla,w_chlb,w_car,Ea_chla,Ea_chlb,Ea_car,M_chla,M_chlb)

VK667 06676067676 %6069676%6676%6%69676% %060676%6067606 060676060676 76%667676 060676066 67606069676 %6676
% This script calculates the optical properties of microalgal cells

% according to the Lorenz-Mie theory.

%

% Inputs:

% m_ccell: refractive index (RI) of the cell "core" [-]

% w_chla, w_chlb, w_car: weight fractions of chla, chlb & car [kg/kg]

% Ea_chla: in vivo absorption spectra of chla [m2/kg]

% Ea_chlb: in vivo absorption spectra of chlb [m2/kg]

% Ea_car: in vivo absorption spectra of photoprotective car [m2/kg]

% M_chla, M_chlb: molecular weights of chla & chlb [g/mo1]

%

% Ea_i data is available here (requires interpolation between 400-700 nm
% with 1 nm steps):

%

% Bidigare, R. R.; ondrusek, M. E.; Morrow, J. H.; Kiefer, D. A. (1990):

% In-vivo absorption properties of algal pigments.

% In: Richard w. Spinrad (Hg.): Ocean Optics X. Orlando '90, 16-20 April.
% orlando, FL, United States: SPIE (SPIE Proceedings), S. 290.

%

% or in (only 400-700 nm range 1is required):

%

% Dauchet, J.; Blanco, S.; Cornet, J.-F.; Fournier, R. (2015):

% Calculation of the radiative properties of photosynthetic microorganisms.
% In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 161,

% S. 60-84. DOI: 10.1016/j.jqgsrt.2015.03.025.

% -> http://edstar.Imd.jussieu.fr/databases

%

% m_ccel was calculated as described in:

%

% Kandilian, R.; Pruvost, J.; Artu, A.; Lemasson, C.; Legrand, J.;

% Pilon, L. (2016): Comparison of experimentally and theoretically

% determined radiation characteristics of photosynthetic microorganisms.

% In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 175,

% S. 30-45. DOI: 10.1016/j.jqgsrt.2016.01.031.

%

% The imaginary part of the RI of the cell "core" (k_ccell) was determined
% according to Kandilian et al. (2016). k_ccell was then used to calculate
% the corresponding real part of the RI (n_ccell) using the

% singly-substractive Kronig-Kramers (sskK) relation.

% The sskK script utilized can be found 1in:

%

% Lucarini, V.; Peiponen, K.-E.; Saarinen, J. J.; Vartiainen, E. M. (2005):
% Kramers-Kronig relations in optical materials research. Berlin,

% Heidelberg: Springer-verlag Berlin Heidelberg

% (Springer Series in Optical Sciences, 110).
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%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

with: m_ccell = n_ccell + i*k_ccell

outputs:

avrg_sigma_chl: PAR-averaged absorption cross-section of chl [m2]
spctrm_sigma_chl: spectral absorption cross-section of chl [m2]
spctrm_sigma_bdm: biomass-specific, spectral absorption cross-section
[m2/kg]

spctrm_kappa_bdm: biomass-specific, spectral scattering cross-section
[m2/kg]

b634: backscattering fraction at a Tight wavelength of 634 nm

SIS

r_wcell = 2.72; % cell radius [um]

0/0/0/0/0/0/0/0,

%
%
%
%
%
%

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

value derived from:

Gerken, H. G.; Donohoe, B.; Knoshaug, E. P. (2013): Enzymatic cell wall
degradation of Chlorella vulgaris and other microalgae for biofuels
production. In: Planta 237 (1),

S. 239-253. DOI: 10.1007/s00425-012-1765-0.

d_wall = 0.078; % diameter of the cell wall [um]
ooooooooOO%%%%%%%%%%%%OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
r_ccell = r_wcell-d_wall; % cell "core" radius [um]

0/0/0/0/0/0/0/0,

R R X R R R R R X R R R R RN

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

values taken from:

1: pauchet, J.; Blanco, S.; Cornet, J.-F.; Fournier, R. (2015):
Calculation of the radiative properties of photosynthetic microorganisms.
In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 161,

S. 60-84. DOI: 10.1016/j.jqsrt.2015.03.025.

2: Kandilian, R.; Pruvost, J.; Artu, A.; Lemasson, C.; Legrand, J.;
Pilon, L. (2016): comparison of experimentally and theoretically
determined radiation characteristics of photosynthetic microorganisms.
In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 175,
S. 30-45. DOI: 10.1016/j.jqsrt.2016.01.031.

and
3: Aas, E. (1996): Refractive index of phytoplankton derived from its

metabolite composition. In: J Plankton Res 18 (12),
S. 2223-2249. DOI: 10.1093/plankt/18.12.2223.

rho_bdm = 1400; % density of dry biomass [kg/m3] 1,2
X_water = 0.78; % fraction of water in biomass [-] 1,2
m_wcell = 1.13*%1.3325; % refractive index of the cell wall [-] 3
spctrm = (400:700)"';
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theta = (0:deg2rad(0.5):pi)"';
ct = cos(theta);
bsc = theta >= pi/2;

% size parameters of the cell "core" (x_ccell) and the whole cell (y_wcell)
x_ccell = 2*pi.*(r_ccell*1le-6)./(spctrm.*1le-9);
y_wcell = 2*pi.*(r_wcell*1le-6)./(spctrm.*1le-9);

% preallocation

Qext_tot = zeros(length(spctrm),1);
Qsca_tot = zeros(length(spctrm),1);
Qabs_tot = zeros(length(spctrm),1);
SPF = zeros(length(theta),1);
%%66%6%667%6%%66%66%6%6%%%6%6%6%6% %% %%62636%626 7626066362666 %% %6666 6% %% % %6626 36 %% %%

R

Determination of the optical cell properties according to the Lorenz-Mie
theory. The script for coated spheres was adapted from:

NN

mMatzler, C. (2002): MATLAB functions for Mie scattering and absorption.
Version 2. Research Report No. 2002-11.

