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Zusammenfassung 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde eine Strategie für eine kontinuierliche Abwasseraufbe-

reitung mittels Mikroalgen im 24-Stunden Betrieb entwickelt. Basis hierfür war zunächst die 

Etablierung eines geeigneten Abtrennsystems für die Mikroalgenzellen mit dem Ziel der kulti-

vierungsbegleitenden Zellrückführung. Weiterhin stand der Stoffwechsel der Mikroalge Chlo-

rella vulgaris (Biomassezusammensetzung und Nährstoffaufnahme) während kontinuierlicher 

Kultivierungen bei Licht und Dunkelheit im Fokus. In einem vereinfachten Modell konnten im 

Anschluss die Zusammenhänge verschiedener Limitierungszustände des Mikroalgenwachstums 

verbildlicht werden. Darauf aufbauend wurden die experimentellen Daten mittels des Modells 

und dem damit verbundenen Konzepts der aktiven Biomasse ausgewertet und die so gewonne-

nen Erkenntnisse für die Prozessoptimierung der Abwasseraufbereitung eingesetzt.  

Als geeignete Methode zur Mikroalgenabtrennung wurde die Membranfiltration ausgewählt und 

zwei Abtrenneinheiten im Labor- und Pilotmaßstab (Mini-Harvester (~100 mL) und Harvester 

(~12 L)) erfolgreich entwickelt und umgesetzt. Das eingesetzte, kommerziell erhältliche Memb-

ranmodul des Harvesters ist aus in drei Bündeln angeordneten Membranhohlfasern aus Polyvi-

nylidenfluorid (PVDF) mit einem nominalen Porendurchmesser von 0,03 µm aufgebaut. Die 

Ausstattung der Anlage mit Sensorik (Messung von Durchflüssen, Drücken, Trübung) war für 

Forschungszwecke ausgelegt, eine Reduzierung des apparativen Aufwands kann je nach Anfor-

derungen der Trennaufgabe geschehen. Für Versuche im Labormaßstab wurde der Mini-

Harvester als Maßstabsverkleinerung des Harvesters mit analoger Geometrie konzipiert, wobei 

12 einzelne Hohlfasern des Membranmoduls eingesetzt wurden. Der Mini-Harvester war an das 

am Institut vorhandene Photobioreaktor-Kultivierungssystem (zylindrischer, beleuchteter Glas-

reaktor, 2 L Arbeitsvolumen) koppelbar, wodurch ein Algen Membran-Photobioreaktor aufge-

baut werden konnte.  

Zunächst war die Charakterisierung der Membran mit Wasser sowie Mikroorganismensuspensi-

onen (Saccharomyces cerevisiae, Chlorella vulgaris) an der Filtrationsanlage Harvester Gegen-

stand der experimentellen Arbeiten. Für die eingesetzte Membran konnte eine Funktion des zu 

erwartenden Reinstwasser-Filtrat-Flux in Abhängigkeit des angelegten Transmembrandrucks 

(TMP) ermittelt werden. Bei der Filtration zellhaltiger Suspensionen war ein linearer Zusam-

menhang zwischen kritischem Flux und Biomassekonzentration messbar, wobei vergleichswei-

se hohe Werte des kritischen Fluxes von 15,57 bzw. 10,08 L·m-2·h-1 für dichte Mikroalgenkultu-

ren (4,8 und 10,0 g·L-1) erreicht wurden. Zudem konnte mit der eingesetzten Membran ein 

stabiler und kontinuierlicher Filtrationsbetrieb für mehr als eine Stunde bei einer Mikroalgen-

konzentration von 40 g·L-1 im Retentat aufrechterhalten werden. Der Harvester zeichnete sich 

im Betrieb als energiearm und leistungsfähig aus: bei einer Aufkonzentrierung einer Mikroal-

gensuspension um Faktor 20 auf eine finale Konzentration von 40 g·L-1 wurden lediglich 

1,05·10-2 kWh pro kg geernteter Zellen benötigt. Damit ist die Filtrationsanlage prädestiniert für 

einen Einsatz im Abwasserbereich.  

Zur Reduktion von Membran-Fouling wurden Frequenz und Dauer von periodischem Rückspü-

len (Mini-Harvester) und Pausieren (Harvester) sowie eine Belüftung der Membran (Harvester) 
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als Maßnahmen untersucht. Dabei wurde eine Belüftungsrate der Membranfasern von 1,25 vvm 

als Optimum identifiziert. Ein Rückspülen in einer Frequenz von 30 min für eine Dauer von 

60 s wurde zudem für einen effizienten Filtrationsbetrieb festgestellt. Periodische Pausen waren 

für zwei Kombinationen aus Frequenz und Dauer (15 min/30 s sowie 30 min/60 s) gleicherma-

ßen effektiv in der Fouling-Reduktion. Nichtsdestoweniger sind Frequenz und Dauer beider 

Maßnahmen (Rückspülen und Pausieren) an die jeweilige Aufgabenstellung anzupassen. 

Eine Untersuchung des Fouling-Verhaltens der verschiedenen Komponenten einer Mikroalgen-

suspension fand mit Hilfe des Mini-Harvesters statt und ergab die stärkste Fouling-Neigung bei 

Anwesenheit aller enthaltenen Bestandteile (Zellen, Zelldebris, gelöste Organik). Die enthalte-

nen Zellen schützten die Membran allerdings vor der Penetration gelöster Organik, wodurch das 

Fouling durch Rückspülen effizient entfernt werden konnte und somit als reversible klassifiziert 

wurde. Beim Einsatz realer Abwässer als Kulturmedium trug die enthaltene Organik 

(32,3 mgTOC·L-1) einen erheblichen Teil zum Fouling bei. Die durch die Mikroalgen gebildeten 

extrazellulären Polysaccharide zeigten im Vergleich dazu eine geringere Fouling-Neigung. 

Morphologische Unterschiede zwischen Mikroalgenspezies spielten lediglich eine untergeord-

nete Rolle bei der Fouling-Bildung. Nährstofflimitierungen in der stationären Wachstumsphase 

einer Mikroalgenkultur zeigten trotz hoher Biomassekonzentrationen eine verringerte Fouling-

Neigung im Vergleich zu Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase.  

Die kontinuierliche Kultivierung der Mikroalge Chlorella vulgaris bei einem Hell/Dunkel-

Zyklus von 16 h:8 h bei verschiedenen Verdünnungsraten D (D = 0,0 d-1-1,0 d-1 in 0,1 d-1-

Schritten) zeigte einen Wechsel der Limitierungszustände des Mikroalgenwachstums von einer 

Nährstoff- hin zu einer Lichtlimitierung. Dabei fand ein an reale Abwässer angepasstes synthe-

tisches Abwasser als Kulturmedium Einsatz, wobei das molare Verhältnis der Nährstoffe Stick-

stoff und Phosphor mit ~9:1 unterhalb des physiologischen Optimums, ausgedrückt durch das 

sogenannte Redfield Verhältnis, von 16:1 lag. Mit zunehmender Verdünnungsrate D kam es zu 

einer Abnahme der Biomassekonzentration (von 4,00 g·L-1 auf 1,35 g·L-1) ab einem Schwel-

lenwert von D = 0,3 d-1. Durch die Reduktion wurde der erhöhte Photonenbedarf der Zellen zur 

Aufrechterhaltung der aufgezwungenen Wachstumsrate gedeckt. Für alle getesteten Verdün-

nungsraten war eine vollständige Phosphoraufnahme aus dem synthetischen Abwasser nach-

weisbar, wodurch die Fähigkeit von Chlorella vulgaris zur Phosphatspeicherung (sog. luxury 

uptake) demonstriert wurde. Der Schwellenwert der vollständigen Stickstoffaufnahme lag bei 

D = 0,6 d-1 und markiert damit das Limit des Systems für eine Anwendung zur Abwasserreini-

gung. Eine Variation der Zusammensetzung der Biotrockenmasse in Abhängigkeit der ange-

wandten Durchflussrate war außerdem messbar. Unter Nährstofflimitierung (bis D = 0,4 d-1) 

konnte die Bildung von kohlenstoffhaltigen Speicherstoffen (Stärke und Lipide) nachgewiesen 

werden. Eine engmaschige Beprobung der Nachtphase fand mit Fokus auf Nährstoffaufnahme 

und Zellzusammensetzung statt, wobei für eine spezifische Verdünnungsrate (D = 0,4 d-1) in 

einem zusätzlichen Experiment die Zugabe von Stickstoff zu Beginn der Nachtphase erfolgte. 

Die Ergebnisse zeigten eine nächtliche Synthese von Proteinen auf Kosten intrazellulärer Koh-

lenstoffspeicher (hauptsächlich Stärke) bei einer zeitgleichen Aufnahme von Stickstoff. Zudem 

wurde die Teilung der Zellen circa 2 h nach Beginn der Nachtphase vermutet.  

Eine Auswertung der beschriebenen experimentellen Daten fand zudem unter dem Konzept der 

sogenannten aktiven Biomasse statt. Darunter wird die leicht lichtlimitierte Mikroalgenzelle 
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ohne Speicherstoffe (Kohlehydrate und Lipide) verstanden. Dadurch konnten ein konstanter 

intrazellulärer Stickstoffgehalt von 12 % sowie Proteingehalt von 68 % bestimmt werden. 

Basierend auf den experimentellen Daten wurde ein bestehendes Modell des Mikroalgenstoff-

wechsels um die Fähigkeit zur Bildung intrazellulärer Speicher erweitert. Dabei wurde konkret 

die Speicherung von Phosphor in sogenannten Granula sowie die Bildung wasserfreier Stärke-

körner integriert. Das Modell wurde als Grundlage für die Konzeption und Berechnung der 

kontinuierlichen Prozessstrategie zur 24 h Abwasseraufbereitung eingesetzt. Dabei wurden die 

Rückführung von Zellen sowie die Adaption der makromolekularen Zusammensetzung einer 

Mikroalgenzelle (vor allem Bildung des Energiespeichers Stärke) als Freiheitsgrade zur Beein-

flussung des Prozesses berücksichtigt. Der Abwasseraufbereitungsprozess wurde für einen 

virtuellen Tag aus jeweils 6-stündigen Phasen mit konstanter Lichtintensität bzw. ohne Licht-

eintrag (Nacht) berechnet. Dabei wurde vor- und nachmittags eine Lichtintensität von 

350 µmol·m-2·s-1, mittags eine Lichtintensität von 700 µmol·m-2·s-1 in Abgleich mit realen 

Wetterdaten festgelegt. Die Abschöpfung und externe Speicherung von stärkereicher Algenbi-

omasse über die Mittagszeit sowie eine Rückführung dieser Biomasse in der Nacht wurden als 

Maßnahmen zur vollständigen Aufnahme der Nährstoffe Stickstoff und Phosphor auch in der 

Nacht identifiziert. Zudem wurde eine Reduktion der verfügbaren Lichtmenge auf jeweils 80 % 

zur Simulation eines bewölkten Tages im Szenario berücksichtigt und konnte eine ausreichende 

Abwasserreinigung zeigen.  
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Abstract 

In the present work, a wastewater treatment strategy using microalgae for continuous 24 h 

operation was developed. First a suitable microalgae separation system was established which 

allowed cell recycling during a cultivation. Furthermore, the metabolism of the microalgae 

Chlorella vulgaris (biomass composition and nutrient uptake) was studied during a continuous 

cultivation applying a light/dark regime of 16 h:8 h. The correlation of different factors limiting 

the growth and metabolism of microalgae could be visualized in a simplified generic model. 

The experimental data was evaluated using this model and the related concept of active bio-

mass. This enabled the microalgae-based wastewater treatment process to be optimized. 

Membrane filtration was selected for microalgal harvesting, and two separation units (laborato-

ry-scale: Mini-Harvester (~100 mL) and pilot-scale: Harvester (~12 L)) were successfully 

developed and implemented. The commercially available membrane module used for the Har-

vester is composed of polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane hollow fibers with a nominal 

pore diameter of 0.03 µm, arranged in three bundles. The equipment of the Harvester with 

sensors (for flow rates, pressures, turbidity) was designed for research purposes. A reduction of 

its complexity is easily possible. For laboratory-scale experiments, the Mini-Harvester was 

designed as a scale-down version of the Harvester with analogous geometry, using 12 individu-

al hollow fibers of the membrane module. The Mini-Harvester could be coupled to the photobi-

oreactor cultivation system available at the institute (cylindrical, illuminated glass reactor, 2 L 

working volume), allowing to generate an algae-membrane-photobioreactor. 

At first the membrane was characterized on the Harvester using water and microorganism 

suspensions (Saccharomyces cerevisiae, Chlorella vulgaris). The membrane9s pure water flux 
could be determined as a function of the applied transmembrane pressure. A linear relationship 

between critical flux and biomass concentration was measurable for the filtration of cell-

containing suspensions, with dense microalgal cultures (4.8 and 10.0 g·L-1, respectively) leading 

to comparatively high critical fluxes of 15.57 and 10.08 L·m-2·h-1. The membrane enabled a 

stable and continuous filtration for more than one hour with a microalgae concentration of 

40 g·L-1 in the retentate. The Harvester was classified as highly efficient and low-energy con-

suming during operation: a microalgae suspension could be concentrated by factor 20 to 40 g·L-

1 in the retentate requiring only 1.05·10-2 kWh per kg of harvested cells. This predestines the 

Harvester for use in the wastewater sector. 

To reduce membrane fouling, the frequency and duration of periodic backflushing (Mini-

Harvester), pausing (Harvester) and membrane aeration (Harvester) were investigated. An 

aeration rate of 1.25 vvm was identified as optimal. Backwashing every 30 min for 60 s enabled 

efficient filtration. Periodic pauses were effective in reducing fouling for two combinations of 

frequency and duration (15 min/30 s and 30 min/60 s). Nevertheless, the frequency and duration 

of both, backwashing and pausing, must be adapted according to the process needs. 

The fouling behavior of the individual components of a microalgae suspension was investigated 

using the Mini-Harvester. This revealed that native solutions containing cells, cell debris and 
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dissolved organic matter show the strongest fouling tendency. However, when cells were pre-

sent, they protected the membrane from being penetrated by dissolved organic molecules. In 

this case fouling could be prevented by backwashing and thus was classified as reversible. 

When real wastewater was used as culture medium, its dissolved organic load (32.3 mgTOC·L-1) 

contributed significantly to membrane fouling. In comparison, microalgal extracellular polysac-

charides showed a lower fouling tendency. Morphological differences between microalgal 

species had a minor impact on fouling formation. Nutrient limitation in the stationary growth 

phase of a microalgal culture reduced its fouling tendency compared to cells in the exponential 

growth phase, despite higher biomass concentrations. 

Continuous cultivation of the microalga Chlorella vulgaris with a light/dark regime of 16 h:8 h 

and different dilution rates D (D = 0.0 d-1-1.0 d-1 in 0.1 d-1 steps) revealed that the limiting 

factors of microalgal growth changed from nutrient to light limitation. The synthetic wastewater 

used as culture medium exhibited a molar ratio of the nutrients nitrogen and phosphorus of ~9:1, 

which is below the physiological optimum of 16:1, expressed by the so-called Redfield ratio. 

Above a threshold of D = 0.3 d-1, an increasing dilution rate led to a decrease in biomass con-

centration (from 4.00 g·L-1 to 1.35 g·L-1)). This reduction enabled the cells to meet their energy 

demand enlarged by the imposed growth rate. A complete phosphorus uptake from the synthetic 

effluent was measurable for all dilution rates tested, demonstrating the ability of Chlorella 

vulgaris to store phosphate (so-called luxury uptake). The limit of the system for the use in 

wastewater treatment was marked by the threshold value of complete nitrogen uptake of 

D = 0.6 d-1. Furthermore, the cellular macromolecular composition varied in correlation to the 

applied flow rate. Nutrient limitation (up to D = 0.4 d-1) led to the synthesis of carbon-rich 

storage components (starch and lipids). The night phase was sampled with focus on nutrient 

uptake and cell composition. For a specific dilution rate (D = 0.4 d-1), nitrogen was added at the 

beginning of the night phase in an additional experiment. The results showed a nocturnal syn-

thesis of proteins at the cost of intracellular carbon-rich storage components (mainly starch) 

with a simultaneous nitrogen uptake. In addition, cell division was assumed to occur approxi-

mately 2 h after the beginning of the dark phase. 

An evaluation of this experimental data was done applying the concept of the so-called active 

biomass. This concept describes the slightly light-limited microalgae cell without carbon-rich 

storage components (carbohydrates and lipids). Thus, a constant intracellular nitrogen content of 

12 % and protein content of 68 % could be determined. 

Based on the experimental data, an existing model of microalgal metabolism could be improved 

by demonstrating the cell9s ability to synthesize intracellular storages. Specifically, the storage 
of phosphorus in granule and the synthesis of anhydrous starch were integrated into the model. 

The model was used as a basis to design and calculate a continuous process strategy for a 24 h 

wastewater treatment. Cell recycling as well as the adaptation of the macromolecular composi-

tion of a microalgae cell (especially the formation of starch as an energy storage) were consid-

ered as degrees of freedom to manipulate the process. The wastewater treatment process was 

calculated for a virtual day consisting of 6 h phases with constant light intensity or without light 

(night). Considering real weather data, a light intensity of 350 µmol·m-2·s-1 was specified for the 

morning and afternoon, while a light intensity of 700 µmol·m-2·s-1 was specified for noon. 

Skimming and external storage of the starch-rich algal biomass at noon and recycling of this 
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biomass at night were identified as tools for the complete uptake of the nutrients nitrogen and 

phosphorus also at night. In addition, a reduction of the available amount of light to 80 % in 

each period to simulate cloudy days was considered in the scenario and showed sufficient 

wastewater treatment. 
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h Förderhöhe m 

HRT 
Hydraulische Verweilzeit 
(engl. hydraulic retention time) 

d 

I0 Lichtintensität µmol·m-2·s-1 

J Fluss (Filtration) L·h-1 oder L·m-2·h-1 
k Kompressibilitätsfaktor Membran -- 
l Länge m 
m Masse g 
M Molare Masse g·mol 
n Anzahl/Zahl -- 
p Druck (m)bar oder Pa 
Pair Energiebedarf Begasung kJ·s-1 
Pe Permeabilität L·m-2·h-1 
PFD Photonenflussdichte µmol·m-2·s-1 
PP Förderleistung Pumpe kJ·s-1 

Pr Produktivität mg L·d-1 
q Anteil % 
r biomassespezifische Rate g·gBM

-1·d-1 
R reaktorspezifische Rate  
R² Bestimmtheitsmaß Regression -- 
RM Membran-Widerstand m-1 

RV Rückführverhältnis -- 
S Substrat Bereitstellung durch das Medium mg L·d-1 
SF Skalierungsfaktor  
SRT Feststoff Verweilzeit (engl. solid retention time) d 
T Temperatur °C 
t Zeit s 
TMP Transmembrandruck bar 
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U Substrat Aufnahme aus dem Medium mg L·d-1 
V Volumen L 
v membranspezifischer Vorfaktor -- 
VRF Volumetrischer Reduktionsfaktor -- 
y Ausbeutekoeffizient (engl. yield) -- 
· Wirkungsgrad oder Effizienz -- 
À volumetrischer Reduktionsfaktor -- 
Ã Dichte kg·m-3 
Ã Absorptionsquerschnitt Zelle m² 
 

Verwendete Indices der Formelzeichen 

Index Bedeutung 
abs absorbiert 
air Luft (Begasung) 
ber berechnet 
c kritisch (kritischer Flux) 
E Element 
f final/Ende 
ges gesamt 
H hoch (engl. high) 
hydro hydrostatisch 
K Komponente 
L niedrig (engl. low) 
M Membran 
Mm Makromolekül 
PBR Photobioreaktor 
Ph Photon 
PA Pausieren 
RS Rückspülen 
th theoretisch 
v Volumen Bezug (m³ Filtrat) 
W Wasser 
w Masse Bezug (kg Biomasse Retentat) 
C6 C6-Körper (Glucose) 
PAR Photosynthetisch aktive Strahlung (engl. photosynthetic active radiation) 
Ana Anabolismus 
Akk Akkumulation 
PS Photosynthese 
O2 Sauerstoff 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
Resp Respiration (Atmung) 
0 Start/Beginn 
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1 Einleitung 

1.1 Hinführung zum Thema 

Ein Videobeitrag in der Tagesschau® von August 2023 schließt mit dem Satz >Algen 3 ein 

Rohstoff der Zukunft für Ernährung und Klima< (Tagesschau.de 2023). Kommentare wie dieser 

stehen stellvertretend für das stetig wachsende Interesse von Forschung, Industrie und Politik an 

(Mikro)Algen und ihrem Potential als klimafreundliche Zellfabriken. Aufgrund der Fixierung 

von atmosphärischem CO2, der Nutzung natürlichen Sonnenlichts als Energiequelle sowie ihrer 

zellulären Zusammensetzung stehen Mikroalgen wie kaum ein anderer Organismus für Nach-

haltigkeit und ressourcenschonende Stoffproduktion. Mit einer im Vergleich zu Nutzpflanzen 

10-fach höheren Biomasseproduktion sind sie höheren Pflanzen überlegen. Zudem steht ihre 

Produktion nicht in direkter Nutzungskonkurrenz zur Herstellung von Lebens- und Futtermit-

teln, da sie auf degradierten und nicht fruchtbaren Flächen kultiviert werden können. (Abdel-

fattah et al. 2023; Gupta und Bux 2019) Damit sind Mikroalgen ein vielversprechender Lö-

sungsansatz für die Herausforderungen des 21. Jahrhunderts wie die Folgen des 

menschengemachten Klimawandels. Zudem können sie als alternative Technologien für beste-

hende (Industrie)Prozesse eingesetzt werden, ein Beispiel hierfür ist die Aufarbeitung von 

belasteten Gewässern oder Abwässern (Abdelfattah et al. 2023).  

Die in Abwässern enthaltenen Komponenten werden generell in organische, anorganische 

(hauptsächlich Stickstoff und Phosphor) und sonstige Bestandteile (Toxine, Schwermetalle, 

etc.) eingeteilt, welche vor der Einleitung in natürliche Gewässer zu entfernen sind (Gupta und 

Bux 2019). Heterotrophe Mikroorganismen werden in konventionellen Kläranlagen sehr effek-

tiv zur Eliminierung kohlenstoffhaltiger Substanzen eingesetzt. Die Nährstoffe Stickstoff und 

Phosphor können zwar mittels mikrobieller und chemischer Verfahren aus Abwässern entfernt 

werden, allerdings werden diese im Zuge dessen in die Umwelt und Atmosphäre freigesetzt und 

sind damit für eine direkte Nutzung verloren. Für einen Einsatz von Stickstoff beispielsweise als 

Düngemittel muss dieser energieaufwändig aus der Atmosphäre rückgewonnen werden (Haber-

Bosch-Verfahren). Neben Stickstoff ist Phosphor ein Hauptbestandteil der in der konventionel-

len Landwirtschaft eingesetzten Dünger. Phosphor wird aus natürlichen Quellen abgebaut, 

welche Studien zufolge bis zum Jahr 2070 versiegen könnten (Nagarajan et al. 2020) 3 ein 

effizientes Recycling der endlichen Ressource aus Abwässern ist also unabdingbar.  

Der Einsatz von Mikroalgen zur Aufbereitung von Abwässern wurde bereits in den 1960er 

Jahren beschrieben (Oswald et al. 1957). Mikroalgen sind in der Lage, eine Vielzahl an teilwei-

se toxischen Komponenten an ihrer Zelloberfläche zu absorbieren, abzubauen oder in die Zelle 

aufzunehmen. Hierzu zählt die Aufnahme der Nährstoffe Stickstoff und Phosphor in die Zelle 

und deren Fixierung in zellulären Makromolekülen wie Proteine oder Nukleinsäuren. Damit 

sind sie ein idealer Organismus für neue Konzepte in der konventionellen Abwasseraufberei-

tung. Neben der Klärung von Abwässern kann durch deren Einsatz zudem der finanzielle Auf-

wand der (großtechnischen) Mikroalgenkultivierung gesenkt werden, da die Bereitstellung 
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kostenintensiver Kulturmedien entfällt. Die effiziente Nährstoffaufnahme verschiedener Mikro-

algenspezies aus Abwässern unterschiedlicher Herkunft war und ist Gegenstand aktueller Stu-

dien (Li et al. 2019; Abdelfattah et al. 2023). Dabei werden unter photoautotrophen Kultivie-

rungsbedingungen Effizienzen von >99 % für die Entfernung von Stickstoff und Phosphor aus 

den Abwässern angegeben (Xin et al. 2010). Vor allem die Fähigkeit von Mikroalgen zur Spei-

cherung von Phosphor (dem sogenannten luxury uptake) spielt dabei eine wichtige Rolle (Solo-

vchenko et al. 2019b), wodurch die Anwendung auf eine Vielzahl von Abwässern mit unter-

schiedlichen Verhältnissen der beiden Nährstoffe möglich ist. Auch werden hohe 

Konzentrationen an Stickstoff und Phosphor von den Zellen toleriert und mit hoher Effektivität 

aufgenommen. (Beuckels et al. 2015) Zudem ist die Valorisierung der entstehenden Mikroal-

genbiomasse ein weiterer Schwerpunkt der Forschung. Dabei wird der Fokus vor allem auf die 

Erzeugung lipidreicher Zellen gelegt, welche im Anschluss für die Produktion von Biokraftstof-

fen eingesetzt werden können. (Al hattab 2015) Oftmals werden die zugrunde liegenden Studien 

allerdings unter Laborbedingungen durchgeführt. Zwar wird versucht, durch die Kultivierung 

mit Licht- und Dunkelphasen natürliche Bedingungen zu simulieren, zumeist werden die Stoff-

wechselvorgänge allerdings nur während der Lichtperioden untersucht. Zu den metabolischen 

Aktivitäten von Mikroalgen bei Dunkelheit gehört der Abbau intrazellulärer Kohlenstoffspei-

cher, welche bei Licht synthetisiert wurden (León-Saiki et al. 2017). Zudem unterliegt der 

Zellzyklus einiger Spezies einer inneren Uhr, wobei die Zellteilung in der Nacht stattfindet 

(Mittag 2001). Die Aufnahme von Nährstoffen bei Dunkelheit wird bislang bei vielen For-

schungsarbeiten nicht berücksichtigt und bildet daher einen erheblichen Untersuchungsbedarf. 

Um mit konventionellen Prozessen der Abwasseraufbereitung konkurrieren zu können, müssen 

mikroalgenbasierte Verfahren kontinuierlich ausgelegt werden, um Abwässer sowohl am Tag 

als auch in der Nacht zu klären. Bislang werden Mikroalgen großtechnisch zumeist im Satzbe-

trieb kultiviert 3 unabhängig der Anwendung. Kontinuierliche Kultivierungen werden oftmals 

aufgrund des höheren apparativen und regulatorischen Aufwands und der damit verbundenen 

Kosten vermieden. (Masojídek et al. 2023) Entsprechend sind vor der Etablierung solcher 

Verfahren viele offene Fragen zu beantworten. Im Fokus steht dabei die Anpassung des Mikro-

algenstoffwechsels an variierende Verfügbarkeiten von Licht und Nährstoffen während einer 

kontinuierlichen Betriebsweise.  

Mikroalgen können also zurecht als >Rohstoff der Zukunft für Ernährung und Klima< bezeich-
net werden. m Jahr 2021 wurden bereits 4·104 Tonnen an Algenbiomasse kommerziell produ-

ziert, wodurch circa 2·104 t Kohlenstoff fixiert werden konnten. (Masojídek et al. 2021) Durch 

eine breitere Anwendung von Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung kann diese Zahl verviel-

facht werden und damit einen wesentlichen Beitrag zur Reduktion von Treibhausgasen in der 

Atmosphäre leisten. Für alle kommenden Generationen soll die vorliegende Arbeit einen Bei-

trag leisten, einen Schritt in eine nachhaltige Zukunft zu gehen. 

1.2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Die vorliegende Arbeit war Teil eines internationalen Projektes (AnMBRA: Anaerobic Memb-

rane BioReactor and Algae production for Industrial Wastewater Recycling) zur Realisierung 

eines mehrstufigen Verfahrens zur kontinuierlichen Abwasseraufbereitung aus der Lebensmit-
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telindustrie. Nach dem Passieren eines anaeroben Membranbioreaktors zur Entfernung der 

Kohlenstoffquellen, soll das so entstandene sekundäre Abwasser in einem Mikroalgen-

Photobioreaktor von den Nährstoffen Stickstoff und Phosphor gereinigt werden. Diese mikroal-

genbasierte Reinigungsstufe ist Ausgangspunkt der Konzepte und Experimente dieser Arbeit. 

Dabei ist das Ziel die Ausarbeitung einer flexiblen Prozessstrategie für eine kontinuierliche 

Abwasseraufbereitung und die damit verbundene Optimierung der Nährstoffaufnahme durch die 

Mikroalgen während des Bioprozesses. Die Herausforderung liegt dabei in der vollständigen 

Entfernung der Nährstoffe aus dem sekundären Abwasser unabhängig der Nährstoffbeladung 

des Abwassers sowie der klimatischen Umweltbedingungen (beispielsweise Temperatur, 

Lichtintensität und Lichtstunden). Außerdem soll die Abwasseraufbereitung als kontinuierlicher 

24 h-Prozess realisiert werden, wodurch der Mikroalgenmetabolismus während der Nachtphase 

im Fokus steht. Als Freiheitsgrad zur Beeinflussung eines solchen Prozesses soll die Rückfüh-

rung von Zellen in den kontinuierlich betriebenen Photobioreaktor angewandt werden. Die 

Flexibilität im Mikroalgenstoffwechsel zur Anpassung an verschiedene Bedingungen bezüglich 

Nährstoff- und Lichtverfügbarkeit wird als zweiter Freiheitsgrad eingesetzt.  

Zunächst steht die Entwicklung einer geeigneten Methode zur Mikroalgenabtrennung im Vor-

dergrund. Die Abtrenneinheit soll kontinuierlich arbeiten und zudem an einen Photobioreaktor 

koppelbar sein, um so eine Zellrückführung während der Kultivierung zu ermöglichen. Für Vor-

Ort-Versuche am Institut soll eine Laboranlage konzipiert werden, welche an das vorhandene 

Photobioreaktorsystem angeschlossen werden kann. Außerdem wird für Experimente im Pilot-

maßstab in Zusammenarbeit mit Projektpartnern eine Abtrennanlage im Pilotmaßstab ge-

wünscht. Neben der Konzeptualisierung der Abtrenneinheit ist deren Charakterisierung ein 

wesentlicher Bestandteil der Versuche der vorliegenden Arbeit. Dabei soll die Untersuchung des 

Membran-Foulings der zu trennenden Mikroalgensuspensionen sowie die Reduktion von Fou-

ling im laufenden Betrieb Schwerpunkte sein.  

Die Adaption des Stoffwechsels der Mikroalge Chlorella vulgaris auf verschiedene Status 

bezüglich Nährstoff- und Lichtverfügbarkeiten soll im Zuge einer kontinuierlichen Kultivierung 

im Labormaßstab mit ansteigender Verdünnungsrate untersucht werden. Ein besonderer Fokus 

liegt auf den metabolischen Aktivitäten sowie der Nährstoffaufnahme der Mikroalge während 

der Nachtphasen. Die Ergebnisse soll die Identifikation verschiedener Limitierungszustände 

hinsichtlich Lichts und Nährstoffen während der kontinuierlichen Prozessführung sowie die 

daraus resultierenden Veränderungen der zellulären Zusammensetzung erlauben. Basierend auf 

den experimentellen Daten soll im Anschluss ein vereinfachtes generisches Modell des Mikro-

algenstoffwechsels sowie eine theoretische aktive Mikroalgenzelle abgebildet werden. Das 

Modell dient im Anschluss als Grundlage für die Erarbeitung einer Prozessstrategie für die 

kontinuierliche Abwasseraufbereitung im Laufe von 24 h. Dabei steht die flexible Anpassung 

der Prozessführung an unterschiedliche Lichtverhältnisse im Vordergrund. Als Freiheitsgrade 

soll die Zellrückführung in den Photobioreaktor sowie die Zellzusammensetzung der Mikroal-

gen berücksichtigt werden.  
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1.3 Stand der Technik 

1.3.1 Grundlagen des Mikroalgenstoffwechsels  

1.3.1.1 Grünalge Chlorella vulgaris 

Der Begriff Mikroalge beschreibt eine diverse Gruppe von zumeist aquatischen, Photosynthese 

betreibenden Mikroorganismen mit einer immensen Biodiversität. Die sphärische, flagellenlose 

Grünalge Chlorella vulgaris (C. vulgaris) ist als Bodenalge oder Süßwasserbewohner in ver-

schiedenen Habitaten zu finden und in der wissenschaftlichen Forschung als Modellorganismus 

anerkannt. Weiterhin ist sie als Nahrungsergänzung im Handel etabliert. Der Zelldurchmesser 

dieser Mikroalge variiert zwischen 2 und 10 µm, wobei ein Einfluss des Zellzyklus (vgl. Kapitel 

1.3.1.3) sowie von Umweltbedingungen (Nährstoffverfügbarkeit, vgl. Kapitel 1.3.1.5) auf den 

Zellradius nachgewiesen wurde. (van Hoek 1993; Safi et al. 2014; Coronado-Reyes et al. 2022; 

Yamamoto et al. 2004; Richmond und Hu 2013)  

 

Abbildung 1-1: Schematischer Aufbau einer Chlorella vulgaris Zelle mit Zellorganellen und Speicherkomponenten. 

Quelle: Erstellt von Jonathan Noll (2021) mit BioRender.com nach Safi et al. 2014, modifiziert von 

Franziska Ortiz Tena (2023) nach Solovchenko et al. 2019a und Procházková et al. 2014. 

Als Eukaryot ist eine C. vulgaris Zelle mit verschiedenen Zellorganellen ausgestattet 

(Abbildung 1-1), welche von einer Zellwand umschlossen sind. Chloroplasten sind dabei das 

Organell der Photosynthese. Sie sind von einer Doppelmembran umhüllt, welche das Stroma 

(plasmatische Phase) umschließt. Das Stroma wiederum ist von einem Membransystem, der 

Thylakoidmembran, durchzogen. In der Membran der Thylakoide sind Pigmente (hauptsächlich 

der grüne Farbstoff Chlorophyll) eingelagert, welche für die Absorption von Photonen verant-

wortlich sind und damit die Lichtreaktion der Photosynthese ermöglichen. Weiterhin enthalten 

die Chloroplasten von Grünalgen Plastide, innerhalb derer Stärkekörner um das sogenannte 
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Pyrenoid herum gebildet werden. Das Pyrenoid beschreibt eine Anhäufung von RuBisCO 

(Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase), dem wichtigsten Enzym im Calvin-

Benson-Zyklus der Dunkelreaktion der Photosynthese zur Fixierung von CO2. Die in Chloro-

plasten enthaltene DNA codiert lediglich für eine geringe Zahl an Genen, da der Großteil des 

Genoms bei eukaryotischen Algen in den Nukleus (Zellkern) transferiert wurde. Die Mito-

chondrien von Grünalgen wie C. vulgaris ähneln denjenigen höherer Pflanzen, dort finden 

metabolische Prozesse zur Energiebereitstellung (Atmung) für Wachstum und Erhaltungsstoff-

wechsel statt. Der hier ablaufende Citratzyklus liefert außerdem Kohlenstoffgerüste, welche als 

Vorstufen für die Synthese zellulärer Komponenten wie Pigmente, Aminosäuren oder Nukleoti-

de eingesetzt werden. Eukaryotische Algen enthalten außerdem eine oder mehrere Vakuolen, 

welche als Speicherort für Nährstoffe (Phosphor) oder Stoffwechselprodukte (wasserfreie 

Stärke oder Lipide) dienen und außerdem einen positiven osmotischen Druck innerhalb der 

Zelle aufrechterhalten. (Safi et al. 2014; Richmond und Hu 2013) 

1.3.1.2 Makromolekulare Zusammensetzung von Chlorella vulgaris 

Hinsichtlich der in Chlorella vulgaris vorkommenden Biomolekülen wird hauptsächlich zwi-

schen Proteinen, Polysacchariden, Lipiden, Pigmenten und Nukleinsäuren unterschieden, wel-

che im Zuge der vorliegenden Arbeit als die makromolekulare Zusammensetzung einer Mikro-

algenzelle definiert wurden. Kohlehydrate und Lipide werden weiterhin in funktionelle 

(hauptsächlich strukturelle) Moleküle und Speicherkomponenten unterteilt, welche bis zu 70 % 

des Trockengewichtes einer Mikroalgenzelle ausmachen können (Schediwy et al. 2019; Pro-

cházková et al. 2014). Die drei Makromoleküle Kohlehydrate, Lipide und Proteine haben zu-

sammen den größten Gewichtsanteil an einer Mikroalgenzelle.  

Kohlehydrate liegen in Mikroalgenzellen als reduzierende Einfachzucker oder Polysaccharide 

vor, abhängig der zu erfüllenden biologischen Funktion. Strukturpolysaccharide wie Cellulose 

sind in der Zellwand lokalisiert. Das Polysaccharid mit dem größten Anteil ist Stärke, welche 

aus Amylose und Amylopektin besteht und als Kohlenstoffspeicher fungiert. Als großes Mole-

kül ist Stärke in Form eines Korns im Lichtmikroskop in einer Mikroalgenzelle sichtbar. Au-

ßerdem werden Kohlehydrate in Form von Glykoproteinen als Signalmoleküle von der Algen-

zelle eingesetzt. (Safi et al. 2014; Ortiz-Tena et al. 2016; Richmond und Hu 2013)  

Lipide können zwischen 5-40 % der Biotrockenmasse einer C. vulgaris Zelle ausmachen (Safi 

et al. 2014). Ihre Synthese findet in den Chloroplasten statt. Lipide werden in der Zelle als 

Hauptbestandteil von Membranen eingesetzt, zudem wurden auch Glycolipide, Wachse, Phos-

pholipide, (freie) Fettsäuren sowie Triacylglyceride nachgewiesen. Letztere werden hauptsäch-

lich unter ungünstigen Wachstumsbedingungen als Kohlenstoff- und Energiespeicher gebildet 

und als Tröpfchen im Chloroplasten oder Zytosol gespeichert (vgl. Abbildung 1-6 in Abschnitt 

1.3.1.5). (Safi et al. 2014; Borowitzka et al. 2016; Richmond und Hu 2013)  

Proteine spielen in vielen Prozessen einer Mikroalgenzelle eine essenzielle Bedeutung, so sind 

sie die hauptsächlichen Katalysatoren von Stoffwechselreaktionen und damit wesentlich am 

Zellwachstum beteiligt. Zudem regulieren Proteine zelluläre Aktivitäten, dienen als chemische 

Botenstoffe und sind an Abwehrmechanismen beteiligt. In der Literatur werden für C vulgaris 

oftmals Proteingehalte zwischen 42-58 % genannt, Unterschiede werden zumeist durch ver-

schiedene Wachstumsbedingungen oder Wachstumsphasen begründet. (Safi et al. 2014; Rich-
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mond und Hu 2013) Bei der Interpretation der intrazellulären Proteinmenge wird selten der 

Gehalt an Speicherstoffen (Stärke und Lipide) berücksichtigt, welche ab einem Schwellenwert 

eine scheinbare Verringerung des Proteingehaltes in einer Zelle verursachen. Das Konzept der 

aktiven Biomasse bezieht diese Tatsache in die Analyse der makromolekularen Zusammenset-

zung mit ein und wird in Kapitel 4.1.2 im Detail beschrieben. Durch eine virtuelle Subtraktion 

der Gehalte an Speicherstoffen wird lediglich die aktiv metabolisierende Zelle betrachtet, deren 

Zusammensetzung im gesunden Zustand mehr oder minder konstant und damit unabhängig der 

Umweltbedingungen ist. Die Antwort auf variable Bedingungen von außen ergibt sich durch die 

Akkumulation von Kohlehydraten bzw. Lipiden bzw. der Funktionalität von Proteinen und nicht 

durch deren Menge.  

Das in C. vulgaris dominante Pigment ist Chlorophyll. Chlorophylle (a und b) sind die farbge-

benden Komponenten in der Thylakoidmembran in C. vulgaris und machen 1-2 % der Biotro-

ckenmasse aus. Gemeinsam mit Carotinoiden spielen die Pigmente eine zentrale Rolle in der 

Absorption von Photonen im Chloroplasten. (Safi et al. 2014) Zum intrazellulären Gehalt an 

Nukleinsäuren in C. vulgaris ist wenig bekannt. Als Schätzwert der kumulierten Menge an 

DNA und RNA kann 10 % der gemessenen Proteinmenge angenommen werden, wobei der 

Gehalt (ribosomale RNA) bei geringen Wachstumsraten sinkt. (Inomura et al. 2020) 

Der exakte Anteil eines jeden Makromoleküls in der Mikroalgenzelle variiert abhängig von 

Umweltbedingungen sowie dem Zellzyklus. Beide Aspekte werden folgend in den Kapiteln 

1.3.1.3 und 1.3.1.5 vertieft. Die biochemische Zusammensetzung von Chlorella vulgaris macht 

die Grünalge prädestiniert für eine Anwendung in verschiedensten Wirtschaftszweigen wie der 

Lebens- und Futtermittelindustrie, zur Produktion von Biokraftstoffen oder aber zur Abwasser-

aufbereitung. Das Potential von Mikroalgen 3 speziell von C. vulgaris 3 in der Abwasseraufbe-

reitung ist in Kapitel 1.3.2 beschrieben. 

1.3.1.3 Zellzyklus und zirkadiane Rhythmen von Mikroalgen 

Die Biochemie sowie die metabolischen Aktivitäten einer Mikroalgenzelle sind kein starrer 

Zustand, sondern unterliegen vielmehr einer durch Umweltbedingungen beeinflussten Dynamik. 

Hierzu zählt der Zellzyklus inklusive der dafür vorbereitenden Zellaktivitäten. Das Ziel des 

Zellzyklus ist die asexuelle Reproduktion aller zellulären Strukturen zur Bildung neuer Tochter-

zellen. Diese werden auch als Autosporen bezeichnet und haben bereits das charakteristische 

Aussehen der Mutterzelle. Die gesamte zelluläre Reproduktion von Chlorella vulgaris geschieht 

innerhalb von 24 h durch Autosporulation (Abbildung 1-2, van Hoek 1993), wobei mehr als 

zwei Tochterzellen entstehen können. Die Tochterzellen reifen während der Wachstumsphase in 

der Zellwand der Mutterzelle heran und dehnen diese aus (Abbildung 1-2 b). Nach der Reife-

phase trennen sich 4 bis 16 Autosporen in der Teilungsphase von der Mutterzelle ab (Abbildung 

1-2 c). Dadurch ist eine Veränderung in der Zellgröße für die unterschiedlichen Zellzykluspha-

sen messbar. Das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von Licht hat dabei einen wesentlichen 

Einfluss auf den zeitlichen Ablauf des gesamten Zellzyklus. Das Zellwachstum ist dabei an die 

Photosynthese gekoppelt, während der eigentlichen Zellteilung (Mitose) hingegen ist die Photo-

synthese abgeschaltet. (Yamamoto et al. 2004; Coronado-Reyes et al. 2022)  
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Abbildung 1-2: Asexuelle Reproduktion der Grünalge Chlorella vulgaris. a: Einzellige, kokkale vegetative 

C. vulgaris Zelle (im Bild: Cl - Chloroplast, P - Pyrenoid), b-c: Bildung von Autosporen durch 

C. vulgaris zur asexuellen Replikation. Quelle: van Hoek 1993. 

Vor etwa 70 Jahren gelang es zum ersten Mal, eine Mikroalgenkultur der Gattung Chlorella als 

synchrone Kultur zu kultivieren und damit deren Zellzyklus zu erforschen und Zellzyklusmo-

delle zu etablieren. In einer solchen Synchronkultur durchlaufen alle Zellen die verschiedenen 

Phasen des Zellzyklus bis hin zur Teilung zeitgleich, sodass die Zellzahl im zeitlichen Verlauf 

schubweise zunimmt. Die Zellteilung wird durch eine Zunahme der Zellgröße angekündigt, 

hervorgerufen durch den Aufbau aller essenzieller, funktioneller Strukturen/Organellen und der 

Akkumulation von Speicherstoffen. Dieser Teil des Zellzyklus ist eine Art kritischer, regulatori-

scher Mechanismus und entscheidet, ob die Zellteilung auch im Dunkeln, bzw. ohne externe 

Energieversorgung stattfinden kann. Konnten alle notwendigen Vorbereitungen getroffen wer-

den, wird die Zellteilung eingeleitet. Ist dies aufgrund ungünstiger Umweltbedingungen nicht 

der Fall, wird die Teilung angehalten. Dieser kritische Punkt im Zellzyklus wird oftmals als 

>Umschlagpunkt< (CP, engl. commitment point) bezeichnet, wobei dieser Mechanismus für 

verschiedene Vorgänge wie DNA-Replikation, Zellkernteilung sowie Zellteilung durchlaufen 

werden muss. Nach erfolgreichem Passieren der CPs wird die DNA-Replikation eingeleitet, 

gefolgt von der Teilung des Zellkernes sowie der Zelle. (Borowitzka et al. 2016)  

In der Biologie sind zyklische Mechanismen oder Abläufe wie der oben beschriebene Zellzyk-

lus häufig zu finden. Zirkadiane Rhythmen sind eine Art >innere Uhr<, also eine Anpassung von 

Organismen an tägliche auftretende Ereignisse in deren Umwelt (Licht, Hell-/Dunkelphasen, 

Temperatur) und treten bei gleichbleibenden Bedingungen etwa alle 24 h auf (Goto und Johnson 

1995). Dennoch können sie auch bei Abwesenheit der Umweltfaktoren aktiv bleiben, wie bei-

spielsweise einer Umstellung von intermittierender auf kontinuierliche Beleuchtung (Borowitz-

ka et al. 2016). Erfolgt ein inverser Wechsel des Lichtregimes aus Hell-/Dunkelphasen, so 

kommt es nach einer Umstellungsphase allerdings zu einer Anpassung der zirkadianen Rhyth-

men (Mittag 2001). In Mikroalgen beeinflussen zirkadiane Rhythmen eine Vielzahl metaboli-

scher Aktivitäten, wie beispielsweise der Stickstoffassimilation und -fixierung, der Photosyn-

these, der Pigmentsynthese oder der Chemotaxis. (Borowitzka et al. 2016) Eine zirkadiane 

Anpassung der Photosyntheseaktivität in C. vulgaris wurde von SOROKIN und MYERS ermit-

telt. Diese sank mit zunehmender Dauer der Lichtphase und erreichte ein Minimum, welches 

mit der beginnenden Zellteilung zusammen fiel (SOROKIN und MYERS 1957). Bezüglich des 

ebenfalls innerhalb von 24 h auftretenden Zellzyklus bleibt offen, ob dieser einem eigenständi-

gen zirkadianen Rhythmus unterliegt, durch eine Art Zellteilungsrhythmus gesteuert wird oder 

aber durch eine Interaktion der Faktoren. Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass der 
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Zellzyklus und die dazugehörenden Stoffwechselaktivitäten zirkadianen Rhythmen unterliegen, 

welche an die Dauer von Licht- und Dunkelphasen angepasst sind. Die Teilung findet dabei 

zumeist in Abwesenheit von Licht 3 sprich der physiologischen Nacht 3 statt. (Mittag et al. 

2005; Suzuki und Johnson 2001; León-Saiki et al. 2017; Borowitzka et al. 2016). Bei einer 

kontinuierlichen Beleuchtung der Mikroalgenzellen wird die Zellteilung während der vermeint-

lichen Nacht ausgeführt (Winter et al. 2013a). Für eukaryotische Mikroalgen ist die Zellteilung 

häufig während der Nacht synchronisiert (Winter et al. 2013b).  

Die biochemische Zusammensetzung einer Mikroalgenzelle variiert während eines Zellzyklus 

aufgrund der bereits beschriebenen Abläufe. Für die Grünalge Neochloris oleoabundans wurde 

diese Anpassung der intrazellulären Makromoleküle bei kontinuierlicher Beleuchtung unter-

sucht (Winter et al. 2013b). Die Zellteilung wurde während der hypothetischen Nacht nachge-

wiesen, wobei maximale Gehalte für Stärke, Lipide und Proteine direkt vor der eigentlichen 

Teilung gemessen wurden. Der Proteingehalt erreichte ein Minimum direkt nach Abschluss des 

Zellzyklus. Eine Reduktion der intrazellulären Proteinmenge kann demnach als Indiz für eine 

Teilungsaktivität von Mikroalgenzellen herangezogen werden. Auch unter Nährstofflimitierun-

gen (Stickstoff) wurde ein Zusammenhang der makromolekularen Zusammensetzung mit dem 

Zellzyklus ermittelt (Winter et al. 2014). Allerdings war der Anteil an teilenden Zellen geringer, 

im Vergleich zu einer nicht-limitierten Kultur wurde der Zellzyklus an den verschiedenen 

Umschlagspunkten aufgrund der Stickstofflimitierung pausiert. Die Biomassezusammensetzung 

bei der Anwendung von Hell-/Dunkelzyklen entsprach derjenigen bei kontinuierlicher Beleuch-

tung mit Ausnahme eines verringerten Stärkegehaltes (Winter et al. 2017a). Eine Variation der 

Dauer der Lichtperiode führte zwar zu einer Variation in der Biomassezusammensetzung 

(hauptsächlich Zunahme des Stärkegehaltes), hatte aber keine Auswirkung auf die zirkadianen 

Aktivitäten (Winter et al. 2017b).  

1.3.1.4 Photosynthese und photoautotrophe Kultivierung 

<It9s not love or money that makes the world go round, it9s photosynthesis=  
(Richmond und Hu 2013) 

Vor circa 3,4 Billionen Jahren wurde die oxygene Atmosphäre der Erde durch sauerstoffprodu-

zierende Organsimen geschaffen. Photoautotrophe Organismen nutzen die Energie des Sonnen-

lichts und wandeln dieses zusammen mit anorganischen Komponenten zu organischen Substan-

zen um. Bei diesem, besser als Photosynthese bekannten Prozess, entsteht Sauerstoff als 

Nebenprodukt, welches in die Umwelt entweicht. Die oxygene Photosynthese wird oftmals als 

durch Lichtenergie getriebene Redoxreaktion verstanden. Dabei werden die Abläufe in die 

Licht- und Dunkelreaktion eingeteilt (Abbildung 1-3).  

 

Abbildung 1-3: Unterteilung der oxygenenen Photosynthese in Licht- und Dunkelreaktion mit den zugehörigen 

Hauptprodukten. Quelle: eigene Darstellung nach Richmond und Hu 2013 und Masojídek et al. 2021. 
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Lichtenergie wird durch Chlorophyll-Moleküle in den Chloroplasten gesammelt und in der 

Lichtreaktion an photosynthetisch aktiven Membranen in chemische Energie gebunden. Dabei 

werden ein biochemischer Reduktant (NADPH2) und eine hoch energetische Komponente 

(ATP) erzeugt. Im Stroma des Chloroplasten findet die Dunkelreaktion statt, hier werden 

NADPH2 und ATP in einer sequenziellen biochemischen Reduktion von Kohlenstoffdioxid 

(CO2) zu Kohlenhydraten (CH2O) eingesetzt. Die Umwandlung von CO2 zu Kohlehydraten 

findet in vier Reaktionsschritten statt, welche im sogenannten Calvin-Benson-Zyklus zusam-

mengefasst werden. (Richmond und Hu 2013; Masojídek et al. 2021) In der Dunkelreaktion der 

Photosynthese werden theoretisch 8-10 Photonen zur Fixierung eines CO2-Moleküls benötigt 

(brutto, YPh,CO2). Zum Aufbau der Zelle wird jedoch weiteres ATP benötigt, welches aus der 

Veratmung der gebildeten Glucose resultiert. Die Anzahl steigt so auf ca. 20 Photonen pro in 

der Biomasse gebundenem C-Atom (sogenannte Netto-Photosyntheserate). Weiterhin variiert 

sie abhängig der makromolekularen Zusammensetzung der Mikroalgenzelle, da beispielsweise 

Lipide einen höheren spezifischen Energiegehalt besitzen. Für protein- oder lipidreiche Zellen 

kann der Photonenbedarf auf 28-29 ansteigen. (Masojídek et al. 2021; BOLTON und HALL 

1991; Posten 2013)  

Entsprechend ist das photoautotrophe Wachstum von Mikroalgen im Vergleich zu heterotro-

phen Mikroorganismen durch das Substrat >Licht< abzugrenzen. Photonen ersetzen organische 
Energiequellen, welche als Motor des heterotrophen Stoffwechsels dienen, die Menge an pro 

Zelle verfügbaren Lichts determiniert bei ansonsten unlimitiertem Wachstum dessen Geschwin-

digkeit. Zur Beschreibung der Lichtabhängigkeit des Mikroalgen-Stoffwechsels hat sich die 

sogenannte Photosyntheserate-Lichtintensität-Kurve (kurz P-I-Kurve1) etabliert. Hierbei wird 

die Abhängigkeit der Photosyntheserate vom eingestrahlten Licht beschrieben. Dabei ist die pro 

Biomasse absorbierte Anzahl an Photonen (sog. Lichtverfügbarkeit) entscheidend, wobei typi-

scherweise drei Bereiche der Kurve identifiziert werden: (1) der lineare Anfangsbereich, (2) der 

konstante Sättigungsbereich und (3) dem Bereich der Photoinhibierung. Unter Lichtlimitierung 

(1) hängt die Photosyntheserate linear vom Licht ab, bis die enzymatischen Reaktionen der 

Dunkelreaktion zum Engpass werden. Im lichtgesättigten Bereich (2) ist die maximale Photo-

syntheserate erreicht, ab einem Schwellenwert der eingestrahlten Lichtmenge tritt sogar eine 

Reduktion der Rate aufgrund der sogenannten Photoinhibierung (3) auf. (Masojídek et al. 2021; 

Richmond und Hu 2013) Wird statt der Photosyntheserate die spezifische Wachstumsrate µ 

aufgetragen, ergibt sich quantitativ ein analoger Kurvenverlauf. Die Übersetzung zwischen 

beiden Kurven erfolgt über sogenannte kinetische Modelle. (Schediwy et al. 2019)  

Mikroalgen werden in zumeist von außen beleuchteten Photobioreaktoren kultiviert. Das auf die 

Reaktoroberfläche auftreffende Licht dringt zwar in die Kultursuspension ein, wird allerdings 

entlang der Reaktordicke durch die gegenseitige Abschattung der Zellen stetig abgeschwächt. Je 

nach Biomassekonzentration können dadurch Dunkelzonen im Reaktor entstehen, in welchen 

die Zellen nicht mit Licht versorgt werden. Dieser Lichtpfad ist bei der Simulation des Mikroal-

genwachstums zu berücksichtigen, da er zu unterschiedlichen Wachstumsraten entlang der 

 
1 Die einschlägige Literatur definiert P als Abkürzung für die Photosyntheserate. Mit Ausnahme 
der Nennung der P-I-Kurve an dieser Stelle ist P im gesamten Text der vorliegenden Arbeit 
allerdings als Abkürzung für Phosphor festgelegt. 
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Reaktordicke führt (vgl. Kapitel 8.5). Während einer kontinuierlichen Kultivierung im soge-

nannten Chemostaten wird einem Photobioreaktor permanent frisches, zellfreies Medium mit 

einem konstanten Volumenstrom (FEin) zu- und ein gleiches Volumen an zellhaltigem Reakto-

rinhalt (FAus) abgeführt (Abbildung 1-4), sodass ein konstantes Kulturvolumen im Photobioreak-

tor VPBR gewährleistet ist. Der Vorteil gegenüber Satzkultivierungen liegt in der ständigen 

Zufuhr wachstumslimitierender, im Medium gelöster Komponenten. Zudem werden hemmende 

Stoffwechselprodukte permanent entfernt, wodurch Mikroalgenwachstum und Zellteilung über 

einen langen Zeitraum hinweg aufrechterhalten werden. 

 

Abbildung 1-4: Ein- und austretende Stoffströme während einer kontinuierlichen Kultivierung in einem Photobiore-

aktor im stationären Gleichgewicht. Quelle: eigene Darstellung. 

Die sogenannte Durchflussrate wird dabei als Maß des pro Zeiteinheit ausgetauschten Reaktor-

volumens definiert: 

 D = 
FEin

VPBR
 (1.1) 

   
Eine Massenbilanz der Biomasse im Photobioreaktor im stationären Gleichgewicht ohne Ak-

kumulation bzw. Nettozunahme von Biomasse (Differenz der durch Teilung neu gebildeten und 

der im Reaktorausfluss ausgetragenen Biomasse) kann wie folgt aufgestellt werden:  

FEin·cBM,Ein - FAus·cBM,Aus + µ·cBM,PBR·VPBR = Biomasse Akkumulation = 0 (1.2) 
  
Die Lösung von Gleichung (1.2) liefert folgenden Zusammenhang zwischen Verdünnungsrate D 

und spezifischer Wachstumsrate µ während einer kontinuierlichen Kultivierung: 

 µ = D (1.3) 
   

Übersteigt die Durchflussrate die speziesabhängige maximale spezifische Wachstumsrate µmax, 

so kommt es zum Auswaschen der Mikroalgenzellen aus dem Reaktor, da mehr Zellen ausge-

tragen, als durch Proliferation neu gebildet werden können. (Posten 2018) 

Wie erwähnt stellt Substrat >Licht< bei photoautotrophen Kultivierungen eine Besonderheit da, 
da dieses nicht durch das Kulturmedium bereitgestellt wird. Steigt die Verfügbarkeit von im 

Medium gelösten Komponenten mit zunehmender Durchflussrate D an, so bleibt die in den 

Photobioreaktor eintretenden eintretende Photonenzahl (determiniert durch die auf der Reaktor-

oberfläche auftreffenden Lichtintensität I0) 3 und damit der Energieeintrag für die Zellen 3 
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konstant. Die Simulation eines vereinfachenden Modells eines einseitig beleuchteten, kontinu-

ierliche betriebenen Plattenreaktors, welches die Abhängigkeiten von Biomassekonzentration, 

Lichtintensität (I0) und Durchflussrate (D) berücksichtig, ist in Abbildung 1-5 dargestellt. Das 

Modell gibt das makroskopische Verhalten des Reaktors qualitativ wieder, wobei als Limitie-

rungen für das Mikroalgenwachstum lediglich die Faktoren Licht und Stickstoff berücksichtigt 

sind. Die der Simulation zugrunde liegenden Formeln und Beziehungen sind im Anhang in 

Kapitel 8.6.3 dargestellt.  

 

Abbildung 1-5: Simulation einer kontinuierlichen Mikroalgen Kultivierung in einem Flachplatten Photobioreaktor 

mit einseitiger Beleuchtung. Die erzielbare Biomassekonzentration cBM hängt von der angewandten 

Verdünnungsrate D sowie der eingestrahlten Lichtintensität I0 ab.  

Die maximal erreichbare Biomassekonzentration wird in der Modellierung durch die Nährstoff-

konzentration (Stickstoff) im Medium auf 4 g·L-1 begrenzt und wird lediglich bei hohen 

Lichtintensitäten und geringen Durchflussraten erreicht. Die Simulation zeigt den Einfluss des 

Substrates Licht deutlich, da eine Erhöhung der Verdünnungsrate bei konstantem I0 mit einer 

Abnahme der Biomassekonzentration einhergeht. Wird die Verdünnungsrate erhöht, werden 

schlagartig mehr Zellen aus dem Reaktor ausgetragen als durch das Wachstum entstehen. Die 

damit verbundene erhöhte Verfügbarkeit an Nährstoffen und Licht pro Zelle führt zu einer 

ansteigenden spezifischen Wachstumsrate, bis das stationäre Gleichgewicht µ = D wieder 

erreicht ist. Da die für das Wachstum zur Verfügung gestellte Energie (Photonen) unabhängig 

von D konstant bleibt, der Bedarf pro Zelle bei hohen Verdünnungsraten aber ansteigt, muss die 

Zellzahl als Konsequenz sinken. Würde die Lichtintensität bei einer definierten Verdünnungsra-

te erhöht, könnten höhere Biomassekonzentrationen erzielt werden 3 unter der Voraussetzung, 

dass Licht und nicht Nährstoffe das Wachstum an diesem Punkt limitieren.  
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1.3.1.5 Nährstoffaufnahme von Mikroalgen 

Neben Licht als Energiequelle benötigt eine Mikroalgenzelle für ihr Wachstum eine Vielzahl an 

Mikro- (z.B. Eisen oder Selen) und Makronährstoffen (wie Stickstoff, Phosphor oder Schwefel), 

welche bei phototrophen Kultivierungen durch das Kulturmedium zur Verfügung gestellt wer-

den müssen. Für eine Anwendung von Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung (Abschnitt 

1.3.2) spielen die Verfügbarkeit und Aufnahme von Stickstoff und Phosphor eine zentrale Rolle, 

weshalb der Fokus des vorliegenden Kapitels auf diese beiden Makronährstoffe gesetzt ist. Eine 

detailreiche Beschreibung vieler für das Mikroalgenwachstum relevanten Nährstoffe geben 

Borowitzka et al. 2016 und Procházková et al. 2014.  

In natürlichen Habitaten reguliert zumeist die Verfügbarkeit von Stickstoff als limitierendes 

Element das Wachstum von Mikroalgen. Stickstoff (N) spielt eine zentrale Rolle im Primärme-

tabolismus einer Mikroalgenzelle und damit in der Synthese von Aminosäuren (und folglich 

Proteinen), Nukleinsäuren und Pigmenten (Alam und Wang 2019). Für Chlorella wird in der 

Literatur ein intrazellulärer Stickstoffgehalt zwischen 5 und 10 % angegeben (Beuckels et al. 

2015). Allerdings ist Stickstoff in seiner anorganischen Form nicht in Algenzellen speicherbar, 

die Assimilation von N setzt den Einbau in ein Kohlehydrat Skelett voraus, weshalb Stickstoff- 

und Kohlenstoffmetabolismus eng miteinander verknüpft sind. (Franks et al. 2022) Stickstoff 

kann in der Zelle also nur aktiv eingebaut, nicht aber als Granula oder Korn gespeichert werden.  

In seiner anorganischen Form kann Stickstoff von Mikroalgen als Ammonium (NH4
+) oder 

Stickstoffoxid (NOx) aufgenommen und metabolisiert werden (Chen und Wang 2020), wobei 

NH4
+ die bevorzugte Stickstoffquelle darstellt (Alam und Wang 2019), da es direkt verstoff-

wechselt werden kann. Nitrat (NO3
-) wird nach dessen Aufnahme in die Zelle durch die soge-

nannte Nitratreduktase im Zytosol zu NO2
- reduziert, wobei ein nicht unerheblicher energeti-

scher Aufwand von 1,81 mol Photonen pro mol NO3
- von der Mikroalgenzelle eingesetzt 

werden muss (Borowitzka et al. 2016). Nach der Aufnahme von NO2
- in den Chloroplasten wird 

dieses weiter zu NH4
+ reduziert. (Procházková et al. 2014) Im Chloroplasten findet dann im 

sogenannten GS/GOGAT Zyklus (GS: Glutamin-Synthetase, GOGAT: Glutamin-Oxoglutarat-

Amino-Transferase) die Fixierung von NH4
+ in einem aus der Photosynthese bzw. dem Calvin-

Benson-Zyklus stammenden Kohlenstoffgerüste statt. (Borowitzka et al. 2016) 

Abhängig von den umgebenden Bedingungen, welchen eine Algenzelle ausgesetzt ist, werden 

deren Transkriptom und Proteom angepasst (Borowitzka et al. 2016). Bei einer Stickstofflimi-

tierung wird der Kohlenstofffluss der Photosynthese in Richtung der Synthese von Energiespei-

chern geleitet. Zu diesen zählen die Speichermoleküle Stärke und Lipide (hauptsächlich Tri-

acylglyceride (TAG), siehe Abbildung 1-6 b-d), welche auf bis zu 70 % des Trockengewichtes 

einer Mikroalgenzelle ansteigen können. (Procházková et al. 2014; Breuer et al. 2014)  
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Abbildung 1-6: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer C. vulgaris Zelle unter Stickstofflimitierung. (a) Kon-

trolle, (b) Limitierung für 3 Tage, (c) Limitierung für 6 Tage und (d) Limitierung für 9 Tage; im Bild: 

L: Lipidtröpfchen, S: Stärkekorn. Quelle: Liu et al. 2022. 

Die Synthese von Stärke und Lipiden hat dabei gemeinsame Vorstufen, wobei Stärke zumeist 

als Kurzzeitenergiespeicher, Lipide hingegen als Langzeitenergiespeicher fungiert. Die Art und 

Menge der gebildeten Kohlenstoffspeicher ist dabei speziesabhängig. (León-Saiki et al. 2017; Li 

et al. 2016; Procházková et al. 2014) Für den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chlorella 

vulgaris Stamm wurde die zeitgleiche Bildung beider Speicher bei Stickstofflimitierung nach-

gewiesen (Safi et al. 2014; Liu et al. 2022). 

Durch die direkte stöchiometrische Kopplung von Stickstoffaufnahmerate (und damit dessen 

Verfügbarkeit) und Wachstumsrate ist bei einer Stickstofflimitierung und einer damit einherge-

henden geringeren Aufnahme des Nährstoffs auch die Neubildung von Biomasse reduziert. (Li 

et al. 2016; Franks et al. 2022). Auf Ebene der Makromoleküle führt dies zu einer Reihe von 

Anpassungen wie der Reduktion von photosynthetisch aktiven Pigmenten und einer damit 

einhergehenden verringerten Lichtabsorption. Der zelluläre Energiebedarf ist aufgrund des 

langsameren Wachstums geringer, weshalb bei gleichbleibender Lichtnutzungseffizienz ledig-

lich die Expression des Photosyntheseapparates reduziert wird. (Benvenuti et al. 2015). Eine 

andauernde Stickstoffunterversorgung kann allerdings zu einer Schädigung des Chloroplasten 

führen (Li et al. 2016). Bei einem anhaltend starken Mangel an Stickstoff sind zudem die Prote-

ine des Photosyntheseapparates, wie beispielsweise die des Photosystems II (zuständig für den 

linearen Elektronentransport), aufgrund ihrer hohen Umsatzrate von einer Degradierung betrof-

fen (Benvenuti et al. 2015; Soto0Ramírez et al. 2021; Janssen et al. 2018). Die Synthese sekun-

därer Carotinoide ist eine weitere Folge eines Stickstoffmangels in manchen Mikroalgenspezies 

wie beispielsweise Haemtococcus pluvialis, welche kommerziell zur Produktion von Nahrungs-

ergänzungsmitteln wie Astaxanthin ausgenutzt wird (Procházková et al. 2014).  

Neben Stickstoff besteht eine Mikroalgenzelle aus einer Vielzahl von Elementen, wobei die 

Elemente Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H), Sauerstoff (O), Stickstoff sowie Phosphor (P) den 

größten Anteil an der Biomasse ausmachen. Eine in diesem Zusammenhang genannte virtuelle 

Summenformel einer Mikroalgenzelle wurde von Stumm und Morgan 1996 zu 

C106H263O110N16P definiert. Diese deckt sich mit dem sogenannten Redfield Verhältnis der 
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Elemente C:N:P von 106:16:1 in Phytoplankton, welches die Zusammensetzung von natürli-

chem Seewasser wiederspiegelt (Geider und La Roche 2002). Dieses Verhältnis wird oftmals 

bei der Auswahl geeigneter Kulturmedien für Mikroalgen herangezogen, um die Nährstoffe in 

adäquater Menge sowie in bioverfügbarer Form für ein unlimitiertes Wachstum bereit zu stel-

len. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Aufnahmekapazität von Stickstoff und Phosphor 

gleichermaßen von der umgebenden Konzentration beider Nährstoffe abhängt (Beuckels et al. 

2015). So kann bei einem N:P Verhältnis eines Mediums von > 16:1 aufgrund eines Phosphor-

defizits oftmals keine vollständige Stickstoffaufnahme durch die Mikroalgenzellen erfolgen. 

Andersherum ist bei N:P von <16:1 eine vollständige Phosphoraufnahme nur dann möglich, 

wenn dieser in der Zelle gespeichert wird. (Solovchenko et al. 2016; Beuckels et al. 2015)  

Phosphor wird von Mikroalgenzellen als Phosphat (PO4
3-) aufgenommen, wobei dessen aktiver 

Transport in die Zelle sehr energieaufwändig ist (Procházková et al. 2014), da die negative 

Ladung einen diffusiven Transport verhindert (Solovchenko et al. 2016). Eukaryotische Algen 

wie Chlorella vulgaris exprimieren zumeist mehrere Phosphattransporter auf ihrer Zelloberflä-

che, deren Form und Zahl die die Kinetik der Phosphataufnahme bestimmt, wobei diese in der 

Regel als Michaelis-Menten Kinetik beschrieben wird. (Borowitzka et al. 2016). Der intrazellu-

läre Phosphorgehalt von Chlorella wird in der Literatur abhängig der umgebenden Phosphor-

konzentrationen zwischen 0,5 und 1,3 % angegeben (Beuckels et al. 2015). In Zellen dient 

Phosphor als >Energiewährung< (ATP und GTP), um verschiedenste biochemische Reaktionen 
zu realisieren. Zudem wird der Nährstoff zur Modifikation von Proteinfunktionen genutzt und 

ist ein wichtiger Baustein von Membranlipiden (Phospholipide), phosphorylierten Zuckern und 

Nukleinsäuren. Letztere stellen dabei die Hauptsenke für Phosphor in der Zelle dar. (Borowitzka 

et al. 2016) 

 

Abbildung 1-7: Mikroskopische Aufnahmen (Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)) von C. vulgaris mit 

Phosphatakkumulation. im Bild: P: Polyphosphat-Granula, Ch: Chloroplast, M: Mitochondrium, N: 

Nukleus, V: Vakuole; Quelle: Solovchenko et al. 2019b. 

In einigen Mikroalgenspezies wurde die Fähigkeit zur Speicherung von für das Wachstum 

überschüssigem anorganischen Phosphor in sogenannten Polyphosphat-Granula nachgewiesen 

(siehe Abbildung 1-7). Dieser in der einschlägigen Literatur auch als >luxury uptake< bezeich-

nete Vorgang wird durch einen Phosphorüberschuss im umgebenden Medium induziert und 

kann den intrazellulären Phosphorgehalt auf bis zu 4-6 % steigern. Die Granula sind langkettige 
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Polymere aus Orthophosphat, welche über hochenergetische, ATP-ähnliche Bindungen mitei-

nander verknüpft sind. Neben der Speicherung von Phosphor können sie weitere biologische 

Funktionen in Zellen übernehmen, darunter als Energiespeicher, Regulation der Genexpression, 

oder als Chelator für Schwermetalle. Die Fähigkeit einiger Mikroalgenspezies 3 darunter auch 

Chlorella 3 zur Speicherung von Polyphosphat hat für eine Anwendung und Valorisierung von 

Algenbiomasse viele Vorteile: Im Abwasserbereich können so Abwässer unterschiedlichster 

Nährstoffbeladungen eingesetzt werden, auch Schwankungen in der Zusammensetzung sind 

dadurch ausgleichbar. Hinsichtlich eines Einsatzes von Mikroalgen als Düngemittel ist P-reiche 

Biomasse eine nachhaltige Alternative zur effizienten Nährstoffsupplementierung von landwirt-

schaftlichen Flächen. (Sforza et al. 2018; Powell et al. 2009; Solovchenko et al. 2019b) 

1.3.1.6 Metabolismus bei Abwesenheit von Licht 

Fällt der Begriff >Photosynthese<, so ist dieser unweigerlich mit dem Wort >Licht< assoziiert 3 

da Photonen die benötigte Energie für die Reaktionen liefern. Die zellulären Vorgänge bei Licht 

bzw. variierenden Lichtverfügbarkeiten wurden bis heute bis ins Detail untersucht und ver-

schiedene Modelle zur mathematischen Beschreibung der Photosynthese entworfen (Schediwy 

et al. 2019; De-Luca et al. 2018). Der Metabolismus einer Mikroalgenzelle bei Abwesenheit von 

Licht ist nicht direkt mit dem photosynthetischen Apparat, sondern mit den Mitochondrien bzw. 

der mitochondiralen Atmung verknüpft. Die Stoffwechselprozesse finden auch bei Anwesenheit 

von Licht statt und werden zudem indirekt durch die Lichtintensität beeinflusst. (Masojídek et 

al. 2021) Bisher sind die auch als >Dunkelmetabolismus< bezeichneten Abläufe allerdings 
wenig untersucht. Die Stoffwechselrate bei Dunkelheit macht speziesabhängig 10-15 % der 

Brutto-Photosyntheserate aus und reduziert die Netto-Biomasseproduktion damit wesentlich 

(Beardall et al. 1994). 

Die am häufigsten auftretende Problemstellung in Zusammenhang mit einer Untersuchung des 

Metabolismus im Dunkeln ist der Verlust an Biomasse über Nacht. Zumeist wird eine uner-

wünschte Reduktion der Biomasse um bis zu 22 % beobachtet, welche mit der Wachstumsphase 

der Zellen sowie der Lichtverfügbarkeit während des Tages in Verbindung gebracht wird. 

(Ogbonna und Tanaka 1996; Edmundson und Huesemann 2015; León-Saiki et al. 2017; Doucha 

und Lívanský 1995; Torzillo et al. 1991; Grobbelaar und Soeder 1985). Oftmals wird die höchs-

te Biomasseabnahme in der exponentiellen Wachstumsphase einer Satzkultivierung postuliert 

(Ogbonna und Tanaka 1996; Edmundson und Huesemann 2015), wobei die sinkende Lichtver-

fügbarkeit pro Zelle mit zunehmender Kultivierungsdauer nicht in der Interpretation der Ergeb-

nisse berücksichtigt wird. Zwischen Lichtintensität und der Menge an synthetisierten intrazellu-

lären Kohlenhydraten, hauptsächlich Stärke, besteht eine positive Korrelation (Torzillo et al. 

1991). Die Stärke dient den Mikroalgen dabei als wichtiger Kurzzeitenergiespeicher (León-

Saiki et al. 2017). Folglich hängt die Reduktion der Biomasse von der Menge an Stärke ab, die 

eine Mikroalgenzelle während des Tages akkumuliert und während der Dunkelheit verbraucht 

(Lu et al. 2005; Edmundson und Huesemann 2015; Ogbonna und Tanaka 1996). Cha et al. 

wiesen eine Abnahme des intrazellulären Lipidgehaltes während einer sechstägigen Inkubation 

von Chlorella im Dunkeln nach. Eine Analyse der Fettsäuren zeigte zunächst eine Zunahme der 

gesättigten Fettsäuren nach kurzer Dunkelinkubation von drei Tagen, gefolgt von deren Ab-

nahme. Die Synthese gesättigter Fettsäuren dient bei Lichtüberschuss als Senke für die während 

der Photosynthese entstehenden Energieträger ATP und NADPH2 (Sforza et al. 2012; Amini 
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Khoeyi et al. 2012; Zhukova 2007). Die Ergebnisse zeigen, dass Chlorella gesättigte Fettsäuren 

als Langzeitenergiespeicher auch bei Abwesenheit von Licht bildet und anschließend zur Ener-

giebereitstellung metabolisiert.  

Auf der Genomebene entdeckten Mundt et al. eine Veränderung der Gen-Transkripte in Rich-

tung heterotrophe Energieversorgung (Stärke- und Triacylglyceridstoffwechsel), wenn die 

Photosynthese nicht effizient ist oder gar nicht stattfindet (Mundt et al. 2019). Darüber hinaus 

werden intrazelluläre Kohlenstoff- und Stickstoffflüsse bei geringen Lichtintensitäten 

(2 µmol·m-2·s-1) von der Produktion von Energiespeicherkomponenten auf die Protein- und 

Pigmentsynthese umgelenkt (Mock und Kroon 2002). Dies unterstreicht, dass Mikrolagenzelle 

auch bei Abwesenheit von Licht metabolische Aktivität zeigen.  

Zu den Stoffwechselaktivitäten während der Dunkelheit gehören demnach sowohl die Verat-

mung von Stärke sowie Speicherlipiden als auch der Aufbau von zellulären Makromolekülen 

wie Proteinen sowie Zellwachstum bzw. -teilung (Ogbonna und Tanaka 1996; Cha et al. 2021). 

Neben der Lichtverfügbarkeit hat zudem die Temperatur vor und während der Dunkelphasen 

einen Einfluss auf den Metabolismus bei Abwesenheit von Licht (Grobbelaar und Soeder 1985; 

Torzillo et al. 1991).  

Janssen et al. wiesen außerdem eine nächtliche Aufnahme von Stickstoff in stickstofflimitierten 

Nannochloropsis-Kulturen. Dabei wurde der Nährstoff zu Beginn einer achtstündigen Dunkel-

phase zugegeben und zum Aufbau von Proteinen, Pigmenten und neuer Biomasse genutzt. 

Studien dieser Art verfolgen zumeist die Steigerung der Lipidproduktion, um die gewonnene 

Biomasse zur Biokraftstoffproduktion einzusetzen. Eine genauere Untersuchung der Mechanis-

men der Nährstoffaufnahme bei Dunkelheit steht also noch aus.  

1.3.2 Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung 

1.3.2.1 Konventionelle Abwasseraufbereitung 3 Überblick und Herausforderungen 

Die menschliche Existenz ist direkt an das Vorhandensein von (Trink)Wasser geknüpft. Wo 

Menschen Zivilisationen etablieren, fällt allerdings auch Abwasser an. Bereits vor dem industri-

ellen Zeitalter wurden in China und im römischen Reich Kanalsysteme entwickelt, um Abwäs-

ser aus den Städten zu leiten und damit Krankheiten einzudämmen. Mit Beginn der industriellen 

Revolution im 19. Jahrhundert wurde das Abwasser auch aufgrund der toxischen Rückstände 

der Industrieprozesse ein zunehmendes Problem, weshalb die erste kommunale Abwasseranlage 

1876 in England entstand. (Mohsenpour et al. 2021) In Deutschland werden Abwässer heute in 

rund 10.000 Anlagen aufbereitet, über 97 % der Bevölkerung an die zentrale öffentliche Kanali-

sation angeschlossen (Bundesministerium für Umwelt, Naturschutz und nukleare Sicherheit 

2023b). Abwässer werden hauptsächlich in drei Gruppen eingeteilt: kommunale, landwirtschaft-

liche und industrielle Abwässer mit unterschiedlichen Gehalten an Kohlenstoff (C), Stickstoff 

(N) und Phosphor (P), welche vor dem Einleiten in natürliche Gewässer zum Schutz vor Eutro-

phierung entfernt werden müssen. Vor allem landwirtschaftliche Abwässer weisen hohe N- und 

P-Gehalte auf (0,08 - 491 mmolN·L-1 und 0 - 19,5 mmolP·L-1, Monfet und Unc 2017), die in 

konventionellen Aufarbeitungsanlagen oft nicht vollständig entfernt werden können.  
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Überblick konventioneller Abwasseraufbereitungsanlagen 

Die heutige konventionelle Abwasseraufbereitung in den Kläranlagen Deutschlands besteht aus 

einer Abfolge an physikalischen oder mechanischen, chemischen und biologischen Methoden. 

Im Wesentlichen ist der Prozess durch den Abbau organischer Verbindungen mittels eines 

Konsortiums von Bakterien charakterisiert, welche diese in ein stabiles Endprodukt unter der 

Bildung von CO2 und CH4 abbauen. (Shah 2023) Zumeist wird in der ersten Reinigungsstufe 

eine mechanische Entfernung von festen Schwimm- und Schwebstoffen erreicht. Anaerobe und 

aerobe mikrobiologische Abbauvorgänge (Belebtschlammverfahren) bilden die zweite Reini-

gungsstufe zur Elimination von Kohlenstoffverbindungen und organisch gebundenem Stickstoff 

(bakterielle Nitrifikation und Denitrifikation). Zu den chemischen Verfahren der dritten Reini-

gungsstufe zählen die abiotische Oxidation oder die Fällung von Phosphor. Abhängig von der 

Art des Abwassers beziehungsweise dessen Verunreinigung folgt eine vierte Stufe zur Entkei-

mung oder Entfernung von Spurenstoffen. (Shah 2023; Acién Fernández et al. 2018) 

 

Abbildung 1-8: Übersicht der einzelnen Reinigungsstufen und Verfahren der konventionellen Abwasseraufbereitung 

in Kläranlagen in Deutschland. Ein potenzieller Einsatz von Mikroalgen zur Aufbereitung ist in der 

zweiten und dritten Reinigungsstufe denkbar (grüne Markierung). Quelle: eigene Darstellung nach 

Shah 2023 und Acién Fernández et al. 2018. 

Herausforderungen der konventionellen Abwasserbehandlung 

Ein Hauptproblem der konventionellen Abwasseraufbereitung ist deren hoher Energiever-

brauch, welcher zwischen 25-40 % der gesamten Betriebskosten einer Anlage verursacht (Shah 

2023). Dabei liegt der Energiebedarf konventioneller Anlagen bei bis zu 2-4 % des nationalen 

Energieverbrauchs (Bhatia et al. 2021; Li et al. 2019), wobei in Deutschland ~67 % davon auf 

die biologische Reinigung und Nachklärung entfallen (Umweltbundesamt: Energieeffizienz 

kommunale Kläranlagen 2011). Vor allem ist die für das Wachstum sowie den Abbau der 

organischen Bestandteile aerober Mikroorganismen notwendige Belüftung der Belebungsbe-

cken energieintensiv. Überdies hinaus haben durch konventionelle Anlagen geklärte Abwässer 

einen hohen Restenergiegehalt von 7,6-16,8 kJL-1, welcher bei einer Einleitung in natürliche 

Gewässer ungenutzt bleibt (Nagarajan et al. 2020). Die Emission großer Mengen an Treibhaus-
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gasen (Kohlenstoffdioxid, Methan sowie Distickstoffmonoxid) ist ein weiteres schwerwiegen-

des Problem der konventionellen Abwasseraufbereitung (Li et al. 2019; Mannina et al. 2016). 

Es wird geschätzt, dass die aktuell durch den Sektor Abwasser entstandenen Treibhausgasemis-

sionen 0,5 % der Gesamtemissionen des Landes Österreich betragen (Tauber et al. 2023). Diese 

entstehen im Zuge biologischer Prozesse (mikrobielle Atmung, Nitrifizierung/Denitrifizierung, 

anaerobe Faulung) sowie der für den Anlagenbetrieb benötigten Energie und Ressourcen (Man-

nina et al. 2016). Hierzu tragen auch die hohen Mengen an Klärschlamm bei, da diese oftmals 

nur durch anaerobe Faulung entsorgt werden können (Nagarajan et al. 2020; Mohsenpour et al. 

2021). Der hohe Einsatz von Antibiotika beispielsweise in der Tierzucht bedingt eine entspre-

chend hohe Belastung (landwirtschaftlicher) Abwässer, welche in konventionellen Anlagen 

nicht vollständig gereinigt werden können. Neben hohen Kosten für eine vollständige Entfer-

nung entsteht eine weitere, schwerwiegende Problematik: der entstehende Klärschlamm ist 

aufgrund der hohen Konzentration and Antibiotika-assoziierten Stoffen ein wesentlicher Gefah-

renherd für die Entwicklung multiresistenter Keime. (Amaro et al. 2023) Im Zuge konventionel-

ler Methoden der Abwasseraufbereitung werden die Nährstoffe Stickstoff und Phosphor gas-

förmig als N2 bzw. chemisch gebunden durch die Fällung (Phosphor) aus dem Abwasser 

entfernt und sind somit für eine direkte weitere Nutzung nicht zugänglich. Die Rückgewinnung 

von Stickstoff durch das Haber-Bosch Verfahren ist energieintensiv und macht für die Dünge-

mittelherstellung Schätzungen zufolge 1-2 % des globalen Energiebedarfs aus (Ye et al. 2021). 

Phosphor wird durch einen Abbau von Phosphor-haltigen Mineralien gewonnen (Solovchenko 

et al. 2016), eine endliche Ressource also, welche Schätzungen zufolge bis zum Jahre 2070 

versiegen könnte (Nagarajan et al. 2020). Die Verfügbarkeit von N und P als essenzielle Mak-

ronährstoffe limitiert das Wachstum von Pflanzen, weshalb beide Nährstoffe Hauptkomponen-

ten in Pflanzendüngern sind und damit eine zentrale Rolle in der Versorgung der Weltbevölke-

rung spielen.  

Eine Reihe von physikalisch-chemischen Methoden (Oxidation, Aktivkohle, Membranfiltration, 

UV-Strahlung, Chlorierung oder Ozonisierung) wurden als Verbesserung der Abwasseraufbe-

reitung identifiziert, allerdings limitieren die Entstehung toxischer Nebenprodukte sowie hohe 

Einsatzkosten deren Einsatz. Biologische Alternativmethoden werden als umweltfreundlicher 

eingestuft, hierzu zählt auch der Einsatz von Mikroalgen. Die Flexibilität des Mikroalgen-

Stoffwechsels erlaubt die Entfernung verschiedenster Verunreinigungen aus Abwässern und ist 

im folgenden Abschnitt beschrieben. (Amaro et al. 2023) 

1.3.2.2 Potential von Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung 

Aufgrund der enthaltenen Nährstoffe Stickstoff und Phosphor sowie deren physiologisch vor-

teilhaftem Verhältnis zwischen 10:1 und 20:1 molN:molP (Monfet und Unc 2017; Li et al. 2019) 

werden Abwässer unterschiedlichster Herkunft bereits seit den 1950er Jahren als ideales Nähr-

medium für die Mikroalgenkultivierung genannt (Oswald et al. 1957). Bis heute sind hohe 

Produktionskosten ein wesentlicher Nachteil der Mikroalgenkultivierung im großen Maßstab, 

welche vor allem für die Bereitstellung der für das Wachstum benötigten Nährstoffe anfallen 

(Acién et al. 2012). Der Einsatz von Abwässern als Kulturmedium stellt daher eine vielverspre-

chende und ökonomische Alternative dar (Acién Fernández et al. 2018). Ein damit einhergehen-

der Nutzen ist die gleichzeitig stattfindende, effiziente Aufreinigung des eingesetzten Abwas-

sers mit einer direkten Fixierung der zu entfernenden Nährstoffe in der neu gebildeten 
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Biomasse. Zudem ist diese Biomasse eine wertvolle Ressource für eine Vielzahl nachhaltiger 

Anwendungen (Abbildung 1-9) wie beispielsweise der Produktion von Biogas oder Biokraft-

stoffen, der Herstellung von Pharmazeutika oder als Einsatzstoff in der Lebensmittel- und 

Futtermittelindustrie (Li et al. 2019). Als biologisches Reinigungsverfahren ist die Integration 

von Mikroalgenkultivierungssystemen in bestehende Anlagen mit geringem Aufwand möglich 

(Roostaei und Zhang 2017), bei gleichzeitig geringeren Betriebskosten (Nagarajan et al. 2020).  

 

Abbildung 1-9: Bioökonomie Konzept der Abwasseraufbereitung mittels Mikroalgen. Quelle: eigene Darstellung 

nach Nagarajan et al. 2020, Ru et al. 2020 und Bhatia et al. 2021 mittels BioRender.com.  

Gegenüber konventionellen Methoden hat die Abwasseraufbereitung mittels Mikroalgen eine 

Vielzahl an Vorteilen. Insbesondere der Einbau von Stickstoff und Phosphor in die Algenbio-

masse (in Proteinen und Nukleinsäuren) ist im Vergleich zu konventionellen Methoden vorteil-

haft (Nagarajan et al. 2020; Shah 2023). Die Nährstoffe sind damit in der Mikroalgenzelle 

fixiert und gehen somit nicht in die Atmosphäre oder Umwelt verloren, sondern stehen direkt 

für eine weitere Nutzung zur Verfügung. Eine Vielzahl an Studien konnte bereits eine hoch 

effektive Aufnahme von Stickstoff verschiedener Quellen (organisch und anorganisch) und 

Phosphor durch Mikroalgenzellen zeigen (Li et al. 2019; Chai et al. 2021; Abdelfattah et al. 

2023). Selbst hohe Ausgangskonzentrationen im Abwasser können auf sehr niedrige Restkon-

zentrationen im geklärten Wasser (< 1 mgN·L-1, unter der Nachweisgrenze für P) reduziert 

werden (Beuckels et al. 2015; Nagarajan et al. 2020). Die Kohlenstoffquelle einer Mikroalgen-

zelle bei photoautotrophem Wachstum ist CO2, welches aus der Atmosphäre oder aber aus 

Industrieprozessen bereitgestellt werden kann. Damit sind Treibhausgasemissionen mikroalgen-

basierter Abwasserprozesse im Vergleich zu konventionellen Anlagen wesentlich reduziert. 

(Chai et al. 2021; Nagarajan et al. 2020) Mikroalgensysteme werden außerdem als Alternative 

zur Abwasserdesinfektion genannt. (Amaro et al. 2023). Die Algenzellen verändern durch ihre 

Proliferation die Umweltbedingungen im Abwasser negativ für Pathogene wie fäkalkoliforme 

Bakterien durch die Veränderung des pHs und der gelösten Sauerstoffkonzentration. Die Kon-
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kurrenz um Nährstoffe zwischen Bakterien und Alge sowie die von Mikroalgen sekretieren 

antimikrobieller Metabolite und Toxine führen zudem zu einem Absterben der Pathogene. 

Zuletzt führt die Anlagerung von Bakterien an die Mikroalgenzellen gefolgt von deren Sedi-

mentation zur Reduktion pathogener Bakterien. (Chai et al. 2021) Weiterhin kann eine Vielzahl 

an schwer zu entfernenden Verunreinigungen in den Abwässern (Schwermetalle, pharmazeuti-

sche Wirkstoffe wie Antibiotika, Pestizide oder Tenside) von Mikroalgen an der Zelloberfläche 

absorbiert bzw. in die Biomasse aufgenommen werden (Chai et al. 2021), wodurch ein breites 

Spektrum an Abwässern aufgearbeitet werden kann. Zudem erfordert die Entfernung der ge-

nannten Komponenten keinen Chemikalieneinsatz, wodurch eine Kostenreduktion im Vergleich 

zu konventionellen Methoden erzielt wird (Li et al. 2019). Auch ein geringerer Energiebedarf 

Algen-basierter Anlagen durch die Nutzung natürlichen Sonnenlichts als Energiequelle führt zu 

einer Senkung der Betriebskosten, weiterhin entfällt der im Belebtschlammverfahren obligate, 

energieintensive Schritt der Sauerstoffbegasung (Acién Fernández et al. 2018).  

1.3.2.3 Anwendung von Mikroalgensystemen in der Abwasseraufbereitung 

Die Zahl an wissenschaftlichen Veröffentlichungen zum Thema Mikroalgen in der Abwasser-

aufbereitung hat sich in den letzten zehn Jahren nahezu verzehnfacht (Quelle: Scopus2), wobei 

die Forschung zumeist auf Experimente im Labormaßstab mit synthetischen Abwässern limi-

tiert ist. Durch diese Studien entstand ein immenses und wertvolles Wissen über die Mechanis-

men der Nährstoffaufnahme der Algenzellen im Kontext der Abwasseraufbereitung, welche als 

Basis für die Etablierung mikroalgenbasierter Aufbereitungsprozesse dienen. Im Zuge internati-

onaler Forschungsprojekte konnten zudem bereits einige Pilot- und Demonstrationsanlagen in 

Betrieb genommen werden und damit erste Erfolge der mikroalgenbasierten Abwasseraufberei-

tung erzielen. Im vorliegenden Kapitel sind beispielhaft einige dieser Arbeiten zusammenge-

fasst, um einen anwendungsbezogenen Überblick aktueller Projekte zu geben.  

Spezies und Kultivierungssysteme in der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung 

Im Bereich der Abwasseraufbereitung werden Mikroalgen entweder als Monokultur, Polykultur 

(verschiedene Mikroalgen Spezies) oder Konsortium aus Algen und Bakterien eingesetzt (Ama-

ro et al. 2023). Zu den am häufigsten verwendeten Spezies gehören unter anderem Chlorella, 

Desmodesmus, Scenedesmus, Dunaliella, Chlamydomonas, Arthrospira (früher Spirulina), 

Euglena, Ettlia (früher Neochloris) und Ankistrodesmus (Shah 2023; Mohsenpour et al. 2021; 

Demirer und Uludag-Demirer 2022).  

Kultivierungssysteme für Mikroalgen werden generell in offene (Tanks, Teiche und Becken 

(engl. Pond oder Raceway), Kaskaden) und geschlossene Photobioreaktoren (Beutel, Säulen, 

Glasrohre, Flachplatten) eingeteilt (Masojídek et al. 2023). Offene Systeme wie die sogenannten 

Open Pond (>offenes Becken<) - oder Raceway Pond (>Laufstrombecken<)-Systeme 

(Abbildung 1-10) sind als ökonomische Lösung in der großtechnischen Mikroalgenkultivierung 

etabliert und sind daher für einen Einsatz in der Abwasseraufbereitung besonders geeignet. 

Pond-Systeme im Außenbereich nutzen Sonnenlicht als Energiequelle. Neben den geringen 

 
2 Stichwortsuche >wastewater< und >microalgae< unter www.scopus.com; Anzahl Dokumente 
im Jahr 2013: 371, Anzahl Dokumente im Jahr 2023: 3173, Stand: November 2023. 
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Installationskosten sind vor allem die niedrigen Betriebskosten (10 ¬/m²) sowie der geringe 

Energiebedarf (2-10 W/m³ Kulturmedium) für den Einsatz der Pond-Systeme relevant. (Acién 

Fernández et al. 2018) Allerdings liegen die erzielbaren Biomassekonzentrationen aufgrund der 

Reaktortiefe zwischen 15-30 cm und der damit einhergehenden ungünstigen Lichtverteilung 

lediglich im Bereich von 0,5-1,0 g·L-1, wodurch auch die anschließende Aufarbeitung der 

Biomasse erschwert ist. Eine Reduktion der Reaktortiefe offener Systeme auf 0,5-5 cm wird als 

Weiterentwicklung der klassischen Pond-Systeme bereits seit Ende 1950 eingesetzt. (Masojídek 

et al. 2023; González0Camejo et al. 2021) Im Bereich der mikroalgenbasierten Abwasseraufbe-

reitung sind die sogenannten High Rated Algae Ponds (HRAP) etabliert, diese bestehen aus 

einem ebensolchen Raceway Pond mit reduzierter Reaktortiefe, in welchem die Kulturflüssig-

keit über ein Schaufelrad zirkuliert wird. HRAP-Systeme zeichnen sich vor allem durch geringe 

Investitionskosten und moderate Betriebskosten aus. Zudem erlaubt die geringe Reaktortiefe 

eine verbesserte Lichtnutzung durch die Mikroalgenzellen, einhergehend mit höheren Bio-

massekonzentrationen. (Razaviarani et al. 2023) 

  
Abbildung 1-10: Offene Reaktorsysteme (A: Raceway Pond, B: Raceway-Kaskadeneinheiten) im großen Maßstab 

zur Mikroalgenkultivierung.  (A) Raceway Pond System (15,500 m² Fläche, 5000 m³ Volumen) für 

die mikroalgenbasierte Aufarbeitung eines urbanen Abwassers in Agramón, Spanien. (B) Raceway- 

Kaskadeneinheiten (2,500 m² Fläche, je 100 m³ Volumen) einer großtechnischen Produktionsanlage 

von Nanochloropsis-Biomasse in Póvoa de Santa Iria in Portugal. Quelle: Masojídek et al. 2023. 

Aktuelle mikroalgenbasierte Pilot- und Demonstrationsprojekte in der Abwasseraufbereitung 

Im Bereich der Pilotprojekte mit dem Ziel der Entfernung pharmazeutischer Wirkstoffe aus 

Abwässern konnten Hom-Diaz et al. ein Toilettenabwasser in einem 1200 L Photobioreaktor 

klären. Der eingesetzte Photobioreaktor wurde dabei auf dem Dach des Biological and En-

vironmental Engineering Department der Universitat Autònoma von Barcelona, Spanien instal-

liert. Innerhalb von 8 (September bis Oktober) bzw. 12 Tagen (Oktober bis Dezember) gelang 

es, das Toilettenabwasser zu klären (Nährstoffreduktion > 80 %, Reduktion von Pharmazeutika 

> 48 %). (Hom-Diaz et al. 2017) Mantovani et al. setzen in einer Machbarkeitsstudie einen 

1200 L Raceway Reaktor in einer kommunalen Kläranlage in Norditalien ein. Dabei sollte ein 

Konsortium aus Mikroalgen (Chlorella sp., Scenedesmus sp., Chlamydomonas sp.) und Bakte-

rien einen Nebenstrom einer Entwässerungsanlage von Toilettenabwasser reinigen. Bei einer 

HRT von 10 Tagen konnte das System erfolgreich zur Abwasserreinigung eingesetzt werden, 
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wobei 86 % des enthaltenen Stickstoffa und 71 % des enthaltenen Phosphors aus dem Abwasser 

entfernt wurden. (Mantovani et al. 2020) 

In einer Kläranlage in Almería, Spanien (El Toyo Kläranlage) wurde ein alternatives Abwasser-

aufbereitungsverfahren mittels Mikroalgen im Laufe eines Jahres untersucht. Dabei wurde in 

das bestehende System ein HRAP (3000 m² Fläche), gefolgt von einem künstlich angelegten 

Feuchtbiotop (engl. vertical flow constructed wetland, Fläche 200 m²) integriert (Abbildung 

1-11). Beide Systeme (konventionell und mikroalgenbasiert) wurden hinsichtlich der Effizienz 

der Abwasserbehandlung, der erzeugten Wasserqualität, dem Energiebedarf sowie der anfallen-

den Menge an Klärschlamm verglichen. Die Algenabtrennung nach dem HRAP erfolgte mittels 

Flotation, das gewonnene Effluent wurde im Anschluss in das künstliche Biotop zur weiteren 

Klärung eingeleitet. Pro Tag wurden in der konventionellen Anlage ~4000 m³ Abwasser aufbe-

reitet, die Kapazität der Abwasseraufbereitung des HRAP lag lediglich bei 180-250 m³ Abwas-

ser pro Tag. Dies entspricht einer HRT zwischen 3,5 und 5 Tagen, welche abhängig der Jahres-

zeit zur Einhaltung der geforderten Wasserqualität angepasst wurde. Dabei konnten 76,6 % des 

enthaltenen Stickstoffs sowie 89,8 % des enthaltenen Phosphors aus dem Abwasser entfernt 

werden. Die Wasserqualität nach dem Passieren des künstlichen Feuchtbiotops lag im Bereich 

der konventionellen Anlage, wodurch die Machbarkeit der mikroalgenbasierten Abwasseraufbe-

reitung demonstriert werden konnte. Der Energiebedarf des mikroalgenbasierten Verfahrens war 

gegenüber dem konventionellen Verfahren wesentlich reduziert (0,10 kWh·m-3 Abwasser im 

Vergleich zu 0,56 kWh·m-3 Abwasser), das vorgestellte System kann daher als nachhaltiges 

Alternativverfahren in kleineren Kläranlagen Einsatz finden. (Saúco et al. 2021) 

 

Abbildung 1-11: HRAP (a) und künstlich angelegtes Feuchtbiotop (b) der konventionellen Kläranlage El Toyo in 

Almería, Spanien (c). Quelle: Saúco et al. 2021. 

Das EU-Projekt SABANA (Sustainable Algae Biorefinery for Agriculture and Aquaculture, 

H2020) verschrieb sich dem Ziel eine mikroalgenbasierte Bioraffinerie im industriellen Maßstab 

zur Produktion von Biostimulanzien, Biopestiziden, Futtermittelzusätzen, Biodüngern und 

Aquafuttermitteln unter Einsatz von Meerwasser und landwirtschaftlichen Abwässern als Kul-

turmedium. Zwischen 2017-2020 entstanden hierfür zwei Demonstrationsanlagen zur Mikroal-

genkultivierung in Spanien (Mérida: 2 ha und Alméria: Raceway Pond Reaktor, 10.500 m² 

Fläche, 5000 m³ Volumen). (Masojídek et al. 2023) 

Im Rahmen des INCOVER (Innovative Eco-Technologies for Resource Recovery from Watse-

water) Projektes der europäischen Union (EU) wurden Prozessstrategien zur Aufarbeitung 

urbaner und industrieller Abwässer entwickelt. Das Zeil des INCOVER Projektes (2016-2019) 

war die Rückgewinnung von Ressourcen aus Abwässern durch biologische Stoffproduktion. 

Landwirtschaftliche und urbane Abwässer wurden dabei in drei halb-geschlossenen horizonta-
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len Photobioreaktoren (30 m³ gesamt, siehe Abbildung 1-12) durch ein Konsortium verschiede-

ner Mikroalgen- und Bakterienspezies gereinigt. Dabei wurde das Wachstum von Cyanobakte-

rien durch Anpassung der Prozessstrategie gefördert, welche Polyhydroxybuttersäure (PHB) als 

Ausgangsstoff für die Bioplastikproduktion akkumulieren. Die Anlage war in der Lage 6,9 m³ 

Abwasser pro Tag aufzureinigen und dabei 2 kg PHB-reiche Biomasse zu erzeugen. (Uggetti et 

al. 2018)  

 
 

A B 

Abbildung 1-12: Pilotanlage des INCOVER-Projektes bestehend aus drei in Reihe geschalteten Photobioreaktoren 

(B) sowie schematischer Aufbau der einzelnen Photobioreaktoren (A).  Jede Reaktoreinheit besteht 

aus zwei offenen Polypropylen-Tanks (Länge: 5 m, Breite: 2 m, Höhe: 0,6 m, Arbeitsvolumen 

1,25 m³), welche über 16 dünnwandige Polyethylen-Schläuche (125 mm Durchmesser, 47 m Länge, 

11,7 m³ Arbeitsvolumen) verbunden sind. Die Durchmischung der Reaktoren erfolgt über ein Schau-

felrad. Quelle: Uggetti et al. 2018 und García et al. 2018. 

Eine der größten Demonstrationsanlagen der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung ent-

stand im Zuge des FP7 ALL-GAS Projektes der europäischen Kommission (2011-2018). Mit 

dem Ziel der nachhaltigen Produktion von Biokraftstoffen im industriellen Maßstab wurde ein 

mikroalgenbasiertes Verfahren entwickelt, wobei ein kommunales Abwasser als Kulturmedium 

zur Kostenreduktion eingesetzt wurde. In der Pilotphase des Projektes konnten jährlich 

90 Tonnen an Algenbiomasse pro Hektar Pilotreaktor (2x500 m² Raceway Pond) erzeugt und 

1000 m³ Abwasser pro Tag und Hektar Photobioreaktor entsprechend der europäischen Stan-

dards gereinigt werden. Die gewonnene Biomasse wurde mittels anaerober Gärung zur Biome-

thanproduktion eingesetzt, wodurch der Betrieb von 10 Autos pro Hektar Kultivierungsfläche 

möglich war. Während der zweiten Phase des Projektes entstand eine Demonstrationsanlage 

(Abbildung 1-13 A) mit einer Photobioreaktorfläche von 2 ha (vier HRAP zu je 5,200 m², 

Abbildung 1-13 B), wobei 2000 m³ Abwasser pro Tag energiearm (< 0,2 kWh pro m³ Abwas-

ser) aufbereitet werden konnten. Die Menge an pro Hektar Kulturfläche produziertem Biome-

than erlaubte den Betrieb von 20 Autos (30,000 km pro Jahr), verglichen mit konventionellen 

Verfahren zur Biokraftstoffproduktion (Biodiesel oder Bioethanol) ist die Ausbeuten damit 

vervierfacht. (All-gas EU-Projekt 2023; Demirer und Uludag-Demirer 2022) 
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Abbildung 1-13: Demonstrationsanlage des All-gas EU-Projektes (A) zur Biomethanproduktion aus Mikroalgenbio-

masse, welche in 2 ha Raceway Ponds (B) in einem kommunalen Abwasser kultiviert werden.  Quel-

le: All-gas EU-Projekt 2023. 

Allein in Deutschland werden pro Jahr über 5 Milliarden m³ Schmutzwasser durch Kommunen 

und Industrie erzeugt, welche zusammen mit circa 3 Milliarden m³ nicht-versickertem Regen-

wasser in den Kläranlagen aufbereitet werden müssen. (Bundesministerium für Umwelt, Natur-

schutz und nukleare Sicherheit 2023a) Diese Menge übersteigt die Kapazität der vorgestellten 

Pilotanlagen um ein Vielfaches. Nichtsdestotrotz zeigen diese Projekte, dass das Potential von 

Mikroalgen zur Abwasseraufbereitung erkannt wurde und auch Fokus künftiger Studien sein 

wird, um die breitflächige Anwendung mikroalgenbasierter Kläranlagen zu realisieren.  

1.3.2.4 Herausforderungen der Abwasseraufbereitung mittels Mikroalgen 

Die großflächige Anwendung mikroalgenbasierter Verfahren zur Abwasseraufbereitung ist 

bisher durch eine Reihe von Herausforderungen limitiert. Hauptsächlich sind die Kultivierung 

im großen Maßstab (Faktoren wie Nährstoffbereitstellung, Gaseintrag und -austausch, Bereit-

stellung und Verteilung von Licht, Kontrolle der Kultivierungsbedingungen, Kontaminationen, 

ausreichende Flächenverfügbarkeit) sowie die Biomasseernte und Aufarbeitung anspruchsvoll 

(Christenson und Sims 2011) und können hohe Kosten verursachen. Ein ökonomisch rentabler 

Betrieb ist bislang hauptsächlich als Ursache genannt, welche die Integration von Algenreakto-

ren zur Abwasseraufbereitung hemmt. Für die konventionelle Aufbereitung werden zwischen 

0,1-0,2 ¬ pro m³ Betriebskosten behandelten Abwasser geschätzt Verschiedene Studien haben 
die Kosten für eine Mikroalgenbasierte Abwasseraufbereitung geschätzt und kommen zu einem 

ähnlichen Ergebnis: Die untersuchten Systeme haben einen hohen (elektrische) Energiebedarf 

für die CO2-Begasung sowie die Umwälzung der Algenkultur. Die Kosten für Energie überstie-

gen dabei die einer konventionellen Anlage um einen Faktor 10-100. (Mohsenpour et al. 2021) 

Ein solch hoher Energieeinsatz stellt keine nachhaltige Alternative dar, nichtsdestoweniger ist 

eine Optimierung der bisherigen Mikroalgenkultivierungssysteme an moderne Wirtschaftsstan-

dards keine Unmöglichkeit. Um Abwasser kosteneffizient aufzureinigen, ist eine Kultivierung 

der Mikroalgen in offenen Becken im Außenbereich mit einer geringen Tiefe unabdingbar 
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(Nagarajan et al. 2020), woraus ein hoher Flächenbedarf entsteht, welcher oftmals nicht in den 

bestehenden Anlagen realisiert werden kann (Christenson und Sims 2011; Shah 2023). Zudem 

bedingt dies die Unterordnung an fluktuierende, natürliche Umweltbedingungen wie Tempera-

tur, pH, Lichtintensitäten und Photoperioden (Amaro et al. 2023). In den kalten Jahreszeiten 

können die Umgebungstemperaturen fallen und damit das Wachstum der Mikroalgen und damit 

deren Nährstoffaufnahme verlangsamen (Torzillo et al. 1991). Neben den Temperaturen variie-

ren die Lichtbedingungen sowohl im Jahreszyklus (Lichtstunden pro Tag), in den aktuellen 

Wetterbedingungen (Bewölkung) als auch der Tageszeit. Sowohl Lichtintensität als auch Dauer 

der Lichtperioden haben einen wesentlichen Einfluss auf das Mikroalgenwachstum, die damit 

verbundene Nährstoffaufnahme sowie das Potential zum Aufbau intrazellulärer Speicherstoffe. 

An Tagen mit wenig Licht kann dementsprechend eine unzureichende Abwasserreinigung 

auftreten. (Li et al. 2019) Zudem sind industrielle Abwässer oftmals durch eine starke Trübung 

und/oder dunkle Färbung charakterisiert, welche die Lichtverteilung negativ beeinflusst. Da 

gerade eine gute Lichtverteilung zur effektiven Nährstoffaufnahme eine zentrale Rolle spielt, 

sind möglicherweise zusätzliche Prozessschritte notwendig, um das entsprechende Abwasser für 

die Aufbereitung durch Mikroalgen vorzubereiten. (Chai et al. 2021; Abdelfattah et al. 2023; 

Usman et al. 2023) Im Gegensatz zu synthetischen Kulturmedien schwanken Abwässer in ihrer 

genauen Zusammensetzung. Für das optimale Wachstum von Mikroalgen ist das Vorhandensein 

einer Vielzahl von (Mikro)Nährstoffen vorausgesetzt, reale Abwässer bilden diese Vielfalt nicht 

immer ab und erlauben dadurch keine optimale Abwasserreinigung. (Li et al. 2019) Zudem 

können Schwankungen der Konzentrationen von Stickstoff und Phosphor dazu führen, dass ein 

physiologisch ungünstiges Verhältnis der beiden Nährstoffe keine vollständige Aufnahme aus 

dem Abwasser erlaubt (Beuckels et al. 2015). Viele Abwässer sind zudem mit geringen Nähr-

stoffkonzentrationen zwischen 4,0-40,0 mgN·L-1 und 0,15-9,2 mgP·L-1 (Li et al. 2019; Luo et al. 

2017; Zhang et al. 2019) charakterisiert. Unter der Annahme eines theoretischen Stickstoffgeh-

altes von 10 % sind mit diesen Abwässern als Kulturmedium lediglich Biomassekonzentratio-

nen zwischen ~ 40-400 mg·L-1 erreichbar. Hinsichtlich einer weitere Wertschöpfung der Algen-

biomasse werden hohe Zellkonzentrationen angestrebt, um einerseits die Produktivität des 

Prozesses und andererseits Biomasseaufarbeitung zu optimieren (Abdelfattah et al. 2023).  

Abwasser entsteht Tag und Nacht, dementsprechend muss dieses im Verlauf von 24 h kontinu-

ierlich aufgereinigt werden. Die Abwesenheit von Licht in der Nacht reduziert die Effektivität 

mikroalgenbasierter Aufbereitungssysteme und führt zu unzureichend geklärtem Wasser. Eine 

Lagerung von Abwässern ist kompliziert und führt zu einer Reihe neuer Herausforderungen. 