Universitat Bern, Institut fir Angewandte Physik, Mikrowellenabteilung.
Bern, Schweiz.

%606%6766067606%676 7669676766676 %6636 76%6% %606067660676 760636 766%676%6%

R R R

for idx = 1l:length(spctrm)

nmax = round(2+y_wcell(idx)+4*y_wcell(idx)A(1/3));
nl = nmax-1;
n = 1l:nmax;
cn = 2*n+l;
y2 = y_wcell(idx)A2;
m = (m_wcell/1.3325)/(m_ccell1(idx)/1.3325);
u = m_ccell(idx)/1.3325*x_ccell(idx);
v = m_wcell/1.3325*x_ccell(idx);
= m_wcell/1.3325*y_wcell(idx);
mx = max(abs(m_ccel1(idx)/1.3325*y_wcell(idx)),...
abs(m_wcel1/1.3325*y_wcell1(idx)));
nmx = round(max(nmax,mx)+16) ;
dnx (nmx) = 0+0*1i;

for idx1l = nmx:-1:2
dnx(idx1-1) idx1./u-1/(dnx(idx1)+idx1./u);

end

dnu = dnx(n);

for idx2 = nmx:-1:2
dnx(idx2-1) idx2./v-1/(dnx(idx2)+idx2./v);

end

dnv = dnx(n);

for idx3 = nmx:-1:2
dnx(idx3-1) jdx3./w-1/(dnx(idx3)+idx3./w);

end

219



Anhang

dnw = dnx(n);

nu = (n+0.5);

Ssv = sqrt(0.5*pi*v);

pv = sv.*besselj(nu,v);

sw = sqrt(0.5%pi*w);

pw = sw.*besselj(nu,w);

sy = sqrt(0.5*pi*y_wcell(idx));

py = sy.*besselj(nu,y_wcell(idx));
ply = [sin(y_wcell(idx)),py(1:n1)];
chv = -sv.*bessely(nu,v);

chw = -sw.*bessely(nu,w);

chy = -sy.*bessely(nu,y_wcell(idx));
chly = [cos(y_wcell(idx)),chy(1:n1)];
gsy = py-li*chy;

gsly = ply-li*chly;

uu = m.*dnu-dnv;

vV = dnu./m-dnv;

fv = pv./chv;

kul = uu.*fv./pw;

kvl = v.*fv./pw;

ku2 = uu.*(pw-chw.*fv)+(pw./pv)./chv;
kv2 = vv.*(pw-chw.*fv)+(pw./pv)./chv;
dnsl = kul./ku2;

gnsl = kvl./kv2;

dns = dnsl+dnw;

gns = gnsl+dnw;

al = dns./(m_wcel1/1.3325)+n/y_wcell(idx);
bl = (m_wcell/1.3325).*gns+n/y_wcell(idx);
an = (py.*al-ply)./(gsy.*al-gsly);
bn = (py.*bl-ply)./(gsy.*bl-gsly);

if spctrm(idx) == 634

an634 = an;

bn634 = bn;
end
anp = real(an);
anpp = imag(an);
bnp = real(bn);
bnpp = imag(bn);
clear gl
g1(1:4,nmax) = [0; 0; 0; 0];
gl(1l,1:n1) = anp(2:nmax);
gl(2,1:n1) = anpp(2:nmax) ;
gl(3,1:n1) = bnp(2:nmax);
gl(4,1:n1) = bnpp(2:nmax) ;

dn

= cn.*(anp+bnp);
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Qext_tot(idx) = 2*sum(dn)/y2;

en = cn.*(anp.A2+anpp.A2+bnp.A2+bnpp.A2);
Qsca_tot(idx) = 2*sum(en)/y2;

Qabs_tot(idx) = Qext_tot(idx)-Qsca_tot(idx);

end

nmax634 = round(2+y_wcell(spctrm==634)+4*y_wcell(spctrm==634)A(1/3));
n634 1:nmax634;
n634_2 = (2*n634+1)./(n634.*(n634+1));

for idx = 1l:length(theta)
p(l) = 1;
p(2) = 3*ct(idx);
t(1) = ct(idx);

t(2) = 3*cos(2*acos(ct(idx)));

for idx1l = 3:nmax634
p(idx1) = (2%idx1-1)./(idx1-1).*p(idx1-1).*ct(idx)-idx1...
./ (dx1-1) . *p(idx1-2);
t(idx1l) = idx1l*ct(idx).*p(idx1)-(idx1+1).*p(idx1-1);

end

p = n634_2.%p;

t = n634_2.%t;

S1 = (an634*p'+bn634*t');
S2 = (an634*t'+bn634*p');

SPF(idx) = 0.634A2*%(abs(S2)A2+abs(S1)A2)...
/ R*piA2*r_wcell1A2*Qsca_tot(spctrm==634));

end

%969606067676066060676 767676 )66060676 76760626 0606606060676 7676 76066060676 7676066060676 6767606066066 76762676 )6606062676%
wf_chla = w_chla/(w_chla+w_ch1b+w_car);

wf_chlb = w_chlb/(w_chla+w_ch1b+w_car);

wf_car = w_car/(w_chla+w_chlb+w_car);

Qabs_chl = Qabs_tot.*(Ea_chla.*wf_chla+Ea_chlb.*wf_chlb)...
./(Ea_chla.*wf_chla+Ea_chlb.*wf_chlb+Ea_car.*wf_car);

% spectral absorption cross-section of Chlorophyll [m2/chl]

spctrm_sigma_chl = (3.*Qabs_chl./(4*r_wcell*1le-6*rho_bdm*(1l-x_water))...
./ (w_chTa+w_ch1b).*((M_chla*1e-3)*w_chla...
/(w_chTa+w_ch1b)+(M_chlb*1e-3)*w_chlb...
/(w_chla+w_ch1b))./6.02214076e23)';

% absorption cross-section of Chlorophyll averaged over PAR [m2/chl]
avrg_sigma_chl = trapz(spctrm,spctrm_sigma_chl)./length(spctrm);