Die vielen Studien zum Thema Abwasserbehandlung mit Mikroalgen sind zumeist auf den 

Satzbetrieb im Labormaßstab beschränkt und Klammern diese Problematik damit aus. Ein 

möglicher Ansatz ist die Rückführung von Zellen im kontinuierlichen Kultivierungsprinzip 

durch Einsatz eines sogenannten Membran-Photobioreaktors (vgl. Kapitel 1.3.3.2). Dieser 

verhindert ein Auswaschen der Mikroalgenzellen in der Nacht und kann zudem als Werkzeug 

zur Beeinflussung der Biomassekonzentration im Reaktor angewandt werden. Die Fähigkeit von 

Mikroalgen zur Bildung intrazellulärer Energiespeicher (Stärke und Lipide) ist ein weiterer 

Freiheitsgrad zur Realisierung einer kontinuierlichen Abwasseraufbereitung. Grundlage hierfür 

ist eine an die herrschenden Umweltbedingungen angepasste Prozessführungsstrategie zur 

maximalen Ausnutzung des vorhandenen Lichts und ist ein Teil der Zielstellung der vorliegen-

den Arbeit.  
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1.3.3 Membranverfahren in der Mikroalgenkultivierung 

1.3.3.1 Einsatz von Membranen zur Mikroalgenabtrennung 

Die großtechnische Produktion von Mikroalgenbiomasse ist bis heute auf wenige Anwendungen 

aufgrund einer Reihe von Schwierigkeiten limitiert. Zu diesen zählen ein hoher Wasser-, Nähr-

stoff- und Flächenbedarf sowie verschiedene Herausforderungen der Kultivierungs- und Ernte-

systeme. (Christenson und Sims 2011; Zhao et al. 2023) Speziell an die Mikroalgenabtrennung 

werden dabei zwei Hauptanforderungen gestellt: eine effiziente Biomassegewinnung mit hohen 

Ausbeuten bei möglichst geringem Energiebedarf. Zudem sollte das Verfahren universell auf 

eine Vielzahl von Mikroalgenspezies anwendbar sein, wobei die Verarbeitung großer Mengen 

bei geringen Betriebs- und Wartungskosten gefordert wird. Zu den gängigen Ernteverfahren 

zählen neben der Zentrifugation die auf Flockung basierende Sedimentation sowie die Filtration 

mittels Membranen. (Zhao et al. 2023; Zhang et al. 2019) Bislang ist die Abtrennung von 

Mikroalgen 3 methodenunabhängig 3 allerdings noch sehr technologie-, energie- und kostenin-

tensiv (Bux und Chisti 2016), oftmals wird der Anteil an den Produktionskosten auf bis zu 30 % 

quantifiziert (Molina Grima et al. 2003). Neue Technologien können diesen Anteil auf 3-15 % 

reduzieren, wie eine technisch-wirtschaftliche Evaluation verschiedener Abtrennverfahren aus 

dem Jahr 2018 ergab (Fasaei et al. 2018). Verglichen mit dem Energiegehalt trockener Biomas-

se ist die für deren Erzeugung benötigte Energie sehr hoch, wodurch der Einsatz von Mikroal-

genbiomasse auf hochpreisige Produkte (>$10.000 t-1) limitiert ist (Alam und Wang 2019). Um 

ein wirtschaftlich tragfähiges und ökologisch nachhaltiges Produktionsverfahren mit Mikroal-

gen zu entwickeln, ist also vor allem der Energiebedarf der Erntemethode zu reduzieren. Um 

das Ziel eines energiearmen Betriebs zu erreichen, werden häufig zweistufige Verfahren zur 

Algenabtrennung angewandt: Eine Vorkonzentration (Eindickung) im ersten Schritt gefolgt von 

der eigentlichen Entwässerung im zweiten Schritt. Ein typisches Beispiel für ein solches Ver-

fahren ist die Kombination aus Membranfiltration und anschließender Zentrifugation, wobei der 

Energiebedarf um bis zu 96 % reduziert werden kann. (Ortiz Tena et al. 2021; Zhao et al. 2023) 

Mikroalgenkulturen werden im großen Maßstab zur Kostenreduktion in der Regel im Außenbe-

reich kultiviert, wodurch lediglich niedrige Biomassekonzentrationen von etwa 0,5-3 g Tro-

ckengewicht pro Liter erreicht werden (Zhao et al. 2023; Zhang et al. 2019). Diese liegen somit 

um einen Faktor 20 unterhalb der erzielbaren Konzentrationen klassischer heterotropher Kulti-

vierungen. Die Aufarbeitung der Algenbiomasse 3 insbesondere bei kleinen, einzelligen Stäm-

men 3 erfordert damit die Entfernung großer Wassermengen. (Barros et al. 2015; Molina Grima 

et al. 2013; Muylaert et al. 2017) Die meisten Mikroalgenzellen sind durch eine geringe Zell-

größe im Bereich von 1-10 µm (Mata et al. 2012) und wasserähnliche Zelldichten (Meeresal-

gen: 1030-1100 kg·m-³, Süßwasseralgen: 1040-1140 kg·m-³ (Al hattab 2015)) charakterisiert. 

Beide Eigenschaften resultieren in langsamen Absetzgeschwindigkeiten gemäß des 

Stokes'schen Gesetzes (Uduman et al. 2010; Alam und Wang 2019; Bux und Chisti 2016) und 

erschweren damit den Abtrennprozess 3 insbesondere bei auf Sedimentation beruhenden Ver-

fahren wie der Zentrifugation.  

Obwohl die Zentrifugation sehr kosten- und energieaufwändig ist, ist sie aufgrund der hohen 

Effizienz und Schnelligkeit oftmals die Methode der Wahl zur Aufarbeitung von Mikroalgen-

suspensionen 3 vor allem für hochpreisige Produkte. Zu den weiteren Nachteilen zählt die hohe 
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Scherbelastung für die Zellen. Die auf Flockung basierende Sedimentation oder Flotation gilt 

als die ökonomischste Methode zur Mikroalgenabtrennung. Als nachteilig gelten die ver-

gleichsweise geringe Ernteeffizienz, lange Sedimentationszeiten sowie die hohe Dosierung und 

Toxizität von Flockungsmitteln. Gerade der Einsatz von Hilfsstoffen reduziert den Anwen-

dungsbereich der Methode, da die Reinheit bzw. Qualität der Mikroalgenbiomasse beeinträch-

tigt wird. (Zhao et al. 2023; Christenson und Sims 2011) 

Die Membranfiltration wird als einfache physikalische Methode der fest-flüssig Trennung und 

damit als sensitive und energiearme Alternative für die Algenabtrennung genannt. (Zhang et al. 

2019) Membranen stellen eine selektive Barriere dar, wobei Wasser passieren kann, die Algen-

zellen allerdings zurückgehalten werden, wodurch deren Konzentration in der Kultur ansteigt. 

Für die Mikroalgenabtrennung sind Mikrofiltrations- (MF; 0,1-10 µm Porendurchmesser) und 

Ultrafiltrationsmembranen (UF; 1-100 nm Porendurchmesser) etabliert. (Mo et al. 2015) Die 

Membranfiltration ist für dünne Algenkulturen verschiedenster Spezies geeignet und außerdem 

durch eine hohe Ernteeffizienz von bis zu 100 % Zellrückhaltung charakterisiert. (Ortiz Tena et 

al. 2021; Zhao et al. 2023) Zudem zählen ein einfacher Betrieb und die gute Übertragbarkeit bei 

Maßstabsvergrößerungen zu den weiteren Vorteilen. Der fehlende Chemikalieneinsatz und die 

damit einhergehende kontaminationsfreie flüssige Phase der Membranfiltration vereinfachen 

nachfolgende Aufarbeitungsschritte und erweitern das Anwendungsspektrum der Methode (z.B. 

Nahrungsmittel, Futtermittel, Pharmazeutika, etc.). Weiterhin gilt sie als sensitive Methode, 

welche die Vitalität der abgetrennten Zellen erhält und damit für besonders empfindliche, scher-

sensitive Mikroalgenspezies geeignet ist. (Mo et al. 2015; Zhang et al. 2019). Die größte Her-

ausforderung beim Einsatz von Membranfiltration zur Mikroalgenabtrennung ist das sogenannte 

Membran-Fouling. Durch das Verblocken der Membranporen und/oder die Ausbildung eines 

Filterkuchens wird der Energiebedarf der Filtration erhöht, wodurch die Wirtschaftlichkeit des 

Verfahrens sowie die Effizienz des Abtrennprozesses sinken. (Zhang et al. 2019) Die Mecha-

nismen des Foulings sowie Maßnahmen zur Reduktion sind in Abschnitt 1.3.3.3 im Detail 

erläutert.  

Im Bereich der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung ist der Einsatz von Membranen 

bereits etabliert. Neben der Abtrennung der Algenzellen vom geklärten Wasser wird dieses 

durch die Filtration zudem von Mikroorganismen desinfiziert. (Mo et al. 2015) Membranen 

werden allerdings nicht nur zur reinen Mikroalgenernte eingesetzt, sondern auch als Werkzeug 

zur Steuerung des Kultivierungsprozesses verwendet. Die Kopplung eines Photobioreaktors mit 

einem Membranmodul resultiert in einem sogenannten Membran-Photobioreaktor (MPBR), 

dessen Konzept im folgenden Kapitel 1.3.3.2 beschrieben ist.  

 

1.3.3.2 Konzept Membran-Photobioreaktor 

Membranbioreaktoren (MBR) sind in der Abwasseraufbereitung als Alternative zu Be-

lebtschlammverfahren für die Behandlung kommunaler und industrieller Abwässer bereits seit 

langem anerkannt. (Le-Clech et al. 2006) Das Konzept eines MBR kombiniert einen kontinuier-

lich betriebenen Bioreaktor mit einer Mikro- oder Ultrafiltrationsmembraneinheit zur Fest-

Flüssig-Trennung (Luo et al. 2017). Allgemein formuliert erlaubt die MBR-Technologie die 

gleichzeitige biologische Umsetzung von Substraten sowie die fest-flüssig Trennung mittels 
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Membranfiltration (Le-Clech et al. 2006). MBR-Systeme ermöglichen eine Entkopplung der 

Verweilzeiten von Feststoffen (SRT) und Flüssigkeiten (HRT), wodurch sich im Vergleich zu 

konventionellen Verfahren viele Vorteile ergeben: Neben einem geringeren Platzbedarf mit 

moderatem apparativem Aufwand, kann eine hohe Abwasserqualität ohne Keimbelastung oder 

Feststoffen erreicht werden. Zudem wird ein höherer volumetrischer Durchsatz an Abwasser bei 

einer gesteigerten Substrataufnahme aufbereitet. (Le-Clech et al. 2006; Luo et al. 2017; Melin et 

al. 2006). Auch erlaubt die Zellrückhaltung oder -führung die Anwendung hoher Verdünnungs-

raten oberhalb der maximalen spezifischen Wachstumsrate der eingesetzten Mikroorganismen, 

ohne dass ein Auswaschen der Biomasse aus dem Reaktor auftritt. (Bilad et al. 2014a) Die 

großtechnische Anwendung von MBR9s in der konventionellen Abwasserbehandlung wird bis 
heute allerdings limitiert durch die hohen Kosten für Installation und Betrieb sowie des im 

Betrieb auftretenden Membran-Foulings (vgl. Kapitel 1.3.3.3), welches ein hohes Maß an In-

Prozess-Wartung und eine vorsichtige Prozessführung bedingt (Melin et al. 2006; Luo et al. 

2017).  

Wird die Membrantechnologie in der Mikroalgenkultivierung eingesetzt, resultiert die Kombi-

nation aus Photobioreaktor und Membran in einem sogenannten Membran-Photobioreaktor, 

kurz MPBR. Die beiden Hauptkonfigurationen eines Membran-Photobioreaktorsystems sind in 

Abbildung 1-14 dargestellt. Beide Konfigurationen ermöglichen einen kontinuierlichen Betrieb. 

Abbildung 1-14 (A) zeigt einen MPBR mit Rezirkulation zu einem externen Membranmodul. 

Diese Konfiguration ermöglicht im Vergleich zum getauchten MPBR (Abbildung 1-14: (B)) 

eine bessere Prozesssteuerung durch die Rückführung von Biomasse bei einer höheren Fehler-

anfälligkeit. Der Austausch des Membranmoduls ist bei einem getauchten MPBR dagegen 

komplizierter. Zudem kann die interne Membran die Lichtverteilung im Reaktor negativ beein-

flussen und damit das Mikroalgenwachstum limitieren. (Bilad et al. 2014a)  

A 
B 

Abbildung 1-14: Mögliche Konfigurationen eines Membran-Photobioreaktores (MPBR) mit internem, getauchtem 

(A) oder externem (B) Membranmodul. Quelle: Eigene Abbildung erstellt nach Zhao et al. 2023 und 

Melin et al. 2006. 
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Durch die Rezirkulation von Retentat kann 3 je nach Konfiguration des Systems 3 ein volumet-

rischer Reduktionsfaktor (getauchte Membran, Gleichung (1.4)) oder Rückführverhältnis (ex-

terne Membran, Gleichung (1.5)) zur Quantifizierung der Zellrückführung eingeführt werden.  

 RV = 
FRezirkulation

FEin
 (1.4) 

   

 À = 
FEin

FRetentat
 (1.5) 

   
Marbelia et al. 2014 sowie Bilad et al. 2014b simulierten das Wachstum von Mikroalgen so-

wohl in einem konventionellen PBR- als auch in einem MPBR-System (Abbildung 1-15) mit 

getauchter (Marbelia et al. 2014) bzw. externer Membraneinheit (Bilad et al. 2014b). Die Simu-

lation basiert auf Massenbilanzen kontinuierlicher Kultivierungen im Gleichgewichtszustand 

mit einem wachstumslimitierenden Substrat (Stickstoff), wobei die Substrataufnahme einer 

Michaelis-Menten-Kinetik folgt. Die Neubildung von Biomasse wird über einen Ausbeutekoef-

fizienten von Substrat zu Biomasse berücksichtigt und zudem durch die maximale spezifische 

Wachstumsrate µmax begrenzt. Beide Werte sind stammspezifisch und werden von den jeweili-

gen Kultivierungsbedingungen beeinflusst.  

 

 

 
Abbildung 1-15: Simulation eines Modell-PBR sowie von MPBR mit interner und externer Filtrationseinheit. (A) 

Biomassekonzentration (im Bild: X) in (M)PBR und Retentat, (B) Konzentration des limitierenden 

Substrates (im Bild: S) im Reaktor und (C) Biomasseproduktivität (im Bild: P). Simulationsparame-

ter: ÀMPBR = 4, RV = 0,2, µmax = 0,15 d-1, YX,S = 77 g·g-1, S0 = 1.55 mg·L-1, KS = 0.1 mg·L-1. Quelle: 

Bilad et al. 2014a. 
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Ein Einsatz eines MPBR-Systems erlaubt 3 unabhängig der Membrankonfiguration 3 eine 

Anwendung höherer Durchflussraten im Vergleich zu einem klassischen Photobioreaktor 

(Abbildung 1-15 A), bevor ein Auswaschen der Zellen auftritt. Zudem ist durch den Einsatz 

eines MPBR die Aufnahme des wachstumslimitierenden Substrates verbessert (Abbildung 1-15 

B), was das Potential dieses Reaktorsystems für einen Einsatz zur Abwasseraufbereitung unter-

streicht. Dennoch muss an dieser Stelle erwähnt werden, dass in der vorliegenden Simulation 

das Substrat >Licht< als Alleinstellungsmerkmal phototropher Kultivierungen nicht mitberück-

sichtigt wurde. Die Verfügbarkeit an im Medium gelösten Komponenten steigt mit zunehmen-

der Verdünnungsrate, wodurch höhere Wachstumsraten und Biomasseproduktivität (Abbildung 

1-15 C) möglich sind. Allerdings bleibt die Menge an eingetragenen Photonen konstant, die 

Photonenverfügbarkeit pro Zelle ist durch die im Reaktor herrschende Biomassekonzentration 

definiert. Dabei können vor allem hohe Zellkonzentrationen (> 1 g·L-1) dazu führen, dass das 

gesamte eingestrahlte Licht in den der Lichtquelle zugewandten Reaktorschichten absorbiert 

wird und damit in den dahinter liegenden Schichten Dunkelzonen entstehen. Bei einem photo-

autotrophen Mikroalgenwachstum spielt die Verfügbarkeit der Energiequelle eine wesentliche 

Rolle für Wachstum und Metabolismus einer Mikroalgenzelle. Dunkelzonen verlangsamen den 

Mikroalgenmetabolismus und/oder rufen Zellstress hervor. (Luo et al. 2017) Zudem ist die 

Aufnahme von Nährstoffen, wie in Kapitel 1.3.1.5 beschrieben, ein für die Mikroalge energie-

aufwändiger Prozess (Phosphor) bzw. bedingt den aktiven Einbau in die Zelle (Stickstoff). 

Daher kann die Nährstoffaufnahme auch bei einer stetigen Erhöhung der Zellkonzentration 

nicht wie in der Simulation eines getauchten MPBR in Abbildung 1-15 B angedeutet unlimitiert 

gesteigert werden. Da MPBR-Systeme zumeist bei hohen Zelldichten betrieben werden, sind 

Lichtverteilung und -verfügbarkeit bei dessen Konstruktion und Implementierung unbedingt zu 

berücksichtigen und optimieren. 

Eine Möglichkeit zur Verbesserung der Lichtverteilung in einem Photobioreaktor ist die Anpas-

sung der Schichtdicke (Legrand et al. 2021). Durch eine Reduktion der Reaktordicke von 25 cm 

auf 10 cm optimierten González-Camejo et al. 2020 den Lichtweg eines MPBR (Hohlfaser-

membran) im Pilotmaßstab im Außenbereich. Die Ergebnisse der Studie zeigten eine verbesser-

te Nährstoffaufnahme von Stickstoff und Phosphor (150 % für N, 103 % für P) und Biomasse-

produktivität (194 %) sowie eine gesteigerte Photosyntheseeffizienz (67 %). Diese 

Verringerung ging zudem mit einer Kostenreduktion der Anschaffung und im Betrieb einher. 

Die Mikroalgenzellen der Spezies Scenedesmus sp. konnten dabei bei einer SRT zwischen 3-

4,5 d und einer HRT zwischen 1,25-1,5 d die Nährstoffe Stickstoff und Phosphor mit Raten von 

29,7 mgN·L-1·d-1 bzw. 3,8 mgP·L-1·d-1 aus einem anaeroben MBR Effluent entfernen und somit 

die gesetzlichen Grenzwerte einer Einleitung in natürliche Gewässer einhalten. Die Lichtver-

fügbarkeit zur optimalen Nährstoffaufnahme aus einem tertiären Effluent wurde von für 

González-Camejo et al. 2019 verschiedene Biomassekonzentrationen untersucht 3 realisiert 

durch eine Variation der SRT (4,5 d, 6 d und 9 d). Dabei konnte bei einer SRT von 4,5 d (mit 

der geringsten Zelldichte) die höchste Stickstoffaufnahmerate bezogen auf die Photonenabsorp-

tionsrate (57,7 mgN·mol-1) sowie Photosyntheseeffizienz (4,4 %) nachgewiesen werden. Die 

Ergebnisse unterstreichen die Lichtabhängigkeit der Stickstoffaufnahme in Mikroalgen und die 

Notwendigkeit der Anpassung der Lichtverteilung in MPBR-Systemen. Eine darauffolgende 

Variation der HRT (3,5 d, 2,0 d, 1,5 d und 1,0 d) ergab, dass lediglich eine Verweilzeit von 

3,5 d (entspricht D ~ 0,3 d-1) eine ausreichende Nährstoffreduktion für die Einleitung des 
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Effluents in natürliche Gewässer erzielen konnte. Aufgrund der bei konstanter SRT gleichblei-

benden Biomassekonzentration war kein Einfluss der HRT auf die Effektivität der Lichtnutzung 

bezüglich der Nährstoffaufnahme erkennbar.  

Die Anwendung membranbasierter Verfahren zur effizienten Abwasserbereitung war und ist 

Gegenstand zahlreicher weiterer Untersuchungen (z.B. Boonchai und Seo 2015, Gao et al. 

2016a, Gao et al. 2016b, Viruela et al. 2018, Azizi et al. 2020 oder Solmaz und I_1k 2020), 

welche einen wichtigen Beitrag in der großflächigen Etablierung dieser Systeme leisten. Nichts-

destoweniger kommt es im laufenden Betrieb eines Membran-Photobioreaktors zu einer Anhaf-

tung gelöster und fester Partikel an der Membranoberfläche und in den Membranporen, 

wodurch deren Filtrationsleistung reduziert wird. Dieser als Membran-Fouling definierte Me-

chanismus sowie Maßnahmen zu dessen Reduktion sind Gegenstand des nachfolgenden Kapi-

tels 1.3.3.3. 

1.3.3.3 Herausforderung Membran-Fouling 

Bei der Filtration partikelbeladener Suspensionen, welche neben Zellen auch Zellbruchstücke 

(Debris) sowie gelöste organische Substanzen (extrazelluläres organisches Material, EOM) 

enthalten, treten Wechselwirkungen zwischen Membranoberfläche und den enthaltenen Stoffen 

auf. Die Bildung des sogenannten Foulings findet sowohl an der Membranoberfläche (Kuchen-

bildung) als auch innerhalb der Membranporen (Porenverblockung) statt. Der Widerstand, 

welchen das Permeat nun überwinden muss, wird dadurch erhöht. Je nach Betriebsweise der 

Filtration (konstanter Permeat-Flux/konstanter TMP) ist eine höhere Triebkraft (gleichbedeu-

tend mit einem erhöhten Energieeintrag) erforderlich beziehungsweise sinkt der erzielbare 

Permeat-Flux (entspricht einem Effizienzverlust). Daher sind Maßnahmen zur Prävention sowie 

Kontrolle des Membran-Foulings erforderlich. Fouling Phänomene können anhand ihrer Rever-

sibilität eingeteilt werden (Abbildung 1-16): Physikalische Maßnahmen befreien die Membran 

von reversiblem Fouling, irreversibles Fouling hingegen ist lediglich durch chemische Reini-

gung zu entfernen. Algenzellen bilden einen in der Regel reversiblen Filterkuchen auf der 

Membran, wohingegen EOM eine Gelschicht auf der Membranoberfläche bildet und die Memb-

ranporen teilweise irreversibel infiltriert. Die Interaktion zwischen Zellen und EOM führt zu 

einem dichten Filterkuchen, welcher durch physikalische Maßnahmen allein nicht vollständig 

entfernt wird und damit zusätzlich irreversibles Fouling erzeugt. (Rezakazemi et al. 2018; 

Zhang und Fu 2018; Le-Clech et al. 2006) 
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Abbildung 1-16: Mechanismen des Membran Foulings, welches durch Algenzellen und EOM verursacht wird. 

Quelle: eigene Darstellung nach Rezakazemi et al. 2018, Zhang und Fu 2018, Drexler und Yeh 2014 

und Wang et al. 2014. 

Für einen ökonomischen und ökologischen Betrieb einer Filtrationsanlage ist die Optimierung 

der Anti-Fouling Maßnahmen essenziell. Zu den physikalischen Anti-Fouling Maßnahmen 

zählen neben der Membranbelüftung das sogenannte Rückspülen sowie Pausieren (Le-Clech et 

al. 2006). Generell wird bei diesen Maßnahmen lediglich reversibles Fouling entfernt. Die 

Belüftung der Membran ist eine effektive Maßnahme, um Fouling sowohl in seiner Entstehung 

zu verlangsamen als auch zu kontrollieren. Durch Luftblasen erzeugte Scherkräfte lösen den 

sich aufbauenden Filterkuchen und reduzieren die entlang der Membran auftretende Konzentra-

tionspolarisation durch den Rücktransport fester Partikel in die umgebende Phase. (Fortunato et 

al. 2020; Wang et al. 2014)  

Im laufenden Betrieb der Filtration kann Rückspülen zu einer Reduzierung von Fouling Phäno-

menen führen. Bei dieser Flussumkehr des Permeat-Stromes wird das Permeat rückwärtig durch 

die Membranporen gepresst, wodurch es zu einem Abplatzen des Filterkuchens an der Memb-

ranaußenseite kommt. Wird die Membran während des Rückspülens zusätzlich belüftet, wird 

dessen Effektivität maßgeblich verbessert (Vera et al. 2015). Die Stellschrauben des Rückspü-

lens umfassen die Dauer und Frequenz des Vorgangs, sowie deren Verhältnis und Intensität 

(Villarroel et al. 2013; Le-Clech et al. 2006). Generell gilt: je länger rückgespült wird, umso 

besser ist der Reinigungseffekt. (Vera et al. 2015) Ab einem Schwellenwert allerdings kann 

auch bei längerem Rückspülen keine Verbesserung der physikalischen Reinigung erzielt wer-

den. Um eine Verdünnung des Retentats so gering wie möglich zu halten, werden für den Filtra-

tionsprozess möglichst kurze Rückspüldauern bei geringen Rückspülvolumina gewünscht. 

Zudem reduziert die Dauer des Rückspülens die effektive Filtrationszeit. Ein vorsichtiges Ab-

wägen zwischen der Effektivität der physikalischen Reinigung und der Effizienz des Filtrati-

onsprozesses ist bei der Auswahl einer geeigneten Rückspülstrategie unbedingt notwendig. 



1.3  Stand der Technik 

33 

Als schonende Maßnahme zur Reduktion von Membran-Fouling gilt das sogenannte Pausieren. 

Hierbei wird der Permeat-Flux periodisch unterbrochen und der Filtrationsprozess damit pau-

siert. Durch die Abwesenheit der Triebkraft, kann eine Rückdiffusion der festen Partikel (Zel-

len) entlang der Grenzschicht der Membranoberfläche in die umgebende Phase stattfinden, 

wodurch deren Konzentration in der direkt an die Membran angeschlossenen Flüssigphase 

verringert und damit die Ausbildung eines Filterkuchens verlangsamt wird. Zudem verändert 

das Pausieren die physikalischen Eigenschaften des Filterkuchens hin zu einer zunehmend 

ungeordneten, weniger dichten Struktur, wodurch dessen hydraulischer Widerstand reduziert 

wird. (Fortunato et al. 2020; Le-Clech et al. 2006) Werden die Membranfasern gleichzeitig 

belüftet, wird dieser Effekt verstärkt, zudem wird die Ablösung eines bereits vorhandenen 

Kuchens begünstigt. (Drews 2010; Le-Clech et al. 2006; Kanchanatip et al. 2016) Die Anwen-

dung periodischer Pausen ist gegenüber anderen Methoden wie zum Beispiel Rückspülen vor-

teilhaft, da diese keine zusätzliche (mechanische) Beanspruchung der Zellen bedeutet und mit 

keiner Erhöhung des Energiebedarfs oder -eintrags verbunden ist. Dennoch darf nicht uner-

wähnt bleiben, dass das Pausieren im Vergleich zum Rückspülen zumeist weniger effektiv ist. 

Dauer und Frequenz des Pausierens sind zu optimieren, um keine unnötige Verlängerung des 

Filtrations-Prozesses hervorzurufen. (Wang et al. 2014) 
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2 Material und Methoden 

2.1 Mikroorgansimen 

2.1.1 Mikroalgen Spezies 

Chlorella vulgaris 

Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Stämme der Grünalge 

Chlorella vulgaris eingesetzt.  

Die Grünalge C. vulgaris SAG 211-12 (Abbildung 2-1; Gruppe Chlorophyta, Gattung Trebou-

xiophyceae) stammt aus der Sammlung von Algenkulturen der Universität Göttingen (Experi-

mental Phycology and Culture Collection of Algae at the University of Goettingen (EPSAG) 

2023). Sie fand für verschiedene Kultivierungs- sowie Filtrationsexperimente im Labormaßstab 

Einsatz (Kapitel 3.3.1, Kapitel 3.4.1 und Kapitel 5.2.1) und wurde hauptsächlich in einem 2 L 

Photobioreaktor (Kapitel 2.5) kultiviert.  

 A  B 

Abbildung 2-1: Mikroskopische Aufnahmen der Grünalge Chlorella vulgaris SAG 211-12 in verschiedenen Maßstä-

ben. Quelle: eigene Aufnahmen. 

Der Produktionsstamm Chlorella vulgaris 1996/H 14 Doucha et Livansky, Patent-Nummer 

299352 (kurz C. vulgaris H14) (Doucha und Lívanský 2012) wurde für Filtrationsexperimente 

im Pilotmaßstab verwendet (Kapitel 3.1.1 und Kapitel 3.2.3). Der Stamm wurde vom Institut für 

Mikrobiologie des ASCR der Akademie der Wissenschaften, Prag, Tschechische Republik 

durch ein >Materials Transfer & Evaluation Agreement< zur Verfügung gestellt. Die Bereitstel-
lung der Biomasse erfolgte durch die axenische Kultivierung in Acetat- und 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)-freiem TAP-Medium (nach Gorman und Levine 

1965 und Hutner et al. 1950, Zusammensetzung siehe Tabelle 8-2 im Anhang) in einem ge-

schlossenen 33 L Photobioreaktor (>Algfine-Reaktor<, Abbildung 2-2 A) mit einem Kulturvo-

lumen von 28 L bei pH 7,5, 25 °C, Begasungsrate 1,1 vvm (1 % (v/v) CO2), interner Beleuch-

tung mit Lichtintensitäten von bis zu 500 µmol·m-2·s-1 statt. 
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 A  B 

Abbildung 2-2: Algfine-Photobioreaktor mit interner Beleuchtung (A) sowie mikroskopische Aufnahmen der Mikro-

alge C. vulgaris H14 (B). Quelle: Institutsinterne Aufnahmen. 

Der Stamm Chlorella vulgaris R-117 (CCALA 1107, Stammsammlung autotropher Organis-

men des Instituts für Botanik TYeboI, Tschechische Republik) wurde nicht-axenisch in anorga-

nischem Medium im Juli 2020 im Centre Algatech des Instituts für Mikrobiologie der Tschechi-

schen Akademie der Wissenschaften in TYeboI, Tschechische Republik in einer Dünnschicht-
Kaskade im Außenbereich (Kulturvolumen 650 L, pH 8,0 ± 0,2; siehe Abbildung 2-3) kultiviert 

(Masojídek et al. 2011). Die Algenbiomasse wurde für Filtrationsexperimente in Kapitel 2.7.3 

und Kapitel 3.1.1 eingesetzt.  

 A 

 C  D 
 B 

Abbildung 2-3: Dünnschicht-Kaskade zur Mikroalgenkultivierung der Grünalge Chlorella vulgaris R-117. Die 

Kultivierung erfolgte im Centre Algatech des Instituts für Mikrobiologie der Tschechischen Akade-

mie der Wissenschaften in TYeboI, Tschechische Republik. Quelle: InoWeb 2023 (Bild A) sowie ei-

gene Aufnahmen (Bild B-D). 

2.1.2 Bäckerhefe 

Als Modellsubstanz für Filtrationsexperimente diente die kommerziell erhältliche Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (Deutsche Hefewerke GmbH (DHW), Vital Gold), mit 

einem Zelldurchmesser zwischen 5 - 10 µm. Für die Hefewürfel (42 g) wurde ein durchschnitt-

licher Trockenmassegehalt von 27 % ermittelt. Die erforderliche Biotrockenmassekonzentration 

einer Hefesuspension wurde durch Auflösen einer definierten Menge an Hefewürfel in einem 

entsprechenden Medium (Kulturmedium oder Puffer, Herstellung siehe Kapitel 2.2) erreicht. 
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Einen Überblick der in den Experimenten der vorliegenden Arbeit eingesetzten Biomassekon-

zentrationen und Medien gibt Tabelle 2-1: 

Tabelle 2-1: Überblick der Filtrationsexperimente mit Saccharomyces cerevisiae. 

Experiment Biotrockenmasse-Konzentration 
(g·L-1) 

Medium 
Bezeichnung Referenzkapitel 

Kritischer Flux 3.2.3 3,0 und 15,0 Puffer 

Rückspülen 3.3.1 2,5 Bold Basal Medium 

Pausieren 3.3.2 3,0 Puffer 

2.2 Medien und Puffer 

Die Qualität der eingesetzten Chemikalien wird laut Herstellern als analysenrein angegeben. 

Eine ausführliche Liste der verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller ist im Anhang 

(Tabelle 8-7) zu finden. Für die eingesetzten Medien und Puffer wurde ausschließlich Reinst-

wasser (Widerstand g 16 M« bei Raumtemperatur (RT)) eingesetzt. Nach der Einstellung des 

gewünschten pH-Wertes wurden alle Medien für 20 min bei 121 °C in einem Laborautoklav 

sterilisiert und bis zur Verwendung in einem Kühlschrank gelagert.  

Bold Basal Medium 

Als Standard-Kulturmedium für Mikroalgen fand das Bold Basal Medium (BB-Medium) nach 

Bischoff, H. W. & Bold, H. C. 1963 (modifiziert nach Starr und Zeikus 1993 und Andersen 

2009) bei pH 7,5 Einsatz. Die Gehalte der einzelnen Komponenten des Mediums sind in Tabelle 

8-1 im Anhang aufgeführt.  

Modifiziertes BG11-Medium (synthetisches Abwasser) 

In Abgleich mit aktueller Literatur wurde das sogenannte Blue Green 11 (BG11) Medium nach 

Stanier et al. 1971 als synthetisches Abwasser ausgewählt und modifiziert. Das so entstandene 

mBG11-Medium (modifiziertes BG11-Medium) enthält keinerlei Kohlenstoffquellen. Zudem 

sind die Stickstoff- und Phosphorkonzentrationen zur Bildung von 0,5 g·L-1 Biomasse ausgelegt 

(Annahmen: Stickstoffgehalt einer Algenzelle 10 %, Phosphorgehalt 2 %). Die Konzentrationen 

der einzelnen Komponenten des Mediums sind in Tabelle 8-3 im Anhang aufgeführt. Für die 

Versuche zur Untersuchung der Nährstoffaufnahme in Abhängigkeit der Wachstumsrate im 

kontinuierlichen Kultivierungsbetrieb (Kapitel 4) wurde das Medium 4-fach konzentriert, so-

dass eine theoretische Biomassekonzentration von 2 g·L-1 erreichbar ist.  

Sekundäres Abwasser: AnMBR Effluent 

Bei dem sogenannten AnMBR Effluent handelt es sich um ein in einem anaeroben Membran-

Bioreaktorsystem (AnMBR) der Ben-Gurion-Universität in Be9er Scheva, Israel vorbehandel-
tes, reales sekundäres Abwasser. In einem Membranbioreaktor fand eine Reduktion der C-

Quellen eines realen Abwassers einer Lebensmittelfabrik in Israel statt. Für den Transport nach 

Deutschland wurde das so entstandene sekundäre Abwasser lyophilisiert und als Pulver ver-
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schickt, welches im Anschluss als Medium zur Algenkultivierung vorbereitet wurde. Hierfür 

wurde das Pulver in Reinstwasser gelöst (1 g pro 1 L) und wie folgt supplementiert: Um den 

Verlust an Stickstoff während des Lyophilisierens auszugleichen, wurde die Ziel-

Stickstoffkonzentration von 150 gN·L-1 durch die Zugabe von NH4Cl eingestellt. Zudem wurden 

eine A5 Mikronährstofflösung sowie eine Fe-EDTA-Lösung (Zusammensetzung siehe Tabelle 

8-5 sowie Tabelle 8-6 im Anhang) zugefügt. Zur Pufferung des pH-Wertes wurde Na2CO3 

(0,2 g·L-1) eingesetzt.  

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) 

Die Bäckerhefe wurde für Filtrationsexperimente in Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS), 

einem für Zellen nicht-toxischem Puffer, gelöst (NaCl 8 g·L-1, KCl 0,2 g·L-1, KH2PO4 1,44 g·L-

1, Na2HPO4 0,24 g·L-1, pH 7,4; nach Sambrook und Russell 2001. Aufgrund des Ionengehalts 

der Salzlösung schützt PBS die Zellen vor zu hohem osmotischem Druck. 

2.3 Stammhaltung und Kultivierung in 
Schüttelkolben 

Die notwendigen Arbeiten der Stammhaltung und Schüttelkolbenkultivierung wurden unter 

Zuhilfenahme steriler Materialien aseptisch unter einer Sterilwerkbank durchgeführt. Die bei-

mpften Kolben wurden anschließend in einem Brutschrank auf einem institutsintern modifizier-

ten Schüttler, welcher mit Leuchtdioden ausgestattet wurde, inkubiert. Alle zur Durchführung 

benötigten Materialien und Geräte sind mit den entsprechenden Spezifikationen im Anhang in 

Tabelle 8-7 und Tabelle 8-8 aufgelistet.  

2.3.1 Stammhaltung 

Die verwendeten Algenkulturen wurden als Flüssigkulturen (Stammhaltung) in Schüttelkolben 

(500 mL Weithalskolben mit Cellulose-Stopfen) kultiviert (pH 7,5, 22 °C, 100 µmol·m-2·s-1, 

100 rpm, passive Begasung). Zur Langzeiterhaltung der Algenbiomasse ohne Überalterung der 

Kultur wurde im Rhythmus von zwei Wochen ein Aliquot der bestehenden Kultur (1-3 mL) in 

frisches BB-Medium (200 mL) überführt. Außerdem diente die Stammhaltung als Inokulum für 

Kultivierungsexperimente in Schüttelkolben (siehe Kapitel 2.3.2) sowie als Ausgangsmaterial 

zur Vorbereitung des Inokulums für Kultivierungsversuche im Photobioreaktor (Kapitel 2.5). 

2.3.2 Kultivierung in Schüttelkolben 

Die Kultivierung in Schüttelkolben fand in der vorliegenden Arbeit für folgende Zwecke statt:  

Inokulum für Kultivierungsversuche im Photobioreaktor 

Das Inokulum für Kultivierungsexperimente im Photobioreaktor wurde in 500 mL-Weithals-

Erlenmeyerkolben mit Cellulose-Stopfen angesetzt. Hierfür wurde zu 250 mL Medium (pH 7,5) 



2.4  Analytik 

39 

circa 20 mL der Flüssigkultur aus der Stammhaltung gegeben und für 96 h bei 22 °C, 100 rpm, 

200 ¿mol·m-1·s-1 und passiver Begasung mit Raumluft kultiviert.  

Bereitstellung von Mikroalgen-Biomasse für Filtrationsexperimente 

Um Algenbiomasse für Filtrationsexperimente im Mini-Harvester (siehe Kapitel 3.1.2) zu 

erzeugen, wurden bewegte, begasbare Weithals-Erlenmeyerkolben (Volumen 1 L) eingesetzt 

(siehe Abbildung 2-4). Als Inokulum diente die Kultur der Stammhaltung, es wurden circa 

40 mL Algensuspension in 600 mL BB-Medium (pH 7,5) resuspensiert. Die Kultivierung fand 

bei 22 °C, 100 rpm, 200 ¿mol·m-1·s-1 und einer Begasungsrate von 0,1 vvm (90 % (v/v) O2, 

10 % (v/v) CO2 in Zuluft) für 4-6 Tage statt. Um die Bereitstellung einer möglichst dichten 

Algenkultur zu erreichen, wurde die Lichtintensität nach 48 h auf 400 ¿mol·m-1·s-1 erhöht. Vor 

dem Einsatz für Filtrationsexperimente (Kapitel 3.3.1) wurde die Biomasse bezüglich optischer 

Dichte und Biotrockenmasse charakterisiert (siehe Kapitel 2.4.2). Bei Bedarf wurde den Schüt-

telkolben unter der Sterilwerkbank aseptisch ein Aliquot zur weiteren Analyse (siehe Kapitel 

2.4) entnommen, wobei das Probevolumen maximal 10 % des Kolbeninhaltes betrug.  

   
Abbildung 2-4: Begaste Weithals-Erlenmeyerkolben zur Mikroalgenkultivierung auf einem beleuchteten Schüttler. 

Quelle: eigene Aufnahmen. 

2.4 Analytik 

Alle zur Durchführung der Analytik benötigten Materialien und Geräte sind mit den entspre-

chenden Spezifikationen im Anhang in Tabelle 8-7 und Tabelle 8-8 aufgelistet. 

Zellhaltige Proben aus Schüttelkolben oder Photobioreaktor wurden hinsichtlich einer Vielzahl 

von Parametern untersucht, welche im Folgenden beschrieben sind. Ein Aliquot der Proben 

wurde direkt zur Quantifizierung der Biomassekonzentration (Kapitel 2.4.2) sowie zur Mikro-

skopie (Kapitel 2.4.4) eingesetzt. Die verbleibende Probe wird zu je 1 mL in Eppendorf Reakti-

onsgefäßen aliquotiert und bei 11.000 rpm für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde vereint und direkt zur Analyse der Medienzusammensetzung (Kapitel 2.4.1) eingesetzt. 

Das Zellpellet wird bei -18 °C eingefroren und vor der Bestimmung der makromolekularen 

Zusammensetzung (Kapitel 2.4.3) aufgetaut. Jede Zellprobe der vorliegenden Arbeit durchlief 

zur Gewährleistung der Homogenität genau einen dieser sogenannten freeze-thaw-Zyklen.  

Algenbiomasse aus Kultivierungsexperimenten im Photobioreaktor wurde für eine detailreiche-

re Analytik (Kapitel 2.4.3.4 und 2.4.3.5) an ein externes Labor (Bioanalytik Labor des Kompe-
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tenzzentrum Algenbiotechnologie der Hochschule Anhalt) geschickt. Hierfür wurde ein Aliquot 

von ~50 mL Kulturbrühe zentrifugiert (4500 rpm, 4 °C, 30 Min), der Überstand abgenommen 

und das Zellpellet im Anschluss in einem Gefriertrockner getrocknet.  

2.4.1 Medienzusammensetzung 

2.4.1.1 Reflektometer 

Eine schnelle, prozessbegleitende Analyse des Ammonium- (NH4
+) und Phosphatgehaltes 

(PO4
3-) des Mediums im Laufe einer Mikroalgenkultivierung fand mittels eines sogenannten 

Reflektometers inklusive der zugehörigen Teststäbchen statt. Hierbei wurde das frischen Medi-

ums sowie der zellfreie Überstand einer Reaktorprobe nach Zentrifugation nach einer Verdün-

nung (mind. 1:2 (v/v)) mit Reinstwasser (Widerstand g 16 M« bei RT) entsprechend der vom 

Hersteller angegebenen Vorgehensweise analysiert.  

2.4.1.2 Ionenchromatographie 

Mittels der Ionenaustauschchromatographie (kurz Ionenchromatographie, IC) fand ein Nach-

weis der anorganischen Ionen im Überstand der zentrifugierten Reaktorproben sowie des fri-

schen Kulturmediums statt. Einsatz fand ein Ionenchromatograph mit automatischer Probenvor-

lage (Spezifikationen siehe Tabelle 8-8 im Anhang). Tabelle 2-2 fasst die analysierten Ionen, 

eingesetzten Säulen sowie die Zusammensetzung der Eluenten der Kationen- sowie der Anio-

nen-Austausch-Chromatographie zusammen. Eine Quantifizierung der Chromatographie-Peaks 

fand mit sieben (Kationen) beziehungsweise fünf (Anionen) Standards bekannter Konzentration 

statt. Für die Herstellung der Eluenten und Standards sowie zur Verdünnung der Proben (stan-

dardmäßig im Verhältnis 1:5 (v/v) oder 1:10 (v/v)) wurde Reinstwasser (Widerstand g 16 M« 
bei RT) verwendet. 

 

Tabelle 2-2: Übersicht der analysierten Ionen, verwendeten Säulen und Zusammensetzung des Eluenten für die 

Anionen- sowie Kationenaustauschchromatographie. 

 Anionen Kationen 

Analysierte Ionen Phosphat (PO4
-3), Nitrat (NO3

-),  
Chlorid (Cl-), Sulfat (SO4

2-) 
Natrium (Na+), Ammonium (NH4

+), 
Kalium (K+), Calcium (Ca2+) Magne-
sium (Mg2+) 

Säulen Metrosep A Supp 4/5 Guard 4.0 
(Vorsäule) 
Metrosep A Supp 5-150/4.0 

Metrosep C 4 150/4.0 (Vorsäule) 
Metrosep C 4 S-Guard 

Eluent 3,2 mM Natriumcarbonat, 
1 mM Natriumhydrogencarbonat, 
12,5 % (v/v) Acetonitril 

1,7 mM Salpetersäure,  
0,7 mM Dipicolinsäure 
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2.4.2 Biomassequantifizierung 

2.4.2.1 Biotrockenmasse 

Die Biomassekonzentration (in g·L-1) wurde als sogenannte Biotrockenmasse (BTM) gravimet-

risch ermittelt, welche die Konzentration in Gramm trockener Biomasse pro L Zellsuspension 

wiedergibt. Hierfür wurde zunächst ein definiertes Volumen VProbe auf zuvor mit Reinstwasser 

gewaschene und mit einer Analysewaage gewogene Glasfaserfilter (0,7 µm) aufgetragen, mit-

tels Unterdrucks filtriert und anschließend nochmals mit Reinstwasser gewaschen. Die Filter 

wurden folgend für 48 h in einem Trockenschrank bei 80 °C getrocknet und nach abkühlen in 

einem Exsikkator (mindestens 2 h) erneut gewogen (mleer+Zellen). Die Masse der aufgetragenen 

Probe entspricht der Differenz aus mleeer+Zellen sowie des Leergewichts des Filters (mleer). Die 

Biomassekonzentration kann nach Gleichung (2.1) ermittelt werden. Die Bestimmung erfolgte 

in Triplikaten. 

 cBTM = 
mleer+Zellen - mleer

VProbe
 (2.1) 

   

2.4.2.2 Optische Dichte 

Parallel zur Bestimmung der Biotrockenmasse fand eine Quantifizierung der Biomassekonzent-

ration über die optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 750 nm (Algen, OD750) bezie-

hungsweise 500 nm (Hefe, OD500) mittels eines Spektralphotometers (Spaltbreite 1 nm) statt. 

Für den Nullabgleich sowie zur Verdünnung der Proben (ab einer Extinktion von 0,4) diente 

Reinstwasser. 

2.4.3 Biomassezusammensetzung 

2.4.3.1 Gesamtpolysaccharidgehalt 

Eine Quantifizierung des Gehaltes an Gesamtpolysacchariden einer Zellprobe fand mittels der 

sogenannten Anthron-Methode nach YEMM und WILLIS 1954 statt. Das tricyclische Molekül 

Anthron bildet dabei mit zuvor hydrolysierten Monosacchariden eine Farbreaktion, welche bei 

einer Wellenlänge von 625 nm (OD625) in einem Spektralphotometer (Spaltbreite 1 nm) nach-

gewiesen werden kann. Mittels einer Kalibriergerade mit Stärke nach Zulkowsky (in Reinstwas-

ser gelöst (Widerstand g 16 M« bei RT), Konzentration von 20 bis 400 mg·L-1) kann im An-

schluss der Polysaccharidgehalt einer Probe berechnet werden.  

Zum Zellaufschluss (exotherm) wurde ein definiertes Volumen an Anthron-Reagenz (800 µL, 

1 g·L-1 Anthron in konzentrierter Schwefelsäure (> 95 %) auf eine zellhaltige Probe im Eisbad 

gegeben. Zuvor wurde das Zellpellett mit Reinstwasser zu einem Volumen von 400 µL resuspe-

diert. Die darauffolgende Inkubation (16 min, 300 rpm, 95 °C) diente der Hydrolyse der zellulä-

ren Polysacharide zu Monosacchariden, wodurch die Farbreaktion mit Anthron eingeleitet 

wurde. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch Abkühlen im Eisbad wurde letztere durch 

Messung der OD625 im Photometer (Spaltbreite 1 nm) nachgewiesen und über die Kalibrierge-

rade quantifiziert. Für jede Probe erfolgte die Messung der Gesamtkohlehydrate im Triplikat. 
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2.4.3.2 Proteingehalt 

Die Ermittlung des Proteingehaltes einer lysierten Algenzellprobe fand nach (Lowry et al. 1951) 

im Triplikat mit dem Nachweisreagenz Folin statt. Dieses reagiert in alkalischer Umgebung mit 

Aminen zu einem fluoreszenten Farbstoff, welcher photometrisch bei einer Wellenlänge von 

750 nm nachgewiesen werden kann. Mittels einer Kalibriergerade mit Bovinem Serumalbumin 

(BSA) (Konzentration von 0 bis 300 mg·L-1) kann im Anschluss der Proteingehalt einer Probe 

berechnet werden.  

Der hierfür notwendige Schritt des Zellaufschluss fand in der Kugelmühle (10 Min, 30 Hz) statt. 

Die gefrorenen Pellets einer zellhaltigen Probe wurden zuvor durch Zugabe von Glaskugeln 

(1,5 mL, Ø 0,25-0,5 mm) sowie 450 µl Reinstwasser vorbereitet. Zur Proteinextraktion wurde 

folgend 500 µL Lysepuffer (4 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,12 M TRIS) zugegeben 

und im Thermoinkubator für 10 Min bei 90 °C ohne Schütteln inkubiert. Anschließend wurden 

die Glaskugeln abzentrifugiert, 200 µL des Überstands entnommen und mit Reinstwasser auf 

1 mL aufgefüllt. Bei Bedarf fand eine geeignete Verdünnung der jeweiligen Proben sowie ein 

Abzentrifugieren von Zellbruchstücken (20 °C, 11.000 rpm, 10 Min) statt. Zur Quantifizierung 

der Proteinkonzentration wurden 950 µL der zellfreien Lösung mit 1 mL Lowry-Reagenz inku-

biert (20 Min, RT, im Dunkeln). Die Lösung wurde mit 500 µL Folin-Reagenz erneut inkubiert 

(30 Min, RT, im Dunkeln) und anschließend die Absorption bei 750 nm in einem Spektralpho-

tometer (Spaltbreite 1 nm) gemessen. 

Ein reduzierender Effekt des TRIS auf die Proteinkonzentration konnte aufgrund der ausrei-

chend hohen Probenverdünnung (> 1:10 (v/v)) ausgeschlossen werden.  

2.4.3.3 Pigmentgehalt 

Der Gehalt an Chlorophyll a (Chla), Chlorophyll b (Chlb) sowie Carotinoiden (Carx+c) der Al-

genzellproben wurde spektralphotometrisch im Triplikat quantifiziert. Aufgrund der Lichtemp-

findlichkeit der Pigmente erfolgten alle Arbeiten soweit möglich unter Lichtausschluss.  

Die Extraktion der Pigmente aus dem Zellpellet fand durch die Zugabe von Dimethylsulfoxid 

(DMSO, 90 % (v/v)) mit anschließender Inkubation (20 Min, 45 °C, 600 rpm) in einem Ther-

moschüttler statt. Nach anschließender Zentrifugation (10 Min, 11000 rpm, 20 °C) erfolgte die 

photometrische Messung der Absorption (Abs) (Spaltbreite 1 nm) des Überstandes bei 750, 665, 

649 und 480 nm. Die Ermittlung der Pigmentkonzentrationen erfolgte über die Gleichungen 

(2.2) bis (2.4) nach Wellburn 1994. Als Blindkontrolle sowie zur Verdünnung der Proben bei 

Absorptionswerten über 0,9 diente DMSO. 

 Chla = 12,19 ; Abs665 - 3,45 ; Abs649 (2.2) 
   

 Chlb = 21,99 ; Abs649 - 5,32 ; Abs665 (2.3) 

   

 Carx+c = 
1000 ; Abs480 - 2,14 ; Chla - 70,16 ; Chlb

220
 (2.4) 
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2.4.3.4 Lipidgehalt 

Der Gesamtlipidgehalt der Algenzellen wurde gravimetrisch nach einer Extraktion mittels eines 

Gemisches aus Chloroform und Methanol (2:1 (v/v)) in einem externen Analyselabor (Bioana-

lytik Labor des Kompetenzzentrum Algenbiotechnologie der Hochschule Anhalt) bestimmt.  

2.4.3.5 Elementaranalytik 

Für die Analyse des Gehaltes an Kohlenstoff (C), Stickstoff (N), Schwefel (S) und Wasserstoff 

(H) der Algenzellen wurden 2-4 mg trockene Biomasse in einem Elementaranalysator (Vario 

Micro Cube, Elementar, Deutschland; Referenzmessung: Sulfanilamid) in einem externen 

Analyselabor (Bioanalytik Labor des Kompetenzzentrum Algenbiotechnologie der Hochschule 

Anhalt) untersucht.  

2.4.4 Mikroskopie 

Aussehen, Form, Größe und Vitalität der eingesetzten Mikroorganismen wurde mittels eines 

Lichtmikroskops mit dem dazugehörigen Programm (Microscope VIS) bewertet. Zur Dokumen-

tation wurden Fotos mittels einer angeschlossenen Kamera in verschiedenen Maßstäben ange-

fertigt. Die Analyse der Zellgröße der Mikroskopieaufnahmen fand mittels des lizenzfreien 

Bildbearbeitungsprogrammes ImageJ statt.  

2.5 Kultivierungssystem BioEngineering 

Die Spezifikationen des Photobioreaktorsystems inklusive der Erweiterungen sind im Anhang 

in Tabelle 8-9 und Tabelle 8-11 aufgelistet. 

2.5.1 Aufbau und Ausstattung des Photobioreaktorsystems 

Das für Mikroalgen Kultivierungsexperimente im Labormaßstab eingesetzte Reaktorsystem ist 

ein 2 L Bioreaktor der Firma BioEngineering AG (Modell KLF 2000). Institutsintern wurde ein 

aus zwei Halbschalen bestehendes Lichtmodul mit Kollimatorlinsen (6° Abstrahlwinkel) ent-

worfen, welches eine optimale Beleuchtung des gesamten zylindrischen Kulturvolumens erlaubt 

(Jacobi et al. 2012).  
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Abbildung 2-5: Lichtprofil der Grünalge Chlorella vulgaris im Photobioreaktor Systems BioEngineering entlang des 

Reaktordurchmessers für verschiedene Biomassekonzentrationen (hier: cX). Die grau schraffierte 

Fläche repräsentiert die Rührwelle des Reaktors. (Trautmann 2018) 

Aus vorhergehenden Arbeiten am Institut ist bekannt, dass die zylindrische Geometrie des 

Reaktors bei mittleren bis geringen Biomassekonzentrationen (im Bild: cX) eine Fokussierung 

der eingestrahlten Photonen zur Mitte hin verursacht (Abbildung 2-5), welche die gegenseitige 

Abschattung der Zellen nahezu kompensiert. Bei dichten Kulturen (cX g 2,75 g·L-1) kommt es 

zu einer vollständigen Aufnahme der eingestrahlten Photonen bereits nahe des Reaktor-Randes. 

(Trautmann 2018). Die homogene Durchmischung im Photobioreaktor sorgt dennoch für eine 

gleichmäßige Lichtversorgung aller vorhandener Zellen.  