% spectral absorption cross-section of dry biomass [m2/kg]
spctrm_sigma_bdm = 3.*Qabs_tot./(4*r_wcell*1le-6*rho_bdm*(1l-x_water));

% spectral scattering cross-section of dry biomass [m2/kg]
spctrm_kappa_bdm = 3.*Qsca_tot./(4*r_wcell*1le-6*rho_bdm*(1l-x_water));

% backscattering fraction at 634 nm Tight wavelength [-]
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b634 = 0.5*trapz(theta(bsc),SPF(bsc).*sin(theta(bsc)));
end

Published with MATLAB® R2021b
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Skript zur Bestimmung der Lichtverhéaltnisse mittels 1D-RTE

fu

nction [PAR_PFD_dzR,spctrm_PFD_dzR] =

calculate_light_grad(PFDO,LED_spctrm,c_bdm,spctrm_sigma_bdm,spctrm_kappa_bdm,b634)

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

S

S

S

o

)

)

)

)

This script computes the Tlight gradient inside the flat panel
photobioreactor (PBR) or the photosynthesis measurement cell (PMC) with
a double-sided illumination.

The 1D-RTE from:

cornet, J.-F.; Dussap, C. G.; Gros, J.-B.; Binois, C.; Lasseur, C.
(1995): A simplified monodimensional approach for modeling coupling
between radiant Tight transfer and growth kinetics in photobioreactors.
In: Chemical Engineering Science 50 (9),

S. 1489-1500. DOI: 10.1016/0009-2509(95)00022-w.

and

Kandilian, R.; Pruvost, J.; Artu, A.; Lemasson, C.; Legrand, J.;
Pilon, L. (2016): Comparison of experimentally and theoretically
determined radiation characteristics of photosynthetic microorganisms.
In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 175,
S. 30-45. poI: 10.1016/j.jgsrt.2016.01.031.

was modified for the case of a double-sided illumination of a PBR/PMC.

Inputs:

PFDO: actinic PFD at the PBR/PMC surface [pmol/(m2*s)]

LED_spctrm: light spectrum of the utilized LED-arrays [umol/(m2*s)]
c_bdm: dry biomass concentration [kg/m3]

spctrm_sigma_bdm: biomass-specific, spectral absorption cross-section

[m?/kg]

spctrm_kappa_bdm: biomass-specific, spectral scattering cross-section
[m?/kg]

b634: backscattering fraction at a Tight wavelength of 634 nm [-]
output:

PAR_PFD_dzR: actinic PFD along the PBR/PMC depth [pmol1/(m2%*s)]

spctrm_PFD_dzR: spectral actinic PFD along the PBR/PMC depth [umol/(m2*s)]

spctrm = 400:700;

dzRr = linspace(0,0.02,20); % should be changed if PBR depth does not equal 20 mm!
n2 = 1.473; % refractive index of borosilicate glas [-]

nl = 1.000292; % refractive index of air [-]

dspctrm = PFDO./trapz(LED_spctrm);

spctrm_PFDO = LED_spctrm'.*dspctrm;

%
%
%

fraction of the reflected Tight on the PBR/PMC surface (Fresnel's equation;
simplified formulation for the case of perpendicular incidence of Tight
on the surface)

223



Anhang

ref = abs((nl-n2)/(n1+n2))A2;

alpha = sqrt(spctrm_sigma_bdm./(spctrm_sigma_bdm+2.*b634.*spctrm_kappa_bdm)) ;

delta = c_bdm.*sqrt(spctrm_sigma_bdm...
.*(spctrm_sigma_bdm+2.*b634.*spctrm_kappa_bdm)) ;

% preallocation
spctrm_PFD_dzR = zeros(length(dzR),length(spctrm));
PAR_PFD_dzR = zeros(1l,length(dzR));

for idx = 1l:length(dzR)
for idx1l = 1l:Tength(spctrm)
% 1D-RTE for a flat-panel PBR/PMC illuminated from both sides
spctrm_PFD_dzR(idx,idx1l) = (1-ref)...
*spctrm_PFDO (idx1)*2*((1+alpha(idx1))...
*(exp(delta(idx1l)*(max(dzR)-dzR(idx)))...
+exp(deTta(idx1l)*dzR(idx)))-(1-alpha(idx1l))...
*(exp(-delta(idx1)*(max(dzR)-dzR(idx)))...
+exp(-deTta(idx1l)*dzR(idx))))...
/((1+alpha(idx1))A2*exp(delta(idx1l)*max(dzrR))...
-(1-alpha(idx1))A2*exp(-delta(idx1l)*max(dzR)));
end

PAR_PFD_dzR(idx) = trapz(spctrm_PFD_dzR(idx,:),2);
end

Published with MATLAB® R2021b
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Skript zur Approximation der LHC-RC-Komplexgréfien

function [apprx_n_RCII_chl,apprx_n_RCI_chl] =
calculate_LHCRC_size(chlab_ratio,RCI_RCII_ratio,phi_RCII,M_chla,M_chlb)

% This script derives the approximated size of the LHCII-RCII and LHCI-RCI
% complexes from the macroscopic chla/chlb ratios.

%

% Inputs:

% chlab_ratio: macroscopic chla/chlb ratio (w_chla/w_chlb) [-]

% RCI_RCII_ratio: RCI/RCII ratio [-]

% phi_RCII: maximum quantum yield of RCII (corresponds to Fv'/Fm') [-]
% M_chla, M_chlb: molecular weight of chla & chlb [g/mol]

%

% Outputs:

% apprx_n_RCII_chl: number of chl (chla+chlb) per LHCII-RCII [-]

% apprx_n_RCI_chl: number of chl (chla+chlb) per LHCI-RCI [-]

% shown values & assumptions are based on the data from:

%

% Albanese, P.; Manfredi, M.; Meneghesso, A.; Marengo, E.; Saracco, G.;
% Barber, J. et al. (2016): Dynamic reorganization of photosystem II
% supercomplexes in response to variations in light intensities.