Der Reaktor selbst besteht aus einem zylindrischen Glaskörper mit einem Volumen von 2 L 

(Arbeitsvolumen 1,58 L), welcher mit einer Boden- sowie einer Deckelplatte aus Edelstahl 

verschlossen wird. Zudem ist dieser mit verschiedenen Sensoren zur umfangreichen Online-

Analytik ausgestattet. Der Aufbau des Photobioreaktors ist flexibel an das jeweilige Experiment 

anpassbar. Im Folgenden sind die verschiedenen Konfigurationen beschrieben, in welchen das 

System für die Versuche der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde. Der automatisierte Betrieb 

des Reaktors sowie die kontinuierliche Datenaufzeichnung der online gemessenen Parameter 

erfolgte über das am Institut entwickelte Prozessleitsystem BioProCon, welches auf dem grafi-

schen Programmiersystem LabVIEW basiert. Die Kommunikation zwischen BioProCon und 

den entsprechenden Geräten erfolgte über die speicherprogrammierbare Steuerung SIMATIC 

S7-300. Auch BioProCon kann an die jeweiligen experimentellen Aufbauten angepasst werden. 

Die Weiterentwicklung der automatischen Regelung zum Betrieb des Algen-Membran-

Photobioreaktors (Kapitel 2.5.4) war Gegenstand dieser Arbeit und ist in Kapitel 3.1.2 im Detail 

beschrieben.  
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2.5.2 Satzbetrieb 

Die Kultivierung im Satzbetrieb (auch Batchbetrieb) stellt den einfachsten Aufbau des Reaktor-

Systems dar (Abbildung 2-6). Die weiteren Konfigurationen, welche in den folgenden Kapiteln 

vorgestellt werden, sind lediglich Erweiterungen dieses >Grund<-Systems.  

Der zylindrische Glaskörper des Photobioreaktors wurde von einem Lichtmodul umschlossen 

(Abbildung 2-6 (A)). Eine ideale Durchmischung des Reaktorinhaltes wurde durch einen mo-

torbetriebenen Scheibenblattrührer (Drehzahl: 250 rpm, Abbildung 2-6 (B)) sowie den Einsatz 

eines Strombrechers realisiert. Die Temperierung des Reaktorinhaltes erfolgte automatisiert: Ein 

Temperatursensor (Typ Pt100) am Reaktorboden (Abbildung 2-6 (E)) sendete den Ist-Wert an 

den Steuerschrank, woraufhin durch die jeweilige An-/Abschaltung des Heizstabes bezie-

hungsweise der Kühlwasser-Zufuhr (Reaktorboden, Abbildung 2-6 (C) und (D)) die gewünschte 

Temperatur eingestellt wurde. Die pH-Wert Messung im Reaktorinhalt erfolgte mittels einer 

potentiometrischen Sonde am Reaktordeckel (Abbildung 2-6 (E)), der gewünschte Sollwert 

wurde automatisiert durch das Zu-Pumpen von Stellmittel (Base: 1 M NaOH, Abbildung 2-6 

(K)) reguliert. Der sterile Gasaustausch zwischen Stellmittel-Vorratsflasche und Umgebung 

wurde durch das Anbringen von PTFE-Sterilfilter (0,2 ¿m Porendurchmesser) ermöglicht. Die 
Beleuchtung erfolgte mittels eines Lichtmoduls (Abbildung 2-6 (A)). Die gewünschte Photo-

nenflussdichte wurde über die Stromstärke eines Netzteils bei konstanter Spannung eingestellt. 

Die Kalibration des Lichtmoduls erfolgte mittels eines planaren Lichtsensors. Der Gaseintrag 

sowie die -verteilung wurde über einen Sparger realisiert, welcher der homogenen Dispersion 

der Zuluft im Reaktor dient. Die Zuluft-Zufuhr (95 mL·min-1, CO2-Anteil 5 % (v/v)) am Reak-

tordeckel wurde über Massflowcontroler (MFC) geregelt und vor dem Eindringen in den Reak-

tor befeuchtet. Eine Kalibration der MFCs fand vor jedem Experiment mithilfe eines Seifenbla-

sen-Durchflussmessers statt. Die Abluft wurde am Kopf des Reaktors abgenommen und dessen 

Zusammensetzung nach dem Passieren einer Abgasfalle mittels eines Maihak-Systems auf den 

Gehalt an Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid circa alle 60 min analysiert. Zudem wurde der 

Sauerstoffpartialdruck (pO2) des Reaktorinhaltes von einer Sonde am Deckel (Abbildung 2-6 A 

(E)) gemessen. Eine online Quantifizierung der Biomassekonzentration (optische Dichte) er-

folgte durch eine Sonde am Reaktorboden (Abbildung 2-6 (E)) nach externer Kalibration (Mes-

sung der BTM, siehe Kapitel 2.4.2.1). Das Messsystem bestand aus einer Lichtquelle sowie 

einem Detektor, welche die optische Dichte im Kulturmedium bei verschiedenen Wellenlängen 

misst. Das Probenahmesystem (Glasfläschchen) am Reaktorboden (Abbildung 2-6 (N)) erlaubte 

die sterile Entnahme eines Reaktor-Aliquots zur offline Analytik. Die Verarbeitung der Reak-

torproben ist in Kapitel 2.4 beschrieben.  
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Abbildung 2-6: Schema des Photobioreaktor Systems BioEngineering, welches für Kultivierungsexperimente im 

Labormaßstab eingesetzt wurde. Der gezeigte Aufbau erlaubt eine Kultivierung im Satz-Betrieb. 

Quellen: Eigene Zeichnung. 

Eine Satzkultivierung von Chlorella vulgaris SAG211-12 in Bold Basal Medium (Kapitel 0) 

fand bei pH 7,5, 25 °C und einer Lichtintensität von 300 µmol·m-²·s-1 (24 h Licht) statt. Die 

erzeugte Biomasse war Ausgangsmaterial für die Untersuchung des Einflusses der Wachstums-

phase der Mikroalgen auf das Membran-Fouling in Kapitel 3.4.1.  

2.5.3 Kontinuierliche Kultivierung 

Grundlage für die kontinuierliche Kultivierung im BioEngineering-System ist der im vorherge-

henden Abschnitt beschriebene Aufbau zur Satzkultivierung, welcher an dieser Stelle nicht noch 

einmal wiederholt wird. Das PBR-System wurde lediglich erweitert, es fanden keine reduzie-

renden Veränderungen statt. Sofern nicht explizit anders deklariert, wurden die Kultivierungs-

bedingungen bezüglich Rührerdrehzahl, pH-Wert und Stellmittel sowie Begasungsrate und 

Gaszusammensetzungen übernommen. Zur Realisierung von kontinuierlichen Kultivierungen 

wurden Vorratsbehälter für den Zufluss frischen Mediums in bzw. den Abfluss von Kulturbrühe 

aus dem PBR über Peristaltikpumpen an den Reaktor gekoppelt (Abbildung 2-7 (K) und (L)). 

Die Ermittlung der ein- und austretenden Volumenströme erfolgte per Wägung. Alle Kultivie-

rungen wurden bei konstantem Reaktorvolumen durchgeführt, wobei eine konstante Verdün-

nungsrate D für jedes Experiment vorgegeben wurde.  
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Abbildung 2-7: Photobioreaktor System BioEngineering, welches für Kultivierungsexperimente im Labormaßstab 

eingesetzt wurde. Obiger Aufbau erlaubt eine Kultivierung im kontinuierlichen Betrieb. (A) Schema-

tischer Aufbau, (B) Fotografie. Quellen: Eigene Aufnahme und Zeichnung. 

Die kontinuierliche Kultivierung von Chlorella vulgaris SAG211-12 fand in modifiziertem 

BG11-Medium (Kapitel 0) bei pH 7,5, 25 °C und 350 µmol·m-²·s-1 bei einem Hell/Dunkel-

Regime von 16 h Licht/8 h Dunkelheit statt. Die vorgegebenen Verdünnungsraten während der 

Lichtperioden DTag deckten den Bereich zwischen D= 0,0 d-1 und D = 1,0 d-1 in 0,1 d-1-Schritten 

ab. Die Verdünnungsrate DNacht der jeweiligen Dunkelphase betrug 0,1·DTag. Der experimentelle 

Aufbau diente der Optimierung der Nährstoffaufnahme bei kontinuierlichen Mikroalgenkulti-
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vierungen mit Tag/Nacht-Zyklen und variablen Durchflussraten, siehe Kapitel 4.1. Der kontinu-

ierlichen Kultivierung ging eine Satzphase voraus. Nach dem Erreichen der stationären Phase 

der Wachstumskurve (cBM j konstant für zwei Tage), wurde der Reaktor beprobt und als Durch-

flussrate DTag = 0,0 d-1 definiert. Im Anschluss wurde der kontinuierliche Betrieb gestartet. Die 

kontinuierliche Kultivierung bei einer spezifischen Durchflussrate fand für mindestens eine 

Woche bei konstanten Parametern (Lichtintensität und -regime, pH, Temperatur, Begasungsrate 

und Gaszusammensetzung, Medienzusammensetzung) statt, wobei die Prozessparameter pO2, 

optische Dichte und Abgaszusammensetzung auf ihre Konstanz und Reproduzierbarkeit hin 

überprüft wurden. Wurde ein Gleichgewichtszustand erreicht, erfolgte die Probenahme von 

insgesamt sechs Aliquoten. Die Beprobung des Reaktors erfolgte nach einem festgelegten 

Zeitschema: Jeweils (0) 0,5 h vor, (1) 0,5 h nach, (2) 2 h nach, (3) 4 h nach, (4) 6 h nach und (5) 

7,5 h nach Beginn der Nachtphase. Im Anschluss an die Probenahme wurde die Durchflussrate 

jeweils um 0,1 d-1 erhöht.  

Im Anschluss an den beschriebenen Versuchsablauf wurde eine weitere kontinuierlichen Kulti-

vierung bei einer Durchflussrate DHell von 0,4 d-1 durchgeführt, wobei die Lichtintensität bei 

ansonsten gleichen auf 1050 µmol·m-²·s-1 erhöht wurde, um eine Lichtlimitierung der Mikroal-

genzellen auszuschließen. Zu Beginn der Nachtphase erfolgt zudem die Zugabe von 50 mL 

einer Ammoniumstickstoff-Stocklösung einer Konzentration von cN = 5 g·L-1 wodurch eine N-

Konzentration cN,PBR von ~200 mg L-1 im Reaktor herrschte.  

2.5.4 Algen Membran-Photobioreaktor 

Eine Erweiterung des beschriebenen Photobioreaktor-Systems aus Abbildung 2-7 zur kontinu-

ierlichen Mikroalgenkultivierung um eine externe Filtrationseinheit (Mini-Harvester) resultiert 

in einem sogenannten Membran-Photobioreaktor (MPBR, siehe Abbildung 2-8). Der aus dem 

Reaktor austretende Volumenstrom wurde nicht in einem Vorratsgefäß gesammelt, sondern in 

den Mini-Harvester (Abbildung 2-8 (L)) eingebracht. Entlang der Membran fand die fest-flüssig 

Trennung statt, der zellfreie Permeat-Volumenstrom (Abbildung 2-8 (O)) wurde mittels Wä-

gung quantifiziert. Die aufkonzentrierte Algensuspension (Retentat) konnte in den PBR zurück-

geführt und/oder in einem separaten Gefäß (Abbildung 2-8 (P)) als Ernte gesammelt und via 

Wägung quantifiziert werden. Der Aufbau ermöglichte dementsprechend einen kontinuierlichen 

Betrieb mit und ohne Zellrückführung. Aus praktischen Gründen fand für den Aufbau als 

MPBR eine Mehrkanalpumpe Einsatz, welche das in den PBR zugeführte Medium, den Mini-

Harvester Zufluss aus dem PBR, den Rückfluss von Mini-Harvester in den PBR sowie das 

Retentat transportierte. Die Konzeption des Mini-Harvesters war Gegenstand der vorliegenden 

Arbeit, sämtliche Geräte-Spezifikationen, Betriebsweisen und Funktionen sind im Folgenden in 

Kapitel 3.1.2 detailliert erläutert.  

Die kontinuierliche Kultivierung im MPBR von Chlorella vulgaris SAG211-12 mit Zellrück-

führung fand in modifiziertem BG11-Medium (Kapitel 2.2) bei pH 7,5, 25 °C und 350 µmol·m-

²·s-1 bei kontinuierlicher Beleuchtung (Versuchsreihe I) bzw. einem Hell/Dunkel-Regime von 

16 h Licht/8 h Dunkelheit (Versuchsreihe II) statt. Tabelle 2-3 fasst die angewandten Parameter 

der drei durchgeführten Versuchsreihen zusammen. Der experimentelle Aufbau diente der 
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Untersuchung der makromolekularen Biomassezusammensetzung sowie Nährstoffaufnahme bei 

Zellrückführung (Kapitel 5.2.1). 

Tabelle 2-3: Parameter (Verdünnungsrate und Rückführverhältnis) der drei Versuchsreihen unter Einsatz des MPBR-

Systems. Für die Versuche wurde Chlorella vulgaris SAG 211-12 in mBG11-Medium bei pH 7,5, 

25 °C, 350 µmol·m-2·s-1 mit und ohne Hell/Dunkel-Regime (16 h:8 h) kontinuierlich kultiviert. 

Versuchs-

reihe 
Lichtregime 

DHell 

in d-1 

DDunkel 

in d-1 ¿Hell ¿Dunkel 

Membran-

fläche in 

m² 

I 
Permanente 
Beleuchtung 

0,4 

0,5 
-- 1,4 -- 0,001772 

II 
16 h Hell 

8 h Dunkel 
1,0 1,0 

0,0 

3,0 

3,0 

3,0 
0,00686 

III 
16 h Hell 

8 h Dunkel 
0,3 0,3 -- 1,0 0,001772 

 

Aufgrund der hohen Leistungsfähigkeit der Membran sowie der Ausstattung des MPBR-

Systems musste zur Realisierung geringer Filtrat-Fluxe eine Reduzierung der Membranfläche 

durch ein Kürzen der Membranfasern erfolgen. Insgesamt standen drei Faserhalter zur Verfü-

gung, welche verschiedene Flux-Bereiche abdeckten (siehe Abschnitt 8.3.4).  
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Abbildung 2-8: Membran-Photobioreaktor System BioEngineering mit externer Filtrationseinheit Mini-Harvester, 

welches für Kultivierungsexperimente im Labormaßstab eingesetzt wurde. Obiger Aufbau erlaubt ei-

ne Kultivierung im kontinuierlichen Betrieb mit Zellrückführung. (A) Schematischer Aufbau, (B) Fo-

tografie. Quellen: Eigene Aufnahme und Zeichnung. 
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2.6 Berechnungen 

2.6.1 Biomasse Zusammensetzung 

Die in Kapitel 2.4.3 beschriebenen Analysemethoden liefern als Ergebnis die Konzentration des 

jeweiligen Makromoleküls (Proteine, Kohlehydrate, Pigmente gemessen als Chlorophyll) in der 

Einheit g·L-1, welche im eingesetzten Reaktionsgefäß messbar war. Unter Berücksichtigung der 

Biomassekonzentration cBM kann der Gehalt qMm eines Makromoleküls Mm nach Gleichung 

(2.5) bestimmt werden. Dabei entspricht cMm der Konzentration des jeweiligen Makromoleküls 

Mm.  

 qMm = 
cMm

cBM
 (2.5) 

   
Der Gehalt an Nukleinsäuren wird als 10 % des gemessenen Proteingehaltes angenommen 

(Gleichung (2.6)). 

 qNukleinsäuren = 10 % ; qProtein  (2.6) 

   

Die Gehalte aller genannten Makromoleküle der Biotrockenmasse addieren sich aufgrund der 

Messungenauigkeiten der einzelnen Analysemethoden zu einem Wert von ~1,10. Die gemesse-

nen Anteile wurden daher einer Normierung zu einer Summe von 1 unterzogen und die so 

erzeugten, umgerechneten Werte (qMm,BTM,ber) zur Auswertung der Kultivierungsexperimente 

abgebildet.  

Der kumulative Gehalt sonstiger Zellkomponenten (Residuum) kann gemäß Gleichung (2.7) 

bestimmt werden:  

qResiduum,BTM,ber = 1,00 - qProtein,BTM,ber - qKohlehydrat,BTM,ber - qPigment,BTM,ber - qNukleinsäuren,BTM,ber  (2.7) 

  

Das Residuum der Biotrockenmasse qResiduum,BTM,ber kann der Lipidfraktion qLipid,BTM,ber zugeord-

net werden.  

Zur Auswertung einiger Kultivierungsdaten wurde zudem das Konzept der sogenannten aktiven 

Biomasse (ABM) angewandt. Darunter wird die Zelle ohne die von ihr gebildeten Speicherstof-

fe Stärke und Lipide verstanden. Dementsprechend besteht die aktive Algenzelle aus Proteinen, 

Nukleinsäuren, Pigmenten und funktionellen Kohlehydraten und Lipiden. In Abschnitt 4.1.2 

werden das Konzept im Detail vorgestellt und die entsprechenden Berechnungen erläutert.  
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2.6.2 Evaluation kontinuierlicher Kultivierungsexperimente 

2.6.2.1 Produktivität 

Die Produktivität Pr in mg·L-1·d-1 einer Komponente K (der Biomasse beziehungsweise eines 

makromolekularen Zellbestandteils (Protein, Kohlehydrat, Pigment)) während einer Kultivie-

rung wurde nach Gleichung (2.8) mittels der jeweiligen (intrazellulären) Konzentration c der zu 

bestimmenden Komponente sowie der eingesetzten Durchflussrate D bestimmt. 

 PrK = cK ; D (2.8) 
   

2.6.2.2 Lichtverfügbarkeit 

Der Reaktor wurde in allen Experimenten der vorliegenden Arbeit mit einer schwarzen Hülle 

bedeckt, um den Einfluss von natürlichem Tageslicht auf die Kultivierung zu minimieren. 

Zudem wurde dadurch davon ausgegangen, dass alle eingestrahlten Photonen aufgenommen 

wurden. Die spezifische Photonen-Absorptionsrate (in µmolPh·gBM·s-1) mittels der an der In-

nenwand des Glaszylinders gemessenen Lichtintensität I0, der beleuchteten Oberfläche A, dem 

Kulturvolumen VMedium,PBR sowie der im Reaktor vorhandenen Biomassekonzentration cBM 

bestimmt.  

 rPh,abs  =  
I0 ; A

VMedium.PBR ; cBM
 (2.9) 

   

2.6.2.3 Nährstoffbilanz in Medium und Zelle 

Zur Bilanzierung der Nährstoffe (Allgemein: Index E für Element) in Kulturmedium und Al-

genzelle lag der Fokus der vorliegenden Arbeit auf den beiden Elementen Stickstoff (N) und 

Phosphor (P). Folgende Größen zur Beurteilung der Experimente wurden definiert:  

Nährstoffbereitstellung SE
 

 SE = cE,Medium ; D (2.10) 
   
Die pro Zeiteinheit in den Reaktor eingebrachte Menge an im Medium gelösten Substraten (SE 

in mgE·L-1·d-1) ergibt sich als Produkt aus Medienkonzentration und Durchflussrate. 

Nährstoffaufnahme UE 

 UE = (cE,Medium - cE,residual) ;D (2.11) 
   
Aus der Differenz aus der Substrat-Konzentration im frischen Medium sowie im Reaktor-

Ausfluss (cE,Residual) wurde die Nährstoffaufnahme pro Zeiteinheit in mgE·L-1·d-1 bestimmt.  

 

 

 



2.6  Berechnungen 

53 

Nährstoffaufnahmerate rE 

Die spezifische Rate rE in mgE·mgBM·d-1, mit welcher Nährstoffe in die Zelle aufgenommen 

werden, wird nach Gleichung (2.12) über den Quotient aus Nährstoffaufnahme und Biomasse-

konzentration bestimmt.  

 rE = 
UE

cBM
 (2.12) 

   
Nährstoffgehalt in der Zelle qE 

Der Nährstoffgehalt der Zelle kann aus der Menge an aus dem Medium aufgenommenem N 

beziehungsweise P ermittelt werden. Hierfür wurde rE durch die jeweilige Verdünnungsrate D 

geteilt.  

 qE = 
rE

D
 (2.13) 

   
Unter der Annahme, dass der gesamte in der Zelle verfügbare Stickstoff entweder in Form von 

Proteinen, Pigmenten (gemessen als Chlorophyll) oder Nukleinsäuren gebunden vorliegt, konn-

te der intrazelluläre N-Gehalt qN,th aus den Gehalten der Makromoleküle (qMm) bestimmt wer-

den. Hierbei wurden zudem die N-Anteile im jeweiligen Makromolekül (qN,Mm, Tabelle 2-4) 

miteinbezogen. 

 qN,th = cBM ; qMm ; qN,Mm (2.14) 
   

Tabelle 2-4: Literaturwerte (inklusive Literaturquellen) für Stickstoff-Gehalte in Proteinen, Pigmenten und Nuklein-

säuren aus Mikroalgen. Die Werte fanden für die Berechnung des theoretischen N-Gehaltes einer 

Chlorella vulgaris Zelle Einsatz. 

Makromolekül qN,Mm Quelle 

Proteine 0,166 Safi et al. 2014 
Pigmente (Chl) 0,063 Geider und La Roche 2002 
Nukleinsäuren 0,155 Geider und La Roche 2002 
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2.7 Filtrationsexperimente 

Konzept, Aufbau, Funktionen und Spezifikationen der Filtrationsanlagen Harvester und Mini-

Harvester, welche für die Filtrationsexperimente der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, 

sind in Kapitel 3 im Detail beschrieben. An dieser Stelle sind lediglich allgemeingültige Metho-

den und Berechnungen dargestellt, welche unabhängig der eingesetzten Filtrationsanlage gelten.  

2.7.1 Bestimmung des Filtrat-Flux 

Die Filtrationsanlage Harvester wurde für den automatisierten Einsatz im Pilotmaßstab konzi-

piert und daher mit einer Vielzahl an Sensoren ausgestattet. Alle in die Anlage ein- und austre-

tenden Volumenströme wurden mittels dreier Durchflussmesser online quantifiziert.  

Im Gegensatz dazu werden diese am Mini-Harvester mittels Wägung ermittelt. Im Falle des 

Filtrat-Flux werden hierfür die Menge an Filtrat (&m) innerhalb einer definierten Zeitintervalls 

&t dividiert und unter Einbeziehung der temperaturabhängigen Dichte von Wasser Ã(T) ((VDI-

Gesellschaft Verfahrenstechnik und Chemieingenieurwesen 2013)) in einen Filtratvolumen-

strom umgerechnet (Gleichung (2.15)). In der vorliegenden Arbeit wurde zur Auswertung der 

experimentellen Daten ein Zeitintervall von &t = 60 s festgelegt.  

 JFiltrat = 
&m

&t ; Ã(T)
 (2.15) 

   

2.7.2 Membranwiderstand und -permeabilität 

Der Wasser-Flux JW durch eine saubere Membran kann beschrieben werden als: 

 
Flux = 

Triebkraft
dynamische Viskosität µT ; Membranwiderstand RM 

 (2.16) 

   
Die Triebkraft der Filtration der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Membranfiltrationsan-

lagen (Harvester und Mini-Harvester, siehe Kapitel 3) ist der sogenannte Transmembrandruck 

(TMP).  

Vor jedem Filtrationsexperiment wurde die verwendete Membran zunächst durch Filtration von 

vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) bei konstantem Permeat-Flux für 45 Min konditioniert. Der 

Wasser-Flux (JW in L·m-2·h-1) durch die saubere Membran wurde im Anschluss für mindestens 

15 Min gemessen, ebenso wurde der dafür benötigte TMP (in mbar) aufgezeichnet. Der Memb-

ranwiderstand konnte so nach Gleichung (2.17) unter Berücksichtigung der temperaturabhängi-

gen dynamischen Viskosität von Wasser (µT in Pa·s) berechnet werden.  

 RM = 
TMP

JW ; µT
 (2.17) 
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Die sogenannte Membranpermeabilität (kurz Permeabilität PeM) beschreibt den Permeat-Flux J, 

welcher pro m² Membranfläche und Triebkraft (TMP) durch die Membran fließt (Gleichung 

Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) in der Einheit L·m-2·h-1·bar. 

 PeM = 
J

TMP
 (2.18) 

   

2.7.3 Kritischer Flux 

Der kritische Fluss wurde 1995 von Field et al. definiert ((Field et al. 1995)), als Grenzwert 

eines Permeat-Flux 3 des sogenannten kritischen Flux Jc, unterhalb dessen kein Fouling auftritt. 

Bis heute wurden weitere Unterteilungen (z. B. starke/schwache Form des kritischen Flusses) 

klassifiziert (Le Clech et al. 2003), welche allerdings im Zuge dieser Arbeit nicht näher unter-

schieden werden. Unter dem Begriff "kritischer Flux" wird an dieser Stelle also der maximale 

Permeat-Flux verstanden, oberhalb dessen bei einer Filtration mit konstantem Transmembrand-

ruck ein messbarer Druckanstieg auftritt. In der Literatur sind verschiedene Methoden zur 

Ermittlung des kritischen Flux beschrieben (Bacchin P., Aimar P., Field R. W. 2006). Für die 

Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden angewandt (modifizierte Flux-

Step-Methode (engl.: Modified-Flux-Step, kurz MFS) sowie verbesserte Flux-Step-Methode 

(engl.: Improved-Flux-Step, kurz IFS)), welche auf der sogenannten Flux-Schritt Methode 

(engl.: Flux-Step) basieren. Dabei wird eine partikelbeladene Suspension filtriert, wobei der 

Permeat-Flux in konsekutiven, konstanten Schritten erhöht wird, bis ein Anstieg des zur Auf-

rechterhaltung des konstanten Flux notwendigen Transmembrandrucks messbar wird 

(dTMP/dt). Ab einer zuvor festgelegten Grenze der Druckerhöhung ist der kritische Flux Jc 

erreicht. Der Vorteil der MFS- und IFS-Verfahren im Vergleich zur klassischen Flux-Step 

Methode beruht auf einer Reduktion der Fouling-Phänomene eines vorangegangenen Flux-

Schrittes, wodurch Jc von der Anzahl an vorhergehenden Flux-Schritten unabhängig bestimmt 

und damit exakter wird. Prinzipiell unterscheiden sich beide Vorgehensweisen im zeitlichen 

Aufwand sowie dem Informationsgehalt der erzeugten Daten.  

Diez et al. beschrieben im Jahr 2014 die modifizierte Flux-Schritt Methode (Diez et al. 2014). 

Zur Reduktion von reversiblen Fouling-Einflüssen eines vorangegangenen Flux-Schrittes wird 

Rückspülen zwischen den einzelnen Schritten angewandt. Diese Maßnahme führt zur Ablösung 

von an der Membran angelagerten Partikeln sowie deren Rückdiffusion in die umgebende 

Phase. Im Vergleich der TMP-Zeit-Profile der FS- sowie MFS-Methode (Abbildung 2-9) geht 

die verbesserte Reproduzierbarkeit zwischen auf- und absteigendem Ast durch die Entfernung 

des reversiblen Foulings der MFS-Methode deutlich hervor.  
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Abbildung 2-9: TMP-Zeit Profile der (A) FS-Methode und (B) MFS-Methode eines moderat gefoulten Membranmo-

duls eines Membran-Bioreaktors. (Feststoffgehalt = 6,39 g·L-1) Quelle: Diez et al. 2014. 

Die verbesserte Flux-Schritt Methode wurde von van der Marel et al. 2009 vorgestellt. Auch bei 

dieser Methode wird der Einfluss des Foulings eines vorangegangenen Flux-Schrittes auf den 

nächsten Schritt minimiert: Hierfür wird zwischen zwei Flux-Schritten mit einem sogenannten 

hohen Flux (engl.: high Flux, JH) ein unterkritischer, niedriger Flux (engl.: low Flux, JL) einge-

stellt (Abbildung 2-10). Im auf einen JH folgenden JL-Intervall kann eine Rückdiffusion der an 

der Membran angelagerten Partikel stattfinden, welche ggf. durch Belüftung unterstützt wird. 

Dadurch wird der Einfluss des reversiblen Foulings des vorangegangenen Flux-Schritts auf den 

nachfolgenden reduziert. Die IFS-Methode erlaubt neben der Bestimmung der Lage des kriti-

schen Flux (über JH-Intervalle) eine Quantifizierung des irreversiblen Foulings über die Ent-

wicklung des sich einstellenden TMPs während der Intervalle mit niedrigem Flux JL, welches 

durch Anlegen von JL nicht entfernt wird (Abbildung 2-10).  

 

Abbildung 2-10: Schematisches Permeat-Flux- sowie TMP-Zeit Profil der IFS-Methode. Quelle: van der Marel et al. 

2009.  

Für die Ermittlung des kritischen Flux beeinflussen der Start-Flux sowie die gewählte Schritt-

Höhe die exakte Lage des ermittelten Wertes von Jc, und sind daher stets anzugeben. Werden 

lebende Mikroorganismen Kulturen eingesetzt, sollten die Zellen möglichst geringem Stress 

(Versuchsdauer, mechanischer Stress durch Pumpen, etc.) ausgesetzt werden. Da die Versuchs-
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dauer der IFS-Methode sehr hoch ist, wurde für bestimmte Ansätze die wesentlich zeiteffizien-

tere MFS-Methode angewandt. Tabelle 2-5 fasst die wesentlichen Informationen aller Ver-

suchsansätze der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung des kritischen Flux zusammen.  

Für beide Methoden wurde in jedem Schritt-Intervall der konstante Flux für einen Zeitraum von 

10 Min eingestellt und der sich einstellende Tansmembrandruck (TMP) im zeitlichen Verlauf 

aufgezeichnet. Zur Auswertung jedes Intervalls wurde der Druckanstieg (dTMP/dt) jedes Flux-

Schrittes über eine lineare Regression ermittelt. Ein kritischer TMP-Anstieg von 10 Pa·min-1 

wurde analog zu van der Marel et al. 2009 gewählt. 

Tabelle 2-5: Start-Flüsse und Flux-Schritt Höhen der kritischer Flux Experimente verschiedener Mikroorganismen 

Spezies und Belüftungsraten der Membranfasern. 

Mikroorganismus Start-Flux 

JStart 

Flux-Schritt 

Höhe 

 

Methode 

in L·m-2·h-1 
S. cerevisiae 9,16 

13,75 
2,30 

2,30 
(0,00 und 1,25 vvm) 
(2,50 vvm) 

IFS 

C. vulgaris SAG 211-12 10,30 

13,70 
1,16 
2,30 

(BTM 1,0 g·L-1) 
(BTM 0,8 g·L-1) 

IFS 

C. vulgaris R-117 9,16 0,90 (alle BTMs) MFS 
 

2.7.4 Evaluation von Filtrationsprozessen 

2.7.4.1 Filtrationswiderstand 

Die Filtration von partikelbeladenen Suspensionen führt zu einer Erhöhung des Filtrationswi-

derstandes, bedingt durch Fouling-Effekte. Der gesamte Filtrationswiderstand Rges, welcher vom 

Permeat überwunden werden muss, kann mit dem Darcy'schen Gesetz (Gleichung (2.19)) 

berechnet werden (Field et al. 1995; Kanchanatip et al. 2016). 

 J = 
TMP

Rges ; µT
 (2.19) 

   
Nach dem Widerstand-in-Reihe Modell (engl.: Resistance-in-Series) wird gemäß Gleichung 

(2.20) Rges als die Summe aus RM (Widerstand der sauberen Membran, Gleichung (2.17)) und 

RFouling (der durch Fouling-Effekte verursachte Widerstand) definiert. RFouling wiederum setzt 

sich zusammen aus dem reversiblen Fouling Widerstand (Rreversibel) sowie dem irreversiblen 

Fouling Widerstand (Rirreversibel).  

 Rges = RM + RFouling = RM + Rreversibel + Rirreversibel  (2.20) 
   
Entsprechend der in der vorliegenden Arbeit gewählten Definition kann irreversibles Fouling 

nicht durch Maßnahmen wie Rückspülen von der Membran entfernt werden, wohingegen rever-

sible Fouling-Effekte dadurch reduziert beziehungsweise entfernt werden (siehe Abbildung 

2-11). (Massé et al. 2015; Rezakazemi et al. 2018)  
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Abbildung 2-11: Definition des Fouling-Widerstandes (RFouling) während der Membranfiltration partikelbeladener 

Suspensionen. RFouling ergibt sich als Summe aus reversiblem (Rreversibel) und irreversiblem Fouling-

Widerstand (Rirreversibel). Quelle: modifiziert nach Massé et al. 2015.  

 

2.7.4.2 Bewertungskriterien Filtrationsprozess 

Zur Evaluation eines Filtrations-Prozesses wurden ein volumetrischer Reduktionsfaktor (VRF) 

sowie ein Konzentrationsfaktor (CF) gemäß den Gleichungen (2.21) sowie (2.22) definiert. 

Hierfür werden das Ausgangs- (V0) sowie Endvolumen (Vf) beziehungsweise die Biomassekon-

zentrationen zu Beginn (c0) sowie am Ende (cf) eingesetzt. (Zhang et al. 2010)  

 VRF = 
V0

Vf 
 (2.21) 

   
 CF= 

cf

c0
 (2.22) 

   
Zur Beurteilung der Qualität des von der Membran erzeugten Permeats wurde die sogenannte 

Ernteeffizienz ·Ernte nach Gleichung (2.23) über die optische Dichte (OD) der Ausgangssuspen-

sion (Feed) sowie des Permeats bestimmt. Diese gibt an, welcher Anteil der Biomasse die 

Membran passiert und damit im Permeat wiederzufinden ist. Ein Wert von 100 % bedeutet 

dabei eine vollständige Rückhaltung aller Feststoffpartikel durch die Membran.  

 ·Ernte = 
ODFeed - ODPermeat

ODFeed
 (2.23) 
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2.7.4.3 Bewertungskriterien Fouling-Kontrolle 

Rückspülen 

Zur Bewertung der Wirksamkeit des Rückspülens zur Reduktion von Membran-Fouling wird 

die Rückspüleffizienz (RS-Effizienz) ·RS eingesetzt und gemäß Gleichung (2.24) berechnet und 

in % angegeben. (Vera et al. 2015; Viruela et al. 2018) Hierfür wurden der Membranwiderstand 

Rges am Anfang (0) und Ende (f) zweier konsekutiver Filtrationszyklen (n-1) und n sowie der 

Widerstand der sauberen Membran RM eingesetzt (siehe Abbildung 2-12). 

 
·RS = 

Rges,f - Rges,0 
Rges,f - Rm

 (2.24) 

   
Die Rückspüleffizienz des Zyklus (n-1)-n entspricht der Effizienz des Rückspülvorganges 

zwischen den Zyklen n sowie (n-1). 

 

Abbildung 2-12: Rückspüleffizienz (·RS) zwischen (n-1) und n Filtrationszyklen mit periodischem Rückspülen 

zwischen den Zyklen. Quelle: eigene Darstellung nach Vera et al. 2015 und Villarroel et al. 2013. 

Pausieren 

Analog zu ·RS wurde die sogenannte Pausiereffizienz ·PA zur Bewertung der Wirksamkeit der 

Anti-Fouling-Maßnahme des zyklischen Pausierens gemäß Gleichung (2.25) definiert. Hierfür 

wurde der Transmembrandruck (TMP) am Beginn zweier konsekutiver Filtrationszyklen (n-1) 

(TMPn-1) und n (TMPn) ins Verhältnis gesetzt (siehe Abbildung 2-13). Die PA-Effizienz des 

Zyklus (n-1)-n entspricht gilt auch hier zwischen den Zyklen n und (n-1). 

 ·PA  = 
TMPn-1

TMPn 
 (2.25) 
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Abbildung 2-13: Definition der Pausiereffizienz (·PA) zwischen (n-1) und n Filtrationszyklen mit periodischem 

Pausieren zwischen den Zyklen. Quelle: eigene Darstellung. 

 

2.7.5 Fraktionierte Filtration von Algensuspensionen (Mini-

Harvester) 

2.7.5.1 Vorbereitung der Algensuspension 

Zur Untersuchung des Fouling-Verhaltens der eingesetzten Membran der Filtrationsanlagen, 

soll der Beitrag der verschiedenen Komponenten einer Mikroalgensuspension (Zellen und in der 

flüssigen Phase gelöste Organik) zum Membran-Fouling durch die getrennte Filtration der 

einzelnen Fraktionen untersucht werden. Das Fouling-Profil wurde im Anschluss mit dem 

Filtrations-Profil der nativen Algensuspension verglichen. Die zu untersuchende Algenkultur 

stammte jeweils aus einer vorangegangenen Kultivierung im Satzbetrieb.  

Für die fraktionierte Filtration (Abbildung 2-14) axenischer Mikroalgenkulturen (Kapitel 3.4.1) 

wurde die native Algensuspension (Fraktion 1) in zwei Stufen zentrifugiert (3.000 g, 10 min), 

um einen zellfreien Überstand (Fraktion 2) zu erhalten. Das Zellpellet wurde im Anschluss in 

VE-Wasser (Fraktion 3) beziehungsweise frischem Medium (Fraktion 4) resuspendiert, wobei 

eine konstante Biomassekonzentration eingestellt wurde. Wurde als Kulturmedium ein reales 

Abwasser eingesetzt, wurde dieses als Fraktion 5 ebenso filtriert.  
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Abbildung 2-14: Fraktionierung der Algenbiomasse für die Untersuchung des Fouling-Verhaltens der einzelnen 

Komponenten. Fraktion 1 (F1): Native Algensuspension, Fraktion 2 (F2): Zellfreier Überstand mit 

EOM nach 2-facher Zentrifugation, Fraktion 3 (F3): Algen- und Bakterien-Biomasse resuspendiert in 

VE-Wasser, Fraktion 4 (F4): Algen- und Bakterien-Biomasse resuspendiert in frischem Medium, 

Fraktion 5 (F5): frisches Medium. (EOM: extrazelluläres organisches Material) 

Bei nicht-axenischen Kultivierungen (Kapitel 3.4.2) war ein weiterer Zentrifugationsschritt 

(10.000 g, 10 min) notwendig, um die Bakterienzellen aus dem Überstand abzutrennen. Diese 

wurden im Anschluss dem Algenpellet beigefügt und sind somit in den zellhaltigen Fraktionen 

3 und 4 vorhanden.  

Variierte die Biomassekonzentration der nativen Suspension aufgrund unterschiedlicher Kulti-

vierungszeiträume (Kapitel 3.4.1), wurden zwei Ansätze der Fraktion 3 hergestellt: In Fraktion 

3a wurde die Biomassekonzentration entsprechend Fraktion 1 eingestellt, wohingegen die 

Zellkonzentration in Fraktion 3b einem zuvor festgelegten, geringeren Wert entsprach. Dieser 

Wert orientierte sich an den minimalen, in vorangegangenen Kultivierungen erzielten Bio-

massekonzentrationen, mit dem Ziel, für jeden Kulturansatz eine vergleichbare Fraktion zu 

filtrieren.  
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2.7.5.2 Versuchsablauf Filtrationsexperimente 

Zur Untersuchung des Fouling Verhaltens während der Filtration der verschiedenen Fraktionen 

einer Algensuspension wurde die Filtrationsanlage Mini-Harvester in einfachem Aufbau einge-

setzt, welcher im Folgenden in Kapitel 3.1.2 detailliert erläutert wird. Nachstehende Tabelle 

fasst die relevanten Parameter der verschiedenen Experimente zusammen. Der Permeat-Fluss 

wurde nach Gleichung (2.15) ermittelt.  

Tabelle 2-6: Überblick der Parameter der fraktionierten Filtration von Algensuspensionen mittels des Mini-

Harvesters im einfachen Aufbau in mehreren konsekutiven Filtrationszyklen (Z). Die Membranfasern 

wurden zwischen den Zyklen mit VE-Wasser rückgespült.  

Kapitel Spezies 

Membran- 
fläche 

TMP 
Filtrations-

zyklen  

Rückspülen 

(m²) (mbar) 
Dauer 

(s) 
Zyklus 
(min) 

Druck 
(mbar) 

3.4.1 C. vulgaris 0,0108 200 3  60 15 100 

3.4.2 
Desmodesmus 

Coelastrella 
0,0160 100 5 

Z1-3 45 10 200 

Z4-5 45 5 200 
 

Im Zuge der Experimente wurden jeweils verschiedene Mikroalgen-Suspensionen (Ansätze) 

fraktioniert filtriert und verglichen. Vor der Filtration der einzelnen Fraktionen eines jeden 

Ansatzes, wurde der Mini-Harvester mitsamt Membran chemisch mit verdünnter Natrium-

Hypochloritlösung (2 % (v/v)) entsprechend des Reinigungsprotokolls (siehe Anhang 8.3.3) 

gereinigt und der Widerstand der sauberen Membran RM mittels VE-Wasser nach vorhergehen-

der Konditionierung gemessen (Vorgehen siehe Kapitel 2.7.2). Die Mikroalgenkulturen wurden 

im Anschluss wie beschrieben fraktioniert und in mehreren aufeinander folgenden Zyklen 

filtriert. Zwischen den einzelnen Zyklen wurden die Membranfasern mit VE-Wasser rückge-

spült. Am Ende der Filtration einer jeden Fraktion wurden Mini-Harvester und Membranfasern 

mittels VE-Wasser gereinigt und RM im Anschluss erneut bestimmt.  
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3 Membran Filtrationsanlagen 3 
Entwicklung, Charakterisierung 
und Betrieb 

3.1 Konzeption und Automatisierung 

Ein grundlegendes Problem des Einsatzes von Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung ist das 

langsame Wachstum der Mikroalgenzellen, wodurch kontinuierliche Aufarbeitungsprozesse auf 

Durchflussraten < 1 d-1 limitiert sind (Acién Fernández et al. 2018). Verschiedene Studien und 

Modellierungen konnten bereits im Ansatz zeigen, dass eine Rückführung von Algenzellen 

während der Kultivierung stabile Betriebspunkte oberhalb der maximalen spezifischen Wachs-

tumsrate µmax der Mikroalgenzellen erlaubt und zudem die Effizienz der Substrataufnahme 

erhöht (Bilad et al. 2014b; Discart et al. 2014; Bilad et al. 2014a; Marbelia et al. 2014). Die 

Kopplung einer externen Abtrenneinheit an einen kontinuierlich betriebenen Photobioreaktor 

gestattet ein Aufkonzentrieren der aus dem PBR entnommenen Zellen, welche im Anschluss in 

die Kultivierungseinheit zurückgeführt werden können. An die Abtrenneinheit werden dabei 

einige zentrale Anforderungen gestellt: Neben einer scherarmen Betriebsweise mit möglichst 

geringem Stress für die zu separierenden Zellen, sollte die Anlage energiearm und ohne Chemi-

kalieneinsatz arbeiten. Eine direkte Kopplung an den PBR, die Abtrennung im kontinuierlichen 

Betrieb sowie die Möglichkeit zur gezielten Anpassung der Biomassekonzentration im PBR 

sind weitere wichtige Kriterien. Die Mikroalgenabtrennung mittels Membranfiltration adressiert 

die beschriebenen Anforderungen sehr gut, wodurch sie die optimale Methodik für die ange-

sprochene Aufgabe darstellt. Ein wesentlicher Meilenstein der vorliegenden Arbeit war daher 

die Entwicklung einer Membranfiltrationseinheit zur sensitiven Ernte von Mikroalgen.  

In der Konzeption wurden zwei zentrale Aspekte berücksichtigt: An die Filtereinheit als >Werk-
zeug< zur Algenabtrennung werden als Anforderungen ein möglichst geringer Energieeintrag 

sowie eine geringe Fouling-Neigung der eingesetzten Membran gestellt. Zudem soll diese an 

einen Photobioreaktor zu koppeln sein, welcher zur kontinuierlichen Abwasseraufbereitung im 

Tag/Nacht-Betrieb eingesetzt wird. Für dieses Ziel war die Automatisierung der Anlage ein 

wesentlicher Baustein, um in den Prozess der Abwasserreinigung eingreifen zu können, indem 

die Biomassekonzentration im Reaktor durch Zellrückführung gezielt beeinflusst wird.  

Parallel wurden daher Filtrationsanlagen in zwei Maßstäben aufgebaut: Der sogenannte Harves-

ter im Pilotmaßstab sowie der sogenannte Mini-Harvester im Labormaßstab. Beide Anlagen 

werden im Folgenden im Detail vorgestellt. 
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3.1.1 Filtrationsanlage Harvester im Pilotmaßstab 

3.1.1.1 Konzeption und Aufbau 

Die Algenabtrennanlage Harvester wurde mit einem Anlagenvolumen von 12-15 L für den 

Pilotbetrieb entwickelt. Der Korpus des Harvesters wurde am Institut aus kommerziell erhältli-

chen Einzelteilen (Korpus: Plexiglas ®, Anschlüsse und Verbindungen: Polyvinylchlorid 

(PVC)) zusammengebaut und an einem fahrbaren Gestell montiert (Abbildung 3-1 und Abbil-

dung 8-3). Die Abmessungen des Harvesters sind im Anhang in Abbildung 8-2 dargestellt. Zur 

fest-flüssig Trennung wurde ein getauchtes Membranmodul mit Hohlfasern (Ultrafiltrations-

membran) eingesetzt, welches in Abschnitt 3.2.1 vorgestellt wird. Der Einsatzbereich des Har-

vesters ist sehr flexibel und kann die Forschung bis zum realen Anwendungsfall umfassen. Je 

nach den Bedürfnissen der Anwendung kann ein Umbau beziehungsweise eine Vereinfachung 

der Anlage mit geringem Aufwand erfolgen. Für den automatisierten Betrieb der Anlage ist ein 

Schaltschrank mit einer speicherprogrammierbaren Steuerung angebracht (Abbildung 3-1 A), 

welche mit einem Laptop verbunden wird. Dadurch kann die gesamte Anlage sehr flexibel an 

einem beliebigen Ort mit Strom- und Druckluftversorgung betrieben werden. 

A B C 

Abbildung 3-1: Technische Zeichnungen der Membranfiltrationsanlage Harvester ohne (A, B) und mit (C) Rohr zur 

Erzeugung eines hydrostatischen Drucks über der Membran. Der Harvester besteht aus einer Trenn-

kammer mit begasbarem Membranmodul sowie Anschlüssen für alle ein- und austretenden Volumen-

ströme. Der Einsatz von Pumpen und Sensorik kann variabel an die Bedürfnisse der Anwendung an-

gepasst werden.  

Der Harvester besteht im Wesentlichen aus einer Trennkammer mit Membranmodul sowie 

Anschlüssen für die ein- und austretenden Volumenströme. Der für die Filtration benötigte 

Transmembrandruck kann auf zwei Arten erzeugt werden: Zunächst kann ein über der Trenn-

kammer liegendes Rohr eingebaut werden (Abbildung 3-1 B & C). Dieses erzeugt im gefüllten 

Zustand einen ausreichend großen hydrostatischen Druck oberhalb der Membran (Transmemb-

randruck) zur Realisierung eines Filtrat-Flusses. Alternativ kann eine Pumpe eingesetzt werden. 

Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde eine Zahnradpumpe zur Erzeugung des 

Filtrat-Flux verwendet, um reproduzierbare Bedingungen sowie eine flexible Regelung und die 
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Realisierung verschiedener Betriebsweisen der Filtration (konstanter Permeat-Flux beziehungs-

weise konstanter TMP) zu ermöglichen. Das die Membran passierende Filtrat wird an der 

Innenseite der Membranfasern gesammelt und kann über ein seitlich angebrachtes Rohr abge-

nommen werden. Ein entsprechender Anschluss ist am oberen Teil der Trennkammer ange-

bracht. Am unteren Ende der Trennkammer ist der Auslauf für die aufkonzentrierte Suspension 

(Retentat) installiert. Auch hier kann bei Bedarf eine Reduzierung der Anlage erfolgen, indem 

die entsprechende Pumpe ausgebaut wird und der auslaufende Strom über die Ventilstellung 

manuell reguliert wird. Die Triebkraft hierbei entsteht durch den hydrostatischen Druck der 

darüber liegenden Flüssigkeitssäule. Die zu trennende Zellsuspension wird am oberen Teil der 

Trennkammer über eine obligate Peristaltikpumpe zugeführt. Das eingesetzte Membranmodul 

ist kommerziell erhältlich und kann automatisiert oder manuell belüftet werden. Das Rückspü-

len der Membranfasern erfolgt entweder über eine externe Wasserversorgung mit Druckredukti-

on (steuern des Rückspülflusses durch ein Ventil) oder aber mittels der eingebauten Zahnrad-

pumpe. Die eingebaute Sensorik am Harvester erlaubt die prozessbegleitende Messung von 

relevanten Größen (Volumenströme, Drücke, etc.), welche für einen vollautomatisierten Anla-

genbetrieb obligatorisch sind. Wird eine weniger komplexe Ausführung gewünscht, kann der 

apparative Aufwand an dieser Stelle jedoch unproblematisch reduziert werden.  

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Automatisierung (siehe Kapitel 3.1.1.3) ermöglicht den 

Einsatz des Harvesters für zwei verschiedene Aufgaben- beziehungsweise Zielstellungen: 

Einerseits kann dieser als reine Ernteanlage zur Aufkonzentrierung von Algen (im Satz- oder 

kontinuierlichen Betrieb) angewandt werden. Zudem ist die >aktive< Kopplung an einen Photo-
bioreaktor möglich, wodurch letzterer zu einem Algen-Membran-Photobioreaktor (AMPBR) 

mit externer Membran erweitert wird. Hierbei steht die Beeinflussung der Biomassekonzentrati-

on im PBR im Fokus.  

3.1.1.2 Ausstattung und Betrieb 

Das Rohrleitungs- und Instrumentenfließschema (R&I-Fließschema) der Filtrationsanlage 

Harvester inklusive der benötigten Peripherie ist in Abbildung 3-2 A abgebildet.  

Die zu trennende, zellhaltigen Suspension wird dem Harvester (Abbildung 3-2 B & C) über 

eine Peristaltikpumpe aus einem gekoppelten Photobioreaktor (Mikroalgen) beziehungsweise 

Vorlagebehälter (Hefe) zugeführt. Prozessbegleitend kann die Biomassekonzentration dieser 

Ausgangssuspension mittels eines Trübungssensors quantifiziert werden. Das in der Trenn-

kammer befindliche Membranmodul, besteht aus insgesamt drei Bündeln von belüfteten, ge-

tauchten Polyvinylidenfluorid (PVDF) Hohlfasermembranen (siehe Abschnitt 3.2). Das Permeat 

oder Filtrat wird auf der Innenseite der Membranfasern abgezogen (>Out-In<-Betrieb). Die 

Triebkraft der Filtration ist ein Transmembrandruck (TMP), welcher über eine Zahnradpumpe 

angelegt und prozessbegleitend über einen Drucksensor gemessen wird. Die beiden Betriebs-

weisen >konstanter Permeat-Flux< sowie >konstanter Filtrationsdruck< sind durch die eingesetz-
te Pumpe realisierbar. Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde stets ein konstanter 

Permeat-Flux durch Anlegen und Anpassen eines entsprechenden Unterdrucks (TMP) generiert. 

Im automatisierten Betrieb wird der Istwert des Filtrat-Flux gemessen und auf einem konstanten 

Wert ggf. durch Erhöhung des TMP gehalten. Die Hohlfasern werden mit Druckluft umspült, 

um Fouling an der Membranoberfläche zu verringern. Der angewandte Luftvolumenstrom wird 
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dabei mittels eines Massendurchflussmessers gesteuert. Periodisches Rückspülen mit Leitungs-

wasser kann weiterhin zur Reduktion von Membran-Fouling angewandt werden. Der hierbei 

angelegte Druck wird über einen Druckminderer eingestellt und prozessbegleitend über einen 

Druckmesser gemessen.  

A 
 

B C 

Abbildung 3-2: R&I-Fließschema der Filtrationsanlage Harvester (A) sowie Fotos der Anlage inkl. Peripherie mit 

einer Algensuspension (B) beziehungsweise Wasser (C) gefüllt. Quelle: eigene Zeichnung und Auf-

nahmen. 

Die aufkonzentrierte Zellsuspension (Retentat) wird über eine Peristaltikpumpe aus dem Har-

vester gefördert. Dabei ist ein Rückführen der Zellen in das Vorlagegefäß beziehungsweise den 

Photobioreaktor möglich. Alternativ kann das Retentat in einem separaten Retentattank gesam-
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melt und die Zellen somit aus dem System genommen werden. Alle angewandten Flüsse (Aus-

gangssuspension, Retentat und Permeat) werden prozessbegleitend über Durchflussmesser 

quantifiziert. Die Temperatur, Biomassekonzentration (via Trübung) in der Trennkammer des 

Harvesters sowie die Füllhöhe (über einen hydrostatischen Drucksensor) werden ebenso gemes-

sen. 

Vor jedem experimentellen Einsatz des Harvesters wurde die Filtrationsanlage gemäß des 

Reinigungsprotokolls (siehe Kapitel 8.3.1) gesäubert. Alle gemessenen Prozessparameter wur-

den prozessbegleitend für die Visualisierung, Berechnungen und die Regelung im Prozessleit-

system zur Verfügung gestellt und zudem aufgezeichnet. 

3.1.1.3 Automatisierung 

Ein weiteres Ziel der Entwicklung der Filtrationsanlage Harvester war deren automatisierter 

Betrieb. Nicht nur einfachere Funktionen wie beispielsweise ein konstanter Füllstand oder das 

selbstständige Leeren/Füllen der Anlage, sondern auch komplexere Aufgaben wie etwa die 

Regelung einer vorgegebenen Biomassekonzentration in der Trennkammer oder im gekoppelten 

PBR sollten dabei realisiert werden können. Hierfür wurde ein LabVIEW-basiertes Programm 

zur Prozessautomatisierung (BioProCon) (weiter)entwickelt, welches institutsintern bereits zur 

Steuerung und Regelung verschiedener Anlagen etabliert und eingesetzt wurde. Um den Har-

vester auch für externe Anwender interessant zu gestalten, wurde bei der Automatisierung auf 

Bedienerfreundlichkeit und Übersichtlichkeit geachtet (siehe Abbildung 3-3). Für die im Fol-

genden beschriebenen möglichen Anwendungen sind vom Experimentator lediglich die entspre-

chenden Vorgaben für den gesteuerten Betrieb in die jeweiligen Eingabeflächen einzugeben 

(Abbildung 3-4 A-C). Auch ist ein manueller Anlagenbetrieb (ohne Automatisierung) möglich, 

welche allerdings ein tiefergehendes Verständnis von Anlage und Peripherie voraussetzt.  

 

Abbildung 3-3: Verfahrensfließbild mit Anzeige der an der Anlage gemessenen Größen des Harvesters im Prozess-

leitsystem BioProCon. Das LabVIEW-basierte Programm zur Prozessautomatisierung wurde insti-

tutsintern entwickelt und für den automatisierten Betrieb des Harvesters erweitert.  

Unabhängig des gewünschten Einsatzes (reine Algenernte oder Kopplung an einen PBR) kann 

das Füllen und Leeren des Harvesters automatisch geschehen. Levelsensoren geben dabei den 

Zustand der Anlage bezüglich des Füllstandes an. Ein Beenden des Prozesses (welches das 
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selbstgesteuerte Leeren einleitet) kann nach einer vorgegebenen Laufzeit, einem definierten 

Volumen an prozessierter Ausgangssuspension, erzeugtem Permeat oder ausgetragenem Reten-

tat sowie einer gewünschten Biomassekonzentration in der Trennkammer ausgelöst werden 

(Abbildung 3-4 B). Falls erforderlich ist auch ein manuelles Abschalten der Anlage möglich.  

A 

B C 

Abbildung 3-4: Prozessleitsystem BioProCon, welches für die Anwendung der Filtrationsanlage Harvester konzipiert 

wurde. Die Auswahlmöglichkeiten und Eingabefelder (A-C) erlauben eine individuelle Anpassung 

der Funktionen der Anlage an die Bedürfnisse des Prozesses. Für bestimmte Funktionsweisen inakti-

ve Felder sind ausgegraut. 

Im laufenden Betrieb sind die in den Harvester ein- und austretenden Ströme automatisiert 

geregelt: Die zu trennende Suspension kann so in die Anlage eingebracht werden, dass diese 

alle austretenden Ströme ausgleicht (konstanter Volumenstrom, Abbildung 3-4 A), oder aber ein 

konstanter Füllstand eingestellt wird (angepasster Volumenstrom, Abbildung 3-4 A). Beide 

Funktionen dienen auch zur Vermeidung von Fehlfunktionen an der Anlage (z.B. Leer-Laufen). 

Zur Erzeugung des Permeat-Fluxes kann zwischen den Betriebsweisen >konstanter Flux< und 
>konstanter TMP< gewählt werden (Abbildung 3-4 A). Die jeweils benötigten Sollwerte für 

Permeat-Flux und TMP sind in entsprechenden Eingabefeldern vorzugeben. In beiden Modi ist 

ein zeitgesteuerter Betrieb möglich, wobei die gewünschten Sollwerte im Tagesverlauf (24 h) 

beliebig detailliert in tabellarischer Form eingegeben werden können. Aufgrund der hohen 

Leistungsfähigkeit der Membran sowie der Konstruktion der Anlage (hydrostatische Wassersäu-

le über der Membran) sind konstante Permeat-Flüsse unterhalb von ~ 9 L·m-2·h-1 nicht realisier-
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bar. Um dennoch kleine Permeat-Flüsse einstellen zu können, findet die Filtration entsprechend 

des eingestellten Grenzwert-Fluxes diskontinuierlich statt. Für eine vom Experimentator defi-

nierte Zeit wird mit einem ebenfalls vorgegebenen Permeat-Flux filtriert, um im Mittel den 

angegebenen Sollwert zu erreichen. 

Das Retentat kann als konstanter Fluss mit einem vorgegebenen Sollwert eingestellt werden 

(Abbildung 3-4 A). Dieser Sollwert ist entweder als fester Wert oder aber als prozentualer 

Anteil des Filtrat-Flux definiert. Auch die Ernte der aufkonzentrierten Algensuspension ist im 

zeitgesteuerten Betrieb möglich, wobei die gewünschten Sollwerte für den Retentat-Fluss im 

Tagesverlauf (24 h) beliebig detailliert in tabellarischer Form eingegeben werden können 

(Abbildung 3-4 A). Sowohl der Permeat- als auch der Retentat-Flux können entweder zurück in 

das Vorlagegefäß beziehungsweise den Photobioreaktor geleitet oder aber aus dem System 

genommen werden.  

Weiterhin ist es möglich, die Biomassekonzentration im Vorlagegefäß beziehungsweise den 

Photobioreaktor durch Rückführung von Retentat zu beeinflussen (Abbildung 3-4 A). Diese 

Funktion ist hauptsächlich bei Kopplung des Harvesters an einen Photobioreaktor im Pilotmaß-

stab vorgesehen, welcher zur Aufbereitung von Abwasser eingesetzt wird. Bei dieser Betriebs-

weise sind Werte für die Soll- sowie maximale Konzentration der Biomasse in der Trennkam-

mer des Harvesters vorzugeben (Abbildung 3-4 C). Oberhalb des maximalen Wertes der 

Biomassekonzentration ist aufgrund zu hohen Membran-Foulings kein stabiler Betrieb mehr 

möglich, weshalb automatisch das Abernten der Zellen zur Reduktion der Biomassekonzentrati-

on eingeleitet wird. Mittels der Eingaben wird zudem der benötigte Retentat-Volumenstrom 

gemäß einer Massenbilanzierung vom Programm berechnet und automatisch an die Retentat-

Pumpe weitergegeben. Prinzipiell sind zwei Betriebsweisen vorgesehen: Zunächst kann eine 

konstante Biomassekonzentration im Bioreaktor vorgegeben werden, welche bei Bedarf zeitge-

steuert eingestellt werden kann, wobei die jeweiligen Sollwerte im Tagesverlauf (24 h) beliebig 

detailliert in tabellarischer Form einzugeben sind (Abbildung 3-4 C). Des Weiteren ist bei 

Einbau einer Leitfähigkeits- oder Ammoniumsonde eine Ziel-Ionenkonzentration im Photobio-

reaktor unterhalb eines eingegebenen Schwellenwertes realisierbar. In diesem Modus wird die 

Zellrückführung bei Überschreiten des Schwellenwertes gemäß den Regelparametern gestartet, 

bis ein Wert unterhalb des Sollwertes erreicht wird. Eine entsprechende Sonde war im Stan-

dardbetrieb des Harvesters für die Experimente der vorliegenden Arbeit allerdings nicht einge-

baut. 

Zur Reduktion des Membran-Foulings (Abbildung 3-4 B) kann das Membranmodul mittels 

eines gewünschten Luftvolumenstroms belüftet werden. Periodisches Rückspülen nach einer 

gewünschten Zeit, bei Unterschreiten eines festgelegten Limits des Permeat-Flux oder über-

schreiten eines vorgegebenen Filtrationsdrucks kann automatisiert ausgelöst werden. Verschie-

dene Modi für das Pausieren der Filtration (mit/ohne Rückspülen oder Belüftung) sind zudem 

realisierbar. 

 



3  Membran Filtrationsanlagen 3 Entwicklung, Charakterisierung und Betrieb 

70 

3.1.1.4 Energiebedarf 

Zur Bewertung der Eignung einer Anlage für eine gewünschte Anwendung im Pilot- oder 

industriellen Maßstab wird unter anderem der Energiebedarf als Kriterium herangezogen. Nicht 

nur aus ökonomischen, sondern auch aus ökologischen Gesichtspunkten ist ein möglichst gerin-

ger Energieverbrauch wünschenswert. Für Abtrennprozesse wie der Filtration, wird der Ener-

giebedarf pro kg geernteter Biomasse Ew in der Einheit kJ·kg-3 beziehungsweise kWh·kg-3 

sowie pro m³ erzeugtem Permeat Ev in der Einheit kJ·m-3 beziehungsweise kWh·m-3 zur Beur-

teilung herangezogen. Mittels dieser Größen können verschiedene Aufarbeitungsverfahren 

untereinander verglichen, sowie der notwendige Energieaufwand für eine konkrete Aufgaben-

stellung bestimmt werden. Die Berechnung des Energiebedarfs der Filtrationsanlage Harvester 

wird hauptsächlich durch den Verbrauch der Pumpen der ein- und austretenden Ströme (Aus-

gangssuspension (Feed-Pumpe), Permeat (Permeat-Pumpe) sowie Retentat (Ernte-Pumpe) 

sowie der Membranbelüftung bestimmt.  

Für die beiden eingesetzten Peristaltikpumpen (Ausgangssuspension und Retentat) kann die 

theoretische Förderleistung PP,th nach Gleichung (3.1) bestimmt werden, wobei F für den ent-

sprechenden Fluss, Ã für die Dichte der geförderten Suspension, g für die Erdbeschleunigung 

und h für die Förderhöhe steht.  

 PP,th = F ; Ã ; g ; h (3.1) 
   
Die theoretische Förderleistung der Zahnradpumpe zur Erzeugung eines Permeat-Fluxes 

(PP,th,Permeat) wird über den eingestellten Permeat-Flux F sowie der Druckdifferenz &p zu beiden 

Seiten der Membran ermittelt (Gleichung (3.2)).  

 PP.th,Permeat = F ; &p (3.2) 
   
Über einen pumpenspezifischen Wirkungsgrad ·Pumpe kann der tatsächliche Energiebedarf der 

Pumpen PP nach Gleichung (3.3) bestimmt werden.  

 PP= 
PP,th

·Pumpe
 (3.3) 

   
Die zur Belüftung der Membranfasern erforderliche Energie Pair wurde mittels der Belüftungsra-

te (Fair) in m³·s-1 sowie des hydrostatischen Drucks phydro der Wassersäule oberhalb des Gasaus-

tritts nach Gleichung (3.4) berechnet. 

 Pair = Fair; phydro (3.4) 
   
Der Energiebedarf ergibt sich als Summe der einzelnen, genannten Verbraucher. Nachstehende 

Tabelle fasst die benötigten Betriebs- und Anlagenparameter zur Berechnung des Energiebe-

darfs des Harvesters zusammen. Der Energiebedarf von Feed- und Retentat-Pumpe hängt von 

den Gegebenheiten des Einsatzortes der Filtrationsanlage ab, da deren Positionen die benötigte 

Förderhöhe bestimmen. Durch geschickte Anordnung des Harvesters kann beispielsweise der 

Energieeintrag durch die Feed-Pumpe gesenkt werden. Die notwendige Energie zur Erzeugung 

des Permeat-Flusses beeinflusst den gesamten Energiebedarf des Harvesters maßgeblich und 
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stellt damit ortsunabhängig die ausschlaggebende Energiesenke dar. Der Wirkungsgrad aller 

Pumpen wurde exemplarisch auf 0,7 festgelegt, da dieser in der Regel zwischen 0,6-0,8 

schwankt und für die Gesamtbetrachtung der Anlagenleistung ausreichend genau ist. Der Ener-

giebedarf der Belüftung ist vergleichsweise sehr gering (Tabelle 3-1) und damit vernachlässig-

bar. 

Tabelle 3-1: Betriebs- und Anlagenparameter zur Ermittlung des Energiebedarfes der Filtrationsanlage Harvester im 
Pilotmaßstab. Zur Berechnung wurden eine Förderhöhe h von 1,22 m sowie die Dichte von Wasser 

(1000 kg·m-3) angenommen. 

Belüftungsrate 

Membranfasern 
Membranfläche Permeat-Flux TMP Feed-Flux 

1,25 vvm 1,31 m² 19,5 L·m-2·h-1 13635 Pa 100 m³·h-1 
2,5·10-4 m³·s-1  7,1·10-6 m³·s-1  2,8·10-2 m³·s-1 

PP,th,Permeat 

(kJ·s-1) 

PP,th,Feed 

(kJ·s-1) 

PP,th,Retentat 

(kJ·s-1) 

·Pumpe 

(alle) 
Pa (kJ·s-1) 

0,303 0,332 0,023 0,70 1,194·10-3 
 

Der Energiebedarf des Harvesters kann für verschiedene Szenarien bezüglich Biomassekon-

zentrationen (Start/Ende) beziehungsweise volumetrische Reduktionsfaktoren und Konzentrati-

onsfaktoren der zu filtrierenden Biomassesuspension bestimmt werden. Der hierfür festgelegte 

Permeat-Flux entspricht 85 % des kritischen Flux repräsentativer Biomassekonzentrationen und 

ist aus Vorversuchen bekannt. Entsprechend wurde ein TMP von 136,4 mbar ermittelt, welcher 

zur Aufrechterhaltung dieses Flux notwendig ist.  

Die Ergebnisse einer solchen Berechnung wurden in Form eines wissenschaftlichen Papers 

(DOI: 10.1002/elsc.202100052) veröffentlicht (siehe Literatur Anhang 7.3). Die wichtigsten 

Aspekte sind im Folgenden zusammengefasst: Für verschiedene virtuelle Szenarien wurde der 

Energiebedarf des Harvesters quantifiziert. Eine einstufige Aufarbeitung einer Mikroalgensus-

pension von beispielsweise 2 auf 40 g·L-1 Biomasse verbraucht lediglich 1,01·10-3 kWh pro m³ 

Permeat beziehungsweise 4,99·10-3 kWh pro kg Biomasse im Retentat. Für ein fiktives Szenario 

der kontinuierlichen Aufarbeitung von 100 m³·h-1 Algensuspension einer Ausgangskonzentrati-

on von 2 g·L-1 zu einer End-Konzentration von 250 g·L-1 in einem zweistufigen Prozess aus 

Zentrifugation und Filtration, kann der Einsatz des Harvesters den Energiebedarf um bis zu 

99 % senken, verglichen mit einer einstufigen Zentrifugation. Bei einer Anwendung des Prin-

zips des Harvesters im großtechnischen und/oder Langzeitbetrieb können konstruktive Optimie-

rungen den Leistungsbedarf der Permeat-Pumpe weiter reduzieren und die Anlage damit öko-

nomisch und ökologisch weiter optimieren.  
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3.1.2 Filtrationsanlage Mini-Harvester im Labormaßstab 

3.1.2.1 Konzeption, Geometrie und Betrieb 

Anforderungen an die Maßstabsverkleinerung 

Parallel zur Filtrationsanlage Harvester im Pilotmaßstab wurde der sogenannte Mini-Harvester 

im Labormaßstab entwickelt. Die wesentlich kleinere Filtrationseinheit sollte an die vorhande-

nen 2 L-Photobioreaktoren (BioEngineering, siehe Kapitel 2.5) koppelbar sein. Der Einsatz im 

Laborbetrieb mit kleineren Volumina verspricht neben der besseren Kontrollierbarkeit der 

Bedingungen auch eine einfachere Umsetzung. Für den Scale-Down wurde ein Anlagenvolu-

men zwischen 100-200 mL vorgegeben und ein Skalierungsfaktor SF zwischen Harvester und 

Mini-Harvester von 100 festgelegt (Gleichung (3.5)).  

 SF = 
VPermeat

m2
Membran;h ; bar

 (3.5) 

   
Aufbau des Mini-Harvesters 

Der Mini-Harvester besteht im Wesentlichen aus einem durchsichtigen Plexiglasrohr mit einem 

Volumen von circa 100 mL (Abbildung 3-5). Am oberen Ende des Rohres ist ein Deckel mit 

einem Anschluss für das Einbringen der zu filtrierenden Suspension mittels einer Pumpe ange-

bracht. Seitlich am Rohr befindet sich eine Überlauf-Konstruktion, welche einen konstanten 

Füllstand ohne externe Regelung ermöglicht. Am unteren Ende kann die aufkonzentrierte zell-

haltige Suspension (Retentat) über einen Anschluss abgenommen werden. Der durch die Flüs-

sigkeitssäule im laufenden Betrieb entstehende hydrostatische Druck erlaubt einen passiven 

Austrag des Retentats auch ohne Abpumpen. Der untere Abschluss des Rohres besteht aus dem 

sogenannten Faserhalter und einem Deckel. Im Faserhalter sind kreisförmig zwölf PVDF-

Membranhohlfasern eingeklebt, welche den Auslass der Membranbelüftung (Ø 3 mm) um-

schließen. Die Belüftung der Membranfasern erfolgt mit Druckluft. Die Größenordnung des 

Volumenstromes ist in Anlehnung an die Pilotanlage Harvester gewählt (konstanter Gasvolu-

menstrom pro Volumen der Filtrationskammer beider Anlagen). Ein Temperatursensor kann 

mittig am Plexiglasrohr des Mini-Harvesters angebracht, sowie Füllstandssensoren an verschie-

denen Positionen des Rohrs montiert werden.  
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A B 

Abbildung 3-5: Technische Zeichnung (A) und Fotografie (B) der Filtrationsanlage Mini-Harvester. Der Mini-

Harvester ist konzipiert als Plexiglasrohr, in welchem die Membranfasern kreisförmig um den Aus-

lass der Belüftung angeordnet sind. Eine Überlaufkonstruktion garantiert einen konstanten Füllstand, 

am oberen Teil wird die zu filtrierende Ausgangssuspension eingebracht, das aufkonzentrierte Reten-

tat wird am unteren Ende entnommen. Quelle: institutsinterne Zeichnung und Aufnahme. 

Analog zum Harvester wird das Permeat an der Innenseite der Fasern gesammelt. Die Trieb-

kraft für die Filtration wird über einen permeatseitigen Unterdruck realisiert. Hierfür wird eine 

Membranpumpe (Vakuumpumpe) eingesetzt, wodurch es zu einem Ansaugen des Permeats 

kommt. Der angelegte Transmembrandruck (TMP) wird über ein Manometer angezeigt. Über 

eine Waage wird die Menge an Permeat pro Zeiteinheit erfasst und kann in einen Permeat-Flux 

umgerechnet werden (vgl. Abschnitt 2.7.1). Je nach Bedarf kann die Länge der Membranfasern, 

welche wiederum die zur Verfügung stehende Membranfläche bestimmt, an den Versuchsauf-

bau angepasst werden. Insgesamt stehen zehn Mini-Harvester zur Verfügung, wodurch eine 

Parallelisierung möglich ist. Zudem erlaubt der modulare Aufbau ein flexibles Austauschen des 

Faserhalters, damit ist ein Test verschiedener Membranmaterialien ohne großen Aufwand 

realisierbar. 

Konfigurationen des Mini-Harvesters: 

Die Filtrationsanlage Mini-Harvester im Labormaßstab wurde institutsintern für verschiedene 

Anwendungen entwickelt. Gekoppelt an die vorhandene Photobioreaktortechnologie können 

diverse Versuchsaufbauten realisiert werden. Im Laufe der Zeit fand eine Weiterentwicklung 

der Anlage (Peripherie) sowie der Steuerung (Automatisierung) statt, im Folgenden sind daher 

zwei Installationen im Detail beschrieben: (1) Vereinfachter Aufbau (Kapitel 3.1.2.2) sowie (2) 
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Automatisierter Aufbau (Kapitel 3.1.2.3). Beide wurden für Experimente der vorliegenden 

Arbeit eingesetzt. 

3.1.2.2 Vereinfachter Aufbau Mini-Harvester 

Der im Folgenden beschriebene vereinfachte Aufbau der Filtrationsanlage Mini-Harvester im 

Labormaßstab zeichnet sich durch seine Robustheit mit geringer Fehleranfälligkeit aus. Die 

Einfachheit bedingt allerdings, dass lediglich die Betriebsweise >konstanter Transmembrand-
ruck< realisiert werden kann. Zudem sind die (automatisierte) Steuerung der Anlage sowie die 

Datenaufzeichnung limitiert. Der Mini-Harvester im vereinfachten Aufbau wurde für Experi-

mente am Bioverfahrenstechnik Institut des KIT sowie in Kooperation mit Projektpartnern der 

Jacobs University in Bremen eingesetzt und dort vor Ort installiert. Einen Überblick dieser 

Experimente inklusive Versuchsparameter gibt  

Tabelle 3-2. Das Fließbild der Membranfiltrationsanlage Mini-Harvester im vereinfachten 

Aufbau ist in Abbildung 3-6 dargestellt. 

Die partikelbeladene Ausgangssuspension (Feed) wird aus einem Vorlagebehälter (Gefäß oder 

Photobioreaktor) über eine Peristaltikpumpe mit einem konstanten Volumenstrom in den Mini-

Harvester eingebracht. Im vereinfachten Aufbau ist die Triebkraft der Filtration ein von der 

Vakuumpumpe erzeugter, konstanter Transmembrandruck. Eine Waage erfasst die Menge an 

erzeugtem Permeat, welche im Anschluss in einen Permeat-Flux umgerechnet werden kann. 

Über das Öffnen eines Handventils kann die aufkonzentrierte Suspension (Retentat) abgenom-

men werden. Membran-Fouling wird durch permanente, konstante Belüftung der Fasern mit 

Druckluft sowie manuelles Rückspülen mit VE-Wasser reduziert. Das Rückspülen erfolgt 

periodisch mittels einer Spritze bei einem Druck von 0,2 bar, welcher über ein Manometer 

kontrolliert wird. Die Dauer sowie das eingebrachte Wasservolumen sind jeweils zu dokumen-

tieren. Im vereinfachten Aufbau war keine Temperatursonde am Mini-Harvester eingebaut. 

Sofern nicht explizit anderweitig deklariert fand zur Messung der Temperatur im Feed die 

Temperatursonde des Photobioreaktorsystems Einsatz (BioEngineering, siehe Kapitel 2.5).  
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Abbildung 3-6: Experimenteller Aufbau der Filtrationsanlage Mini-Harvester im Labormaßstab im vereinfachten 

Aufbau (A R&I-Fließschema, B Foto). Die Zufuhr der zu trennenden, zellhaltigen Suspension erfolgt 

über eine Peristaltikpumpe, eine Vakuumpumpe erzeugt den zur Filtration notwendigen TMP, die 

aufkonzentrierte Zellsuspension kann manuell entnommen werden. Die Quantifizierung des Filtrat-

Flux erfolgt via Wägung. Quelle: eigene Zeichnung und Aufnahme. 

Vor jedem experimentellen Einsatz des Mini-Harvesters wurde die Filtrationsanlage gemäß des 

Reinigungsprotokolls (siehe Kapitel 8.3.3) gesäubert.  
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Tabelle 3-2: Überblick der Experimente sowie Parameter, welche mit dem Mini-Harvester im vereinfachten Aufbau durchgeführt wurden. Z: Nummer des Filtrationszyklus beste-

hend aus der Dauer der Filtration und des Rückspülens. * Messung mittels eines Infrarotthermometers (TFI-250, Ebro, Deutschland). 

Versuchsbeschreibung 
TMP 

(mbar) 
Membran-
fläche (m²) 

Rückspülen 
Aufgenommene Prozessparameter  
und Beprobungsstellen 

Referenz-
kapitel 

Druck 

(bar) 

Dauer 

(sek) 

Frequenz 

(min) 

Untersuchung der Anti-
Fouling-Maßnahme Rück-
spülen 

200 0,0221 
0,0205 
0,0250 
0,0233 

0,10 
bis 

0,15 

15 
30 
60 
90 

15 
30 

Temperatur: Feed 
pH und Leitfähigkeit: Feed 
OD750: Feed, Retentat, Permeat 
BTM: Feed 

3.3.1 

Fraktionierte Filtration 
Algensuspension 

- Wachstumsphase 

200 0,0108 0,1 60 15 Temperatur: Feed 
OD750: Feed, Retentat, Permeat 
BTM: Feed 

3.4.1 

Fraktionierte Filtration 
Algensuspension 

- Algenspezies 

100 0,016 0,2 45 10 (Z 1-3) 

5 (Z 4-6) 

Temperatur*: Feed, Retentat, Permeat 
pH und Leitfähigkeit: Feed 
OD750: Feed, Retentat, Permeat 
BTM: Feed 

3.4.2 
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3.1.2.3 Automatisierter Aufbau Mini-Harvester 

Das primäre Ziel der Erweiterung und Automatisierung des vereinfachten Aufbaues des Mini-

Harvesters war die Möglichkeit zur Kopplung an das vorhandene Photobioreaktor-System 

(Kapitel 2.5) zur Installation eines Algen-Membran-Photobioreaktors. Zur Ausführung einer 

kontinuierlichen Kultivierung mit Zellrückführung war die Realisierung der Betriebsweise 

>konstanter Filtrat-Flux< als sekundäres Ziel notwendig. Abbildung 3-7 zeigt das R&I-Fließbild 

der Erweiterung des Mini-Harvesters im automatisierten Aufbau. Alle gemessenen Prozesspa-

rameter wurden prozessbegleitend für die Visualisierung, Berechnungen und die Regelung im 

Prozessleitsystem zur Verfügung gestellt und zudem aufgezeichnet. 

Zur Erzeugung der Triebkraft der Filtration evakuiert eine Vakuumpumpe einen Vakuumspei-

cher mit einem Fassungsvermögen von 5 L. Der Deckel dieses Gefäßes ist mit Anschlüssen 

sowie einem Manometer zur manuellen Druckkontrolle präpariert. Daran angeschlossen ist ein 

(bei Parallelisierung der Mini-Harvester mehrere) Vakuumregler. Der Regler ermöglicht die 

Realisierung der Betriebsweisen >konstanter Filtrat-Flux< und >konstanter TMP< und regelt das 

Vakuum im Permeat-Behälter, dessen Gewicht über Wägung festgestellt wird. Das Permeat 

wird in der Permeat-Flasche gesammelt und die Menge an Filtrat über eine Waage erfasst. 

Mittels der temperaturabhängigen Dichte von Wasser wird dieses Signal in der Software in 

einen Permeat-Fluss in der Einheit Volumen pro Zeit umgerechnet und geht als Istwert in die 

Regelung ein. Eine Mehrkanal-Peristaltikpumpe bringt die zu filtrierende Suspension (Feed) in 

den Mini-Harvester ein beziehungsweise entnimmt die aufkonzentrierte Suspension (Retentat). 

Die Membranfasern können über einen steuerbaren Massendurchflussregler mit einem ge-

wünschten Volumenstrom an Druckluft belüftet werden. Das Rückspülen erfolgt automatisiert, 

wobei der Mini-Harvester über einen einstellbaren Druckminderer (0,2 bar) an die VE-Wasser-

Leitung angeschlossen ist. Ein dazwischen geschaltetes Ventil öffnet automatisch, die Dauer 

und Frequenz des Rückspülens können dabei vom Experimentator vorgegeben werden. Die 

Automatisierung der Anlage ist im Folgenden (Kapitel 3.1.2.4) im Detail beschrieben. Zur 

Realisierung des Versuchsaufbaus eines Algen Membran-Photobioreaktors wurde der Mini-

Harvester im automatisierten Betrieb an die am Institut vorhandene Photobioreaktortechnologie 

im 2 L Maßstab gekoppelt (siehe Kapitel 2.5.4).  

Vor jedem experimentellen Einsatz des Mini-Harvesters wurde die Filtrationsanlage gemäß des 

Reinigungsprotokolls (siehe Kapitel 8.3.3) gesäubert.  
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 A 

 B 

Abbildung 3-7: Experimenteller Aufbau der Ultrafiltrationsanlage Mini-Harvester im Labormaßstab im automatisier-

ten Aufbau (A R&I-Fließschema, B Foto). Die Zufuhr der zu trennenden, zellhaltigen Suspension 

sowie der Abfluss des Retentats erfolgt automatisiert über eine Peristaltikpumpe. Eine an einen Va-

kuumregler gekoppelte Vakuumpumpe erzeugt den Filtrat-Flux, die Quantifizierung des Filtrat-Flux 

erfolgt automatisiert via Wägung. Rückspülen und Membranbelüftung können ebenso automatisch 

gesteuert werden. Quelle: eigene Zeichnung und Aufnahme. 

3.1.2.4 Automatisierung 

Die Automatisierung der Filtrationsanlage Mini-Harvester ist eine Erweiterung des institutsin-

tern entwickelten LabVIEW-basierten Programms BioProCon. Diese umfasst die Regelung der 

in den Mini-Harvester ein- und austretenden Ströme, die Belüftung der Membranfasern, das 
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Rückspülen der Membranfasern sowie die Erzeugung der Triebkraft der Filtration. Zudem 

können die Parameter zur online Berechnung der mittels Wägung quantifizierbaren Volumen-

ströme eingestellt werden (Abbildung 3-8 B). Einige der in Abbildung 3-8 gezeigten Eingabe-

felder und Variablen dienen dem reibungslosen Betrieb der Anlage und umfassen beispielsweise 

Wartezeiten. Folgend sind daher lediglich die Kernpunkte der Automatisierung zusammenge-

fasst. 

Für die Zugabe des zu trennenden Materials (Feed) über die Feed-Pumpe sind zwei Betriebs-

weisen vorgesehen (Abbildung 3-8 B). Neben einem konstanten Volumenstrom kann der Feed-

Strom außerdem als Summe der austretenden Ströme (Filtrat, Retentat und ggf. Überlaufstrom) 

definiert werden, um ein Absinken des Füllstandes zu verhindern. Die aufkonzentrierte Zellsus-

pension (Retentat) kann als konstanter Wert oder als prozentualer Wert des Filtrat-Flux einge-

stellt werden. Das Retentat (Abbildung 3-8 B) kann in das Vorlagegefäß zurückgeleitet 

und/oder in einem separaten Gefäß gesammelt werden. Der Menge des separierenden Ern-

testroms wird mittels Wägung quantifiziert und näherungsweise mittels der Dichte von Wasser 

in einen Volumenstrom umgerechnet. Durch den Einbau des Vakuumreglers können zwei 

Betriebsweisen bezüglich der Filtration realisiert werden: Neben einem konstanten TMP kann 

ein konstanter Filtrat-Flux erzeugt werden (Abbildung 3-8 A). Die Menge an Filtrat wird dabei 

über eine Waage online gemessen und im Programm über die temperaturabhängige Dichte von 

Wasser in einen Volumenstrom umgerechnet. Der eingebaute Temperatursensor gibt dabei die 

in Echtzeit gemessene Temperatur an. Ein Druckmessumformer misst den anliegenden Trans-

membrandruck, welcher automatisch aufgezeichnet wird. 

 A  B 

C 

Abbildung 3-8: Prozessleitsystem BioProCon, welches für den automatisierten Betrieb der Filtrationsanlage Mini-

Harvester konzipiert wurde. Aktuelle Prozessparameter können in einer Übersicht (nicht gezeigt) ab-

gelesen werden. Die Auswahlmöglichkeiten und Eingabefelder (A-C) erlauben eine individuelle An-

passung der Funktionen der Anlage an die Bedürfnisse des Prozesses. Für bestimmte Funktionswei-

sen inaktive Felder sind ausgegraut. 
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Zur Reduktion von Membran-Fouling werden die Membranfasern mit VE-Wasser rückgespült 

(Abbildung 3-8 B). Das Rückspülen kann automatisiert bei Erreichen eines maximalen TMP, 

minimalen Filtrat-Flux oder dem Ablauf eines vorgegebenen Zeitintervalls initiiert werden. 

Zudem kann der Vorgang manuell eingeleitet werden. Zusätzlich zum Rückspülen werden die 

Membranfasern belüftet, der gewünschte Gasvolumenstrom wird mittels eines Massendurch-

flussreglers (MFC) geregelt und überwacht (Abbildung 3-8 A). Alle ein- und austretenden 

Ströme am Mini-Harvester sowie des ggf. gekoppelten Photobioreaktors können konstant 

beziehungsweise zeitgesteuert eingestellt werden (Abbildung 3-8 C). In letzterem Modus kön-

nen die gewünschten Sollwerte in tabellarischer Form beliebig genau eingegeben werden. Um 

ein Leerlaufen des Mini-Harvesters zu vermeiden, werden zwei kapazitive Füllstandsensoren 

zur Regelung des Füllstandes eingesetzt (Abbildung 3-8 A). Die Signale dieser Sensoren passen 

bei Bedarf die Drehzahl der Feed-Pumpe an den Prozess an. Sensor 1 ist knapp oberhalb der 

Fasern angebracht und markiert den Mindestfüllstand (Fasern sind gerade mit Flüssigkeit be-

deckt). Wird dieser Flüssigkeitsspiegel unterschritten, gibt sie Software eine Erhöhung der 

Drehzahl nach einer internen Berechnung an die Feed-Pumpe weiter. Dieser neue Sollwert ist 

um einen Bruchteil des vom Experimentator eingegebenen Sollwertes erhöht, wobei die Zu-

nahme der Drehzahl zeitabhängig ansteigt, bis der Sensor ein Erreichen des minimalen Füll-

standes anzeigt. Der Betrag der Drehzahlerhöhung wird in einem Korrekturfaktor gespeichert 

und im weiteren Betrieb zum vom Experimentator vorgegebenen Sollwert der Feed-Pumpe 

addiert. Sensor 2 wird am Überlauf angebracht und zeigt damit an, ob ein Überlaufstrom erzeugt 

wird. Im Regler wird das Signal des Niveauschalters mit dem Sollzustand des Überlaufstroms 

(an/aus) verglichen und bei Bedarf die Drehzahl der Feed-Pumpe angepasst. Auch hier wird der 

Betrag der Veränderung der Pumpendrehzahl als Korrekturfaktor für den weiteren Verlauf des 

Versuches zum Sollwert addiert beziehungsweise abgezogen. Alle Drehzahlanpassungen wer-

den also nacheinander addiert beziehungsweise subtrahiert. Bei Versuchsende wird der Korrek-

turfaktor auf null zurückgesetzt. Eine Begrenzung des Korrekturfaktors geschieht durch die 

Eingabe der minimalen und maximalen Geschwindigkeit der Feed-Pumpe. Um in der Betriebs-

weise >konstanter Filtrat-Flux< die Einregelung am Start der Filtration beziehungsweise nach 

einer Probenentnahme zu verbessern, können ein Startdruck und eine Wartezeit vorgegeben 

werden (Abbildung 3-8 A). 

3.2 Charakterisierung Membran 

3.2.1 Spezifikation laut Hersteller 

Aufbau des Membranmoduls 

Das im Harvester eingesetzte Membranmodul Puron ® Hollow Fiber Demo Rows ist ein De-

monstrationsmodul der Firma Koch Membrane Systems im Labormaßstab (Abbildung 3-9 A & 

B) mit folgenden Abmessungen: reduzierte Höhe: ~440 mm, Breite: 348 mm, Tiefe: 92 mm. Es 

besteht aus drei Bündeln von PVDF Hohlfasern mit einem Durchmesser von ~75 mm. Pro 

Einheit sind je 228 Fasern angebracht, insgesamt beträgt die Zahl an Membranfasern also nFa-

sern = 684. In der Mitte jedes Bündels ist der Gasauslass (Ø 5 mm) angebracht, aus welchem die 
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Gasblasen zur Fouling-Reduktion entlang der Membranfasern austreten. Die Anschlüsse für 

Belüftung und zur Abnahme des Filtrates sind seitlich am Modul angebracht.  

A B 
 

C 

Abbildung 3-9: Für die Filtrationsanlage Harvester eingesetztes Membranmodul Puron ® Hollow Fiber Demo Rows 

der Firma Koch Membrane Systems. A & B: Fotos, C: Rasterelektronenmikroskop (REM)-

Aufnahmen der Membranfasern des Filtrationsmoduls. Quelle: eigene Aufnahmen (institutsintern und 

Projektpartner). 

Spezifikation des Membran-Materials 

Das Membranmaterial (Abbildung 3-9 C) wird gemäß des Datenblattes des Moduls wie folgt 

spezifiziert:  

- Material:    firmeneigenes Polyvinylidenfluorid (PVDF) 

- Nominale Porengröße:   0,03µm 

- Außendurchmesser dFaser:  2,6 mm 

- pH-Bereich:    2,0 - 10,5 

- Temperatur-Bereich:   5 - 40 °C 

- Max. TMP:    ± 0,6 bar 

Im Mittel beträgt die für die Filtration zur Verfügung stehende Membranlänge pro Faser lFa-

ser = 23,4 ± 0,2 cm, woraus nach Formel (3.6) eine Membranfläche AM von 1,31 m² berechnet 

werden kann.  

 AM = Ã ; dFaser ; lFaser ; nFasern (3.6) 
   
Für den Mini-Harvester wurden einzelne Fasern des Membranmoduls eingesetzt, welche vor 

dem Einkleben in den Faserhalter (Abbildung 3-10) auf die gewünschte Länge von ca. 10-12 cm 

zugeschnitten wurden. Die dabei generierte Membranfläche kann analog nach Gleichung (3.6) 

berechnet werden.  
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Abbildung 3-10: Faserhalter des Mini-Harvesters von vorne (links) und hinten (rechts). Um den Auslass der Belüf-

tung (mittig) werden kreisförmig angeordnet 12 Hohlfasern eingeklebt. Im Reservoir (hinten) wird 

das Permeat gesammelt und abgesaugt. Quelle: eigene Aufnahmen. 

3.2.2 Membranwiderstand und -permeabilität 

Das kommerziell erhältliche Membranmodul Puron ® Hollow Fiber Demo Rows wurde direkt 

nach dessen Erwerb mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) charakterisiert. Zunächst wurde 

der Widerstand der sauberen Membran RM in Abhängigkeit des angelegten Transmembrand-

rucks ohne Membranbelüftung ermittelt (Abbildung 3-11). Nach Gleichung (2.19) (Darcy 

Gesetz, Kapitel 2.7.4.1) ist RM eine Funktion des angelegten TMP, des resultierenden Filtrat-

Fluxes sowie der dynamischen Viskosität µT der zu filtrierenden Suspension. Die Temperatur-

abhängigkeit von µT wurde bei der Berechnung von RM für jeden Messpunkt durch eine Interpo-

lation von Literaturdaten (VDI-Gesellschaft Verfahrenstechnik und Chemieingenieurwesen 

2013) mittels der online gemessenen Temperatur in der Trennkammer berücksichtigt. Für das 

Membranmodul wurde eine Zunahme von RM mit steigendem TMP ermittelt (Abbildung 3-11 

A). Für poröse Ultrafiltrations (UF)-Membranen wurde von (Huisman et al. 1997) eine solche 

Drucksensitivität beschrieben. Durch die steigende Krafteinwirkung bei hohen TMPs werden 

die Poren der Membran zusammengedrückt, wodurch sich deren Widerstand erhöht. Eine empi-

rische Gleichung für die Beziehung zwischen angelegtem TMP und resultierendem RM kann 

daher für polymere Membranen allgemein beschrieben werden als:  

 RM = RM,0 + vc ; TMPk (3.7) 
   
Der Faktor k (0,6 < k <1,0) beschreibt dabei den einheitenlosen Kompressibilitätsfaktor der 

Membran, welcher durch die Porosität des Membranmaterials sowie der Membran selbst defi-

niert wird. Der Vorfaktor vc wird als membranspezifische Konstante angegeben. RM,0 ist als 

Membranwiderstand ohne angelegten TMP zu verstehen, welcher in der Praxis nicht messbar 

ist. Die Interpolation der Messwerte in Abbildung 3-11 durch einen allometrischen Fit liefert 

folgende Gleichung (3.8) für den druckabhängigen Membranwiderstand (R² = 0,98): 

 RM= 4,135 ;1011+2,004 ;1010 ;TMP0,6648 (3.8) 
   
Der vergleichsweise geringe Kompressibilitätsfaktor von k = 0,6648 deutet auf eine hohe Sensi-

tivität der Membran gegenüber dem angelegten Druck hin, welche für neue Membranen üblich 

ist. In Übereinstimmung mit Huisman et al. 1997 ist eine erhöhte Druckempfindlichkeit bis 
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200 mbar messbar. Zudem kann eine mittlere Membranpermeabilität PW,mittel für Wasser von 

515,66 L·m-2·h-1·bar-1 im Druckbereich zwischen 0 und ~300 mbar ermittelt werden. 

 A 

 B 

Abbildung 3-11: Widerstandes der sauberen Membran RM des Membranmoduls des Harvesters  (A) Veränderung 

von RM mit ansteigendem Transmembrandruck (TMP), die gemessenen Werte (schwarze Vierecke) 

werden durch einen allometrischen Fit (rote Linie, durchgeführt mit dem Programm OriginPro2020) 

angenähert bei R² = 0,98. (B) Gemessener Widerstand der sauberen Membran RM in Abhängigkeit der 

eingestellten Membranbelüftung (0,000-2,500 vvm) für verschiedene Filtrat-Fluxe (22,9-91,64 L·m-

2·h-1) für VE-Wasser. 

Um einen Einfluss der Membranbelüftung auf RM auszuschließen, wurde dieser für verschiede-

ne Belüftungsraten und Filtrat-Fluxe gemessen (Abbildung 3-11 B). Durch die Gasblasen wird 

zeitweise ein Flüssigkeitsvolumen an der Membranoberfläche verdrängt, wodurch es zu einer 

scheinbaren Verringerung der Permeabilität, einhergehend mit einer Erhöhung von RM kommen 

kann. Dieser Effekt tritt lediglich bei geringen Filtrat-Fluxen (22,90 und 34,36 L·m-2·h-1) auf, 

hier ist eine Erhöhung von RM mit zunehmender Belüftungsrate messbar. Für hohe Flüsse 

(> 45,82 L·m-2·h-1) ist keine eindeutige Tendenz zu beobachten, wobei die Schwankungen von 
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RM in Abhängigkeit der Belüftungsrate gering ausfallen. Alle Messdaten sowie die daraus 

berechneten Werte für RM sowie PeW sind im Anhang in Tabelle 8-12 dargestellt.  

Bei der Filtration ionenhaltiger Lösungen kommt es entlang der (geladenen) Membranoberflä-

che zur Ausbildung sogenannter elektrochemischer Doppelschichten. Diese sind definiert als 

Grenzschichten, an welchen sich elektrisch geladene Schichten gegenüberstehen und können 

auch bei der Filtration von Wasser entstehen. Wird die Lösung nun durch die Membranporen 

gepresst, kann es zu einer Verschiebung der Ionen von deren präferierten Positionen kommen. 

Dieser sogenannte elektroviskose Effekt führt zu einer scheinbaren Erhöhung der Viskosität der 

Flüssigkeit an der Membranoberfläche. Dadurch kommt es zur Ausbildung eines elektrovisko-

sen Widerstands in den Poren der Membran, wodurch der Membranwiderstand scheinbar erhöht 

wird. Im Falle der Filtration von reinem Wasser bilden sich stark ausgeprägte Doppelschichten 

(Gouy-Chapman). Eine Zugabe von Salzen kann ab einem Grenzwert der Salzkonzentration 

eine Verringerung der Dicke der Doppelschicht, einhergehend mit einer Verringerung des 

Widerstandes für das passierende Wasser (Permeat), hervorrufen. (Huisman et al. 1997) Um 

auszuschließen, dass der beschriebene elektroviskose Effekt im vorliegenden Fall auftritt, wurde 

der Membranwiderstand analog zu den Versuchen mit VE-Wasser mit einer NaCl-Lösung 

zweier Konzentrationen (0,2 und 0,4 M) für zwei Belüftungsraten der Membranfasern (0,0 und 

0,625 vvm) bestimmt.  

 

Abbildung 3-12: Gemessener Widerstand der sauberen Membran RM des Membranmoduls des Harvesters in Abhän-

gigkeit der eingestellten Membranbelüftung für ionenhaltige Lösungen und VE-Wasser. Getestet 

wurden die Belüftungsraten 0,000 und 0,625 vvm sowie NaCl-Lösungen zweier Konzentrationen (1x: 

0,2 M, 2x: 0,4 M) bei einem konstanten Filtrat-Flux von 22,90 L·m-2·h-1 sowie 34,36 L·m-2·h-1. 

In Abbildung 3-12 ist der Membranwiderstand für zwei Belüftungsraten der Membranfasern 

(0,000 sowie 0,625 vvm) für VE-Wasser und NaCl-Lösungen zweier Konzentrationen 

(1x: 0,2 M, 2x: 0,4 M) dargestellt. Die Gehalte der Ionenlösungen wurden in Anlehnung an 

einschlägige Literatur ausgewählt (Huisman et al. 1997). Trotz der erhöhten Ionenstärke der 

beiden NaCl-Lösungen war keine merkliche Veränderung des RM im Vergleich zu VE-Wasser 

messbar. Daher kann ausgeschlossen werden, dass der Membranwiderstand durch die Gouy-

Chapman Doppelschichten signifikant beeinflusst wird. Die ermittelte Gleichung (3.8) für RM in 
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Abhängigkeit des angelegten TMP kann also als für das eingesetzte Membranmodul allgemein 

gültig angenommen werden.  

Auch für das Membranmodul des Mini-Harvesters (Faserhalter) wurde eine Charakterisierung 

mit VE-Wasser durchgeführt. Neben dem Einfluss der Membranbelüftung (0,0 und 20,0 vvm) 

wurde zusätzlich der Temperatureinfluss (20, 30 und 35 °C) auf den erzielbaren Filtrat-Flux bei 

Variation des TMP (13, 113, 213 und 263 mbar) quantifiziert (Abbildung 3-13).  

 

Abbildung 3-13: Gemessener Widerstand der sauberen Membran RM des Membranmoduls des Mini-Harvesters. RM 

wurde in Abhängigkeit der eingestellten Membranbelüftung (0 vvm (-) und 20 vvm (+)) und Tempe-

ratur (20, 20 und 35 °C) für verschiedene TMPs von 13, 113, 213 und 263 mbar ermittelt. 

Bei einer Temperatur von 20 °C ist für alle angewandten Transmembrandrücke ein Einfluss der 

Membranbelüftung auf den gemessenen RM ersichtlich. Für die Temperaturen 30 °C und 35 °C 

sind die Schwankungen von RM mit und ohne Belüftung weniger ausgeprägt. Die vergleichs-

weise hohe Belüftungsrate von 20 vvm erzeugt große Luftblasen, wodurch das umgebende 

Wasser von einem großen Teil der Membranoberfläche verdrängt wird und dessen Permeation 

somit erschwert. Eine Erhöhung der Temperatur hat trotz der Verringerung der Viskosität des 

Wassers einen leichten Anstieg von RM für alle getesteten TMPs zur Folge, welcher auf die 

Reaktion des Membranmaterials auf die Temperaturveränderung zurückzuführen ist. Analog 

zum Membranmodul am Harvester steigt der Membranwiderstand mit zunehmendem TMP 

aufgrund der Kompressibilität der Membran. Die Geometrie und Einzelanordnung der Fasern 

(anstatt in Bündeln) bedingt einen wesentlich verringerten RM am Faserhalter des Mini-

Harvesters verglichen mit dem Modul im Harvester.  

3.2.3 Filtration partikelbeladener Suspensionen 3 kritischer Flux 

Die Reinstwasserpermeabilität einer Membran aus dem vorhergehenden Kapitel 3.2.2 gibt den 

maximalen Permeat-Flux pro m² Membranfläche und angewandtem TMP der eingesetzten 

Membran an. Dieser Fluss wird bei der Filtration partikelbeladener, realer Suspensionen aller-

dings nicht oder nur für einen marginal kurzen Zeitraum zu Prozessbeginn erzielt. Durch die 
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Anhaftung von Partikeln und gelösten Substanzen an der Membranoberfläche sowie in den 

Poren, dem sogenannten Membran-Fouling, kann über einen längeren Zeitraum nur bei Anwen-

dung geringerer Permeatflüsse stabil filtriert werden. Der Absolutwert dieses Fluxes variiert je 

nach Betriebsbedingungen der Filtration (Membranbelüftung, Konzentration an Feststoffen und 

gelösten Substanzen im Ausgangsmaterial, Temperatur, usw.) und eingesetzter Membran (Po-

rengröße, Hydrophilie, Material, usw.). Der sogenannte kritische Flux JC hat sich als Schwel-

lenwert zur Angabe eines maximal möglichen Permeat-Fluxes etabliert, welche eine stabile 

Filtration bei geringer Fouling-Entwicklung erlaubt. In der Praxis wird oftmals ein Permeat-

Flux angewandt, welcher 80 % des ermittelten kritischen Flux unter den gegebenen Bedingun-

gen bezüglich Membran, Filtrationsanlage und zu trennender Suspension beträgt. Zur weiteren 

Charakterisierung der in den Filtrationsanlagen Harvester und Mini-Harvester eingesetzten 

Membran wurde daher der kritische Flux bestimmt. Jc wurde für verschiedene Betriebsbedin-

gungen (Membranbelüftung) und Biomassekonzentrationen einer Modellkultur (Saccharomy-

ces cerevisiae), als auch realen Algenkulturen (Chlorella vulgaris) ermittelt. Einsatz für die 

Bestimmung des kritischen Flux fand die Anlage Harvester, die Ergebnisse sind in Form eines 

wissenschaftlichen Papers (DOI: https://doi.org/10.1002/elsc.202100052) veröffentlicht (siehe 

Literatur Anhang 7.3). Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst. 

Für eine erste Charakterisierung der Filtrationsanlage Harvester fand Bäckerhefe (Saccharomy-

ces cerevisiae) als Modellorganismus Einsatz. Zunächst wurde der kritische Flux Jc für ver-

schiedene Biotrockenmassekonzentrationen und Belüftungsraten der Membranfasern bestimmt 

(Tabelle 3-3). Bei einer konstanten Membranbelüftung von 1,25 vvm war eine Abnahme von Jc 

mit steigender Biomassekonzentration messbar. Eine Erhöhung der Membranbelüftung von 1,25 

auf 2,50 vvm führte aufgrund der verstärkten Durchmischung und Scherkräfte bei geringen 

Biomassekonzentrationen (3,0 gBTM·L-1) zu einem Anstieg von Jc. Ohne Membranbelüftung 

kann aufgrund der durch die fehlende Durchmischung auftretende Sedimentation der Hefezellen 

am Boden der Filtrationskammer keine Bewertung des kritischen Flux erfolgen. Für hohe Bio-

massekonzentrationen (15,0 gBTM·L-1) führt die Erhöhung der Belüftung zu einer Reduktion von 

Jc aufgrund der erhöhten Scherbelastung und daraus resultierenden Zelllyse.  

Tabelle 3-3: Kritischer Flux Jc von Bäckerhefesuspensionen (S. cerevisiae) und Mikroalgenkulturen (axenische 

C. vulgaris H14, nicht-axenische C. vulgaris R-117) am Harvester. Jc wurde für verschiedene Bio-

massekonzentrationen und Belüftungsraten der Membranfasern bestimmt. 

Spezies BTM-Konzentration 
(gBTM·L-1) 

Belüftung 
(vvm) 

Jc 
(L·m-2·h-1) 

dTMP/dt bei Jc
 

(Pa·min-1) 

S. cerevisiae 3,0 0,00 Jc > 27,48 4,32 
S. cerevisiae 3,0 1,25 25,18 11,01 
S. cerevisiae 15,0 1,25 20,60 20,61 
S. cerevisiae 3,0 2,50 Jc > 27,48 4,04 
S. cerevisiae 15,0 2,50 18,32 22,77 
C. vulgaris H14 0,8 1,25 Jc > 32,06 6,95 
C. vulgaris H14 1,0 1,25 Jc > 22,93 12,11 
C. vulgaris R-117 4,8 1,25 15,57 14,45 
C. vulgaris R-117 10,0 1,25 10,08 18,04 
C. vulgaris R-117 17,5 1,25 10,08 15,27 
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Für die Filtrationsanlage Harvester wurde eine Belüftungsrate der Membranfasern von 

1,25 vvm als Optimum zwischen Fouling-Reduktion und Minimierung der Scherbelastung der 

Zellen identifiziert. Ein Wert in dieser Größenordnung wurde auch für andere Filtrationsanlagen 

ermittelt (Alipourzadeh et al. 2016; Wu et al. 2008b).  

Tabelle 3-3 zeigt weiterhin Filtrationsdaten, welche mit Mikroalgenbiomasse der Spezies Chlo-

rella vulgaris aus verschiedenen Kultivierungsbedingungen (Labor und Außenbetrieb) im 

großen Maßstab erzeugt wurden. Die Daten erlauben eine Evaluierung des Fouling-Verhaltens 

der eingesetzten Membran nahe am realen Anwendungsfall. Die getesteten Algensuspensionen 

enthielten neben Algenzellen auch Zelltrümmer und extrazelluläre Organik (EOM), aufgrund 

der nicht-axenischen Kultivierung im Außenbereich waren auch Bakterienzellen vorhanden. Im 

Vergleich zur Modellsuspension (Hefe) waren während der Filtration der Mikroalgenkulturen 

höhere Druckanstiegsraten (dTMP/dt) und niedrigere kritische Flüsse aufgrund der Anwesenheit 

von EOM und Zelltrümmern (vgl. Tabelle 3-3) messbar. Zudem wurde eine mit verschiedenen 

Literaturstellen (Castaing et al. 2011; Cheng et al. 2017) vergleichbare, negative lineare Korre-

lation von BTM und Jc (Bereich: 1,0-10,0 gBTM·L-1, R² = 0,97) ermittelt. Während der Filtration 

der Kultur mit einer Biomassekonzentrationen von 17,5 gBTM·L-1 konnte kein stabiler Filtrat-

Flux erreicht werden, weshalb dieses Ergebnis als nicht aussagekräftig eingestuft wird.  

Neben der Biomassekonzentration konnten weitere Faktoren als relevant für die Lage des kriti-

schen Flux bei der Filtration von Mikroalgenkulturen identifiziert werden: Unterschiede im 

Filtrationsverhalten verschiedener Spezies können auf die Eigenschaften der Zelloberfläche 

zurückgeführt werden, welche die Wechselwirkungen zwischen Zelle und Membranoberfläche 

definiert. In Konsortien mit großen Partikelgrößenverteilungen (Chlorella-R-117-Kultur) ist die 

Packungsdichte der sich aufbauenden Filterkuchenstruktur und damit deren zusätzlichen Filtra-

tionswiderstand erhöht. Ungünstige Umweltbedingungen wie niedrige Temperaturen oder hohe 

Lichtintensitäten während der Chlorella-R-117-Kultivierung steigern den Gehalt an Zelltrüm-

mern und/oder die EOM-Produktion, wodurch Membran-Fouling verstärkt wird. 

3.3 Reduktion von Membran Fouling 3 Rückspülen 
und Pausieren 

Folgend sind die Ergebnisse einer Untersuchung der Effektivität von Dauer und Frequenz des 

Rückspülens (Mini-Harvester, Kapitel 3.3.1) sowie des Pausierens (Harvester, Kapitel 3.3.2) 

auf die Filtration einer Modellsuspension (Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae) diskutiert. 

3.3.1 Rückspülen 

Die Filtrationsanlage Mini-Harvester fand Einsatz für eine Untersuchung des Einflusses von 

Dauer und Frequenz auf die Effektivität periodischen Rückspülens mittels der Modellsuspensi-

on Bäckerhefe (Saccharomyces cerevisiae, Soll-Biomassekonzentration von 3 gBTM·L-1). Der 

einfache Aufbau des Mini-Harvesters erlaubte die Filtration mit konstantem TMP von 213 mbar 

für einen Zeitraum von 120 min. Das Fouling-Verhalten wurde anhand des Abfalls des Filtrat-

Fluxes evaluiert und im Anschluss aus dem daraus berechneten Fouling-Widerstand die Rück-
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spüleffizienz ·RS bestimmt. Um die Effektivität des Rückspülens bei zunehmenden Filtrations-

zyklen zu ermitteln, wurde die Hefesuspension in einem Kreislauf filtriert. Hierfür wurden die 

aufkonzentrierte Fraktion (Retentat) sowie das Filtrat zurück in das Vorlagegefäß geführt. 

Damit konnte ein Einfluss der Zellkonzentration auf das Rückspülen ausgeschlossen werden. 

Zusätzlich wurden die Ansätze anhand einer realen Filtration überprüft, bei der Filtrat und 

Retentat in getrennten Behältern gesammelt wurden (>Konzentrierung<). Vor jedem Ansatz 

wurde der Widerstand der sauberen Membran RM mit VE-Wasser ermittelt (Abbildung 8-7 im 

Anhang). Die normierten Filtrat-Flux3Zeit Profile (J/J0-t Diagramm) der im folgenden vorge-

stellten Filtrationsdaten zeigt Abbildung 8-11 im Anhang. 

Tabelle 3-4 fasst die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Rückspüldauern (15, 30, 60 und 

90 s) zusammen, welche in Anlehnung an Werte aus der Literatur ausgewählt wurden (Vera et 

al. 2015; Villarroel et al. 2013; Le-Clech et al. 2006). Zwischen dem Rückspülen wurde jeweils 

für 15 min filtriert. Ein Filtrationszyklus besteht damit aus der Filtrationszeit (15 min) plus der 

Dauer des Rückspülvorganges.  

Tabelle 3-4: Getestete Rückspüldauer bei einer Filtration von S. cerevisiae im Mini-Harvester zur Untersuchung der 

Effektivität des Rückspülens. 