% In: Biochimica et biophysica acta 1857 (10),

% S. 1651-1660. DOI: 10.1016/j.bbabio.2016.06.011.

%

% and

%

% Shen, L.; Huang, Z.; Chang, S.; wWang, W.; wang, J.; Kuang, T.;

% et al. (2019): Structure of a C2S2M2N2-type PSII-LHCII supercomplex
% from the green alga Chlamydomonas reinhardtii.

% In: Proceedings of the National Academy of Sciences of

% the United States of America 116 (42),

% S. 21246-21255. DOI: 10.1073/pnas.1912462116.

n_RCII_chl = [126,78; % upper/lower bound of the chla-number per LHCII-RCII
61,25]; % upper/Tower bound of the chlb-number per LHCII-RCII

% shown values & assumptions are based on the data from:

%

% Haniewicz, P.; Abram, M.; Nosek, L.; Kirkpatrick, J.; El-Mohsnawy, E.;
% 0lmos, J. D. J. et al. (2018): Molecular Mechanisms of Photoadaptation of
% Photosystem I Supercomplex from an Evolutionary

% Cyanobacterial/Algal Intermediate. In: Plant physiology 176 (2),

% S. 1433-1451. DpoI: 10.1104/pp.17.01022.

%

% Le Quiniou, C.; Tian, L.; Drop, B.; Wientjes, E.; van Stokkum, I. H. M.;
% van oort, B.; Croce, R. (2015): PSI-LHCI of Chlamydomonas reinhardtii:
% Increasing the absorption cross section without losing efficiency.
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% In:

Bi

ochimica et biophysica acta 1847 (4-5),

% S. 458-467. DOI: 10.1016/j.bbabio.2015.02.001.

%
% an
%

d

% Stauber, E. J.; Busch, A.; Naumann, B.; Svatos, A.; Hippler, M. (2009):
% Proteotypic profiling of LHCI from Chlamydomonas reinhardtii provides

% new insights into structure and function of the complex.

% In:

Proteomics 9 (2), S. 398-408. DOI: 10.1002/pmic.200700620.

n_RCI_chl = [186,138; % upper/lower bound of the chla-number per LHCI-RCI

40,18]; % upper/lower bound of the chlb-number per LHCI-RCI

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

n_RCII_chl_max = n_RCII_ch1(1,1)+n_RCII_ch1(2,1);

n_RCII_chl_min
n_RCI_chl_max

n_RCII_ch1(1,2)+n_RCII_ch1(2,2);
n_RCI_ch1(1,1)+n_RCI_ch1(2,1);

n_RCI_chl_min = n_RCI_ch1(1,2)+n_RCI_ch1(2,2);

X =

zeros(length(chlab_ratio),2);

for idx = 1l:length(chlab_ratio)

sim_

obj_

x0

chl_ratio = @(x) (x(:,1)*n_RCII_ch1(1,1)+(1-x(:,1))...
*n_RCII_ch1(1,2)+RCI_RCII_ratio*(x(:,2)*n_RCI_ch1(1,1)...
+(1-x(:,2))*n_RCI_ch1(1,2)))./(x(:,1)*n_RCII_ch1(2,1)...
+(1-x(:,1))*n_RCII_ch1(2,2)+RCI_RCII_ratio*(x(:,2)...
*n_RCI_ch1(2,1)+(1-x(:,2))*n_RCI_ch1(2,2)));

func = @(x) (chlab_ratio(idx)-(M_chla/M_chlb)*sim_chl_ratio(x))A2;

= [0.8,0.2];

oooooooooo00%%%%%%0000000000000000

% condition that the effective size of an LHCI-RCI complex must always be
% at least 25% larger than the size of the LHCII-RCII complex

%

% for reference see:

%

% Allen, 3. F. (2003): cyclic, pseudocyclic and noncyclic
% photophosphorylation: new links in the chain.

% In: Trends in Plant Science 8 (1),

% S. 15-19. DOI: 10.1016/51360-1385(02)00006-7.

A_X

b_x

= [5*phi_RCII(idx)*(n_RCII_chl_max-n_RCII_chl_min)...
/(4*RCI_RCII_ratio*0.98*(n_RCI_chl_max-n_RCI_chl_min)),-1];

= n_RCI_chl_min/(n_RCI_chl_max-n_RCI_chT_min)-5*phi_RCII(idx)...
*n_RCII_chl_min/(4*RCI_RCII_ratio*0.98...
*(n_RCI_chl_max-n_RCI_chl_min));

O000000000%%%%%%%%%%%%%0000000000000000000

Th_x
ub_x

zeros(1l,length(x0));
ones(1,length(x0));
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x(idx, :) = fmincon(obj_func,x0,A_x,b_x,[],[], Th_x,ub_x);
end

apprx_n_RCII_chla x(:,1).*n_RCII_ch1(1,1)+(1-x(:,1)).*n_RCII_ch1(1,2);
apprx_n_RCII_chlb x(:,1).*n_RCII_ch1(2,1)+(1-x(:,1)).*n_RCII_ch1(2,2);
apprx_n_RCII_chl = apprx_n_RCII_chla+apprx_n_RCII_chlb;

apprx_n_RCI_chla x(:,2).*n_RCI_ch1(1,1)+(1-x(:,2)).*n_RCI_ch1(1,2);
apprx_n_RCI_chlb = x(:,2).*n_RCI_ch1(2,1)+(1-x(:,2)).*n_RCI_ch1(2,2);
apprx_n_RCI_chl apprx_n_RCI_chTla+apprx_n_RCI_chlb;

Published with MATLAB® R2021b
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Skript zur Bestimmung der Modellparameter Krciiim und Kgrusisco (im Skript allgemein als
kpsu,im bezeichnet) mithilfe der stationéaren lichtabhangigen Photosynthesekinetiken

function k_PSU_model = estimate_model_param()

0/0/0/0/0/0/0/0,

'0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.
% This function estimates the values of the model parameters k_RCII,lim &
% k_PSU,1im from experimental PI-curves.