 
Dauer Filtrationszyklus Anteil Rückspülen 

am Zyklus Filtration 

(min) 
Rückspülen (s) 

Gesamt (min) 

1 15 15 15,25 1,64 % 
2 15 30 15,50 3,23 % 
3 15 60 16,00 6,25 % 
4 15 90 16,50 9,09 % 

 

Wird Hefe bei konstantem TMP filtriert und alle 15 min für 15, 30, 60 beziehungsweise 90 s 

rückgespült, kann die in Abbildung 3-14 A (Kreislauf) und B (Konzentrierung) gezeigte Rück-

spüleffizienz jeweils zwischen zwei Filtrationszyklen bestimmt werden. Werden die Hefezellen 

im Mini-Harvester aufkonzentriert, erzeugen die höheren Biomassekonzentrationen eine deut-

lich reduzierte Effizienz (5-45 %) des Rückspülvorganges. Die geringere Biomassekonzentrati-

on während der Filtration im Kreislauf reduziert Fouling-Effekte, wodurch das Rückspülen 

wirksamer ist (20-60 %). Mit zunehmender Rückspüldauer (bis 60 s) ist ein verbessertes Ablö-

sen des Filterkuchens, einhergehend mit einer höheren Rückspüleffizienz im Kreislaufbetrieb zu 

beobachten. Ein längeres Rückspülen von 90 s kann ·RS hingegen nicht steigern. Werden die 

Hefezellen aufkonzentriert, geht für die meisten Zyklen eine Rückspüldauer von 60 s mit der 

höchsten Rückspüleffizienz (45-30 %) einher. Aus dem zeitlichen Verlauf von ·RS beider Be-

triebsweisen (Kreislauf und Konzentrierung) kann in Übereinstimmung mit der Literatur eine 

Rückspüldauer von 60 s als Optimum angegeben werden (Vera et al. 2015). Eine Verbesserung 

der geringen Effektivität des Rückspülens auch bei längerer Dauer kann durch eine gleichzeitige 

Belüftung der Membranfasern erzielt werden (Vera et al. 2015). 
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Abbildung 3-14: Rückspüleffizienz ·RS zwischen den Filtrationszyklen (A&B) einer Hefesuspension. Retentat und 

Filtrat wurden in das Vorlagegefäß zurückgeführt (A: Kreislauf), oder getrennt in Gefäßen gesammelt 

(B: Konzentrierung), wodurch die Biomassekonzentration im Mini-Harvester gleichblieb (A) bezie-

hungsweise anstieg (B). Alle 15 Minuten wurden die Membranfasern für 15, 30, 60 oder 90 Sekunden 

bei konstantem Druck (100 mbar) rückgespült.      

 *: keine Bestimmung des Wertes aufgrund fehlender Filtrationsdaten möglich. 

In der Literatur wird die Frequenz des Rückspülens als Hauptfaktor für dessen Effizienz ge-

nannt (Robles et al. 2013; Lew et al. 2009). Häufiges Rückspülen kann zum Eintritt von Mak-

romolekülen in die Membranporen führen und damit den Anteil an irreversiblem Fouling in den 

ersten Filtrationszyklen erhöhen (Wu et al. 2008a). Hefe wurde daher im Kreislauf filtriert und 

die Membranfasern im Abstand von 5, 15 beziehungsweise 30 Minuten für 30 s rückgespült. 

Für die Einstellungen 15 min/30 s und 30 min/30 s wurde zusätzlich auch mit der Prozessfüh-

rung >Aufkonzentrieren< filtriert.  

Für die Bewertung der Rückspülfrequenzen wurde die Rückspüleffizienz ·RS,ges zwischen An-

fang und Ende des Filtrationsprozesses im Mini-Harvester bestimmt, zudem wurde der während 

der Filtration entstandene Fouling-Widerstand RFouling,ges quantifiziert (siehe Abbildung 3-15). 
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Bei ähnlich hohen Filtrationswiderständen RFouling,ges ist die Rückspüleffizienz bei einer Rück-

spülfrequenz von 30 min wesentlich höher (~37 %), im Vergleich zu 5 min (~10 %). Durch das 

häufige Rückspülen ist die Ausbildung einer reversiblen Deckschicht auf der Membranoberflä-

che gestört, welche irreversible Fouling-Effekte reduziert. Zudem führt die erleichterte Penetra-

tion von Makromolekülen in die Membranporen durch das Rückspülen zu einer vermehrten 

Ausbildung irreversibler Fouling-Effekte, welche im nächsten Zyklus durch die Anti-Fouling-

Maßnahme nicht entfernt werden können und damit die Effektivität des Rückspülens reduzie-

ren. Die RS-Frequenz von 15 min kann die Effektivität des Rückspülens im Kreislauf Betrieb 

nicht steigern im Vergleich zu 30 min. Bei einer Aufkonzentrierung der Hefezellen ist zwar der 

Fouling-Widerstand bei einer RS-Frequenz von 30 min gegenüber 15 min erhöht, ·RS,ges liegt 

aber sogar etwas oberhalb. Für eine Langzeitanwendung des Mini-Harvesters zur Mikroalgen-

abtrennung wird eine Rückspülfrequenz von 30 min festgelegt, um eine effektive Fouling-

Kontrolle bei möglichst geringer Verdünnung des Retentats zu erreichen.  

 

Abbildung 3-15: Rückspüleffizienz ·RS,ges zwischen Anfang und Ende der Filtration einer Hefesuspension im Mini-

Harvester sowie der währenddessen entstandene gesamte Fouling-Widerstand RFouling,ges. Alle 5, 15 

beziehungsweise 30 Minuten wurden die Membranfasern für 30 Sekunden bei konstantem Druck 

(100 mbar) rückgespült. 

3.3.2 Pausieren 

Das Pausieren (PA) ist eine Maßnahme zur Reduktion von reversiblen Fouling-Phänomenen an 

Filtrationsmembranen. Dabei wird der Permeat-Flux in regelmäßigen, sich wiederholenden 

Abständen (nach Ablauf des Filtrationsintervalls) für eine bestimmte Zeit (Pausierintervall) 

ausgesetzt. Die Parameter Dauer und Frequenz der Anti-Fouling-Maßnahme Pausieren wurden 

an der Filtrationsanlage Harvester mittels der Modellsuspension Bäckerhefe (Saccharomyces 

cerevisiae) untersucht. Verschiedene Kombinationen bezüglich der Dauer der Filtration sowie 

des Pausierens wurden angewandt und hinsichtlich ihrer Effektivität zur Reduktion von Fouling 

verglichen. Hierfür wurde eine Hefesuspension mit einer Soll-Biomassekonzentration von 

3 gBTM·L-1 für die Dauer von 240 min bei einem überkritischen Permeat-Flux (24,74 L·m-2·h-1) 

filtriert. Tabelle 3-5 fasst die Parameter der vier Ansätze zusammen, ein Filtrationsintervall 

5 m
in

 //
 30

 s 

Kre
isl

au
f

15
 m

in
 //

 30
 s 

Kre
isl

au
f

15
 m

in
 //

 30
 s 

Kon
ze

nt
rie

ru
ng

30
 m

in
 //

 30
 s 

Kre
isl

au
f

30
 m

in
 //

 30
 s 

Kon
ze

nt
rie

ru
ng

0,00E+00

4,00E+11

8,00E+11

1,20E+12

1,60E+12

2,00E+12
 RFouling,ges

 hRS

R
F

ou
li

ng
,g

es
 i

n 
m

-1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

 h
R

S
,g

es



3.3  Reduktion von Membran Fouling 3 Rückspülen und Pausieren 

91 

besteht aus der Zeit der Filtration plus der Pause. Die Biomassekonzentration in der Trennkam-

mer des Harvesters wurde während der gesamten Filtrationsdauer konstant gehalten (Abbildung 

8-12 im Anhang).  

Tabelle 3-5: Zusammenfassung der verschiedenen Ansätze der Untersuchung von Dauer und Frequenz des Pausierens 

auf die Wirksamkeit der Fouling-Reduktion an der Filtrationsanlage Harvester. Die Experimente 

wurden mit einer Hefesuspension (3 gBTM·L-1) für eine Gesamt-Filtrationsdauer von 240 min durchge-

führt. 

Kürzel 
Permeat-

Flux 
(L·m-2·h-1) 

BTM 
(gBTM·L-1) 

Belüftungsrate 
(vvm) 

Intervalldauer 
Filtration 

(min) 

Pausieren 

(s) 

Gesamt 

(min) 

P5/60 24,75 2,97 1,25 5 60 6,0 
P15/60 24,75 2,80 1,25 15 60 16,0 
P15/30 24,75 2,93 1,25 15 30 15,5 
P30/60 24,75 2,33 1,25 30 60 31,0 

 

Zur Bewertung der Effektivität des Pausierens wurden zwei Parameter herangezogen: Neben 

der Pausiereffizienz (·PA, Reduktion des TMP nach der Pause) zwischen zwei Filtrationsinter-

vallen i und i+1, spielt die Druckerhöhung innerhalb eines Intervalls i (dTMP/dt) beziehungs-

weise über die gesamte Versuchsdauer (240 min) eine Rolle. Aufgrund der unterschiedlichen 

Frequenzen der Pausen von 5, 15 oder 30 min wurden für die jeweiligen Ansätze verschiedene 

Zyklenzahlen erreicht. An dieser Stelle sind der Übersichtlichkeit halber für beide Bewertungs-

kriterien lediglich für die ersten beziehungsweise zwischen den ersten acht Filtrationszyklen 

dargestellt, eine Abbildung aller aufgenommener Werte ist im Anhang zu finden (Abbildung 

8-13).  
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Abbildung 3-16: Evaluation von Dauer und Frequenz des Pausierens als Anti-Fouling Maßnahme mittels einer 

Hefesuspension (3 g·L-1) an der Filtrationsanlage Harvester.  Die Pausiereffizienz (·PA) zwischen den 

Filtrationszyklen (A) sowie TMP-Anstieg innerhalb eines Filtrationszyklus (B) wurden im zeitlichen 

Verlauf (Filtrationszyklen) aufgetragen und evaluiert.  

Für alle getesteten Ansätze (5 min/60 s, 15 min/60 s, 15 min/30 s, 30 min/60 s) hat das Pausie-

ren zwischen den ersten beiden Filtrationsintervallen (1-2) die geringste Effizienz (Abbildung 

3-16 A). Mit zunehmender Intervallzahl (ab Zyklus 2-3), konnten hohe Werte für ·P zwischen 

94,16 und 104,38 % bestimmt werden (Abbildung 3-16 A), welche eine effektive Fouling-

Kontrolle andeuten. Analog dazu war der Anstieg des TMP (dTMP/dt) innerhalb des ersten 

Filtrationsintervalls für alle getesteten Ansätze am höchsten (Abbildung 3-16 B). Nach der 

Ausbildung einer Deckschicht zu Beginn der Filtration können auch für diesen Parameter eine 

gute Fouling-Reduktion angegeben werden. Die hohen Werte für dTMP/dt des Ansatzes 

5 min/60 s sind auf das kurze Filtrationsintervall zurückzuführen, bei welchem die für die 

Regelung benötigte Zeit (1-3 min) stark ins Gewicht fällt. 

Für die Gesamtdauer der Filtration von 240 min wurde der geringste Druckanstieg (gleichbe-

deutend mit der besten Fouling-Reduktion) für den Ansatz 5 min/60 s gemessen (siehe Tabelle 
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3-6). Die Ansätze 15 min/30 s und 30 min/60 s konnten ähnlich gute Ergebnisse erzielt werden. 

Mit einem vergleichsweise sehr hohen Anteil der Pause an der Filtrationszeit (> 16 %) ist der 

Ansatz 5 min/60 s für die Anwendung einer Filtration nicht zu empfehlen. Zudem kann das 

häufige An- und Abfahren der Pumpen und Anlage problematisch für Zellen (Stress) und Peri-

pherie (Abnutzung) sein. Für die Anwendung des Pausierens zur Fouling-Kontrolle werden 

daher die Kombinationen 15 min/30 s und 30 min/60 s empfohlen.  

Tabelle 3-6: Evaluation des zeitlichen Aufwands verschiedener Kombinationen aus Dauer und Frequenz des Pausie-

rens auf die Wirksamkeit der Fouling-Reduktion. Die verschiedenen Ansätze wurden bezüglich des 

Anteils der Pausenzeit am Filtrationszyklus sowie der TMP-Erhöhung im angewandten Versuchszeit-

raum von 240 min miteinander verglichen. 

Kürzel 
Anteil Pause-Zeit an Filtrationszyklus 

(Dauer Filtration + Dauer Pausieren) 

dTPM/dt (Pa·min) 

(innerhalb von 240 min) 

P5/60 16,67 % 2,05 
P15/60 6,25 % 3,73 
P15/30 3,23 % 2,68 
P30/60 3,23 % 2,46 

3.4 Fouling-Verhalten von Mikroalgensuspensionen 

Durch die reversible und irreversible Anhaftung von Partikeln in den Membranporen sowie an 

der Membranoberfläche (Fouling) kommt es zu einer Erhöhung des für das Filtrat zu überwin-

denden Widerstandes während einer Filtration. Fouling-Effekte erhöhen somit den Energiebe-

darf von Filtrationsanlagen und haben somit einen negativen Einfluss auf den ökonomischen 

und ökologischen Fußabdruck des Prozesses. Neben der Optimierung von Fouling reduzieren-

den Maßnahmen (siehe Kapitel 3.3), kann auch eine Anpassung der zu trennenden Suspension 

Membranverblockung reduzieren. Selbstverständlich ist dies nur innerhalb gewisser Grenzen 

möglich, nichtsdestotrotz ist die Kenntnis der Fouling-Neigung der einzelnen Komponenten 

einer Suspension wichtig für die Prozessoptimierung. Werden Komponenten in einer Kultur-

brühe identifiziert, welche maßgeblich irreversibles Fouling verursachen, kann beispielsweise 

die Prozessführung der vorangegangenen Kultivierung angepasst werden, um die Bildung dieser 

Komponente zu minimieren. Zudem kann eine Anpassung des Reinigungsprotokolls erfolgen 

und der Anlagenbetrieb ist besser planbar, da Reinigungsintervalle abgeschätzt werden können. 

Gerade in der Abwasseraufbereitung ist eine Prozessoptimierung zur Kostenreduktion essenzi-

ell, da keine hohen Gewinne erzielt werden können. Im Folgenden sind die Ergebnisse einer 

Untersuchung des Einflusses verschiedener Komponenten einer Mikroalgensuspension auf das 

Membran-Fouling diskutiert. Hierfür wurden die verschiedenen Fraktionen einzeln im Mini-

Harvester filtriert und das Filtrat-Flux 3 Zeit 3 Profil aufgenommen. Dieses wiederum erlaubte 

die Ermittlung und Evaluierung der dabei entstandenen Fouling-Widerstände.  
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3.4.1 Einfluss von Wachstumsphase und Biomassekonzentration 
einer Algenkultur 

Während der Kultivierung von Mikroalgen im Satzbetrieb werden die Eigenschaften des Kul-

turmediums sowie der Algenzellen (Zelloberfläche sowie makromolekulare Zusammensetzung) 

durch den Konsum von Nährstoffen, der Sekretion von organischem Material (EOM) sowie der 

Zunahme der Zell-Konzentration (einhergehend mit der Verringerung der Lichtverfügbarkeit 

pro Zelle) verändert. Beispielsweise werden Menge und Art des EOM von der Dauer der Kulti-

vierung 3 sprich dem Alter sowie der Wachstumsphase der Kultur 3 bestimmt (Zhang et al. 

2012; Ye et al. 2019). Zudem bedingen höhere Biomassekonzentrationen die Ausbildung von 

Filterkuchen, deren Struktur durch die Interaktion mit EOM verdichtet werden kann (Bourcier 

et al. 2016). Für den Einsatz der Membranfiltration im Zuge einer Langzeitanwendung wie bei 

einem Membran-Photobioreaktor zur Abwasseraufbereitung, ist die Kenntnis des Fouling-

Verhaltens der Mikroalgensuspension in den verschiedenen Wachstumsphasen ein wertvolles 

Werkzeug zur Optimierung der Anti-Fouling Maßnahmen. Im Zuge dessen war die Untersu-

chung des Einflusses der Wachstumsphase während einer Satz-Kultivierung sowie der Bio-

massekonzentration Gegenstand der Experimente der vorliegenden Arbeit. Hierfür wurden 

Algenzellen der Spezies Chlorella vulgaris in der exponentiellen, linearen und stationären 

Wachstumsphase wie in Abschnitt 2.7.5 (Fraktionierte Filtration von Algensuspensionen (Mini-

Harvester)) fraktioniert und im Anschluss mittels der Filtrations-Anlage Mini-Harvester in zwei 

(Resuspensionen) beziehungsweise drei (native Suspension und Überstand) konsekutiven Filtra-

tionszyklen filtriert. Zwischen den Zyklen wurde mit VE-Wasser rückgespült. Die Kultivierung 

fand in einem 2 L-Photobioreaktorsystem in BB-Medium bei 25 °C, pH 7,5 und 300 µmol·m-

2·s-1 statt. Vor der Filtration jeder Fraktion wurde der Widerstand der sauberen Membran RM mit 

VE-Wasser ermittelt (Abbildung 8-9 im Anhang). 

Die Wachstumskurve in Abbildung 3-17 zeigt den typischen zeitlichen Verlauf der Biotro-

ckenmasse sowie der OD750 einer Mikroalgenkultivierung. Die gewählten Abbruchpunkte (Tag 

3, Tag 5 und Tag 7) liegen in den Bereichen der exponentiellen (E, rot), linearen (L, grün) und 

stationären (S, blau) Wachstumsphase. Während der exponentiellen Wachstumsphase wachsen 

Mikroalgen mit der höchsten Wachstumsrate, da alle für die Teilung benötigten Substrate 

(Nährstoffe und Licht) vorhanden sind. In der darauffolgenden linearen Phase treten erste Limi-

tierungen auf, wodurch die Wachstumsrate auf einen konstanten Wert reduziert wird. Die Zell-

teilung in der stationären Phase erliegt nahezu aufgrund des Mangels an Nährstoffen sowie einer 

geringen Verfügbarkeit von Licht pro Einzelzelle. (Posten 2018)  
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Abbildung 3-17: Wachstumskurve (Biotrockenmasse, OD750) der Chlorella vulgaris Kulturen nach drei, fünf oder 

sieben Tagen. Die Kultivierung fand in BB-Medium bei 25 °C, pH 7,5 und 300 µmol·m-2·s-1 statt. 

Nach Kulturabbruch (Tag 3, Tag 5, Tag 7) wurden die einzelnen Fraktionen der Mikroalgensuspensi-

onen am Mini-Harvester filtriert.  

Der Stickstoffgehalt im Medium erlaubt eine theoretische Biomassekonzentration von 0,42 g·L-

1, unter der Annahme eines Stickstoffgehaltes von 10 %. Die gemessene Biotrockenmasse lag 

für alle Abbruchpunkte oberhalb dieses Wertes, weshalb eine ansteigende N-Limitierung für die 

Kultur mit zunehmender Dauer anzunehmen ist. Dieser Mangel induziert die Bildung intrazellu-

lärer Speicherstoffe (hier: Kohlehydrate) in der Grünalge C. vulgaris (Safi et al. 2014). Instituts-

intern wurde ein minimaler Kohlehydratgehalt von ~20 % für die Mikroalge C. vulgaris im 

bezüglich Nährstoffen nicht-limitierten Zustand gemessen, dementsprechend kann der Stickstoff 

Mangel für die Kultur der exponentiellen Wachstumsphase als minimal klassifiziert werden 

(siehe qKohlehydrat in Tabelle 3-7). Der Anstieg des intrazellulären Kohlehydratgehalts mit zuneh-

mendem Kulturalter (Tabelle 3-7) spiegelt die Zunahme der Stickstofflimitierung wider. Der 

vergleichsweise geringe Pigmentgehalt von qPigmente< 1 % aller Kulturen (Safi et al. 2014) kann 

als Folge dieses Mangels sowie einer ausreichenden Lichtversorgung der Zellen interpretiert 

werden.  

Tabelle 3-7: Biomassekonzentration intrazellulärer Kohlehydrat- beziehungsweise Pigmentgehalt einer C. vulgaris 
Kultur. Die Zellen wurden in der exponentiellen (E), linearen (L) und stationären (S) Wachstumspha-

se einer Kultivierung in BB-Medium bei 25 °C, pH 7,5 und 300 µmol·m-2·s-1 beprobt.  

Kürzel Kultivierungsdauer BTM in g·L-1 OD750 qKohlehydrate qPigmente 

E 3 Tage 0,838 4,18 0,19 0,009 
L 5 Tage 1,450 7,60 0,25 0,004 
S 7 Tage 1,200 9,68 0,38 0,005 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde der während der Filtration der einzelnen Fraktionen ge-

messene Fouling-Widerstand RFouling bezüglich des zu Beginn auftretenden Widerstandes RFou-

ling,0 normiert und der zeitliche Verlauf aufgetragen (Abbildung 3-18). Für jede Fraktion ist nach 
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einem steilen Anstieg von RFouling/RFouling,0 gefolgt von einer kurzen Übergangsphase eine lang-

samere Zunahme des Widerstandes zu beobachten. Die saubere Membran (zum Filtrationsbe-

ginn beziehungsweise nach dem Rückspülen) ist also sehr anfällig für ein schnelles Anhaften 

von Partikeln. Die Ausbildung eines Filterkuchens bewirkt die verlangsamte Reduktion der 

Permeabilität. Zur Evaluierung der fraktionierten Filtration wurde außerdem das jeweils wäh-

rend der ersten beiden Filtrationszyklen gebildete Gesamt-Fouling RFouling,ges jeder Fraktion der 

verschiedenen Wachstumsphasen (Abbildung 3-19) herangezogen. Die Güte des Rückspülens 

beziehungsweise die Art des entstandenen Foulings (reversibel oder irreversibel) zwischen den 

Filtrationszyklen kann anhand dieses Verlaufs beurteilt werden. Bei einer vollständigen Entfer-

nung des im vorhergehenden Zyklus gebildeten Foulings liegt der Start-Wert von RFou-

ling/RFouling,0 im folgenden Zyklus bei 1,0. Eine Erhöhung des Start-Wertes impliziert verblieben-

des Fouling, welches gemäß der Definition in der vorliegenden Arbeit als irreversibel 

klassifiziert wird.  

A B 

C D 

 

Abbildung 3-18: Zeitlicher Verlauf normierten Fouling-Widerstandes RFouling/RFouling,0 verschiedener Fraktionen einer 

C. vulgaris Suspension unterschiedlichen Kulturalters einer Filtration am Mini-Harvester. (A: Algen-

zellen in VE-Wasser resuspensidert, B: Algenzellen in VE-Wasser resuspensidert mit angepasster 

OD750, C: zellfreier Überstand, D: native Suspension) Ein Abbruch der Kultivierung fand in der ex-

ponentiellen (E), linearen (L) oder stationären (S) Wachstumsphase statt. Die OD750 der nativen Sus-

pension sowie der Resuspension betrug 4,18 (E), 7,60 (L) sowie 9,68 (S) und wurde für die Resus-

pension mit angepasster OD750 auf 4,18 eingestellt.  

Der Einfluss der Zell-Konzentration auf die Fouling-Bildung kann durch den Vergleich der in 

VE-Wasser resuspendierten Zellen mit und ohne Anpassung der Konzentration auf eine OD750 

von 4,18 evaluiert werden (siehe Abbildung 3-19 und Abbildung 3-18 A & B). Die Resuspensi-

on der Zellen der exponentiellen Wachstumsphase (E) weist trotz der wesentlich geringeren 

Biomassekonzentration eine hohe Fouling-Neigung auf: Zum einen liegen die Werte des Ge-

samt-Fouling-Widerstands aller Resuspensionen in einem ähnlichen Bereich (Abbildung 3-19), 

zudem zeigt der normierte Fouling-Widerstand in Abbildung 3-18 A die stärkste Erhöhung des 
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Startwertes. Zwischen den Zellen der exponentiellen und linearen Wachstumsphase mit und 

ohne Anpassung der OD fallen die Unterschiede im Zeitprofil von RFouling/RFouling,0 geringer aus, 

für beide Ansätze ist irreversibles Fouling bereits zwischen dem ersten und zweiten Filtrations-

zyklus messbar (Abbildung 3-18 A & B). Die Reversibilität des Foulings wird für Zellen der 

linearen Wachstumsphase also maßgeblich von der Oberflächenstruktur der Zellen und weniger 

von deren Konzentration beeinflusst. Für die Zellen der linearen und stationären Wachstums-

phase sinken die Werte für RFouling,ges bei einer Reduktion der Zellzahl (Abbildung 3-19), wobei 

die Zellen der stationären Phase den geringsten Fouling-Widerstand erzeugen. Aus der Literatur 

ist eine Zunahme des Zeta-Potentials der Zelloberfläche von Chlorella vulgaris mit zunehmen-

dem Kulturalter während einer Satz-Kultivierung bekannt (Chang und Lee 2012). Das veränder-

te Zeta-Potential wird mit einer Stickstofflimitierung assoziiert, welche eine Reduktion der 

funktionellen Gruppen (hauptsächlich Polysaccharide und Proteine) auf der Zelloberfläche 

bewirkt (Zhang et al. 2012). Dies wiederum führt zur Reduktion der elektrostatischen Absto-

ßung zwischen den Zellen und einer daraufhin verstärken Flokkulation der Mikroalgen (Salim 

et al. 2013), sowie zu einer veränderten Neigung der Zellen zur Anhaftung an beispielsweise der 

Membranoberfläche (Zhang et al. 2012). Aufgrund des ansteigenden intrazellulären Kohlehyd-

ratgehaltes mit zunehmendem Kulturalter kann 3 wie bereits diskutiert 3 eine zunehmende 

Stickstofflimitierung der Zellen der linearen und stationären Wachstumsphase angenommen 

werden. Entsprechend kann die erhöhte Fouling-Neigung der Zellen der exponentiellen Wachs-

tumsphase auf die veränderten Charakteristika der Zelloberfläche von C. vulgaris aufgrund der 

Nährstoffversorgung zurückgeführt werden.  

 

Abbildung 3-19: Gesamt-Fouling-Widerstand RFouling,ges während der ersten beiden Filtrationszyklen der verschiede-

nen Fraktionen einer C. vulgaris Suspension unterschiedlichen Kulturalters am Mini-Harvester. Die 

Kultivierung wurde in der exponentiellen (E), linearen (L) oder stationären (S) Wachstumsphase ab-

gebrochen und die verschiedenen Fraktionen (native Suspension, Überstand, Algenzellen in VE-

Wasser resuspensidert und Algenzellen in VE-Wasser resuspensidert mit angepasster OD750) aus der 

so erzeugten Mikrolagenkultur für die darauffolgende Filtration hergestellt. Die OD750 der nativen 

Suspension sowie der Resuspension betrug 4,18 (E), 7,60 (L) sowie 9,68 (S) und wurde für die Re-

suspension mit angepasster OD750 auf 4,18 eingestellt.  

Eine Zunahme der Menge an EOM mit steigendem Kulturalter ist aus der Literatur bekannt, 

wobei dessen spezifische Charakteristika (Molekulargewicht, biochemische Zusammensetzung) 
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maßgeblich das Fouling-Verhalten während der Membranfiltration bestimmen (Ye et al. 2019; 

Zhang et al. 2012). Zwar wurden die EOM-Konzentrationen der einzelnen Überstände nicht 

angepasst, dennoch scheint der Gehalt an EOM eine untergeordnete Rolle zu spielen, da der 

entstehende Gesamt-Fouling-Widerstand beider Zyklen des jeweiligen zellfreien Überstandes 

aller Ansätze in einem ähnlichen Bereich liegt (Abbildung 3-19). Unterschiede sind in der 

Reversibilität des Foulings messbar (Abbildung 3-18 C): Während die Organik der Zellen der 

stationären Wachstumsphase hauptsächlich reversibles Fouling verursacht, können die gelösten 

Substanzen der Ansätze der exponentiellen und linearen Wachstumsphase die Membran irrever-

sibel verblocken. Die Biochemie des von Chlorella vulgaris in verschiedenen Wachstumspha-

sen sekretierte EOM spielt also im Fouling-Verhalten eine größere Rolle als dessen absolute 

Konzentration. Dabei scheint eine Nährstofflimitierung (lineare und stationäre Wachstumspha-

se) die Fouling-Neigung der Organik zu reduzieren.  

Das Konvolut an Zellen, EOM und Zelldebris in den nativen Suspensionen verändert das Fou-

ling Verhalten im Vergleich zu den einzelnen Fraktionen. Hier ist jeweils der höchste Fouling-

Widerstand messbar, da Partikel unterschiedlicher Größe die Ausbildung dichter Filterkuchen 

begünstigen (Kinnarinen et al. 2017; Wi�cek und Stasiak 2018). Für die native Suspension der 

Zellen der linearen Wachstumsphase ist der höchste Wert für RFouling,ges messbar, auch das 

zeitliche Profil des normierten Widerstandes zeigt die stärkste Zunahme (Abbildung 3-19 und 

Abbildung 3-18 D). Das in den Filtrationszyklen entstandene Fouling der Zellen der linearen 

und stationären Wachstumsphase konnte durch Rückspülen nicht vollständig entfernt werden 

(Abbildung 3-18 D). Trotz der geringeren Anhaftung der Einzelkomponenten ist die Interaktion 

zwischen den Partikeln (Zellen und EOM) aufgrund deren höherer Konzentrationen verstärkt 

und führt zu einer höheren Fouling Neigung im Vergleich zur Suspension der Zellen in der 

exponentiellen Wachstumsphase. 

Für eine Langzeitfiltration sowie einen kontinuierlichen Filtrationsbetrieb können Nährstofflim-

itierungen auch bei höheren Biomassekonzentrationen zu einer Verringerung der Fouling-

Neigung führen. Für die Abwasseraufbereitung kann diese Erkenntnis ausgenutzt werden, da 

eine vollständige Entfernung von Stickstoff und Phosphor obsolet ist. Hinsichtlich der Optimie-

rung der Reduktion des Membran-Foulings sollte die Biomassekonzentration durch die Filtrati-

onseinheit so eingestellt werden, dass eine leichte Nährstofflimitierung erzeugt wird. 

3.4.2 Fouling-Beitrag der Komponenten einer Algensuspension 
verschiedener Mikroalgenspezies 

Eine Algensuspension enthält neben Algenzellen ggf. auch Bakterienzellen, Zelltrümmer sowie 

in der flüssigen Phase gelöste, organische Substanzen (EOM). Jede dieser Komponenten verur-

sacht einzeln ein Verblocken der Membran, der Einfluss kann sich im Konvolut potenzieren. 

Besonders die Kultivierungsbedingungen beeinflussen die Kulturzusammensetzung, da diese 

sowohl die Algenzellen selbst als auch die von ihnen produzierte Organik bestimmt. Ein unter 

Laborbedingungen hergestelltes Kulturmedium kann optimal auf die Bedürfnisse der zu kulti-

vierenden Mikroorganismen abgestimmt werden, zudem ist es möglich, Substanzen zu meiden, 

welche Fouling verursachen können. Werden Mikroalgen in realen Abwässern kultiviert, so 

spielt dessen Beschaffenheit ebenso eine wichtige Rolle bei der Analyse des Membran-
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Foulings. Daher muss bei der der Untersuchung des Filtrationsprozesses von Mikroalgen, wel-

che zur Abwasseraufbereitung eingesetzt werden, auch das entsprechende Abwasser berücksich-

tigt werden. Die Ergebnisse einer solchen Untersuchung wurden in Form eines wissenschaftli-

chen Papers (DOI: https://doi.org/10.1016/j.seppur.2022.120744) veröffentlicht (siehe Literatur 

Anhang 7.2). Dabei wurden die Mikroalgen-Spezies Desmodesmus sp. und Coelastrella sp in 

einem realen, sekundären Abwasser (vorangegangene Entfernung der C-Quellen durch einen 

anaeroben Membranreaktor als erster Schritt der Abwasseraufbereitung) kultiviert und die 

Kulturbrühe im Anschluss fraktioniert filtriert. Für die Bestimmung fand die Anlage Mini-

Harvester Einsatz, im Folgenden sind die wichtigsten Erkenntnisse der Veröffentlichung zu-

sammengefasst.  

Der Filtration der einzelnen Komponenten der Algensuspensionen ging deren Kultivierung im 

semi-kontinuierlichen Betrieb im Labormaßstab zur Untersuchung der Nährstoffaufnahme 

voran, deren zentrale Resultate in Kapitel 4.2.2 zusammengefasst sind. Insgesamt wurden fünf 

Fraktionen der jeweiligen Kulturbrühe filtriert: die native Algensuspension als Fraktion 1, der 

zellfreie Überstand als Fraktion 2, Algen- und Bakterienzellen vereint gelöst in VE-Wasser 

(Fraktion 3) beziehungsweise gelöst in frischem sekundärem Abwasser (Fraktion 4) sowie 

frisches sekundäres Abwasser als Fraktion 5.  

Die Filtration aller Fraktionen lieferte das typische Filtrat-Flux 3 Zeit 3 Profil, mit einem an-

fänglichen, schnellen Abfall des Filtrat-Flusses (J), gefolgt von einer graduellen Reduktion, 

welche in einem pseudostationären Gleichgewichts-Flux resultiert (Song 1998). Für beide 

Algenspezies tritt das Membran-Fouling am stärksten während der Filtration der nativen Kultur 

auf (Reduktion des Filtrat-Flux auf 15-18 % des Start-Fluxes J0). Die Algen- und Bakterienzel-

len in Fraktion 3 senken den Flux aufgrund der Abwesenheit von EOM lediglich auf ~ 27-33 % 

von J0. Die Filtration von Fraktion 2 zeigte eine stärkere Reduktion des Filtrat-Flux als bei 

Fraktion 3, weshalb die im Überstand vorhandene Organik als maßgebliche Ursache des Memb-

ran-Foulings identifiziert wurde. Frisches sekundäres Abwasser (Fraktion 5) wurde zur Kontrol-

le filtriert, eine deutliche Abnahme des Flux auf ~ 25-30 % von J0 war messbar. Das für die 

Algenkultivierung verwendete Abwasser trägt also wesentlich zum Fouling-Effekt bei.  

Für jede Fraktion wurde der während der Filtration erzeugte Fouling- Widerstand RFouling be-

stimmt. RFouling ist die Summe des reversiblen (Rreversibel) und irreversiblen (Rirreversible) Fouling-

Widerstandes. Das Konvolut an Fouling verursachenden Komponenten in Fraktion 1 erzeugt 

den höchsten Fouling-Widerstand. Das frische sekundäre Abwasser erhöht den Membranwider-

stand durch Fouling aufgrund der enthaltenen Organik in einer ähnlichen Größenordnung wie 

die Fraktionen 2 und 3. Die durch die Mikroalgen gebildeten extrazellulären Polysaccharide in 

Fraktion 2 haben somit einen untergeordneten Einfluss auf das Membran-Fouling.  

Jede Fraktion wurde zudem hinsichtlich der Reversibilität des Foulings anhand des Anteils von 

Rirreversibel an RFouling untersucht. Im ersten Filtrationszyklus jeder Fraktion wurde die saubere 

Membran am stärksten von irreversiblem Fouling befallen. Das sekundäre Abwasser selbst hatte 

einen starken Anteil am irreversiblen Fouling, erkennbar an den Fraktionen 2 und 5. Die Anwe-

senheit von Zellen (Fraktion 1) schützt die Membran vor irreversiblen Fouling Effekten durch 

EOM, vermutlich aufgrund der Ausbildung eines dichten Filterkuchens durch die Algenzellen 

sowie Interaktionen zwischen Zellen und EOM (Le-Clech et al. 2006). Wurden die Mikroalgen- 
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und Bakterienzellen in VE-Wasser (Fraktion 3) gelöst, so lagen die Fouling-Widerstände (RFou-

ling und Rreversibel) etwa 37-52 % unterhalb derer aus Fraktion 4 (Algen- und Bakterienzellen 

gelöst in frischem sekundärem Abwasser). Die hohe Fouling-Neigung des sekundären Abwas-

sers kann auf dessen hohe organische Belastung von 32,3 mgTOC·L-1 zurückgeführt werden 

(Grossman et al. 2021).  

Zwischen den beiden getesteten Algenspezies konnten nur geringfügige Unterschiede im Fou-

ling-Verhalten festgestellt werden. Der Vergleich der Fraktionen ergab einen erhöhten Fouling-

Widerstand für Desmodesmus sp. in Fraktion 1 und 2, dementsprechend werden Menge und Art 

der gebildeten EOM als die wahrscheinlichste Ursache angenommen. Morphologische Unter-

schiede der Algenzellen spielen lediglich eine untergeordnete Rolle.  

3.5 Einsatz des Harvester im großen Maßstab 

Auf dem Weltmarkt werden Mikroalgen vor allem zur Erzeugung hochpreisiger Produkte 

(> $10.000 t-1) eingesetzt. Die Aufarbeitung der Algenzellen spielt hierbei eine zentrale Rolle, 

da diese bis zu 30 % der gesamten Produktionskosten ausmachen kann. Die Filtrationsanlage 

Harvester wurde so konzipiert, dass die Anforderungen an eine effiziente Algenabtrennung 

erfüllt sind. Neben geringen Investitionskosten und einem energiearmen Betrieb, fallen für den 

Harvester zudem moderate Ausgaben für Instandhaltung und Betrieb an. Weiterhin können 

große Volumina bewältigt werden, wobei eine hohe Aufkonzentrierung der Biomasse ohne 

Einschränkung des stabilen und kontinuierlichen Betriebs möglich sind. Die eingesetzte Memb-

ran erlaubt eine Prozessierung von Algensuspensionen verschiedenster Spezies bei geringem 

Stress für die Zellen. Zur Demonstration der Effektivität der Anlage sowie die Ermittlung des 

Energiebedarfs im Anwendungsfall wurde der Harvester am Centre Algatech des Instituts für 

Mikrobiologie der Tschechischen Akademie der Wissenschaften in TYeboI zur Filtration von 

Chlorella vulgaris im Pilotmaßstab eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Tests wurden in Form 

eines wissenschaftlichen Papers (DOI: 10.1002/elsc.202100052) veröffentlicht (siehe Literatur 

Anhand 7.3). Die wichtigsten Aspekte sind im Folgenden zusammengefasst.  

Periodisches Rückspülen sowie eine kontinuierliche Belüftung der Membranfasern (1.25 vvm) 

konnten als effektive Maßnahmen zur Reduktion von Membran-Fouling identifiziert werden. 

Der Harvester konnte Algensuspensionen verschiedener Konzentrationen (1,53-14,20 g·L-1) auf 

bis zu 40 ,00 g·L-1 aufkonzentrieren und dabei hohe Volumenreduktionen (bis zu 11,5-fach) 

erzielen. Zudem konnte ein stabiler Betrieb zur kontinuierlichen Produktion eines Retentat-

Stromes mit einer Biomassekonzentration von 40,00 g·L-1 erzeugt werden, wobei die Ausgangs-

suspension eine Konzentration von 14,20 g·L-1 aufwies. Die Ernteeffizienz ·Ernte lag nach kurzer 

Zeit jeweils bei > 99 %.  

Der sehr geringe Energiebedarf macht den Harvester zu einem idealen Werkzeug für den ersten 

Schritt in der Aufarbeitung von Mikroalgen. Darüber hinaus kann er für das externe Zellrecyc-

ling in der kontinuierlichen Mikroalgenkultivierung, z.B. bei der Abwasseraufbereitung, einge-

setzt werden.  
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4 Wachstum und Stoffwechsel von 
Mikroalgen in kontinuierlichen 
Kultivierungen auf 
(synthetischen) Abwässern 

Eine kontinuierliche Aufbereitung von Abwässern ist unabdingbar, da diese permanent sowohl 

am Tag als auch in der Nacht anfallen. Ein Einsatz von Membrantechnologien in kontinuierlich 

betriebenen Reaktorsystemen kann dabei sowohl für die anschließende Abtrennung der Mikro-

algen vom gereinigten Wasser als auch die Rückführung von Zellen zur Prozessoptimierung 

geschehen. Die Zahl der jährlichen Veröffentlichungen zum Thema Mikroalgen in der Abwas-

seraufbereitung hat sich in den letzten 20 Jahren knapp versiebenfacht (Quelle: Scopus), wobei 

der Großteil der experimentellen Arbeiten noch immer im Satzbetrieb durchgeführt wird, ohne 

Fokus auf die Algenabtrennung (vgl. Reviews von Wang et al. 2017 oder Nagarajan et al. 

2020). Ein Schwerpunkt der Versuche der vorliegenden Arbeit lag daher auf kontinuierlichen 

und semi-kontinuierlichen Mikroalgenkultivierungen für einen potentiellen Einsatz in der Ab-

wasseraufbereitung, deren Ergebnisse Gegenstand dieses Kapitels sind. In Kapitel 3 wurde die 

Membranfiltration bereits als Werkzeug zur Mikroalgenabtrennung vorgestellt, das Potential 

dieser Technologie zur Optimierung des Abwasseraufbereitungsprozesses durch Zellrückfüh-

rung ist Gegenstand des nachfolgenden Kapitels 5. 

Eine wichtige Prozessgröße kontinuierlicher Prozesse ist die Verdünnungsrate, welche als das 

pro Zeiteinheit ausgetauschte Medienvolumen pro Reaktorvolumen definiert ist. Für kontinuier-

liche Kultivierungen sind verschiedene Betriebsweisen denkbar, wobei die Vorgabe einer kon-

stanten Verdünnungsrate (Chemostat) im Bereich der Abwasseraufbereitung etabliert wurde. 

Abhängig der angewandten Verdünnungsrate ändert sich der Versorgungszustand der Mikroal-

genzellen mit Nährstoffen, wodurch eine Anpassung der makromolekularen Zusammensetzung 

der Zelle an die jeweiligen Umweltbedingungen erfolgt. Auch das von der Verdünnungsrate 

unabhängige >Substrat< Licht trägt wesentlich zu diesen Veränderungen bei.  

Zunächst werden in diesem Kapitel Daten einer kontinuierlichen Kultivierung in einem synthe-

tischen Abwasser mit Hell/Dunkel-Regime vorgestellt (Kapitel 4.1). Fokus des Experimentes 

lag auf den Veränderungen des Mikroalgenmetabolismus sowie deren Biochemie in Abhängig-

keit der angewandten Verdünnungsrate sowohl während den Licht- als auch den Dunkelperio-

den. Zur Unterstützung der Dateninterpretation wurde das Konzept der aktiven Biomasse ange-

wandt. Zudem wurden Experimente mit einem realen, sekundären Abwasser (AnMBR Effluent) 

durchgeführt. Diese erlauben eine bessere Übertragung der Ergebnisse auf einen realen Prozess. 

Hierbei stand einerseits die Nährstoffaufnahme verschiedener Mikroalgenspezies (Kapitel 4.2.2) 

im Vordergrund. Zudem wurde die Machbarkeit einer mehrstufigen Abwasseraufbereitung mit 

einem Mikroalgen-PBR als zweite Stufe der biologischen Reinigung im Verlauf eines Kalender-

jahres untersucht (Kapitel 4.2.1). 
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4.1 Mikroalgenstoffwechsel bei Variation der 
Durchflussrate 

Als anwendungsnahe Betriebsweise wurde für die im folgenden präsentierten Experimente eine 

konstante Verdünnungsrate für die kontinuierliche Kultivierung von Chlorella vulgaris in einem 

synthetischen Abwasser und einem Hell/Dunkel-Zyklus von 16 h:8 h gewählt. Mit dem genann-

ten Versuchsaufbau wurde ein relevantes Spektrum an Verdünnungsraten (D = 0,0-1,0 d-1 in 

0,1 d-1-Schritten) abgedeckt, wobei diese jeweils während der 8-stündigen Dunkelphase auf 

10 % des Wertes der Hellphase reduziert wurde. Im Fokus der Versuche stand die Nährstoffauf-

nahme sowie die Veränderungen in der makromolekularen Zusammensetzung der Mikroalgen-

zellen in Abhängigkeit von der angewandten Verdünnungsrate sowie während der jeweiligen 

Nachtphase. Zu den metabolischen Aktivitäten von Mikroalgen in Abwesenheit von Licht ist 

bisher wenig bekannt, weshalb die kontinuierliche Kultur während der Nacht engmaschig 

beprobt wurde. Die Messdaten wurden zudem unter Anwendung des Konzeptes der aktiven 

Biomasse ausgewertet, welches im Folgenden in Abschnitt 4.1.2 erläutert wird. Die an dieser 

Stelle vorgestellten Ergebnisse sind in Form eines wissenschaftlichen Papers veröffentlicht 

(DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.169082), welches im Literatur-Anhang in Kapitel 7.5 abge-

druckt ist. 

4.1.1 Adaption der makromolekularen Zusammensetzung in An- 
und Abwesenheit von Licht 

Bei der kontinuierlichen Kultivierung mit konstanter Verdünnungsrate und Lichtintensität 

(Chemostat) besteht eine Korrelation zwischen Nährstoffaufnahme sowie der daraus resultie-

renden makromolekulare Zusammensetzung der Mikroalgenzellen mit der angewandten Ver-

dünnungsrate D (Dickinson et al. 2013; Samorì et al. 2014). Dies geschieht in einer Rückkopp-

lungsschleife, in der die Nährstoffbereitstellung (Effekt von D) sowie die zelluläre 

Nährstoffaufnahme (beeinflusst durch die umgebende Nährstoffkonzentration) entgegenwirken, 

bis das Gleichgewicht µ = D erreicht ist. Bei geringen Verdünnungsraten führen in der Regel 

Nährstofflimitierungen zu entsprechend niedrigen spezifischen Wachstumsraten. Höhere 

Wachstumsraten können daher nur mit steigendem D und der damit erhöhten Nährstoffbereit-

stellung realisiert werden. Diese erfordern jedoch auch eine zunehmende Photonenverfügbarkeit 

pro Zelle. Oberhalb eines Schwellenwertes von D kommt es daher so lange zu einer Abnahme 

der Biomassekonzentration, bis die Photonenverfügbarkeit ausreicht, um das höhere µ zu reali-

sieren. Bei den in Abbildung 4-1 A gezeigten experimentellen Daten ist dieser Punkt ab einer 

Verdünnungsrate von D = 0,3 d-1 erreicht. Bei den zuvor geringen Verdünnungsraten (D f 0,2 d-

1), liegt die BTM-Konzentration aufgrund der limitierten Nährstoffverfügbarkeit in einem 

konstanten Bereich von ~4000 mg·L-1. Eine Erhöhung von D führt zu einer Abnahme der Bio-

trockenmasse-Konzentration. Gleichzeitig steigt durch die Reduktion der BTM die Nährstoff-

verfügbarkeit pro Zelle, wodurch Nährstofflimitierungen reduziert oder aufgehoben werden und 

eine Veränderung der makromolekularen Zusammensetzung hervorrufen (siehe Abbildung 4-1 

B). Mittlere Verdünnungsraten (0,3 d-1 f D f0,6 d-1) sind daher durch ein Zusammenspiel aus 

Nährstoff- und Lichtlimitierung gekennzeichnet. Bei hohen Verdünnungsraten (D g0,7 d-1) wird 
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der Lichteinfluss dominant und definiert damit die maximale spezifische Wachstumsrate, die 

unter den gegebenen Bedingungen erreicht werden kann.  

 A 
 

 B 

Abbildung 4-1: Charakterisierung der Biotrockenmasse von C. vulgaris während einer kontinuierlichen Kultivierung 

in einem synthetischen Abwasser mit zunehmender Verdünnungsrate D. DHell wurde in 0,1 d-1-

Schritten zwischen DHell = 0,0-1,0 d-1 erhöht, DNacht wurde jeweils auf 10 % von DHell reduziert. A: In-

trazellulärer N-Gehalt der Algenbiomasse (qN,gemessen,BTM) zusammen mit der Stickstoff-Aufnahmerate 

(rN,BTM) und der Photonen-Absorptionsrate (rPh,Abs,BTM) sowie der BTM-Konzentration. B: Makromo-

lekulare Zusammensetzung der Mikroalgenzellen (Gehalte an Protein, Kohlehydraten, Pigmenten, 

Nukleinsäuren sowie Lipiden). Der gemessene Wert für qN,gemessen,BTM für D = 0,7 d-1 wurde als Aus-

reißer deklariert.  

Bei Anwendung geringer Verdünnungsraten wird überschüssiges Licht in der nicht-

limitierenden Photosynthese zur Bildung und Akkumulation von Speicherstoffen (Kohlenhydra-
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te + Lipide) genutzt, wodurch die Biomasse durch einen Gehalt an Energiespeichern von bis zu 

70 %BTM charakterisiert ist. Kein Stickstoff oder Phosphor wurden im Reaktorausfluss nachge-

wiesen, weshalb eine Co-Limitierung beider Nährstoffe anzunehmen ist. Zur Aufrechterhaltung 

der von außen aufgezwungenen Wachstumsrate kommt es für D g 0,3 d-1 zu einer Abnahme von 

cBTM, weshalb die spezifische Photonenverfügbarkeit steigt. Mit zunehmender Verdünnungsrate 

sinkt die Stickstoff-Limitierung, wodurch der intrazelluläre N-Gehalt sowie die spezifische 

Stickstoff-Aufnahmerate zunehmen. Die spezifische Photonenabsorptionsrate rPh,abs,BTM nimmt 

im Bereich zwischen 0,3 d-1 f D f 0,6 d-1 linear zu, zur Bildung eines Grammes neuer Biomasse 

wird hier also immer dieselbe Menge an Photonen benötigt. Ab D = 0,5 d-1 ist ein reduzierter 

Kohlehydratgehalt von ~20 %BTM messbar, diese Wachstumsrate markiert den Umschlagpunkt 

der beiden Limitierungszustände Licht und Nährstoffe. Algenzellen bei hohen Verdünnungsra-

ten (D g 0,7 d-1) sind durch einen stabilen N-Gehalt qN,gemessen,BTM von ~7,75 %BTM gekennzeich-

net. Das schnelle Wachstum erfordert eine hohe Energieversorgung für die Mikroalgenzellen, 

repräsentiert und gewährleistet durch einen Anstieg von rPh,abs,BTM für D g 0,8 d-1. 

Für D g 0,6 d-1 ist mit zunehmenden D ein Anstiegt der residualen N Konzentration im Reaktor-

Ausfluss messbar, wohingegen die Phosphor-Konzentration für alles Verdünnungsraten unter-

halb der Nachweisgrenze lag. Aufgrund der abnehmenden Biomassekonzentration ist trotz 

steigender spezifischer Aufnahme (rN,BTM) die Obergrenze der volumetrischen N-Aufnahme des 

Systems erreicht. Die vollständige P-Aufnahme ist durch die Fähigkeit von C. vulgaris zur 

intrazellulären Phosphorspeicherung in Phosphat Granula (luxury uptake) erklärbar. Das im 

synthetischen Abwasser herrschende molare N:P Verhältnis betrug 9:1 und liegt damit wesent-

lich unterhalb des für Zellen postulieren Redfield Verhältnisses von 16:1 (Geider und La Roche 

2002) und zeigt die Flexibilität von Mikroalgen zur Anpassung an variable Umweltbedingun-

gen. Die sich daraus ergebenden Konsequenzen der Nährstoffaufnahmekapazität für einen 

kontinuierlichen Abwasseraufbereitungsprozess werden in Kapitel 5 erörtert. 

Für alle getesteten Verdünnungsraten wurde zudem die zugehörige Dunkelphase beprobt. Wäh-

rend der Nachtphase war bei allen Verdünnungsraten eine konstante BTM-Konzentration bzw. 

ein leichter Anstieg zu beobachten. Die Reduktion der Biomasse während der Dunkelphase wird 

in der Literatur positiv mit dem Stärkegehalt der Mikroalgenzelle korreliert (León-Saiki et al. 

2017; Torzillo et al. 1991). Dieser Trend ist auch an den Messdaten erkennbar, welche in Ab-

bildung 4-2 exemplarisch für die Verdünnungsraten DHell = 0,4 d-1 (A) sowie DHell = 0,7 d-1 (B) 

gezeigt sind. Aus der Literatur ist ferner bekannt, dass intrazelluläre Kohlehydratspeicher für 

anabole Aktivitäten bei Abwesenheit von Licht genutzt werden können. Die Abnahme der 

Biomasse wird in der Praxis oft negativ beurteilt. Die genannten Befunde finden bislang wenig 

Beachtung und sollen hier erstmal aktiv für die Prozessführung und Optimierung genutzt wer-

den. Darüber hinaus zeigen die Daten des vorliegenden Experimentes einen Einfluss der Nähr-

stoffverfügbarkeit auf die Stoffwechselaktivitäten während der Nacht. 

Bei starker N-Limitierung (D = 0,0-0,3 d-1) findet keine Proliferation oder Proteinsynthese statt, 

einhergehend mit einem konstanten Gehalt an Speicherkomponenten von ~62-68 %BTM. Als 

einzige metabolische Aktivität ist die Umwandlung von intrazellulären Kohlehydraten als 

kurzfristiger Energiespeicherstärke zu Lipiden als Langzeitspeicher zu beobachten. Wird der 

minimale Stickstoffbedarf der Algenzellen abgedeckt (D = 0,4-0,6 d-1), teilen sich die Mikroal-

genzellen auf Kosten des Kohlehydrat-Energiespeichers (Abbildung 4-2, A). Bei N-Überschuss 
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im Medium (D = 0,7-1,0 d-1), ist nach der Zellteilung die Synthese von Proteinen messbar 

(Abbildung 4-2 B). Die Zellteilung wird für alle getesteten Verdünnungsraten zumeist etwa 2 h 

nach Beginn der Nachtphase vermutet. Verschiedene Studien konnten diese Anpassung des 

Zellzyklus an Licht- und Dunkelphasen bereits nachweisen (Kato et al. 2019). Außerdem deuten 

die Ergebnisse darauf hin, dass die Stoffwechselaktivitäten bei allen angewandten Verdün-

nungsraten nach etwa 6 Stunden Dunkelheit abnehmen. Zusammenfassend lassen sich drei 

wesentliche Ergebnisse feststellen: (i) unter N-Limitierung wird der vorübergehende Energie-

speicher Stärke während der Abwesenheit von Licht in Lipide umgewandelt, (ii) der Kohlen-

hydratpuffer der Mikroalgenzellen kann veratmet werden, um Energie für die Proteinsynthese in 

der Dunkelperiode zu liefern, wenn eine ausreichende N-Versorgung gegeben ist und (iii) die N-

Aufnahme findet auch bei Abwesenheit von Licht statt. Außerdem findet die Zellteilung ver-

mutlich etwa 2 Stunden nach Beginn der Dunkelphase statt. 

 A 
 

 B 

Abbildung 4-2: Makromolekulare Zusammensetzung der Biotrockenmasse von C. vulgaris während der Nachtphase 

einer kontinuierlichen Kultivierung in einem synthetischen Abwasser. Exemplarisch sind die Daten 

für die Verdünnungsraten DHell = 0,4 d-1 und DHell = 0,7 d-1 gezeigt.  
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Wird leicht stickstofflimitierten Zellen bei einer Verdünnungsrate von DHell = 0,4 d-1 zu Beginn 

der Nachtphase Stickstoff zur Verfügung gestellt, so ist eine N-Aufnahme deutlich messbar 

(Reduktion von cN,Medium um ~41 %) während der ersten 6 Stunden der Nacht. Diese geht einher 

mit einer Reduktion des intrazellulären Kohlehydrat-Gehaltes sowie der Synthese von Proteinen 

nach der Zellteilung.  