% Inputs:
% none required to call this function

% Outputs:
% k_PSU_model: values of k_RCII,lim (1) & k_PSuU,Tim (2) as a column vector
% [1/s]

000000000000%%%%%%6000000000000000

kO = [1250;100]; % initial parameter values

6% Q667606067676 %660676 0606760667676 0606760667606 060676066 676%6 67676969676
% the parameter bounds were defined according to the data from:
%
% Schulze, P. S. C.; Guerra, R.; Pereira, H.; Schiler, L. M.;
% varela, J. C. S. (2017): Flashing LEDs for microalgal production.
% In: Trends in biotechnology 35 (11),
% S. 1088-1101. poI: 10.1016/j.tibtech.2017.07.011.
%
% Wijn, R. de; van Gorkom, H. J. (2001): Kinetics of electron transfer
% from Q(a) to Q(b) in photosystem II. In: Biochemistry 40 (39),
% S. 11912-11922. DOI: 10.1021/bi010852r.
%
% vinyard, D. J.; Ananyev, G. M.; Dismukes, G. C. (2013):
% Photosystem II: the reaction center of oxygenic photosynthesis.
% In: Annual review of biochemistry 82,
% S. 577-606. DOI: 10.1146/annurev-biochem-070511-100425.
%
% and
%
% Tcherkez, G. G. B.; Farquhar, G. D.; Andrews, T. J. (2006):
% Despite slow catalysis and confused substrate specificity, all
% ribulose bisphosphate carboxylases may be nearly perfectly optimized.
% In: Proceedings of the National Academy of Sciences of the
% United States of America 103 (19),
% S. 7246-7251. DOI: 10.1073/pnas.0600605103.

Tbh_k = [450;35]; % lower parameter bounds
ub_k = [2650;505]; % upper parameter bounds
opts = optimoptions(@fmincon, 'Algorithm', 'interior-point');

fit_problem
createoptimProblem(' fmincon', 'objective',@call_obj_func, 'x0',k0, " 'Tb"',Tb_k, 'ub',ub_k, 'opt
ions',opts);

gs = GlobalSearch;
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k_Psu_model = run(gs,fit_problem);

Published with MATLAB® R2021b

function obj_func_val = call_obj_func(k_PSu_model)

%2676069676367606760606 76696 )6676%6760696 %66, 9606760676606 7667606760606 6060676676069 0656 60606 76676%696%
% This script calculates the value of the objective function based on the

% parameter values of k (k_RCII,Tim & k_PSu,1lim).

% Note that this parameter estimation routine is not optimized for
% computational efficiency.

%

% Inputs:

% k_PSuU_model: values of k_RCII,lim (1) & k_PSu,1im (2) as a column vector

% [1/s]
%
% Outputs:

% obj_func_val: value of the objective function (subject to minimization)

[
% [-1
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0, 0/0/0/0/0/0/0/0/0
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0, 0/0/0/0/0/0/0/0/0

% load data necessary for parameter estimation
% (own experimental data and literature values)
% Al1l data is stored in column vectors (if possible) or scalars.

data = load('accl_fast_data.mat');

% own experimental and calculated/estimated data

SS_PFD = data.ss_fast_PFD;

% dim. of P_Netto_LLMLHL: [accl. states X set PFDOs] -> in this case:

P_Netto_LLMLHL = data.LLMLHL_fast_P_Netto;

% dim. of PMC_PFD_dzR & PMC_PFD_quanta_dzR:

% [accl. states X set PFDOs X num. of steps along the PBR depth]
% -> in this case: [3x7x20]

PMC_PFD_dzR = data.LLMLHL_fast_PMC_PFD_dzR;
PMC_PFD_quanta_dzR = PMC_PFD_dzR.*6.02214076e23./1e6;

p_car = data.ss_accl_p_w_car;

p_chla = data.ss_accl_p_w_chla;

p_chlb = data.ss_accl_p_w_chlb;
p_phi_RCII = data.ss_accl_p_phi_RCII;
n_Rubisco_max_bdm = data.ss_accl_n_Rubisco_max_bdm;

[3x7]

% m_ccel was calculated as described in:

%

% Kandilian, R.; Pruvost, J.; Artu, A.; Lemasson, C.; Legrand, J.;
% Pilon, L. (2016): Comparison of experimentally and theoretically
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% determined radiation characteristics of photosynthetic microorganisms.
% In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 175,
% S. 30-45. DOI: 10.1016/j.jqsrt.2016.01.031.

% The imaginary part of the RI of the cell core (k_ccell) was determined
% according to Kandilian et al. (2016). k_ccell was then used to calculate
% the corresponding real part of the RI (n_ccell) using the

% singly-substractive Kronig-Kramers (sskk) relation.

% The sskK script utilized can be found in:

% Lucarini, V.; Peiponen, K.-E.; Saarinen, J. J.; Vartiainen, E. M. (2005):
% Kramers-Kronig relations in optical materials research. Berlin,

% Heidelberg: Springer-verlag Berlin Heidelberg

% (Springer Series in Optical Sciences, 110).

% with: m_ccell = n_ccell + i*k_ccell

m_ccell = data.ss_fast_fit_m_ccell;

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

% y_P_Brutto value of 0.32 is taken from:

% Geider, R. J.; Osborne, B. A. (1989): Respiration and microalgal growth:
% a review of the quantitative relationship between dark respiration

% and growth. In: New Phytol 112 (3),

% S. 327-341. DOI: 10.1111/;j.1469-8137.1989.tb00321.x.

% r_mnt_bdm in mol/g/s was converted from the r_mnt_bdm value of
% 0.53 mmol/g/h from:

% Kliphuis, A. M. J.; Klok, A. J.; Martens, D. E.; Lamers, P. P.; Janssen,
% M.; wijffels, R. H. (2012): Metabolic modeling of Chlamydomonas

% reinhardtii: energy requirements for photoautotrophic growth and

% maintenance. In: J Appl Phycol 24 (2),

% S. 253-266. DOI: 10.1007/s10811-011-9674-3.

y_P_Brutto
r_mnt_bdm

data.ss_accl_y_resp_P_Brutto;
data.ss_accl_r_mnt_bdm;

0/0/0/0/0/0/0/0,

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

R

Ea_i data is available here (requires interpolation between 400-700 nm
with 1 nm steps):

R R R

Bidigare, R. R.; Ondrusek, M. E.; Morrow, J. H.; Kiefer, D. A. (1990):
In-vivo absorption properties of algal pigments.

In: Richard w. Spinrad (Hg.): Ocean Optics X. Orlando '90, 16-20 April.
orlando, FL, United States: SPIE (SPIE Proceedings), S. 290.

R X R R X

or in (only 400-700 nm range is required):

R R

Dauchet, J.; Blanco, S.; Cornet, J.-F.; Fournier, R. (2015):
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% Calculation of the radiative properties of photosynthetic microorganisms.
% In: Journal of Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer 161,

% S. 60-84. DOI: 10.1016/j.jqsrt.2015.03.025.

% -> http://edstar.1Imd.jussieu.fr/databases

Ea_chla = data.Ea_chla;

Ea_chlb = data.Ea_chlb;

Ea_car = data.Ea_car; % only photoprotective carotenoids are considered
M_chla = data.M_chla; % molecular weight of chla [g/mol]

M_chlb

data.M_chlb; % molecular weight of chlb [g/moTl]

% fits are used to reduce the noise of the experimental data

Togistic_fit_func = @(p,x) p(2)+(p(1)-p(2))./(1+(x./p(3)).Ap(4));

fit_w_chla = logistic_fit_func(p_chla,ss_PFD);
fit_w_chlb = logistic_fit_func(p_chlb,ss_PFD);
fit_w_car = logistic_fit_func(p_car,ss_PFD);

fit_chlab_ratio = fit_w_chla./fit_w_chlb;
fit_phi_RCII = logistic_fit_func(p_phi_RCII,ss_PFD);
% conversion of r_mnt unit from mol 02/g bdm/s to mol 02/mol chl/s

fit_r_mnt = r_mnt_bdm./(fit_w_chla./M_chla+fit_w_chlb./M_chlb);
%%%%%%%%%%%%%000000000000OOOO%%%%GOOOOOOOOOO 26267676060626767

YKI6I6XRI6TK 6670606 9676%6676%%60676% %060676%6067606 060676060676 76%6 6767606676066 67606067676 %6676
% assumed to be constant, value based on data from:

%

% Greenbaum, N. L.; Mauzerall, D. (1991): Effect of irradiance level on

% distribution of chlorophylls between PS II and PS I as determined from

% optical cross-sections.

% In: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics 1057 (2),

% S. 195-207. DOI: 10.1016/S0005-2728(05)80102-1.

RCI_RCII_ratio = 1.1;
%%%%%%%%%%%%%GO '0/0/0/0/0, 0%%00 '0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0. %67606767606767606% O0%)(%%)(%%)(%%)(%

n_PQ = 8; % assumed to be constant (based on own experimental data)

[apprx_n_RCII_ch1,apprx_n_RCI_chl] =
calculate_LHCRC_size(fit_chlab_ratio,RCI_RCII_ratio,fit_phi_RCII,M_chla,M_chlb);

% approx. number of chl per photosynthetic unit (PSU)
apprx_n_PSU_ch1 = apprx_n_RCII_chT+RCI_RCII_ratio.*apprx_n_RCI_chl;

n_Rubisco =

calculate_n_Rubisco_per_RCII(fit_w_chla,fit_w_chlb,M_chla,M_chlb,apprx_n_pPSu_chl,n_Rubis

co_max_bdm) ;
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% preallocation
fit_avrg_sigma_chl = zeros(size(PMC_PFD_dzR,1),1);

parfor idx = 1:size(PMC_PFD_dzR,1)

fit_avrg_sigma_chl(idx) =
calculate_opt_props(m_ccell(idx,:),fit_w_chla(idx),fit_w_chlb(idx),fit_w_car(idx),Ea_chl
a,Ea_chlb,Ea_car,Mm_chla,M_chlb);
end

fit_avrg_sigma_RCII = fit_avrg_sigma_chl.*apprx_n_RCII_chl;

% preallocation
X = zeros(size(PMC_PFD_dzR,1),size(PMC_PFD_dzR,2),size(PMC_PFD_dzR,3),4);

parfor idx = 1l:size(PMC_PFD_dzR,1)

x(idx,:,:,:) =
solve_model_eqsys(k_PSU_model,PMC_PFD_quanta_dzR(idx,:,:),fit_avrg_sigma_RCII(idx),fit_p
hi_RCII(idx),n_PQ,n_Rubisco(idx));
end

% preallocation

sim_P_Netto_LLMLHL_dzR =
zeros(size(PMC_PFD_dzR,1),size(PMC_PFD_dzR,2),size(PMC_PFD_dzR,3));
sim_P_Netto_LLMLHL = zeros(size(PMC_PFD_dzR,1),size(PMC_PFD_dzR,2));

for idxl = 1:size(PMC_PFD_dzR,1)
for idx2 = 1:size(PMC_PFD_dzR,2)
for idx3 = 1l:size(PMC_PFD_dzR,3)
sim_P_Netto_LLMLHL_dzR(idx1,idx2,idx3) = 0.25...
.*(k_Psu_modeT(2).*n_Rubisco(idx1).*x(idx1l,idx2,idx3,end))...
./apprx_n_PSU_ch1(idx1).*(1-y_P_Brutto)-fit_r_mnt(idx1l);
end
end

sim_P_Netto_LLMLHL(idx1,idx2) = mean(sim_P_Netto_LLMLHL_dzR(idx1,idx2,:),3);
end

g = ones(size(P_Netto_LLMLHL)); % weighting matrix

obj_func_val = sum(g.*(P_Netto_LLMLHL-sim_P_Netto_LLMLHL).A2,'all");

Published with MATLAB® R2021b

function n_Rubisco =
calculate_n_Rubisco_per_RCII(w_chla,w_chlb,M_chla,M_chlb,n_PSu_chl,n_Rubisco_max_bdm)

0/0/0/0/0/0/0/0,

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

% This script calculates the amount of RuBisCO per RCII under the
% (simplified) assumption that the RuBisCO amount per g bdm remains
% constant.