4.1.2 Modell des Mikroalgenstoffwechsels und Konzept der 
aktiven Biomasse 

Die Ergebnisse des vorhergehenden Kapitels demonstrieren die Anpassung der makromolekula-

ren Zusammensetzung einer Mikroalgenzelle in Abhängigkeit des Versorgungs- oder Limitie-

rungszustandes bezüglich Lichts und Nährstoffen. Dabei werden unter ungünstigen Umweltbe-

dingungen Speicherkomponenten wie Stärke und/oder Lipide aus für das Wachstum 

überschüssiger Lichtenergie synthetisiert. Diese Speicher sind wasserfreie Polymere mit einem 

hohen Kohlenstoffanteil, wodurch sie das Trockengewicht einer Zelle 3 und damit der Biotro-

ckenmasse 3 beeinflussen. Die Zunahme der Biotrockenmasse-Konzentration einer Mikroal-

genkultur kann dementsprechend neben der Zunahme der Zellzahl und der Zellgröße auch durch 

die Akkumulation von Speicherkomponenten hervorgerufen werden. Eine Unterscheidung 

zwischen aktiv teilenden und Speicher-akkumulierenden Zellen kann lediglich durch die beglei-

tende Quantifizierung der Zellzahl erfolgen.  

Für die Modellierung von Bioprozessen wurde der Begriff der aktiven Biomasse (ABM) einge-

führt, um die Menge an metabolisierenden Zellen in Schlämmen zu ermitteln. Dieses Konzept 

wurde in dieser Arbeit erstmals formal und berechenbar definiert. Bei der Übertragung des 

Konzeptes auf Mikroalgen in definierter Kultur wird darunter aktuell die leicht lichtlimitierte, 

aktiven Stoffwechsel betreibende Zelle ohne Speicherkomponenten (Stärke und Lipide) ver-

standen. Lipide und Polysaccharide werden dementsprechend virtuell in funktionelle (haupt-

sächlich Strukturgebende) und speichernde Fraktionen unterteilt. Entsprechend besteht die 

aktive Algenzelle hauptsächlich aus den Makromolekülen Proteine, Nukleinsäuren (DNA und 

RNA), Pigmenten sowie Strukturkohlehydraten und Membranlipiden. Dieses Konzept stellt ein 

wichtiges Werkzeug in der Interpretation von Kultivierungsdaten dar. So ist die Aufnahme von 

Nährstoffen an aktiv metabolisierende Zellen gekoppelt und ist bei einer Aussage über die 

Kapazität von Mikroalgen zu deren Aufnahme beispielsweise im Bereich der Abwasserreini-

gung notwendig. 

Blanken et al. 2016 stellten ein kinetisches Modell zum Mikroalgenwachstum vor, in welchem 

zwischen drei generellen Prozessen unterschieden wird: der Bildung von energiereichen C-

Körpern während der Photosynthese, die Umwandlung dieser organischen Energiequellen in 

chemische Energie (ATP) in den Mitochondrien im Zuge der zellulären Atmung (Respiration) 

sowie der Neubildung von Biomasse im Anabolismus. Das vorgestellte Modell ist in Abbildung 

4-3 zusammengefasst, wobei es um zwei Aspekte erweitert wurde. Zunächst ist die Fähigkeit 

einiger Mikroalgenspezies zur Akkumulation von Phosphat in sogenannten Phosphat-Granula 

(P-Granula) berücksichtigt. Zudem wird die Speicherung von für das Wachstum überschüssiger 

Lichtenergie (Photonen), vereinfacht in Form von Stärke integriert. Dieser Puffer erlaubt die 

teilweise Entkopplung von Photosynthese und Metabolismus/Anabolismus durch den Auf- und 
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Abbau von Stärke. Im Modell sind vier Limitierungen berücksichtig, welche die Komponenten 

bzw. Substrate Licht und CO2 sowie die Nährstoffe Phosphor und Stickstoff umfassen, welche 

von der Mikroalgenzelle aus der Umwelt aufgenommen werden. Die Limitierungszustände 

wurden in Anlehnung an eine potenzielle Anwendung in der Abwasserreinigung gewählt. 

Weiterhin sind die Stoffwechselwege zum Teil stöchiometrisch gekoppelt. Eine detaillierte 

Beschreibung des Modells ist im Anhang in Abschnitt 8.6.1 und 8.6.2 zu finden.  

Die Berücksichtigung von Speicherstoffen stellt also den wesentlichen Unterschied zwischen 

aktiver und Biotrockenmasse dar. Die Synthese ebendieser Komponenten entspricht der zentra-

len Anpassung der makromolekularen Zusammensetzung der Biotrockenmasse. Durch eine 

Subtraktion der aktiven Biomasse können diese Speicherkomponenten quantifiziert werden.  

 

Abbildung 4-3: Vereinfachtes Modell des Mikroalgenstoffwechsels, welches drei Knoten umfasst: Photosynthese, 

Atmung und Anabolismus. Stoffwechselaktivitäten werden durch spezifische Raten r abgebildet (PS 3 

Photosynthese, Ph 3 Photon, abs 3 absorbiert, Akk 3 Akkumulation, Resp 3 Respiration (Atmung), 

Ana 3 Anabolismus, BM 3 Biomasse, ABM 3 aktive Biomasse, Auf 3 Aufnahme). Quelle: eigene 

Darstellung. 

Für die Bestimmung der Zusammensetzung der aktiven Mikroalgenzelle wurden verschiedene 

Annahmen getroffen, welche auf Messdaten sowie Literaturwerten basieren. Für ein schnelles, 

unlimitiertes Wachstum ohne Akkumulation von Speicherstoffen wurde institutsintern ein 

minimaler Kohlehydrat-Gehalt von 14 % ermittelt, dieser Wert wurde entsprechend als Kohle-

hydratfraktion der aktiven Biomasse (qKohlehydrat,ABM,est; est: abgeschätzter Wert, von engl. esti-

mated) gesetzt. Außerdem wird ein konstanter Lipidgehalt der ABM (qLipid,ABM,est) von 5 % 

angenommen. Der Proteingehalt der aktiven Biomasse qProtein,ABM,est wurde direkt aus dem nor-

mierten Gehalt der BTM (qProtein,BTM,ber) berechnet. Ebenso wurde der Pigmentgehalt qPig-

ment,ABM,est aus qPigment,BTM,ber bestimmt. Entsprechend der Biotrockenmasse wurde der Gehalt an 

Nukleinsäuren als 10 % der Proteinfraktion abgeschätzt. Tabelle 4-1 fasst die Zusammensetzung 
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einer exemplarischen, theoretischen Chlorella-Zelle unter Berücksichtigung der genannten 

Annahmen zusammen.  

Tabelle 4-1: Makromolekulare und elementare Zusammensetzung der Hauptkomponenten einer aktiven Chlorella-

Zelle. Die berechneten Werte liegen im Bereich von Literaturdaten aus Inomura et al. 2020, Ågren 

2004 sowie Geider und La Roche 2002. 

Makromolekül qC,Mm qN,Mm qP,Mm qMm,ABM 

Proteine 0,533 0,158 0,000 0,690 

Nukleinsäuren 0,340 0,155 0,091 0,070 

(Phospho-)Lipide 0,640 0,000 0,043 0,050 

Kohlehydrate 0,400 0,000 0,000 0,140 

Pigmente (Chlorophyll) 0,740 0,063 0,000 0,050 

Aktive Biomasse 0,523 0,0922 0,0127 1,000 

 

Dabei wurde weiterhin berücksichtigt, dass die Summe, der in der ABM enthaltenen Makromo-

leküle, gleich 1 ergibt (Gleichung (4.1)). Für die Interpretation der bereits gezeigten Messdaten 

mittels des Konzeptes der aktiven Biomasse wurden die auf 100 % normierten Messwerte der 

Gehalte der einzelnen Makromoleküle an der Biotrockenmasse (vgl. Abschnitt 2.6.1) über einen 

Normfaktor fnorm umgerechnet (Gleichung (4.2)). Die Gehalte qKohlehydrat.ABM,est und qLipid,ABM,est 

sind auf die bereits beschriebenen Werte festgelegt.  

 3 qMm,ABM,est = 1 (4.1) 

   
 qMm,ABM,est = qMm,BTM,ber; fnorm (4.2) 
   
Der Normfaktor fnorm kann dabei wie folgt durch Lösen der Gleichung (4.2) und unter Annahme 

der konstanten Werte für strukturelle Kohlehydrate und Lipide der aktiven Biomasse bestimmt 

werden als: 

 
fnorm = 

1 - qKohlehydrat,ABM,est - qLipid,ABM,est

qProtein,BTM,ber+ qNukleinsäuren,BTM,ber+ qPigment,BTM,ber
 (4.3) 

   
Die virtuellen Gehalte an Speicherkomponenten (qKohlehydrate,Speicher,est und qLipid,Speicher,est) werden 

gemäß der Gleichungen (4.4) und (4.5)bestimmt.  

qKohlehydrat,Speicher,est= 
(1 - qLipid,ABM,est) ; qKohlehydrat,BTM,ber- (1 - qLipid,BTM,ber) ; qKohlehydrat,ABM,est

qProtein,BTM,ber+ qNukleinsäuren,BTM,ber+ qPigment,BTM,ber
 (4.4) 

   

qLipid,Speicher,est= 
(1 - qKohlehydrat,ABM,est) ; qLipid,BTM,ber - (1 - qKohlehydrat,BTM,ber) ; qLipid,ABM,est

qProtein,BTM,ber+ qNukleinsäuren,BTM,ber+ qPigment,BTM,ber
 (4.5) 
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Die Konzentration der aktiven Biomasse kann zuletzt aus der Biotrockenmasse-Konzentration 

nach Gleichung (4.6) berechnet werden. 

 cABM = cBDM

1 + qKohlehydrat,Speicher,est + qLipid,Speicher,,est
 (4.6) 

4.1.3 Makromolekulare Zusammensetzung der aktiven Biomasse 
bei Variation der Durchflussrate 

Gemäß dem Konzept der aktiven Biomasse ist die Zusammensetzung einer sich aktiv teilenden 

Mikroalgenzelle im Wesentlichen konstant. Der Auf- und Abbau von Speicherkomponenten 

führt zu einer scheinbaren Verdünnung der Gehalte an Proteinen und Pigmenten 3 vor allem bei 

Nährstoff-limitiertem Wachstum mit Lichtüberschuss. Die Nichtbeachtung dieses Umstands 

führt in der Literatur oft zu missverständlichen Angaben des Proteingehaltes von Zellen. Die 

Daten in Abschnitt 4.1.1 zeigen einen Wechsel im Limitierungszustand der Mikroalgen in 

Abhängigkeit der Durchflussrate: so sind die Mikroalgenzellen für D g 0,7 d-1 ausschließlich 

Licht limitiert, Nährstofflimitierungen beeinflussen die Biomassekonzentration und Zusammen-

setzung für D f 0,6 d-1.Wird das Konzept der aktiven Biomasse zur Dateninterpretation ange-

wandt, so wird die maximale Konzentration an aktiver Biomasse im Zustand nicht-limitierenden 

Lichts durch die verfügbare Menge an Nährstoffen bzw. dem Gehalt dieser Elemente in der 

Algenzelle definiert. Infolgedessen bleibt die Konzentration der aktiven Biomasse 3 in Analogie 

zu heterotrophen Kulturen 3 für D f 0,6 d-1 annähernd konstant (Abbildung 4-4 B). Um hohe 

Durchflussraten von D g 0,7 d-1 aufrechtzuerhalten, benötigen Mikroalgenzellen eine spezifi-

sche Photonenmenge pro Zelle (Photonenverfügbarkeit). Bei konstanter Lichtintensität bedeutet 

dies eine Reduktion der aktiven Biomassekonzentration, bis dieser Bedarf gedeckt ist. Dieses 

Systemverhalten markiert den Hauptunterschied zwischen phototrophen und heterotrophen 

Kultivierungen. 

Im Gegensatz zu Biotrockenmasse sind nur geringe Schwankungen in der makromolekularen 

Zusammensetzung der aktiven Biomasse zu beobachten (Abbildung 4-4 B). Ein Anstieg des 

Pigmentgehaltes auf bis zu 9 %ABM geht mit dem hohen Energiebedarf bei schnellem Zellwachs-

tum einher. Ein intrazellulärer Proteingehalt von 66-69 %ABM deutet auf einen konstanten Pro-

teinbedarf gesunder Zellen hin.  

Der intrazelluläre Stickstoffgehalt (qN) wurde auf drei voneinander unabhängigen Wegen be-

stimmt (qN,gemessen,ABM, qN,ber,ABM und qN,th,ABM siehe Abschnitt 2.6.2.3). Obwohl die Werte aus 

Messungen unterschiedlicher Genauigkeit stammen, zeigen alle N-Gehalte ein ähnliches Mus-

ter: Schwankungen um einen Mittelwert von ~11,94 %ABM intrazellulärem Stickstoff 

(Abbildung 4-4 A, schwarze gestrichelte Linie)., gleichbedeutend mit einem konstanten Stick-

stoffbedarf der Mikroalgenzellen (ohne N-freie Speichermoleküle), der unabhängig von den 

umgebenden Nährstoffkonzentrationen gedeckt werden muss. Darüber hinaus ist eine Speiche-

rung von Stickstoff auch bei hohen N-Konzentrationen nicht möglich, da sonst ein Anstieg des 

Gehaltes nachweisbar wäre. Der intrazelluläre Phosphorgehalt (qP,ber,ABM) wurde aus den P-

Konzentrationen von ein und aus fließendem Medium bestimmt. Für D f 0,8 d-1 ist ein konstan-

ter Gehalt von ~3,05 %ABM ersichtlich (Abbildung 4-4 A, schwarze Strich-Punkt-Linie), steigt 
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aber bei sehr hohen D's auf bis zu 4,5 %ABM an. Dies ist möglicherweise durch den zunehmen-

den Gehalt an ribosomaler RNA erklärbar.  

 A 
 

 B 

Abbildung 4-4: Charakterisierung der aktiven Biomasse von C. vulgaris während einer kontinuierlichen Kultivierung 

in einem synthetischen Abwasser mit zunehmender Verdünnungsrate D. DHell wurde in 0,1 d-1-

Schritten zwischen DHell = 0,0-1,0 d-1 erhöht, DDunkel wurde jeweils auf 10 % von DHell reduziert. A: 

Intrazellulärer N- und P-Gehalt der Algenbiomasse (qN und qP) sowie Nährstoff-Aufnahmeraten 

(rN,ABM und rP,ABM) und der ABM-Konzentration. B: Makromolekulare Zusammensetzung der aktiven 

Mikroalgenzellen (Gehalte an Protein, Kohlehydraten, Pigmenten, Nukleinsäuren sowie Lipiden). Der 

gemessene Wert für qN,gemessen,ABM für D = 0,7 d-1 wurde als Ausreißer deklariert.  

Die Anwendung des Konzeptes der aktiven Biomasse auf die gewonnenen Messdaten konnte 

einen wertvollen Einblick in den Mikroalgenstoffwechsel unter verschiedenen Umweltbedin-
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gungen bzgl. Nährstoff- und Lichtverfügbarkeit geben. Die Erkenntnisse wurden als Grundlage 

für die Konzeption einer Prozessstrategie für eine kontinuierliche 24 h Abwasseraufbereitung 

mit Mikroalgen eingesetzt, welche in Kapitel 5 vorgestellt wird.  

4.2 Kultivierung von Mikroalgen in realem 
Abwasser 

Abwässer können über ihren chemischen oder biologischen Sauerstoffbedarf (CSB, BSB), die 

enthaltenen Konzentrationen an Stickstoff (TN von engl. total nitrogen) oder Phosphat (TP von 

engl. total phosphorus), dem Gehalt an Schwermetallen oder Spurenelementen, ihrem pH-Wert, 

Feststoffgehalt oder dessen Trübung eingeteilt und verglichen werden (Nagarajan et al. 2020). 

Diese Charakteristika sind für jedes Abwasser je nach Herkunft sehr unterschiedlich, wodurch 

es nahezu unmöglich ist, eine Art >Standard<-Abwasser zu definieren. Eine Vielzahl an Studien 

zum Thema Mikroalgen in der Abwasseraufbereitung bedient sich dennoch sogenannter synthe-

tischer Abwässer, deren Nährstoffkonzentrationen auf reale Abwässer abgestimmt sind (vgl. 

Reviews von Abdelfattah et al. 2023, Li et al. 2019 oder Chai et al. 2021). Eine solche Imitation 

eines realen Abwassers zu Versuchszwecken hat Vorteile 3 neben einer nahezu unendlichen 

Verfügbarkeit ist auch eine hohe Reproduzierbarkeit für die Experimente gegeben. Zudem 

erlauben synthetische Abwässer die gezielte Untersuchung spezifischer Aspekte des Abwasser-

aufbereitungsprozesses, wie beispielsweise der Nährstoffaufnahme. Nichtsdestotrotz bleibt die 

Nachbildung der exakten Zusammensetzung eines realen Abwassers eine Herausforderung, da 

diese Komponenten in Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze enthalten, welche den-

noch einen wesentlichen Einfluss auf den Reinigungsprozess haben können. Nicht nur die 

biologische Reinigungseffizienz durch die Mikroalgen kann zwischen synthetischem und rea-

lem Abwasser variieren. Auch folgende oder begleitende Prozessschritte wie etwa der Einsatz 

von Membranfiltration zur Algenabtrennung (Stichwort Membran-Fouling, siehe Abschnitt 

3.4.2) werden durch die in realen Abwässern enthaltenen Substanzen beeinflusst.  

In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse zweier Studien gezeigt, welche die Nährstoffauf-

nahme von Mikroalgen aus einem realen sekundären Abwasser untersuchen. Das Abwasser 

wurde vor der Verwendung als Kulturmedium für die Algenzellen in einem anaeroben Memb-

ranbioreaktor behandelt, wodurch die Entfernung der C-Quellen stattfand. Zunächst ist die 

Machbarkeit eines mehrstufigen, sogenannten >zero-Waste< Prozesses zur Aufbereitung eines 
Industrieabwassers im Verlauf eines Jahres im Außenbereich gezeigt, wobei verschiedene 

Mikroalgenspezies zur Eliminierung von N und P eingesetzt wurden. Für die gezielte Untersu-

chung der Eignung der Algenstämme fanden Laborversuche statt, welche neben der Nährstoff-

aufnahme auch das Potential für eine Valorisierung der entstehenden Biomasse evaluierten.  
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4.2.1 Semi-kontinuierliche Kultivierung im Außenbereich 

Die Aufarbeitung von Abwässern mittels Mikroalgen erfolgt häufig in mehrstufigen Prozessen, 

da z.B. die Eliminierung von C-Quellen durch heterotrophe Bakterien sehr effizient geschieht. 

Um einen möglichst nachhaltigen Prozess zu etablieren, ist es vorteilhaft, alle entstehenden 

Stoffströme nutzbar zu machen 3 so kann beispielsweise das während des Bakterienstoffwech-

sels entstandene CO2 als Substrat für die Mikroalgenkultivierung dienen. Entsprechend dieser 

Idee wurde ein Konzept zur zweistufigen Aufbereitung eines industriellen Abwassers aus der 

Lebensmittelindustrie entwickelt. In einem ersten Schritt findet die Elimination von C-Quellen 

in einem anaeroben Membranbioreaktor mit Bakterien statt, während Mikroalgen in einem 

Photobioreaktor im darauffolgenden Schritt für die Entfernung von N und P aus dem Abwasser 

sorgen. Neben dem aus der anaeroben Kultivierung entstandenen Biogas kann der Klärschlamm 

über einen weiteren Prozessschritt der sogenannten hydrothermalen Carbonisierung weiter 

nutzbar gemacht werden. Insgesamt soll ein >zero-Waste< Prozess etabliert werden, welcher alle 
anfallenden Stoffströme nutzt, um so eine CO2 Bilanz von null zu erreichen. Die Umsetzung 

sowie die Machbarkeit dieses Systems zur kontinuierlichen Abwasseraufbereitung unter realen 

Bedingungen im Außenbereich (Wüste von Negev, Israel) im Laufe eines Jahres (vier Jahreszei-

ten) ist Gegenstand eines wissenschaftlichen Papers (DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.146373), welches im Literatur-Anhang (Kapitel 7.1) 

abgedruckt ist. Ein wesentlicher Bestandteil der Studie war eine Massenbilanz, welche die hohe 

Wiederfindung der Elemente C, N und P im Laufe des Prozesses zeigte und damit die Effektivi-

tät dieser Aufarbeitungsstrategie unterstreicht. Im Folgenden sind die relevantesten Ergebnisse 

mit Fokus auf die Mikroalgenkultivierung zusammengefasst.  

Der eingesetzte anaerobe Membranreaktor (AnMBR) konnte 97 % des organischen Kohlen-

stoffs aus dem Abwasser entfernen, wobei ~70 % davon in Form von Biogas für eine weitere 

Nutzung zur Verfügung standen. Zudem wurden lediglich circa 10 % der Nährstoffe N und P 

aus dem Abwasser entfernt, weshalb das den AnMBR verlassende sekundäre Abwasser ein 

ideales Kulturmedium für die folgende Mikroalgenkultivierung darstellte. In der Gesamtbilanz 

des Prozesses wurden Stickstoff und Phosphor hauptsächlich in der gebildeten Algenbiomasse 

nachgewiesen (N: 76,6 %, P: 91,2 %). Die für die Abwasseraufbereitung getesteten Mikroal-

genstämme Coelastrella sp., Desmodesmus sp. und Scenedesmus sp. zeigten in allen Jahreszei-

ten geringfügige Unterschiede in Biomasseproduktivität und Nährstoffaufnahme, welche ver-

mutlich deren natürlicher Habitate zuzuschreiben ist. Die Aufreinigungseffizienz durch die 

Mikroalgen wurde von der jeweiligen Jahreszeit (Temperatur, Lichtintensität und -dauer) sowie 

der Abwasserzusammensetzung beeinflusst. Die vollständige Aufreinigung des sekundären 

Abwassers entsprechend der gesetzlichen Vorgaben (N-Konzentration: <25 mgN·L-1, P-

Konzentration: <5 mgP·L-1) erfolgte innerhalb von 2,5 (Sommer), 3 (Herbst) beziehungsweise 

4,3 Tagen (Winter). Aufgrund von Schwankungen in der Abwasserzusammensetzung (zu gerin-

ge P-Beladung) war die Nährstoffaufnahme im Frühjahr unzureichend. Die Nährstoffaufnahme 

variierte saisonal bedingt zwischen 18-45 mgN·L-1·d-1 und f 5 mgP·L-1·d-1.  

Das Konzept einer >zero-Waste< Aufbereitung von industriellem Abwasser konnte erfolgreich 
demonstriert werden.  
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4.2.2 Semi-kontinuierliche Kultivierung unter 
Laborbedingungen 

Werden Mikroalgen im Außenbereich kultiviert, so unterliegt ihr Wachstum den natürlichen 

Schwankungen, welchen die Kultur ausgesetzt ist. Dementsprechend stehen die gewonnenen 

Daten unter dem Einfluss von sowohl der Mikroalgenbiologie als auch den umgebenden Um-

weltbedingungen. Soll die Nährstoffaufnahme verschiedener Mikroalgenspezies untersucht 

werden, sind daher Versuche unter Laborbedingungen zu bevorzugen, da sie kontrollierte Be-

dingungen garantieren und Unterschiede in Wachstum und Nährstoffnutzung auf die Natur der 

Spezies zurückgeführt werden können.  

Für die Aufreinigung des bereits vorgestellten sekundären Abwassers (AnMBR Effluent) wur-

den zwei Mikroalgenspezies (Coelastrella und Desmodesmus) zur Verfügung gestellt. Die 

Algenstämme wurden aus natürlichen Quellen in Israel und Bremen isoliert und sind somit an 

unterschiedliche klimatische Bedingungen angepasst. Für beide Stämme sollte die Nährstoff-

aufnahme während einer semi-kontinuierlichen Kultivierung im Labormaßstab evaluiert wer-

den. Die so erzeugte Biomasse wurde im Anschluss hinsichtlich ihrer makromolekularen und 

elementaren Zusammensetzung untersucht, um deren Potential für eine Valorisierung der Bio-

masse zu beurteilen. Die Ergebnisse der Versuche wurden in Form eines wissenschaftlichen 

Papers (DOI: 10.1016/j.seppur.2022.120744) veröffentlicht welches im Literatur-Anhang in 

Kapitel 7.2 abgedruckt ist. Das als Kulturmedium eingesetzte AnMBR Effluent ist durch hohe 

Nährstoffkonzentrationen (147 mgN·L-1 und 7,4 mgP·L-1 beziehungsweise 10 mgP·L-1) charakte-

risiert. Die semi-kontinuierliche Kultivierung fand über 24 Tage in sechs konsekutiven Zyklen 

(0-5) mit einer HRT von ~8 Tagen statt, wobei am Ende eines jeden Zyklus jeweils ein Teil des 

Kulturvolumens abgenommen und durch frisches Abwasser ersetzt wurde. In den Zyklen 1-3 

betrug das N:P Verhältnis 20:1, diese wurde in den Zyklen 4-5 auf 15:1 herabgesetzt. Folgend 

sind die wichtigsten Erkenntnisse zusammengefasst.  

Beide Mikroalgenspezies zeichnen ein ähnliches Bild hinsichtlich des Wachstums sowie der 

Aufnahme von Stickstoff und Phosphor. Zu Beginn jedes Zyklus wurden die intrazellulären 

Gehalte an N und P bestimmt, diese lagen als Mittelwert beider Spezies bei ~7,5 %N bzw. 

~2 %P, wobei jeweils ein leichter Anstieg in den Zyklen 4-5 im Vergleich zu den Zyklen 1-3 

erkennbar ist. Auch direkt nach dem Medienaustausch konnte bei beiden Spezies kein Phosphor 

im prozessierten Abwasser nachgewiesen werden. Beide genannten Aspekte untermauern eine 

ausgeprägte P-Limitierung der Mikroalgenzellen, welche nach der Erhöhung der P-

Konzentration in den Zyklen 4-5 lediglich abgemildert wurde. Aufgrund dessen konnte während 

der Zyklen 1-3 keine vollständige Stickstoff-Aufnahme erzielt werden (74-94 % N-Aufnahme), 

zudem lag die mittlere spezifische Wachstumsrate µmittel bei ~0,15 d-1 für beide Spezies. Eine 

Reduktion des N:P Verhältnisses in Zyklus 4-5 führte zu einem Anstieg von µmittel 0,185 d-1 

beider Algenstämme, allerdings konnte keine Verbesserung der Stickstoff-Aufnahme erreicht 

werden (76-78 % N-Aufnahme). Eine Analyse der makromolekularen Zusammensetzung ergab 

einen stabilen Proteingehalt beider Algenstämme von 30,75 %BTM zwischen Kultivierungstag 8 

und 16, Speicherstoffe (Lipide und Kohlehydrate) blieben ebenso konstant und lagen bei Des-

modesmus 43,5 %BTM im Vergleich zu 38,5 %BTM bei Coelastrella etwas höher. Ein Anstieg im 

Gehalt mehrfachungesättigter Fettsäuren ist bei beiden Spezies auf die Nährstofflimitierung 
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zurückzuführen. Die im sekundären Abwasser vorhandenen Schwermetalle wurden mit Aus-

nahme von Blei (Pb) lediglich in sehr geringen Mengen von den Mikroalgen absorbiert und 

nachgewiesen. Der hohe Protein- und Kohlehydratgehalt der erzeugten Biomasse beider Spezies 

ist damit für eine Valorisierung im Bereich der Futtermittel sowie als Ausgangsmaterial für die 

Bioenergieproduktion geeignet.  

Aufgrund der geringen Unterschiede in sowohl Nährstoffaufnahme als auch makromolekularer 

Zusammensetzung sind beide getesteten Mikroalgenstämme gleichermaßen für die Aufreini-

gung des sekundären Abwassers geeignet. Die jeweiligen klimatischen Bedingungen eines 

potentiellen Einsatzortes haben bei der finalen Auswahl des Stammes daher Priorität.  
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5 Prozessstrategie für eine 
optimierte Nährstoffaufnahme 
der Abwasseraufbereitung 
mittels Mikroalgen 

Im vorhergehenden Kapitel (Abschnitt 4.2.1) wurde ein Abwasseraufbereitungsprozess vorge-

stellt, welcher Mikroalgen als Teil der biologischen Reinigungsstufe einsetzt. Das mikroalgen-

basierte Verfahren im Außenbereich konnte erfolgreich für die Reinigung eines Abwassers aus 

der Lebensmittelindustrie im Laufe eines Jahres etabliert werden. Die entsprechenden Versuche 

der Mikroalgenkultivierung wurden allerdings semi-kontinuierlich durchgeführt, wobei das von 

den Mikroalgen aufzureinigende sekundäre Abwasser am Tag getauscht wurde. Die kontinuier-

liche Kultivierung pausierte also während der Nacht, weshalb der entwickelte Prozess nur 

bedingt skalierbar ist, und für eine großtechnische Etablierung angepasst werden muss. Ein 

Fokus der vorliegenden Arbeit lag daher auf der kontinuierlichen Abwasseraufbereitung nicht 

nur während des Tags, sondern auch in der Nacht.  

Mit dem Ziel einer mikroalgenbasierten Aufbereitung von Abwasser im 24 h-Betrieb, sollte 

zunächst eine theoretische Prozessstrategie entwickelt werden, welche eine flexible Anpassung 

an variable Lichtverhältnisse sowie unterschiedliche Nährstoffbeladungen des sekundären 

Abwassers berücksichtigt. Dabei werden zwei Freiheitsgrade einbezogen, mit welchen eine 

Beeinflussung des Aufbereitungsprozesses geschehen kann. Die Messwerte des vorhergehenden 

Kapitels 4.1 dienten dabei als Grundlage für die Berechnung der Machbarkeit eines solchen 

Prozesses. Versuche im Labor- und Pilotmaßstab sollten im Anschluss die vorgestellte Prozess-

strategie auf ihre Umsetzbarkeit hin prüfen, wobei die beiden im Zuge der vorliegenden Arbeit 

entwickelten Filtrationsanlagen Mini-Harvester und Harvester eingesetzt werden sollten. Die 

Kopplung der jeweiligen Abtrenneinheit an ein Photobioreaktorsystem resultiert dabei in einem 

sogenannten Membran-Photobioreaktor (MPBR, siehe Kapitel 1.3.3.2).  

Die Kombination aus Photobioreaktor und Mini-Harvester sollte für Versuche zur Validierung 

der zuvor entwickelten Prozessstrategie Anwendung finden. Dabei sollte vor allem die Zellrück-

führung als Werkzeug zur Beeinflussung der Nährstoffaufnahme während Hell- und Dunkel-

phasen im Detail untersucht werden. 

Experimente im Pilotmaßstab mit sogenannten Phytobag-Photobioreaktoren im Außenbereich 

sollten die Anwendung der Strategie unter natürlichen Wetterbedingungen bei verschiedenen 

Jahreszeiten demonstrieren. Hierfür wurde das Prozessleitsystem (BioProCon, siehe Abschnitt 

3.1.1.3) des Harvesters an die Prozessstrategie angepasst, sodass eine automatisierte Anpassung 

der Biomassekonzentration in den Phytobag-Reaktoren an variierende Umweltbedingungen und 

die dadurch beeinflusste Nährstoffaufnahme durch die Mikroalgenzellen stattfinden konnte.  
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5.1 Konzept der optimierten 
Abwasseraufbereitungsstrategie für einen 24 h 
Betrieb 

Der Kopplung einer Membran an einen Photobioreaktor (Membran-Photobioreaktor, vgl. Ab-

schnitt 1.3.3.2) mit dem Ziel der Zellrückhaltung oder -führung kann gegenüber der klassischen 

kontinuierlichen Kultivierung im Chemostaten (konstante Verdünnungsrate) eine verbesserte 

Nährstoffaufnahme durch die Entkopplung der Verweilzeit der Feststoffe (Zellen, SRT) und der 

flüssigen Phase (HRT) bewirken (vgl. Abschnitt 1.3.1.3). Zudem können HRTs oberhalb des 

Auswaschpunktes (µmax) angewandt werden, wodurch im Bereich der mikroalgenbasierten 

Abwasseraufbereitung beim Einsatz von Abwässern mit geringen Nährstoffbeladungen Nähr-

stofflimitierungen vermieden werden und zudem die Kapazität des Klärsystems gesteigert wird. 

Wird eine externen Abtrenneinheit an einen Photobioreaktor gekoppelt, so kann die Rückfüh-

rung von Zellen als Freiheitsgrad zur Beeinflussung eines Abwasseraufbereitungsprozess einge-

setzt werden. Durch die Erhöhung der Biomassekonzentration im Reaktor sinkt die Nährstoffbe-

ladung pro Zelle, wodurch eine vollständige Nährstoffaufnahme möglich wird. Dieser Effekt 

kann beispielsweise für die Elimination von Phosphor aus einem Abwasser genutzt werden, da 

dieser intrazellulär in Form von Granula gespeichert werden kann. Phosphor kann somit auch 

von nicht aktiv metabolisierenden Zellen aufgenommen werden, wobei hohe intrazelluläre 

Konzentrationen von bis zu 4-6 % erreicht werden können (vgl. Abschnitt 1.3.1.5). Da die 

zelluläre Aufnahme von Stickstoff hingegen dessen aktiven Einbau in aus der Photosynthese 

stammenden Kohlenstoffgerüsten bedingt, führt eine Erhöhung der Zellzahl nicht unbedingt zu 

einer verbesserten Stickstoffreduktion in einem Abwasser. Stickstoff wird als Bestandteil funk-

tioneller Makromoleküle in neu gebildete aktive Biomasse eingebaut, deren intrazellulärer 

Stickstoffbedarf bzw. -gehalt ist dabei konstant und liegt bei 11,94 % (vgl. Abschnitt 4.1.3). 

Damit determiniert die Stickstoffkonzentration im Abwasser die maximale erreichbare bzw. 

minimal benötigte Konzentration an aktiver Biomasse bei einer vollständigen Stickstoffaufnah-

me. Ob diese Zellzahl realisiert werden kann, hängt von der spezifischen Photonenverfügbarkeit 

bzw. dem Gehalt an intrazellulären energiereichen Kohlenstoffspeichern (Stärke und Lipide) ab. 

Reichen die Energiespeicher der Zelle nicht für eine Zellteilung aus, so wird der Zellzyklus 

pausiert (vgl. Abschnitt 1.3.1.3) und damit die Nährstoffaufnahme gestoppt. Eine Erhöhung der 

Biomassekonzentration im PBR führt somit nicht zur gewünschten verbesserten Stickstoffauf-

nahme. Nichtsdestotrotz kann die Flexibilität der makromolekularen Zusammensetzung einer 

Mikroalgenzelle für die vollständige Stickstoffentfernung als zweiter Freiheitsgrad genutzt 

werden. So kann die Rückführung Biomasse mit einem hohen intrazellulären Gehalt an Stärke 

und/oder Lipiden die volumetrische Stickstoffaufnahme aus einem Abwasser verbessern. Die 

Energiespeicher können in Perioden mit geringen Lichtintensitäten (starke Bewölkung oder 

nachts) von den Mikroalgenzellen abgebaut werden, um die Zellteilung und die damit einherge-

hende Aufnahme von Stickstoff zu ermöglichen. Damit kann diese Maßnahme eine vollständige 

Stickstoffreduktion in einem Abwasser auch bei ungünstigen Lichtbedingungen gewährleisten. 

Diese Strategie bedingt allerdings das Auftreten von Phasen mit hoher Photonenverfügbarkeit, 

ist anhaltend wenig Licht vorhanden, kann auch eine Rückführung von Zellen keine Verbesse-

rung der Stickstoffaufnahme ermöglichen. Jedoch kann eine Rückführung der Zellen in Phasen 

hoher Lichtintensität bzw. bei Lichtüberschuss bezüglich der vollständigen Nährstoffaufnahme 
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eine verbesserte Lichtausnutzung bewirken. Unterschreitet die Biomassekonzentration in einem 

Reaktor einen systemspezifischen Schwellenwert, so bleiben Photonen ungenutzt bzw. werden 

nicht zur Synthese von Speicherstoffen verwendet. Die Erhöhung der Biomassekonzentration 

kann zu einer Nährstofflimitierung führen, welche schließlich die Bildung von Speicherstoffen 

induziert (vgl. Abschnitte 1.3.1.2 sowie 1.3.1.5). Die für die vollständige Nährstoffaufnahme 

überschüssigen Photonen können so für Zeiten mit geringer Lichtintensität gespeichert und zur 

Verbesserung der Abwasserreinigung genutzt werden.  

Basierend auf diesen Überlegungen sowie der in Kapitel 4.1 vorgestellten, experimentellen 

Daten wurde ein virtueller 24-stündiger kontinuierlichen Abwasseraufbereitungsprozess mit 

Chlorella vulgaris berechnet. Dabei lag der Fokus auf der Nutzung intrazellulärer Energiespei-

cher der Mikroalge zur Nährstoffaufnahme auch unter ungünstigen Bedingungen hinsichtlich 

der Lichtverfügbarkeit. Die Ergebnisse sowie deren Interpretation sind in Form eines wissen-

schaftlichen Papers veröffentlicht (DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.169082) welches im Litera-

tur-Anhang in Kapitel 7.5 abgedruckt ist. Die zugrunde liegenden Formeln sind im Anhang in 

Kapitel 8.6.4 abgebildet. Folgend ist das virtuelle Szenario kompakt beschrieben und die wich-

tigsten Erkenntnisse diskutiert. 

Als ökonomisches Kultivierungssystem des virtuellen Abwasseraufbereitungsszenarios wird ein 

offener Raceway Pond als Kultivierungssystem vorgeschlagen, an welchen eine externe Memb-

ranfiltrationseinheit (z.B. Harvester, vgl. Abschnitt 3.1.1) angeschlossen ist, wodurch ein 

Membran-Photobioreaktor entsteht. Die Lichtverteilung im Reaktor wird als ideal angenommen. 

Zur Darstellung der Funktionsweise wird vereinfachend ein 24-stündiger Tag in vier, jeweils 

sechsstündige Perioden mit konstanter Lichtintensität unterteilt: Morgen (I1 = 350 µmol·m-2·s-1), 

Mittag (I2 = 700 µmol·m-2·s-1), Abend (I3 = 350 µmol·m-2·s-1) und Nacht (I4 = 0 µmol·m-2·s-1). 

Basierend auf der linearen Beziehung zwischen spezifischer Photonenabsorptionsrate und 

spezifischer Wachstumsrate bei vollständiger Nährstoffaufnahme im Bereich zwischen D = 0,3-

0,6 d-1 (siehe Abbildung 4-1), wurde eine konstante Verdünnungsrate von D = 0,5 d-1 (entspricht 

HRT = 2 d) für das virtuelle Szenario gewählt. In einem realen Szenario ist eine Variation der 

Feststoffverweilzeit in Abhängigkeit der aktuellen und vorhergesagten Witterungsbedingungen 

und der Nährstoffbelastung des Abwassers denkbar. Zu Reduktion dynamischer Effekte im 

Modellszenario ist jedoch eine konstante Biomassekonzentration in jeder Tagesperiode vorge-

sehen. Die durch die externe Filtrationseinheit aufkonzentrierte Biomasse kann für eine weitere 

Valorisierung geerntet oder aber als Überschussbiomasse in einem externen Tank für die Nacht 

oder Phasen mit geringer Lichtintensität gelagert werden.  

Das zu behandelnde Abwasser des virtuellen Prozesses liegt mit einer Stickstoffbeladung von 

cNH4,0 = 243 mg·L-1 (entsprich cN,0 = 189 mg·L-1 bzw. ~14 mmolN·L-1) im Bereich der meisten 

kommunalen und industriellen Abwässer (Monfet und Unc 2017). Pro Tagesperiode sind 

~24 mg·L-1 Stickstoff aus dem Abwasser zu entfernen, wodurch die Bildung von 1676 mg·L-1 

aktiver Biomasse (N-Anteil: 11,94 %) möglich ist 3 bei ausreichender Lichtverfügbarkeit 

(Tabelle 5-1). Die Flexibilität des Mikroalgenstoffwechsels erlaubt die Synthese von Speicher-

komponenten, wodurch die Konzentration der Biotrockenmasse diejenige der aktiven Biomasse 

abhängig von der Lichtintensität während der Tagesperiode übersteigt. Eine Anpassung der 

BTM-Konzentration durch eine Abtrennung bzw. Rückführung von Zellen mittels der externen 



5  Prozessstrategie für eine optimierte Nährstoffaufnahme der Abwasseraufbereitung mittels Mikroalgen 

118 

Filtrationseinheit kann abhängig der Anforderungen und Bedingungen des Prozesses geschehen. 

Eine mögliche Prozessstrategie zeigt Abbildung 5-1, welche im Folgenden näher erläutert wird.  

 

Abbildung 5-1: Virtuelles 24 h Abwasseraufbereitungsprozessschema mit der Mikroalge Chlorella vulgaris bei einer 

Verdünnungsrate von 0,5 d-1. Während der Morgen und Abend-Periode beträgt die Lichtintensität 

350 µmol·m-2·s-1, für die Mittags-Periode wurde diese auf 700 µmol·m-2·s-1 verdoppelt. Biomasse aus 

den Tag-Perioden muss in einem externen Behälter gespeichert werden, um eine vollständige Nähr-

stoffaufnahme während der Nacht zu ermöglichen. Am Ende der Nacht-Periode steht eine proteinrei-

che Biomasse für eine weitere Wertschöpfung zur Verfügung. Quelle: eigene Darstellung. 

Während der Morgen- und Abendperiode können die Mikroalgen bei der gewählten Verdün-

nungsrate (D = 0,5 d-1) nahezu den gesamten vorhandenen Stickstoff und alles an Phosphat 

aufnehmen. Bedingt durch die Aufnahmekinetik verbleibt eine geringe Restkonzentration beider 

Nährstoffe im zu behandelnden Abwasser, weshalb eine Zellrückführung in beiden Perioden 

nicht vorgesehen ist. In der Mittagszeit ist aufgrund der verdoppelten Lichtintensität auch die 

Biotrockenmasseproduktivität verzweifacht. Die aktive Biomasse bleibt wie beschrieben aller-

dings konstant, es entsteht stärkereiche Biomasse, welche abgeschöpft werden kann. Im simu-

lierten Beispiel wird die Konzentration der Gesamtbiomasse der Übersichtlichkeit halber kon-

stant gehalten, was aber in der Praxis nicht zwingend erforderlich ist. Tabelle 5-1 fasst die 

theoretisch erzielbaren Biomassekonzentrationen (Biotrockenmasse sowie aktive Biomasse) 

sowie die daraus resultierende Stickstoffkonzentration im Reaktor während der einzelnen Perio-

den des 24 h Tages zusammen. Lediglich für die Mittag-Periode (I2) ist eine Reduktion der 

BTM-Konzentration vorgesehen, um stärkereiche Biomasse abzuschöpfen und für eine Rück-

führung während der Nacht zu speichern. Für alle Tageslichtperioden (I1-I3) ist eine vollständige 

Nährstoffaufnahme ohne Zellrückführung unter den gegebenen Bedingungen möglich.  



5.1  Konzept der optimierten Abwasseraufbereitungsstrategie für einen 24 h Betrieb 

119 

Basierend auf den Daten aus Kapitel 4.1.1 konnte eine spezifische Ammonium-Aufnahmerate 

während der Nacht von 6,25 mgNH4·gBTM
-1·h-1 berechnet werden. Dieser Wert liegt oberhalb der 

für die Dunkelperiode benötigten Rate von 5,06 mgNH4·gBTM
-1·h-1. Mikroalgen sind also in der 

Lage, Stickstoff hinreichend schnell im Verlauf der 6-stündigen Nachtphase aufzunehmen. 

Zudem wurde eine spezifische Ausbeute der NH4
+-Aufnahme auf Kosten des intrazellulären 

Stärkegehaltes von 0,19 mgNH4·mgStärke
-1 ermittelt. Für das vorliegende virtuelle Szenario bedeu-

tet dies eine minimale Biotrockenmassekonzentration während der Nachtperiode von ~1 g·L-1, 

wobei die Biomasse einen Kohlehydratgehalt von mindestens 27 % aufweisen muss. Dies kann 

durch Speicherung von Biomasse während der Tageslichtperioden erreicht werden (vgl. Tabelle 

5-1). Am Ende der Nacht steht eine proteinreiche Mikroalgenbiomasse zur weiteren Valorisie-

rung zur Verfügung. 

Tabelle 5-1: Biomassekonzentrationen (BTM und ABM) und resultierende Stickstoffkonzentration im Reaktor des 

virtuellen Abwasseraufbereitungsprozesses der verschiedenen Tageslichtperioden des 24 h Tages. 

Lediglich für die Mittag-Periode (I2) wird die theoretisch erzielbare Biomassekonzentration (cBM,th) 

reduziert, um stärkereiche Zellen für eine Rückführung während der Nacht-Periode (I4) zu speichern.  

 I1 I2 I3 

cBTM,th in g·L-1 2,37 4,74 2,37 
cABM,th in g·L-1 1,61 1,67 1,61 

cBTM,PBR in g·L-1 2,37 2,37 2,37 
cABM,PBR in g·L-1 1,61 0757 1,61 

qKohlehydrat,BTM in % 30,2 62,5 30,2 
cN,residual in g·L-1 0,0079 0,00 0,0079 

 

Die virtuelle Abwasseraufbereitungsstrategie wurde zudem für reduzierte Lichtintensitäten der 

Tageslichtperioden ((i) 80 % und (ii) 50 %) evaluiert. Szenario (i) repräsentiert dabei einen 

bewölkten Tag, wobei eine Erhöhung der SRT um 20 % weiterhin eine vollständige Nährstoff-

aufnahme ermöglicht. Bei einer Reduktion der Lichtverfügbarkeit um 50 % (Szenario (i)) hin-

gegen führt selbst eine Erhöhung der SRT um 50 % zu keiner Eliminierung aller vorhandenen 

Nährstoffe. Durch die Rückführung von Zellen sinkt die spezifische Photonenverfügbarkeit, 

wodurch weniger intrazelluläre Energiespeicher gebildet werden können. Diese sind allerdings 

Voraussetzung für einen Einbau von Nährstoffen in die aktiv metabolisierende Zelle bei un-

günstigen Lichtverhältnissen. Trotz des erheblichen Potentials von MPBR-Systemen zur Opti-

mierung der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung bleibt die Licht- bzw. Energieversor-

gung der Mikroalgenzellen weiterhin größte Herausforderung, welche auch durch ein 

Rückführen der Zellen nicht gelöst werden kann. Dennoch ist die Zellrückführung ein sehr 

nützliches Instrument, um die vollständige Nutzung aller verfügbaren Photonen sicherzustellen 

und auftretende Schwankungen der Lichtintensität oder Nährstoffkonzentration auszugleichen. 

Das entworfene Szenario zeigt auch die Grenzen der mikroalgenbasierten Abwasseraufberei-

tung auf. Stoffe bzw. Moleküle können aus einem System erfolgreich durch deren Abbau elimi-

niert werden 3 die Elemente dahingegen nicht. Gegenüber allen anderen Elementen hat Kohlen-

stoff eine Art Sonderstellung, da es 3 zumeist als Organik im Kulturmedium gelöst 3 den 

zersetzenden Mikroorganismen als Energiequelle dient und zudem durch den mikrobiellen 

Abbau in Form von CO2 in die Atmosphäre entweicht. Eine hohe Beladung eines Abwassers 
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mit organischen C-Quellen kann dementsprechend durch eine Erhöhung der Zellzahl ausgegli-

chen werden. Stickstoff- bzw. phosphorhaltige Komponenten in Abwässern hingegen dienen 

photoautotrophen Organismen nicht als Energiequelle, weshalb eine Differenzierung in der 

Prozessführung zwischen zu eliminierender Komponente und Energiequelle notwendig wird.  

5.2 Einsatz eines AMPBR zur optimierten 
Nährstoffaufnahme aus Abwasser durch 
Mikroalgen 

5.2.1 Zellrückführung im Labormaßstab 

Die in Kapitel 3.1.2 beschriebene Membranfiltrationsanlage Mini-Harvester wurde so konzi-

piert, dass diese an das am Institut vorhandene Photobioreaktorsystem im Labormaßstab (vgl. 

Kapitel 2.5) gekoppelt werden kann. Der Aufbau aus Photobioreaktor und Mini-Harvester 

resultierte damit in einem Membran-Photobioreaktor mit externer Membraneinheit (vgl. Ab-

schnitte 1.3.3.2 und 2.5.4), welcher für kontinuierliche Kultivierungsexperimente mit Zellrück-

führung eingesetzt wurde. Für den Betrieb des MPBR wurde das Prozessleitsystem BioProCon 

(vgl. Abschnitt 3.1.2.4) eingesetzt, um die verschiedenen Funktionen der Anlage ausführen zu 

können. Verschiedene Abläufe, wie die Erzeugung eines konstanten Filtrat-Fluxes am Mini-

Harvester, wurden in der Automatisierung mittels PI-Regler1 realisiert. Die benötigten Regelpa-

rameter konnten erfolgreich eingestellt werden (vgl. Abschnitt 8.3.4), sodass eine Inbetriebnah-

me des MPBR möglich war. In einem kritischen Flux Experiment (Flux-Step-Methode, Schritt-

höhe: 2 L·m-2·h-1, Rückspülen zwischen den Flux-Schritten, Kriterium für Jc: 10 Pa·min-1,vgl. 

Abschnitt 2.7.3) mit Chlorella vulgaris Suspensionen (A: 1,5 gBTM·L-1, B: 3,0 gBTM·L-1) wurden 

kritische Flux Werte von 17  L·m-2·h-1 (B) und 20 L·m-2·h-1 (A) bestimmt (vgl. Abschnitt 

8.4.2.4). Damit konnten die Grenzen des Arbeitsbereiches während einer kontinuierlichen 

Kultivierung mit Zellrückführung festgelegt werden. Nach der erfolgreichen Inbetriebnahme des 

MPBR-Systems wurden in drei Versuchsreihen Kultivierungsexperimente mit der Mikroalge 

Chlorella vulgaris SAG 211-12 in mBG11-Medium als synthetisches Abwasser (siehe Kapitel 

2.2) mit Zellrückführung durchgeführt, welche im Folgenden beschrieben sind. Die Kultivie-

rungsparameter jedes Ansatzes sind in Tabelle 2-3 zusammengefasst. 

Im Zuge der ersten Versuchsreihe mit dem MPBR-System wurde C. vulgaris bei permanenter 

Beleuchtung kontinuierlich kultiviert. Dabei wurden die Verdünnungsraten D = 0,4 d-1 und 

D = 0,5 d-1 angewandt und Zellen aus dem Retentat zurück in den PBR geführt (À0,4 = 1,20, 

À0,5 = 1,04). Die Kultivierung mit Zellrückführung erzielte eine höhere Biomasseproduktivität 

(Pe0,4 = 1,36 g·L-1·d-1, Pe0,5 = 1,25 g·L-1·d-1) im Vergleich zum klassischen PBR-Betrieb (vgl. 

Abschnitt 8.5.1 und 8.5.3) bei weiterhin vollständiger Stickstoffaufnahme. Trotz der geringeren 

Lichtverfügbarkeit pro Zelle bei einer Zellrückführung waren die Mikroalgen in der Lage, den 

 
1 In der einschlägigen Literatur wird die Abkürzung PI-Regler für einen Proportional-Integral-
Regler verwendet. Mit Ausnahme der Nennung des PI-Reglers an dieser Stelle ist P im gesam-
ten Text der vorliegenden Arbeit allerdings als Abkürzung für Phosphor festgelegt. 
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vorhandenen Stickstoff vollständig aufzunehmen. Die Biomasse im vorliegenden Experiment 

war charakterisiert durch einen geringen Kohlehydrat- (20-21 %BTM) und moderaten Pigment-

gehalt (5-6 %BTM). Dies deutet auf eine Lichtlimitierung der Mikroalgenzellen hin, die vorhan-

dene Photonenmenge erlaubte keine Akkumulation intrazellulärer Speicherkomponenten (Stär-

ke). Da aufgrund mangelnder Probenmenge keine Quantifizierung des Proteingehaltes erfolgte, 

ist keine detailliertere Analyse des Stoffwechsels möglich.  

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss der Zellrückführung bei einer kontinuierli-

chen Kultivierung bei D = 1,0 d-1 mit einem Hell/Dunkel-Regime von 16 h:8 h untersucht. In 

zwei Ansätzen wurden verschiedene Zellrückführraten während der Hell- und Dunkelphasen 

getestet: (A) DHell = DDunkel = 1,0 d-1, ÀHell = 0, ÀDunkel = 3 und (B) DHell = DDunkel = 1,0 d-1, 

ÀHell = ÀDunkel = 3. Die Beprobung des MPBR fand jeweils am Ende der Hellphase (t0 = -0,5 h) 

und zu zwei Zeitpunkten während der Dunkelphase (t1 = 3,5 h und t2 = 7,5 h) statt. In beiden 

Ansätzen konnte das Rückführen von Zellen in der Dunkelphase ein Auswaschen der Biomasse 

verhindern (vgl. Abbildung 5-2 A). Allerdings war keine vollständige Nährstoffaufnahme 

(Stickstoff und Phosphor) trotz Zellrückführung möglich (vgl. Abbildung 5-2 C). Bei einer 

Rückführung am Tag und in der Nacht war aufgrund der erhöhten Biomassekonzentration in 

Ansatz (B) (vgl. Abbildung 5-2 B) eine verbesserte Stickstoffaufnahme im Laufe von 24 h im 

Vergleich zu einem Zellrecycling nur am Tag messbar (vgl. Abbildung 5-2 C). Zum Probenah-

mezeitpunkt am Ende der Hellphase konnte die N-Aufnahme bei Ansatz A zu 56 %, bei Ansatz 

B zu 63 %, die P-Aufnahme bei Ansatz A zu 55 % und bei Ansatz B zu 69 % quantifiziert 

werden. Die Rückführung von Zellen während der Hell- und Dunkelphase (Ansatz B) erlaubte 

also eine verbesserte Nährstoffaufnahme durch die Mikroalgenzellen im Vergleich zu Ansatz A. 