% Inputs:
% w_chla, w_chlb: weight fractions of chla & chlb [g/g]
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% M_chla, M_chlb: molecular weights of chla & chlb [g/mol]
% n_PSU_ch1: number of chl per photosynthetic unit (PSuU) [-]
% n_Rubisco_max: max. amount of RuBisCO per g bdm [1/g]

%

% Outputs:

% n_Rubisco: amount of RuBisCO per RCII [-]

n_chla_bdm
n_chlb_bdm

w_chTla./(M_chla/6.02214086e23);
w_chlb./(M_ch1b/6.02214086e23);

n_PSU_bdm = (n_chla_bdm+n_chlb_bdm)./n_PSu_chl;
n_Rubisco = n_Rubisco_max_bdm./n_PSU_bdm;

Published with MATLAB® R2021b

function x = solve_model_eqsys(k,PMC_PFD_quanta_dzR,sigma_RCII,phi_RCII,n_PQ,n_Rubisco)

VK667 %60676%660676%6069676%6676%6%69676% %060676%6067606 060676060676 76%667676 0606 76%669676%6 969676969676
% This script solves the system of equations of the photosynthesis model.
%
% Inputs:
% k: model parameters k_RCII,Tim & k_PSuU,1im [1/s]
% PMC_PFD_quanta_dzR: PFD values inside the measuring cell [1/m2/s];
% dim.: [acc]l. states X set PFDOs X num. of steps along the PBR depth]
% -> in this case: [3x7x20]
% sigma_RCII: PAR-averaged absorption cross-section of the LHCII-RCII
% complex [m2]
% phi_RCII: maximum quantum yield of RCII (corresponds to Fv'/Fm') [-]
% n_PQ: number of PQ-molecules per RCII [-]
% n_Rubisco: amount of RuBisCO per RCII [-]
%
% Outputs:
% x: molar fractions of x_RCII,gs, X_RCII,es, X_PQ,gs & x_PQ,es [-];
% dim.: [acc]l. states X set PFDOs X num. of steps along the PBR depth X x]
% -> in this case: [3x7x20x4]
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0)

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0, 0/0/0/0/0/0/0/0/0

x0 = [0.5;0.5;0.5;0.5];

% preallocation
x = zeros(1l,size(PMC_PFD_quanta_dzR,2),size(PMC_PFD_quanta_dzR,3), length(x0));

for idx1l = 1:size(PMC_PFD_quanta_dzR,2)
for idx2 = 1:size(PMC_PFD_quanta_dzR,3)
x(1,idx1,idx2,:) = fsolve(@model_eqgsys,x0);
end
end

function eq = model_eqsys(x)
r_abs_tot sigma_RCII.*PMC_PFD_quanta_dzR(1,idx1l,idx2);
r_abs_°P r_abs_tot.*phi_RCII.*x(1);
r_RCII_etrans k(1) .*x(2).*x(3).*n_PQ;
r_PSU_etrans (k(2).*n_Rubisco) .*x(4);
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eq(1) = 1-x(1)-x(2);

eq(2) = r_RCII_etrans-r_abs_P;
eq(3) = 1-x(3)-x(4);

eq(4) = r_PSU_etrans-r_RCII_etrans;

end
end

Published with MATLAB® R2021b
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Skript zur Untersuchung des lichtabhéangigen Akklimatisationsverhaltens auf Grundlage
einer begrenzten Proteomgrofie

function [x_sol,x_tot_sol] = call_optim_palloc(k)

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0, 0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

% This caller function invokes the script that determines the optimal

% allocation of the photosynthetic unit (PSU) components assuming a 1limited
% proteome size. It can also be used to plot the results (optional).

%

% Inputs:

% k: values of the model parameters (k_RCII,lim & k_PSu,1lim) [1/s]

%

% Outputs:

% x_sol: molar fractions of the PSU-components (x_RCII,gs, X_RCII,es,

% X_PQ,gs & x_PQ,es) [-]

% x_tot_sol: molar fractions of PSU-proteins (X_LHCII,tot, X_RCII,tot &
% X_Rubisco,tot) [-]

%

% optional: graphical output (see below)

F6IeRI6TI6T D6 K66 K6 67667606 06%6676%6, %6766 7606067667606 06066 6060676067606 06066 606067606 76%696%
PFD = (5:5:1600) ';

PFD_quanta = PFD'.*1le-6.%6.02214086e23;

sigma_chl = 7.03e-21; % assumption based on own data

phi_RCII = 0.73; % assumption based on own experimental data

n_PQ = 8; % assumption based on own experimental data
UKI6I6X%6I6V6%60676%6069676%6676%6%69676% %96%6766% %6%626636%6%6265

% reference for number of chl per LHCII-trimer:

%

% Shen, L.; Huang, Z.; Chang, S.; Wang, W.; wWang, J.; Kuang, T. et al.
% (2019): structure of a C2S2M2N2-type PSII-LHCII supercomplex from the
% green alga Chlamydomonas reinhardtii. In: Proceedings of the National
% Academy of Sciences of the uUnited States of America 116 (42),

% S. 21246-21255. DOI: 10.1073/pnas.1912462116.

n_LHCII_chl = 14; % assumption that 1 LHCII-monomer includes 14 chl
96%6%67676767676767676767676 9606666666606, 0/0/0/0. %A% N K%K

% preallocation
Xx_sol zeros (length(PFD_quanta),4);
x_tot_sol = zeros(length(PFD_quanta),3);

parfor idx = 1:length(PFD_quanta)

[x_sol(idx,:),x_tot_sol(idx,:)] =
optim_palloc(k,PFD_quanta(idx),sigma_chl,phi_RCII,n_PQ,n_LHCII_chl);
end

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0, 0/0/0/0/0/0/0/0/0

% optional graphical output

% subplot(2,3,1);
% plot(PFD',x_tot_sol(:,1), " 'k-",PFD",x_tot_so1(:,2),"'r-",PFD',x_tot_sol(:,3), " 'b-");
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%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

grid on;

Tegend('n_{LHCII}', 'n_{RCII}', 'n_{RuBisCO0}');

subplot(2,3,2);
plot(PFD',x_tot_sol(:,1)./x_tot_sol(:
grid on;

Tegend('n_{LHCII} per RCII');
subplot(2,3,3);
plot(PFD',x_tot_sol(:,3)./x_tot_sol(:
grid on;

Tegend('n_{RuBisCO} per RCII');
subplot(2,3,4);
plot(PFD',x_tot_sol(:,1)./x_tot_sol(:
grid on;

Tegend('n_{Ch1} per LHCII-RCII');
subplot(2,3,5);
plot(PFD',k(1).*x_tot_sol(:,2)./(k(2)
grid on;

Tegend('RCII overexpression factor');
subplot(2,3,6);

12), ' k=")3

!2)!'k_');

,2) .*N_LHCII_chl, "k-");

L¥*x_sol(:,4).*x_tot_sol1(:,3)),"'k-");

plot(PFD',k(2).*x_sol(:,4).*x_tot_sol(:,3)./x_tot_sol(:,2),"'k-");

grid on;

Tegend('gross PSU-specific electron transfer rate [1/s]');

0/0/0/0/0/0/0/0,

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0.

Published with MATLAB® R2021b

function [x_sol,x_tot_sol] =
optim_palloc(k,PFD_quanta,sigma_chl,phi_RCII,n_PQ,n_LHCII_ch1)

R R R X R R R R R R

This script determines the optimal allocation of the photosynthetic unit
(PSU) components assuming a limited proteome size.

Inputs:
PFD_quanta: PAR-averaged PFD [1/m2?/s]

sigma_chl: chl-specific absorption cross-section [m2]

phi_RCII: maximum quantum yield of RCII (Fv'/Fm') [-]
n_ch1_LHCII: number of chl per LHCII-monomer [-]

n_PQ: number of PQ-molecules per RCII [-]

k: values of the model parameters (k_RCII,lim & k_Psu,1im) [1/s]

outputs:

x_sol: molar fractions of the PSu-components (Xx_RCII,gs, X_RCII,es,

X_PQ,gs & x_PQ,es) [-]

X_tot_sol: molar fractions of PSU-proteins (X_LHCII,tot, X_RCII,tot &

X_Rubisco,tot) [-]

X_tot0 = [0.5,0.25,0.25];
x_tot_1b = zeros(1l,length(x_tot0));
x_tot_ub = ones(1,length(x_tot0));

% initial values of x_tot
% Tower bounds of x_tot
% upper bounds of x_tot

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

% equality constraint that assures the Timitation of the proteome size:
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% X_LHCII,tot

+ X_RCII,tot + X_Rubisco,tot = 1

x_tot_Aeq = [1,1,1];
x_tot_beq =1;
optim_prob =

createoptimProblem(' fmincon', 'objective',@opt_obj, 'x0"',x_tot0,"'1b"',x_tot_1b, 'ub',x_tot_u
b, 'Aeq',x_tot_Aeq, 'beq',x_tot_beq);

gs
x_tot_sol

Globalsearch;
run(gs,optim_prob);

function obj_eq = opt_obj(x_tot)

x_sol_obj =

solve_model_eqsys_palloc(k,PFD_quanta,sigma_chl,phi_RCII,n_PQ,n_LHCII_chl,x_tot);
r_PSU_etrans_obj = k(2)*x_sol_obj(4)*x_tot(3);

% objective function (subject to maximization)
obj_eq

end

x_sol =

= -r_PSU_etrans_obj;

solve_model_eqsys_palloc(k,PFD_quanta,sigma_chl,phi_RCII,n_PQ,n_LHCII_chl,x_tot_sol);

end

Published with MATLAB® R2021b

function x =

solve_model_eqsys_palloc(k,PFD_quanta,sigma_chl,phi_RCII,n_PQ,n_LHCII_chl,x_tot)

UKI6267%60676%660676%6069676%6676%6%69676%
% This script solves the system of equations of the photosynthetic model.

%
% Inputs:

ISR

% PFD_quanta: PAR-averaged PFD [1/m2/s]
% sigma_chl: absorption cross-section per chl [m2]

% phi_RCII: maximum quantum yield of RCII (corresponds to Fv'/Fm') [-]

% N_LHCII_chl: number of chl per LHCII-monomer [-]
% n_PQ: number of PQ-molecules per RCII [-]

% k: values of the model parameters (k_RCII,lim & k_PsSu,Tim) [1/s]
x_tot: molar fractions of photosynthetic unit (PSU) proteins
(X_LHCII,tot, X_RCII,tot & n_Rubisco,tot) [-]

R R R R

outputs:

NN

x: molar fractions of the PSuU-components (x_RCII,gs, X_RCII,es,
X_PQ,gs, x_PQ,es) [-]

eff_sigma_RCII

= phi_RCII*sigma_chl*n_LHCII_chl*(x_tot(1l)/x_tot(2));

x0 = [0.5,0.5,0.5,0.5];
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x = fsolve(@model_eqsys,x0);

function eq = model_eqsys(x)

r_abs_pr = eff_sigma_RCII*PFD_quanta*x(1l);
r_RCII_Tim = k(1)*x(2)*x(3)*n_PQ;
r_PSU_Tim = k(2)*(x_tot(3)/x_tot(2))*x(4);

eq(1) = 1-x(1)-x(2);

eq(2) = -r_abs_P+r_RCII_Tim;
eq(3) = 1-x(3)-x(4);
eq(4) = -r_RCII_Tim+r_PSU_11im;

end
end

Published with MATLAB® R2021b
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