Ohne Zellrückführung (siehe Abschnitt 4.1) war bei gleicher Verdünnungsrate eine Stickstoff-

aufnahme am Tag (16 h) von 58 % messbar. Bei der kontinuierlichen Kultivierung ohne Zell-

rückführung wurde lediglich während der Hellphase Medium zugeführt, wodurch die Gesamt-

beladung der Zellen mit Stickstoff geringer ausfällt. Die Ergebnisse zeigen damit eine 

verbesserte Stickstoffaufnahme durch die Mikroalge Chlorella vulgaris aus dem Medium bei 

Einsatz der Zellrückführung. In beiden Ansätzen konnten die Mikroalgenzellen lediglich gerin-

ge Kohlehydratspeicher von 14 %BTM bzw. 15 %BTM generieren (Abbildung 5-2 B), welche im 

Laufe der Dunkelphase abgebaut wurden (Reduktion um 28,6 % (A) bzw. 13,3 % (B)). Ledig-

lich in Ansatz B ging dies mit einem Abbau der Lipidfraktion um 5,0 % sowie einer Zunahme 

des Proteingehaltes um 6,8 % einher. Aufgrund technischer Schwierigkeiten sind die gezeigten 

Ergebnisse lediglich ein erster Anhaltspunkt, welche die Planung weiterer Experimente unter-

stützt. Nichtsdestoweniger zeigen sie das Potential und die Eignung eines MPBR-Systems zur 

kontinuierlichen Mikroalgenkultivierung bei gleichzeitiger Abwasseraufbereitung. 
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 A 

 B 

 C 

Abbildung 5-2: Biomassequantifizierung (A), makromolekulare Zusammensetzung (B) und Nährstoffkonzentrationen 

im PBR (C) einer kontinuierlichen Kultivierung (D = 1,0 d-1) von C. vulgaris SAG 211-12 mit Zell-

rückführung bei einem Hell/Dunkel-Regime von 16 h:8 h. Ansatz A: Gleichbleibende Verdünnungs-

rate während der Hell- und Dunkelphase, Zellrückführung mit À = 3 nur während der Nacht. Ansatz 

B: Gleichbleibende Verdünnungsrate und Rückführverhältnis von À = 3 während der Hell- und Dun-

kelphase. Die Linien in (C) markieren die Nährstoffkonzentrationen (Sollwerte) im Medium. 
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Eine dritte Versuchsreihe startete zunächst mit einer Satzkultivierung von C. vulgaris bei per-

manenter Beleuchtung. Nach Erreichen der stationären Wachstumsphase (evaluiert am Verlauf 

der Biotrockenmassekonzentration, siehe Abbildung 8-18), wurde die Kultivierung für weitere 

drei Tage fortgeführt, um eine Stickstofflimitierung der Mikroalgenzellen zu induzieren. Der 

anhaltende Nährstoffmangel führte zu einer Verringerung der intrazellulären Gehalte der Koh-

lehydrate (10,46 %BTM), Proteine (13,0 %BTM) und Pigmente (0,56 %BTM) der Biotrockenmasse, 

sowie eines starken Anstiegs des berechneten Lipidgehaltes auf 74,68 %BTM (qNukleinsäu-

ren,BTM = 1,30 %). In dieser Kultivierungsphase wurde dem Photobioreaktor Stickstoff injiziert 

(cN,PBR,gemessen = 84,90 mg·L-1), wobei eine mehrfache Beprobung des Reaktorinhaltes in einem 

Zeitintervall von 8 h nach der Stickstoffzugabe stattfand. Die Aufnahme von Stickstoff durch 

die Mikroalgenzellen war nachweisbar, 43 % des injizierten Stickstoffs wurden innerhalb von 

8 h aus dem Medium entfernt (siehe Abbildung 8-19). Allerdings war lediglich eine geringfügi-

ge Zunahme des intrazellulären Proteingehaltes auf 15,2 %BTM bzw. eine leichte Abnahme der 

Kohlehydrat- und Lipidgehalte auf 9,0 %BTM bzw. 73,5 %BTM messbar (vgl. Abbildung 8-19). 

Der Anstieg des Pigmentgehaltes um 28 % (vgl. Abbildung 8-19) indiziert den Einsatz des von 

den Mikroalgenzellen aufgenommene Stickstoff zur Pigmentsynthese. Nach Abschluss der 

Beprobung wurde die kontinuierliche Kultivierung mit D = 0,3 d-1 gestartet und der Reaktor 

nach Erreichen eines Fließgleichgewichts beprobt (t = -1 h in Abbildung 5-3). Im Anschluss an 

die Beprobung des kontinuierlichen Betriebs wurde bei gleichbleibender Verdünnungsrate eine 

Dunkelphase einer Dauer von 8 h gestartet und gleichzeitig die Rückführung von Zellen in den 

PBR (À = 1) durch Ankopplung des Mini-Harvesters initiiert. Die achtstündige Dunkelphase 

wurde zu drei Zeitpunkten (t1 = 0 h, t2 = 4 h, t3 = 8 h) beprobt (Abbildung 5-3). Aufgrund der 

Konstruktion des MPBR-Systems konnten lediglich geringe Probenmengen entnommen wer-

den, da ansonsten ein Absinken des Füllstandes im Mini-Harvester zu einer Störung des laufen-

den Betriebs geführt hätte. Daher wurde der Umfang der Analytik reduziert. 

 

 

Abbildung 5-3: Makromolekulare Zusammensetzung und Biotrockenmassekonzentration einer kontinuierlichen 

Kultivierung (D = 0,3 d-1) von C. vulgaris SAG 211-12 mit Zellrückführung (À = 1) bei einem 

Hell/Dunkel-Regime von 16 h:8 h. 
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Abbildung 5-3 zeigt eine Abnahme der Biotrockenmassekonzentration nach Abschalten der 

Beleuchtung (t = -1 h bis t = 0 h), welche im Verlauf der Dunkelphase (ab t = 0 h bis t = 8 h) 

konstant bleibt. Die Zellrückführung konnte also ein Auswaschen der Zellen erfolgreich verhin-

dern. Die Unterschiede in der makromolekularen Zusammensetzung (vor allem Kohlehydrat-, 

Protein- und Lipidgehalt) zwischen der Probe der Hellphase (t = -1 h) und Dunkelphase (t = 4h) 

sind vermutlich auf ein Nicht-Erreichen des Fließgleichgewichts zurückzuführen. Bei einer 

Verdünnungsrate von D = 0,3 d-1 tritt aufgrund der geringen Beladung des PBR mit Stickstoff 

eine Limitierung dieses Nährstoffes für die Zellen auf (siehe Kapitel 4.1). Eine Zunahme des 

Proteingehaltes in Abwesenheit von Licht ohne Zugabe von Stickstoff ist daher unwahrschein-

lich. Bei Abwesenheit von Licht lässt die Reduktion des intrazellulären Kohlehydratgehaltes zu 

Gunsten des Lipidgehaltes vermuten, dass der Kurzzeitenergiespeicher Stärke in Abwesenheit 

von Licht in den Langzeitenergiespeicher Lipide umgewandelt wurde. Die Abnahme des Pro-

teingehaltes während der Dunkelphase unterstreicht die angenommene Stickstofflimitierung. Da 

aufgrund von Geräteausfällen ab der kontinuierlichen Phase eine prozessbegleitende Analyse 

der Nährstoffkonzentrationen im Reaktorausfluss ausblieb, ist keine Aussage bzw. kein Ver-

gleich über die Nährstoffaufnahme der Mikroalgenzellen mit und ohne Zellrückführung mög-

lich.  

Nach der erfolgreichen Inbetriebnahme und den ersten Versuchen war eine weitere Versuchs-

reihe zur Ausarbeitung und Demonstration der in Abschnitt 5.1 vorgestellten Strategie einer 

kontinuierlichen Abwasseraufbereitung mit Hell/Dunkel-Regime im 24 h Betrieb angedacht. 

Aufgrund langer Ausfallzeiten der praktischen Laborarbeit durch Infektionsschutzmaßnahmen 

im Zuge der COVID-19-Pandemie konnten diese allerdings nicht mehr realisiert werden. Das 

Versuchskonzept ist daher in den Ausblick (Kapitel 6) integriert. 

5.2.2 Zellrückführung im Pilotmaßstab 

Die Konzeption der in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Membranfiltrationsanlage Harvester erlaub-

te deren flexiblen Einsatz an verschiedenen Einsatzorten. So wurde die Anlage für gemeinsame 

Experimente mit Projektpartnern der School of Science der Constructor University Bremen 

eingesetzt. Der Harvester wurde hierfür nach Bremen transportiert und erfolgreich an die dorti-

ge Photobioreaktortechnologie (fünf Polyethylen Phytobags zu je 200 L, 5 m Länge, 1,5 m 

Höhe, vgl. Wang et al. 2018) angeschlossen. Der so entstandene MPBR konnte erfolgreich für 

kontinuierliche Kultivierungsexperimente mit Zellrückführung eingesetzt werden. Die Ergeb-

nisse der Versuche wurden in Form eines wissenschaftlichen Papers (DOI: 

10.1016/j.biortech.2023.129986) veröffentlicht welches im Literatur-Anhang in Kapitel 7.4 

abgedruckt ist. 
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A B 

Abbildung 5-4: Kontinuierliche Kultivierung von Desmodesmus sp. in einem synthetischen Abwasser in miteinander 

verbundenen >Beutel<-Photobioreaktoren (Phytobags) (A) mit externer Membraneinheit (Harvester) 

(B) zur Realisierung eines MPBR  Durch die Kopplung von fünf Phytobags wurde ein Reaktorvolu-

men von 1000 L realisiert. Entlang des Reaktorbodens ermöglicht ein poröses Rohr die Begasung des 

Reaktorinhaltes zur Durchmischung sowie zum Gasaustausch. Die Beleuchtung des PBR-Systems er-

folgt über natürliches Sonnenlicht, Schattenbereiche wurden mit künstlicher Beleuchtung behoben. 

Ein an das Prozessleisystem des Harvesters angeschlossener Trübungssensor erlaubt die prozessbe-

gleitende Quantifizierung der Biomassekonzentration im PBR. Quelle: Aufnahmen von Rohit Dey. 

Ziel der Versuchsreihe war die Etablierung eines Systems zur mikroalgenbasierten Aufbereitung 

eines synthetischen Abwassers mittels eines MPBR-Systems im Pilotmaßstab im Laufe eines 

Jahres unter Umweltbedingungen. Einsatz hierfür fand die Mikroalge der Spezies Desmodesmus 

sp., welche aus einer Kläranlage in Deutschland isoliert wurde (Han et al. 2020). Die Ergebnisse 

der durchgeführten Versuche (vgl. Tabelle 5-2) zeigten, dass die verwendete Mikroalge nicht 

zur Aufnahme und Speicherung von für das Wachstum überschüssigem Phosphor (luxury upt-

ake) ist. Dieser Aspekt wird bislang in der Literatur wenig diskutiert und muss bei der Konzep-

tion einer mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitungsstrategie berücksichtigt werden.  

Zunächst fand eine kontinuierliche Kultivierung der Mikroalge im synthetischen Abwasser im 

Sommer (D = 0,3 d-1, 200 µmol·m-2·s-1) und Winter (D = 0,2 d-1, 95 µmol·m-2·s-1) ohne Zell-

rückführung statt. Dabei wurden Biotrockenmassekonzentrationen von 0,8 g·L-1 (Sommer) bzw. 

0,5 g·L-1 (Winter) im PBR erreicht, welche durch das Prozessleitsystem des Harvesters (Bi-

oProCon, siehe Abschnitt 3.1.1.3) konstant gehalten wurden. Immer Sommer war aufgrund der 

höheren Lichtverfügbarkeit eine verbesserte Aufnahme von Stickstoff und Phosphor nachweis-

bar (vgl. Tabelle 5-2).  

Im Anschluss wurde der Harvester an das PBR-System gekoppelt und der Betrieb des MPBR 

gestartet. Die kontinuierliche Kultivierung mit Zellrückführung (Sommer: D = 0,3 d-1, À = 1, 

200 µmol·m-2·s-1, Winter: D = 0,2 d-1, À = 1, 95 µmol·m-2·s-1) führte zu einem Anstieg der 

Biomassekonzentration im PBR bis zu einem Schwellenwert nach 4 Tagen. Im Sommer kam 

das Mikroalgenwachstum aufgrund von Nährstofflimitierungen zum Erliegen, Stickstoff und 

Phosphor wurden vollständig aus dem synthetischen Abwasser entfernt. Die Ergebnisse zeigen, 

dass eine Erhöhung der Durchflussrate im Sommer möglich ist, wodurch das Wachstum der 

Mikroalgen positiv beeinflusst würde, sodass neben einer höheren Rate an aufgereinigtem 
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Abwasser auch eine höhere Biomasseproduktivität zu erwarten sind. Im Winter konnte aufgrund 

einer Lichtlimitierung keine vollständige Nährstoffaufnahme erreicht werden, der Mangel an 

Photonen reduzierte zudem die Neubildung von Biomasse. Möglicherweise kann durch eine 

Reduktion der Biomassekonzentration im Reaktor und die damit einhergehende höhere spezifi-

sche Photonenverfügbarkeit eine bessere Nährstoffaufnahme erreicht werden.  

Im darauffolgenden >Real-Life<-Experiment wurde das MPBR-System für jeweils 30 Tage in 

Sommer und Winter zur Aufreinigung des synthetischen Abwassers eingesetzt. Abhängig der 

gemessenen Lichtintensitäten an Photobioreaktoroberfläche wurde der Betrieb in drei Szenarien 

eingeteilt: (i) Bei Lichtintensitäten > 200 µmol·m-2·s-1 werden die Mikroalgenzellen mit À = 1 in 

den Photobioreaktor zurückgeführt und gleichzeitig die Verdünnungsrate so lange erhöht, bis 

die Grenzwerte der Einleitung in natürliche Gewässer in Deutschland erreicht wurden (externe 

Messung der Nährstoffkonzentration des Filtrats). (ii) Bei Lichtintensitäten zwischen 100-

200 µmol·m-2·s-1 wurde eine konstante Verdünnungsrate von D = 0,3 d-1 angewandt und zudem 

eine konstante Soll-Biomassekonzentration von 0,8 g·L-1 im PBR eingestellt. (iii) Bei Lichtin-

tensitäten < 100 µmol·m-2·s-1 wurden die Verdünnungsrate sowie die Soll- Biomassekonzentra-

tion im PBR auf 0,2 d-1 bzw. 0,4 g·L-1 reduziert. Im Sommer dominierte Szenario (i), wobei die 

Biomassekonzentration bei starker Bewölkung herabgesetzt wurde, um weiterhin eine vollstän-

dige Nährstoffaufnahme zu gewährleisten. Während des 30 Tage Betriebs konnten 8700 L 

synthetisches Abwasser gereinigt und dadurch 13 kg Biotrockenmasse erzeugt werden. Im 

Winter traten hauptsächlich die Szenarien (ii) und (iii) auf, sodass der Reaktor mit geringen 

Biomassekonzentrationen betrieben wurde. Die Anpassung der Biomassekonzentration in 

Abhängigkeit der Lichtverfügbarkeit ermöglichte eine vollständige Nährstoffaufnahme aus dem 

synthetischen Abwasser. Insgesamt konnten im Winter-Experiment (30 Tage) 7400 L Abwasser 

aufgereinigt und dabei 3,964 kg Biomasse erzeugt werden.  

Tabelle 5-2: Effizienz des PBR- und MPBR-Systems während jedes Ansatzes im Sommer (So) und Winter (Wi). 

Verglichen wurden die Nährstoffaufnahmeraten (N, P), Biomasseproduktivität und Abwasseraufbe-

reitungskapazität für verschiedene Ansätze. S1: kontinuierliche Kultivierung ohne Zellrückführung, 

S2: kontinuierliche Kultivierung mit Zellrückführung und >Real-Life<: kontinuierliche Kultivierung 
mit Zellrückführung und Anpassung der Biomassekonzentration abhängig der Lichtintensität. 

 Satzphase S1 S2 >Real-Life< 
 So Wi So Wi So Wi So Wi 

N-Aufnahmerate 

in mg·L-1·d-1 
12,33 7,00 45,00 30,00 45,00 30,00 43,50 37,00 

P-Aufnahmerate 

in mg·L-1·d-1 
1,040 0,535 3,000 2,000 3,000 2,000 2,900 2,470 

Biomasseproduktivität 

in g·L-1·d-1 
0,070 0,017 0,240 0,120 0,370 0,210 0,433 0,132 

Kapazität der Abwas-

seraufbereitung 

in L-1·d-1 

91,0 38,5 300,0 200,0 300,0 200,0 290,0 247,0 
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Tabelle 5-2 zeigt die verbesserte Biomasseproduktivität von 80 % im Sommer und 10 % im 

Winter bei Einsatz der Zellrückführung (S1), verglichen mit einer kontinuierlichen Kultivierung 

ohne Rückführung von Biomasse (S2). Die Aufnahmeraten der Nährstoffe Stickstoff und Phos-

phor im Winter konnten durch eine Anpassung der Biomassekonzentration im PBR im >Real-
Life<-Ansatz um 23 % gesteigert werden, im Vergleich zur klassischen kontinuierlichen Kulti-

vierung. Eine Elementaranalyse der Mikroalgenbiomasse ergab eine Wiederfindung der im 

Medium eingesetzten Nährstoffe (N und P) von 87-96 % (N) bzw. 94-96 % (P) für alle geteste-

ten Ansätze. Während des >Real-Life<-Ansatzes lagen die Nährstoffgehalte Jahreszeiten-

unabhängig jeweils unterhalb der Grenzwerte für eine Einleitung des MPBR-Effluents in natür-

liche Gewässer für Deutschland. Die Ergebnisse demonstrieren damit das Potential eines 

MPBR-Systems zur effizienten mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung. Das System erlaubt 

zudem, auf Schwankungen der Umweltbedingungen einzugehen, um Wasser einer gleichblei-

benden Qualität zu generieren.  
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6 Fazit und Ausblick 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte eine Prozessstrategie zur kontinuierlichen Abwasser-

aufbereitung mittels Mikroalgen erfolgreich ausgearbeitet werden. Basis hierfür waren kontinu-

ierliche Kultivierungsversuche mit der Mikroalge Chlorella vulgaris bei einem Hell/Dunkel-

Regime von 16 h:8 h in einem synthetischen Abwasser als Kulturmedium sowie die Entwick-

lung einer geeigneten Abtrenneinheit (Membranfiltrationsanlage). Die experimentellen Daten 

zeigten eine Adaption der makromolekularen Zusammensetzung der Mikroalgenzellen an die 

verschiedenen Limitierungszustände (Nährstoffe, Licht), die während der Kultivierung auftra-

ten. Die Daten wurden im Anschluss zur Erweiterung eines vereinfachten Modells des Mikroal-

genstoffwechsels eingesetzt und erlaubten die Berechnung des virtuellen Abwasseraufberei-

tungsprozesses. Als Freiheitsgrade des Prozesses wurden die Rückführung von Zellen sowie die 

Flexibilität der makromolekularen Zusammensetzung einer Mikroalgenzelle berücksichtigt. 

Beide Werkzeuge erlauben eine vollständige Nährstoffaufnahme durch die Mikroalgen aus dem 

Abwasser im Verlauf von 24 h auch bei ungünstigen Lichtbedingungen. Die Prozessstrategie 

stellt somit einen Anfang für eine Optimierung der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitung 

dar.  

Das für die Prozessstrategie zugrunde liegende Modell des Mikroalgenstoffwechsels (basierend 

auf Blanken et al. 2016) kann künftig durch verschiedene Aspekte erweitert und im Anschluss 

in einer Simulation verbildlicht werden. Eine mögliche Erweiterung ist dabei die Synthese von 

Lipiden als Langzeitenergiespeicher (Zhu et al. 2014) sowie deren Abbau in Abwesenheit von 

Licht, welche im momentanen Modell nicht mit berücksichtigt sind. Da die Bildung von Spei-

cherkohlehydraten und -lipiden aus gemeinsamen, aus der Photosynthese stammenden Vorstu-

fen geschieht, ist vor allem die Verteilung dieser Kohlenstoffgerüste in den jeweiligen Synthe-

seweg ein zentraler Aspekt. Die Aufteilung ist speziesspezifisch und ein komplexer Prozess, 

welcher auf Genomebene reguliert wird (Breuer et al. 2014). In erster Näherung für Chlorella 

könnte die Lipidsynthese als prozentualer Anteil der Stärkebildung angenommen werden.  

Die Differenzierung des Einbaus von Stickstoff und Phosphor in die funktionellen Makromole-

küle der Zelle, hauptsächlich Proteine, Nukleinsäuren und Pigmente, ist ein weiterer potenzieller 

Erweiterungspunkt. Das aktuelle Modell umfasst den gesamten Biomasseaufbau als einzelnen 

Anabolismus-Knoten, in welchem keine Aufspaltung stattfindet. Die Ergebnisse der vorliegen-

den Arbeit zeigen zwar einen konstanten Proteingehalt der aktiven Mikroalgenzelle, der Pig-

mentgehalt schwankt allerdings abhängig der Lichtverfügbarkeit. Mit einem N-Anteil von ~8 % 

in Chlorophyll a, dem Carotinoid mit dem höchsten Anteil an den Pigmenten (Safi et al. 2014), 

kann der Stickstoffbedarf einer Mikroalgenzelle und damit dessen Aufnahme gerade bei hohen 

Pigmentgehalten schwanken. Zudem kommt es zu einer Veränderung des Absorptionsquer-

schnitts, wodurch die Photonenaufnahme und somit auch der Lichtgradient beeinflusst sind. 

Durch eine Aufteilung des intrazellulären Stickstoffstromes im Anabolismus könnten solche 

Schwankungen abgebildet und die Rückkopplung mit der verfügbaren Photonenmenge berück-

sichtigt werden. Der Anteil an Stickstoff bzw. Phosphor in Nukleinsäuren beträgt 16 % bzw. 

9 % (Geider und La Roche 2002). Damit stellt die Bildung von DNA und RNA die Hauptphos-
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phorsenke in einer Algenzelle dar, wobei die RNA-Menge die der DNA um ein Vielfaches 

übersteigt. Zudem steigt der Gehalt beider Nukleinsäuren mit zunehmender Wachstumsrate an. 

(Carr und Mann 1975) Entsprechend ist auch die Synthese von Nukleinsäuren ein Faktor, der 

die Nährstoffaufnahme und -verarbeitung in der Zelle wesentlich beeinflussen kann. Momentan 

folgt die Nährstoffaufnahme im Stoffwechselmodell einer Michaelis-Menten Kinetik. Stickstoff 

ist im Gegensatz zu Phosphor nicht in Form von Granula speicherbar, sondern bedingt den 

Einbau in ein aus der Photosynthese stammendes Kohlenstoffgerüst, weshalb die Stickstoffauf-

nahme an den Anabolismus gekoppelt ist. (Franks et al. 2022) Auf diesem Wissen basierend 

könnten in Abgleich mit der Literatur andere Mechanismen zur Beschreibung der Aufnahme 

von Stickstoff etabliert werden.  

Im Anschluss an die Erweiterung des Stoffwechselmodelles kann dessen Simulation wertvolle 

Erkenntnisse und Zusammenhänge liefern, die Basis simulationsgestützter Versuche sein kön-

nen. Die Simulation sollte neben dem Mikroalgenstoffwechsel zudem Modelle der in einen 

Photobioreaktor eintreffende Lichtintensität in Abhängigkeit verschiedener Umweltbedingun-

gen (Bewölkung, Lichtstunden, etc.) sowie die Lichtverteilung im Reaktor unter Berücksichti-

gung der Zellkonzentration sowie deren Pigmentgehalt berücksichtigen. Weiterhin sollte die 

Modellierung der Zellrückführung, mit der im Zuge der vorliegenden Arbeit entwickelten 

Filtrationsanlage Harvester miteinbezogen werden. Die Machbarkeit der kontinuierlichen 

Abwasseraufbereitung im 24 h Betrieb mittels Mikroalgen kann anhand der Simulation für 

verschiedene klimatische Bedingungen gezeigt werden und zudem die Grenzen des Systems 

darstellen. Auch können Biomassekonzentrationen zur optimalen Lichtausnutzung abgeschätzt 

werden. Zudem kann die Simulation Basis einer automatisiert gesteuerten Abwasseraufberei-

tung sein, welche in Abgleich mit akuten Wetterdaten sowie der Wettervorhersage und entspre-

chend der ihr zugrunde liegenden Modelle den Prozess anpasst.  

Der Einfluss der Temperatur wurde bislang in den Konzepten und Experimenten der vorliegen-

den Arbeit durch konstante Temperierung ausgeschlossen. Die Abwasseraufbereitung im Au-

ßenbereich unterliegt klimatisch bedingten Schwankungen, wodurch keine gleichbleibende 

Temperatur gewährleistet werden kann. Eine externe Temperierung ist aufgrund des hohen 

Kostendrucks sowie hinsichtlich der Nachhaltigkeit des Prozesses nicht sinnvoll. In der Litera-

tur ist ein Temperatureinfluss sowohl auf die Filtration und das Membran-Fouling (Chu et al. 

2016; Le-Clech et al. 2006; Zhao et al. 2015) als auch die Photosynthese (Ranglová et al. 2019), 

den Stoffwechsel (Åkerström et al. 2016; Han et al. 2013) und das Wachstum von Mikroalgen 

(Bernard und Rémond 2012) beschrieben. Bei Temperaturen unterhalb des Optimums für das 

Mikroalgenwachstums wurde eine verringerte intrazelluläre Stärkeproduktion nachgewiesen 

(Torzillo et al. 1991), wobei auch die Abnahme der Stärke in der Nacht bei geringeren Tempe-

raturen reduziert war (Ogbonna und Tanaka 1996). Gerade die Bereitstellung von Energie durch 

die Veratmung von Kohlenstoffspeichern ist ein zentrales Element der vorgestellten Prozessstra-

tegie zur kontinuierlichen Abwasseraufbereitung. Dementsprechend sollte der Temperaturein-

fluss mit Fokus auf die Stoffwechselaktivitäten der Mikroalgenzellen am Tag und in der Nacht 

Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten sein.  

Der Betrieb der beiden Filtrationsanlagen Harvester und Mini-Harvester wurde im Zuge der 

vorliegenden Arbeit lediglich für Kurz- und Mittelfristige (mehrere Stunden bis maximal 

4 Wochen) Anwendungen getestet. In einem Langzeitfiltrationsexperiment (> 8 Wochen) soll-
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ten die identifizierten Maßnahmen zur Fouling-Reduktion (Belüftung, Rückspülen, Pausieren) 

an beiden Anlagen angewandt und im laufenden Prozess angepasst und optimiert werden. Im 

Zuge dessen kann durch den flexiblen Aufbau des Mini-Harvesters der Test verschiedener 

Membran-Materialien für einen möglichst Fouling-armen Filtrationsbetrieb geschehen. Ziel 

dieser Versuche wäre es, einen wartungsarmen Filtrationsbetrieb zu etablieren, um Betriebskos-

ten für eine spätere Anwendung zur Abwasseraufbereitung zu minimieren.  

Hinsichtlich der Anlagenkonstruktion wäre am Harvester der Einbau einer separaten Pumpe zur 

Abtrennung von überschüssiger Biomasse sinnvoll. Aktuell ist eine Pumpe eingesetzt, welche 

abhängig der Stellung eines Ventils Retentat zurück in den Vorlagebehälter oder aber in ein 

separates Gefäß pumpt. Eine gleichzeitige Rückführung von Zellen in den Photobioreaktor und 

Abtrennung von Biomasse aus dem System (beispielsweise zur externen Speicherung) ist also 

nicht möglich. Bei einem Einsatz des Harvesters als externe Membraneinheit eines MPBR ist 

diese Funktion allerdings benötigt, um flexibel auf Umweltbedingungen reagieren zu können 

(siehe Kapitel 5.1).  

Bislang ist es bei einer Kopplung von Mini-Harvester und PBR nicht möglich, die Volumen-

ströme von FRetentat und FRezirkulation, also die Flüsse zwischen den beiden Anlageneinheiten des 

MPBR, zu quantifizieren. Aktuell werden die Volumenströme entsprechend der Pumpenkalib-

rierung über die Pumpendrehzahl eingestellt. Zwar wurde die Kalibrierung sehr präzise durch-

geführt, dennoch kann es im Betrieb nach einiger Zeit zu Abweichungen zwischen Soll- und Ist-

Fluss kommen. Zudem kommt es an den Innenwänden der eingesetzten Schläuche zur Ausbil-

dung von Mikroalgen-Biofilmen, welche den effektiven Querschnitt der Schläuche verringern 

und damit den geförderten Volumenstrom reduzieren oder sogar zum Erliegen bringen. Ohne 

eine prozessbegleitende Quantifizierung der Flüsse kann bei einer Abweichung zwischen Ist- 

und Soll-Wert keine Anpassung der Pumpendrehzahl geschehen, wodurch es zu einem Absin-

ken des Füllstandes im Mini-Harvester und damit zu einer Störung des kontinuierlichen Be-

triebs kommen kann. Zudem kann ohne regelmäßige (externe) Kontrolle der Flüsse nicht garan-

tiert werden, dass die vorgegebenen Parameter für hydraulische Verweilzeit bzw. 

Rückführverhältnis tatsächlich während der gesamten Anlagenlaufzeit konstant bzw. auf dem 

gewünschten Wert eingestellt sind. Ein weiteres Problem stellt die Entnahme von Proben im 

PBR und am Mini-Harvester dar. Der Reaktorinhalt wird über ein Rohr am Kopf des Reaktors 

abgepumpt, sodass dessen Leerlaufen verhindert wird. Sinkt der Füllstand durch eine Proben-

ahme ab, wird für eine kurze Zeitspanne folglich kein Reaktorinhalt in Richtung Mini-Harvester 

transportiert. Aufgrund des geringen Anlagenvolumens von ~100 mL kann es dadurch zu einem 

Absinken des Füllstandes und damit zu einer Störung des Filtrationsbetriebs kommen. Dies wird 

auch durch Probenahmen am Mini-Harvester selbst (Retentat) hervorgerufen. Aus diesem 

Grund wurde die Probenahme für die in Kapitel 5.2.1 vorgestellten Experimente reduziert, 

wodurch die Aussagekraft der Versuche limitiert wird. Eine Verlängerung des Rohres am Mini-

Harvester zur Erzeugung eines Puffervolumens von 50 mL könnte diese Problemstellung behe-

ben. Zwar erzeugt das über der Membran liegende Flüssigkeitsvolumen einen hydrostatischen 

Druck, dieser kann jedoch durch die automatisierte Regelung des Filtrat-Flux ausgeglichen 

werden. Nach einer Probenahme würde so das Volumen im Mini-Harvester zwar absinken, 

allerdings den laufenden Betrieb damit nicht beeinflussen.  
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Nach der erfolgreichen Inbetriebnahme des MPBR-Systems sowie ersten Kultivierungsexperi-

menten mit Zellrückführung (Kapitel 5.2.1) sind weitere Experimente zur Ausarbeitung und 

Verifizierung der mikroalgenbasierten Abwasseraufbereitungsstrategie denkbar. In einer Ver-

suchsreihe kann die Nährstoffaufnahme bei Nacht sowie der Einfluss der Rückführung von 

Zellen im Detail untersucht werden. Wie aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit hervor-

geht, sind Algenzellen in der Lage, Nährstoffe auch bei Abwesenheit von Licht aus dem Medi-

um aufzunehmen, bei einer gleichzeitigen Reduktion intrazellulärer Speicherstoffe. Im Zuge 

einer kontinuierlichen Kultivierung mit einem Hell/Dunkel-Regime könnte während der Hell-

phase (ohne Zellrückführung) Biomasse mit unterschiedlichem Kohlehydrat- und Lipidspeicher 

erzeugt werden. Bei Anwendung einer konstanten Durchflussrate kann dies durch variierende 

Stickstoffkonzentrationen im Medium realisiert werden, um unterschiedlich ausgeprägte Man-

gelzustände bezüglich des Nährstoffs auszulösen und damit die Speicherstoffsynthese zu indu-

zieren. Wird zu Beginn der Dunkelphase Stickstoff in den PBR gegeben, kann der Schwellen-

wert des minimalen Gehaltes an Speicherstoffen für eine vollständige Nährstoffaufnahme 

ermittelt werden. Um diesen Grenzwert für unterschiedliche Beladungen an Nährstoffen zu 

ermitteln, kann der Versuchsaufbau für variierende Durchflussraten bzw. unterschiedliche 

Stickstoffkonzentrationen wiederholt werden. Dabei kann der gleichzeitige Einsatz der Zell-

rückführung als Einflussparameter miteinbezogen werden. Zunächst verhindert die Rückfüh-

rung von Biomasse ein Auswaschen der Zellen auch bei hohen Durchflussraten oberhalb von 

µmax,Nacht. Zudem ist durch eine Variation der Rückführrate eine Aussage darüber möglich, ob 

die Erhöhung der Biomassekonzentration während der Dunkelphase geringe intrazelluläre 

Energiespeicher ausgleichen kann. So kann die Nährstoffaufnahme von Ansätzen mit wenigen 

Zellen mit hohem Gehalt an Speicherkomponenten mit hohen Biomassekonzentrationen mit 

geringen Energiespeichern verglichen werden. Die Kenntnis der Dynamik der nächtlichen 

Nährstoffaufnahme in Abhängigkeit der intrazellulären Energiespeicher ist ein wesentlicher 

Bestandteil in der Ausarbeitung einer automatisierten Prozessstrategie zur mikroalgenbasierten 

Abwasseraufbereitung unter realen Umweltbedingungen.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass eine Zellrückführung als Werk-

zeug für eine vollständige Nährstoffaufnahme aus einem Abwasser während einer kontinuierli-

chen Kultivierung ermöglicht (Kapitel 5.1). Die Steigerung der Biomassekonzentration im 

Reaktor (entspricht einer Erhöhung der SRT) führt allerdings nur innerhalb gewisser Grenzen zu 

einer verbesserten Nährstoffassimilation, da ein Schwellenwert der spezifischen Photonenver-

fügbarkeit nicht unterschritten werden darf. In einer weiteren Versuchsreihe kann der Zusam-

menhang zwischen variierender SRT (erzeugt durch verschiedene Rückführraten) und der 

daraus resultierenden spezifischen Lichtverfügbarkeit zur vollständigen Nährstoffaufnahme 

untersucht werden. In Zusammenhang mit der Kenntnis über den intrazellulären Speicherbedarf 

während der Nachtphase aus dem vorhergehenden Abschnitt kann dieses Wissen zur weiteren 

Ausarbeitung der Prozessstrategie sowie für die Simulation des Prozesses dienen.  

Der metabolischen Aktivitäten von Mikroalgen während der Nacht wurden bisher in der Litera-

tur nur am Rande untersucht. Ein gezieltes Screening nach Mikroalgen mit effizientem und 

schnellem Metabolismus bei Abwesenheit von Licht kann den Abwasseraufbereitungsprozess 

weiter optimieren. 
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Zusammenfassung 

In der vorliegenden Veröffentlichung wurde ein >Zero-Waste< Aufbereitungssystem für Abwäs-

ser aus der Lebensmittelverarbeitung entwickelt und untersucht. Das Abwasser wurde nach 

einer ersten Reinigungsstufe einem anaeroben Membranbioreaktor (AnMBR) in einem Photobi-

oreaktor im Außenbereich durch die Kultivierung von Mikroalgen (drei Spezies) weiter geklärt. 

Überschüssiger Schlamm der ersten Reinigungsstufe wurde mittels hydrothermale Karbonisie-

rung umgesetzt. Die Versuche wurden unter ariden Klimabedingungen über ein Jahr (vier 

Jahreszeiten) durchgeführt. Der AnMBR reduzierte den gesamten organischen Kohlenstoff des 

Abwassers um 97 %, welcher größtenteils als Methan (~57 %) und Hydrochar (~4 %) zurück-

gewonnen wurde. Die Produktivität der Mikroalgen-Biomasse im AnMBR-Abwasser variierte 

zwischen 0,25 und 0,8 g·L-1·d-1. Die Aufnahme von Stickstoff (N) und Phosphor (P) schwankte 

saisonal zwischen 18 und 45 mg·L-1·d-1 bzw. bis zu 5 mg·L-1·d-1. Eine Massenbilanz der Ele-

mente der Stickstoff und Phosphor zeigte eine effiziente Rückgewinnung von Stickstoff 

(~77 %) und Phosphor (~91 %) in der gebildeten Mikroalgenbiomasse. Die Nährstoffaufnahme 

der Mikroalgenkultur schwankte speziesabhängig in Abhängigkeit der Jahreszeiten aufgrund 

unterschiedlicher klimatischer Bedingungen, sowie aufgrund der variablen Abwasserbeladung. 

Die Grenzwerte für die Aufbereitung von Abwässern wurden ganzjährig eingehalten und im 

Sommer innerhalb von zwei Tagen, im Winter innerhalb von 4,5 Tagen erreicht. Die Versuche 

konnten zeigen, dass der Prozess in der Lage ist, qualitativ hochwertiges Wasser aus einem 

Abwasser zu produzieren, Nährstoffe und Kohlenstoff in Mikroalgenbiomasse zurückzugewin-

nen und Energie in Form von Biogas und Hydrochar zu erzeugen. 
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1. Introduction

Wastewater is increasingly being recognized as importantwater, en-
ergy, andnutrient resource (Batstone et al., 2015; Tee et al., 2016). How-
ever, commonly used wastewater treatment (WWT) technologies
(namely, activated sludge) are energy-intensive, and underuse or ne-
glect the recovery of stored energy and the valuable nutrients phospho-
rous (P) and nitrogen (N) (Hunter et al., 2019; Li et al., 2020).
Furthermore, these technologies often generate substantial quantities
of greenhouse gases and large volumes of unwanted residual sludge
(Maktabifard et al., 2020). The use of anaerobic membrane bioreactors
(AnMBRs) presents a promising low carbon footprint alternative to
commonWWTs for organic matter decomposition and energy recovery
(Maaz et al., 2019; Robles et al., 2020b). In particular, AnMBRs are very
applicable to the treatment of high-strength industrial wastewaters in-
cluding food processing wastewater, in which the total organic carbon
(TOC) concentration is high (often >0.5 g·L−1) and mostly biodegrad-
able (Dereli et al., 2012; Tee et al., 2016).

The application of AnMBRs in industrialWWT, andmore recently for
urbanwastewaters with a positive energy balance, has been reported at
laboratory and pilot plant scales (Galib et al., 2016; Robles et al., 2020b),
and full-scale systems are expected to be operational in coming years
(Cashman et al., 2018; Pretel et al., 2016; Robles et al., 2020b; Smith
et al., 2014). Nevertheless, AnMBR produces nutrient-rich efûuent (par-
ticularly N and P) and therefore a post-treatment step for nutrient re-
moval may be required prior to subsequent discharge or reuse.
Fortunately, under several scenarios, the very low level of nutrient re-
moval can be regarded as an advantage of the technology, as the nutri-
ents can be easily recovered from the high-quality efûuent (Robles et al.,
2020a). Nutrient recovery can also increase the sustainability of
AnMBRs, and help meet production costs (Robles et al., 2020a; Smith
et al., 2012). In addition, interestingly, for most part, the produced
sludge and its treatment has been neglected in these studies.

A widely used and understood sustainable WWT process speciûcally
for reducing nutrients is microalgal cultivation (D'Imporzano et al., 2018;
Mohsenpour et al., 2021; Nagarajan et al., 2020), and the potential for val-
orization of the microalgal biomass following cultivation is an added ad-
vantage of this approach (Khoo et al., 2019). In particular, the nutrient-
rich efûuent from anaerobic treatment of food processing wastewater
and the CO2 that is produced during this process provide ideal substrates
for microalgal cultivation (de Assis et al., 2019; Ferreira et al., 2017).

The use of microalgae as a polishing step to reduce nutrients, carbon,
metals, and other toxic compounds in efûuents from various sources has
been widely investigated and applied at large scales, predominantly
using raceway pond conûgurations (K. Li et al., 2019; Manninen et al.,
2016; Robles et al., 2020a). However, the application of raceways pond
in water recovery following cultivation in arid subtropical climates can
be challenging because of the high levels of water evaporation, especially
when the efûuent contains a high nutrient load (Handler et al., 2012;
Nwoba et al., 2016). Cultivation in closed or hybrid reactors, such as
photobioreactors (PBRs) (Koller et al., 2012; Song et al., 2020), can limit
water evaporation and also improve the overall process (Cai et al., 2013).

The successful combination of AnMBRs with microalgal post-
treatment of efûuent in PBRs has been demonstrated in several studies
(Pretel et al., 2016; Viruela et al., 2018; Vu et al., 2020).
González-Camejo et al. (2019a) recently highlighted the importance
of parameters including temperature, irradiance, the light path, and
non-controlled variables including P and N levels on nutrient removal
rates and process efûciency during long-term outdoor polishing of
AnMBR efûuent. The importance of these parameters on process efû-
ciency was demonstrated during a three-year study of PBR-based out-
door microalgal cultivation using AnMBR efûuent (González-Camejo
et al., 2020). However, although the inûuent in many of these studies
was domestic wastewater, and thus contained relatively low total nitro-
gen (TN) concentrations (30380 mg·L−1), long hydraulic retention
times (HRTs) in the PBR (typically 436 days) were needed to meet

water quality standards for unrestricted reuse because of the low rate
of TNuptake. LongerHRTs are expected in the treatment of efûuent con-
taining high nutrient loadings, such as food industry wastewater (Cai
et al., 2013). Long HRTs impose high cooling and energy costs, and
high levels of water loss from the treated efûuent because of water
evaporation. Furthermore, many of these studies have been conducted
under controlled temperature conditions and with supplementary
irradiation provided. As noted above, the seasonal variability of
microalgal productivity can pose a major challenge in the operation of
microalgal-based remediation processes. It is therefore important that
such processes be tested under realistic outdoor setup conditions that
span all seasonal climate variations, and under natural conditions with-
out temperature control and artiûcial light (González-Camejo et al.,
2017; Hulatt and Thomas, 2011).

The goal of this study was to develop, investigate, and analyze, for
the ûrst time, a long-term treatment train of food-processing wastewa-
ter using an AnMBR, outdoor PBR microalgal cultivation, and sludge
treatment by hydrothermal carbonization under ambient arid-desert
climate conditions. The aim was to achieve a near-zero waste produc-
tion of high-quality efûuent and biomass involving effective recovery
of nutrients, carbon, and energy.

2. Materials and methods

2.1. Laboratory-scale submerged anaerobic membrane bioreactor

A 15-L high-throughput submerged AnMBR (schematically shown
in Fig. 1) equipped with six membranes (PES 150 kDa; Microdyn-
Nadir, Germany) was built and operated (the AnMBR operational
conditions are listed in Table S1) for more than two years (Grossman
et al., 2019) at the Sde Boker campus of Ben-Gurion University
(Israel). The reactor was fed with industrial wastewater from a potato
and corn snack factory (Strauss Frito Lay; Sha'ar Hanegev, Israel). The
wastewater was tested every three days, as described in Section 2.4.
The membrane ûltration was conducted under sub-critical ûux using
9min ofûltration and 1min of backwash. The criticalûuxwasmeasured
as described by (Diez et al., 2014). The membrane was chemically
cleaned every 334 months by soaking in 0.5% NaOCl for 30 min. The
biogas composition and production weremeasured daily using a biogas
analyzer (Biogas 5000; Geotech, UK).

2.2. Microalgal cultivation

Three microalgae species were tested in the PBR: two local
thermotolerant strains of Coelastrella sp. (similar to C. saipanensis) and
Chlorella sp. was also isolated at Sde Boker (Belete et al., 2019), and
Scenedesmus sp., isolated and tested previously in Germany for waste-
water applications (Han et al., 2019). Each microalgal species was culti-
vated as a monoculture in the outdoor PBR located in the Sde Boker
campus of Ben-Gurion University (Israel) under an arid climate in an ef-
fective volume of 2.5 L in a glass column (8 cm diameter) angled at
approximately 20° from vertical. The columns of microalgae were posi-
tioned 16 cm from each other and had a horizontally illuminated area of
256 cm2 and a total transparent area of approximately 1108 cm2. The
columns were thermoregulated in a water bath that provided cool
water from a below-ground reservoir; the reservoir water was circu-
lated to and from the water bath (Fig. 1). Evaporation losses of water
from the columns and the water bath were measured daily to estimate
water loss per m2 per season. By shading the reactor from both sides, it
was estimated that 39 of these columns could be placed in a 1m2water
bath, resulting in 97.5 L of reactor volume per squaremeter (see Fig. S1).

Before starting the outdoor experiments, the microalgae were
adapted to and tested in the AnMBR efûuent (supplemented with
Fe-EDTA and the stock solution of microelements for the mBG11 me-
dium) in indoor conditions in 150 mL Erlenmeyer ûasks, as described
previously (Belete et al., 2019). The microalgae were then transferred
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to the columns and supplied (1 L·min−1) with an air:CO2 (98:2) mix-
ture for an outdoor adaptation period of one week before measure-
ments commenced. The outdoor microalgal cultivation was repeated
in spring (May), summer (July), fall (November/December), andwinter
(December/January). Distinct growth cycles (334) were measured in
each season in a semi-continuous mode. Fresh efûuent was introduced
every 437 days in each growth cycle, using a culture dilution ratio of 1:5
(0.5 L of culture with 2 L of fresh AnMBR efûuent).

2.3. Hydrochar production

Sludge from the AnMBRwas collected, dried, andweighed along the
experiment followed by its hydrothermal carbonization according to
(Belete et al., 2020, Belete et al., 2019). Brieûy, HTC of the AnMBR sludge
was carried out in 50 mL stainless steel tubular reactor by introducing
12 g dry sludge to each reactor andwater at a ratio of 1:3 (W/V). The re-
actor was heated to 210 °C for 4 h by immersion in Paratherm HR heat
transfer ûuid after which the reactor was placed in an ice bath to rapidly
reduce the temperature (Belete et al., 2020, Belete et al., 2019). The
resulting slurry was centrifuged, and the wet hydrochar was dried at
105 °C. Elemental content (C, H, N, and S) of the HTC was measured
using a CHNS-O analyzer (Flash 2000 Elemental Analyzer; Thermo
Fisher Scientiûc Inc., UK). The remaining mass after the subtraction of
ash, C, H, N, and S was considered to be the oxygen content (ASTM-
D3176, 2015). The ash content was determined by heating samples at
450 °C for 6 h in a mufûe furnace (Van Hue and Evans, 1986).

2.4. Water and biomass characterization

During each growth cycle, the microalgal growth (measured based
on dry weight), TN, total ammonia nitrogen (TAN), and total phospho-
rus (TP) concentrations in the growth medium were determined daily
for 50 mL samples collected at noon from each column. The microalgal
biomass dry weight was measured by ûltering duplicate 5 mL samples
of culture throughweighed GF/Cûlters, and determining the dryweight
as described by Belete et al. (2019). The remaining 40mL of culture was
centrifuged at 3000 rpm for 10 min, and the supernatants were stored
for nutrient and water analyses. The microalgal pellets were washed
in deionized water and stored at−80 °C for measurement of the phos-
phate content or biomass characterization.

The biomass production (Px) and the TN, TAN, and TP uptake were
calculated using the equation:

PX ¼

cf−ci
∆tc

where Ci is the initial biomass, Cf is the ûnal biomass, N or P concentra-
tions (mg·L−1) during a growth cycle at �tc of semi-continuous opera-
tion. The biomass productivity and the TN, TP, and TAN removal rates
weremeasured in each growth cycle (�tc) from the point of dilutionwith
fresh efûuent to the day when the TN concentration reached the Israeli
TN standard for unrestricted irrigation (<25 mg·L−1). Seasonal produc-
tivities were calculated as the average of 334 subsequent growth cycles.

The food industry wastewater, AnMBR efûuents, and microalgal-
treated supernatants (followingharvesting of themicroalgae)were char-
acterized by chemical analysis. The electrical conductivity (EC) and pH
were measured using CyberScan Con11 and pH 11 meters (Eutech
Instruments Ptv. Ltd., Singapore), respectively; TN, TOC, dissolved inor-
ganic carbon (DIC), and dissolved organic carbon (DOC) were measured
using a TOC analyzer (Multi N/C; Analytik-Jena, Germany); the TAN was
measured using Nessler's reagentmethod (APHA, 2005); total suspended
solids (TSS) were measured by gravimetry; and macro/micronutrients
were determined using an inductively coupled plasma (ICP) analyzer
(Spectra, Germany). The analyses were performed using standard
methods as described elsewhere (Belete et al., 2019). The HCO3

− concen-
tration in the AnMBR efûuent was calculated from alkalinity analysis and
pH (APHA, 2017). The P content in the microalgal biomass was deter-
mined following digestion of the microalgae in a microwave digestion
system (ETHOS UP; Milestone, Italy). The dry biomass (up to 50 mg)
was dispersed in 8 mL of 65% HNO3 and 2 mL of 30% H2O2, and placed
in a 100 mL PTFE-TFM-Teûon microwave vessel. The digestion was per-
formed for 30 min at a maximum temperature of 210 °C, resulting in
the microalgae being fully decomposed into the solution. The liquid was
ûltered and the TP concentration was measured using ICP.

2.5. Statistical analysis

The differences in biomass productivity and nutrient uptake among
the three species in each season, and among the four seasons for each
species, were analyzed using a two-way analysis of variance (ANOVA)

Fig. 1. Schematic illustration of the thermoregulation system for combined treatment of industrial wastewater using an anaerobic membrane bioreactor (AnMBR), hydrothermal
carbonization (HTC), and an outdoor photobioreactor (PBR). The PBR was operated as a batch reactor in semi-continuous mode using one column for each microalgal species.
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followed by post hoc Tukey honestly signiûcant difference (HSD) statis-
tical analysis, using Rstudio 1.1.463 for R 3.5.1 software (R Foundation
for Statistical Computing).

3. Results and discussion

3.1. Industrial wastewater treatment using AnMBR

The characteristics of rawwastewater and the AnMBR-treated efûu-
ent are shown in Table 1. The removal of TSS and TOC exceeded 99% and
97% throughout the experiment, respectively, and constant removal of
TOC in the AnMBR was obtained despite varying TOC concentrations
in the inûuent. The TN and TP concentrations in the inûuent and the
AnMBR efûuent were similar, and a large proportion of the TNwas con-
verted from organic N in the inûuent to TAN in the AnMBR efûuent
(Table 1). The increase in efûuent conductivity (EC) was due to the ad-
dition of NaOH, which was needed to maintain a constant pH; this in-
crease in EC might be reduced by replacing NaOH with Ca(HCO3)2 to
control pH in the AnMBR. It is noteworthy that the EC of most food pro-
cessing wastewaters makes the efûuent applicable for irrigation of tol-
erant crops (such as dates or tomatoes) or in hydroponics (Power and
Jones, 2016). Alternatively, the efûuent could be diluted to lower the sa-
linity for unrestricted irrigation (EC <1.4 mS/cm in Israel). Macro- and
micro-elements concentrations other than sodium(because of the addi-
tion of NaOH) did not change (Table S2).

One of the main advantages of the use of AnMBR is the recovery of
organic carbon in the form of biogas. The average biogas production
during the WWT was 12.4 ± 3.1 L·day−1; the average composition of
the biogas included 81.6 ± 6.4% CH4, 18.5 ± 3.4% CO2, and 1230 ±
510ppmofH2S. An average of 0.3 g of excess dry AnMBR sludgewas ob-
tained per L of treated wastewater, resulting in a solid retention time
(SRT) to HRT ratio of approximately 30, typically found for AnMBRs
treating industrial wastewater (Dereli et al., 2012); to obtain a near-
zero waste discharge, the organic carbon in the sludge was recovered
in the form of hydrochar, as discussed below.

A critical challenge in AnMBR operation is membrane fouling, which
causes an increase in the trans-membrane pressure (TMP)with increas-
ing ûltration time. In this study, the fouling was kept to a relatively low
level, as evidenced by the stable TMP during the experiments
(−15 < TMP < -40 mbar). This was achieved by applying a relatively
low ûux (average ûux: Jv = 4 L·m−2·h−1), which was much lower
than the critical ûux (~12 L·m−2·h−1), and by implementing biogas
sparging and backwashing of the membrane, as described in details by
(Grossman et al., 2019).

3.2. Microalgal cultivation, nutrient uptake, and efûuent characteristics

3.2.1. Biomass growth and productivity

The biomass of each microalgal species and changes in the nutrient
concentrations (TN, TAN, and TP) in the growth medium were mea-
sured daily during each of the four seasons for 334 semi-continuous

dilution cycles. The results for late fall as a representative growth season
thatwas also used for themass balance calculations described below, are
shown in Fig. 2. The growth periods in summer, winter, and spring are
shown in Figs. S234. The dashed lines in Fig. 2 and Figs. S133 represent
the number of days required to reach the Israel regulatory standard for
unrestricted irrigation (TN <25 mg·L−1) (Inbar, 2007); the TP concen-
trationswere always below the required limit (<5mg·L−1). On average,
the efûuent reached the regulatory TN and TP concentrations within
2.5 days in summer, 3 days in fall, and 4.3 days in winter. For the spring
period, in 3 of the 4 dilutions there was only sufûcient phosphate in the
efûuent to achieve an average P:N ratio of approximately 1:20, which
limited algal growth and N-uptake; in the three other growth periods,
more adequate ratios for growth (1:1031:12) were maintained.

The average biomass productivity for each species and in each sea-
son (measured based on Fig. 2 and Figs. S234) are shown in Fig. 3. The
biomass productivity for all species was higher in summer than in the
three other seasons (p<0.05), besides for Scenedesmus that was similar
between summer and fall (p = 0.5). The high productivity in summer
correlated well with higher incident solar radiation and daylight hours
(Figs. 3 and S5) (Chu et al., 2015). However, the biomass productivity
for all three species in May was less than expected, based on radiation
levels. Generally, growth under natural outdoor conditions (irradiation
and temperature) and in real efûuentwithûuctuatingnutrients concen-
trations can be highly variable (Li et al., 2019a). We found that during
spring the TAN concentrations were much lower than in fall and winter
(p < 0.01) (see Fig. 2 and Figs. S234), probably because of the lower
level of conversion of TN to TAN during spring in the AnMBR (Fig. S3),
and as noted above we found sub-optimal P concentrations (TP
<2 mg·L−1) in several cycles (Fig. S3). The resulting high TAN:TP ratio
during spring may explain why the biomass production in spring was
lower than expected.

Differences in biomass productivity (and nutrient uptake, as
discussed below) among the three specieswere recorded. As the species

Table 1

Water quality and process performance in the AnMBR.

Parametern Inûuent (feed) Efûuent (permeate) Removal (%)

TSS (mg·L−1) 2093 ± 199 <10 >99.9%
TOC (mg·L−1) 1520 ± 715 32.3 ± 6.5 97.9%
DOC (mg·L−1) 916 ± 95 32.3 ± 6.5 96.5%
TN (mg·L−1) 127 ± 62 118 ± 12 6.7%
TAN (mg·L−1) <10 86 ± 30 3

TP (mg·L−1) 9.9 ± 4.8 9.2 ± 4.5 7.1%
pH 7.0 ± 0.2 7.3 ± 0.2 3

EC (mS/cm) 2.2 ± 0.3 3.0 ± 0.4 3

n TSS = total suspended solids; TOC= total organic carbon; DOC = dissolved organic
carbon; EC = electric conductivity.

Fig. 2. The change in the biomass, TN, TAN, and TP concentrations during three cycles of
growth of the microalgae Chlorella (purple), Scenedesmus (green), and Coelastrella (grey)
in late fall (November 24th to December 6th). Vertical grey dashed lines represent the
day in each cycle where both the TN and TPmet the Israeli regulation standards for unlim-
ited irrigation (TN <25 mg·L−1; TP <5 mg·L−1). (For interpretation of the references to
colour in this ûgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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tested here were isolated from areas having different climate condi-
tions, the biomass differences may be attributable to the adaptation of
the microalgae to summer or winter climates (i.e., species-speciûc sea-
sonal effects) (Ferro et al., 2018; Li et al., 2019b). Speciûcally, the similar
biomass productivity of Scenedesmus between summer and fall suggests
that this species, which was isolated in temperate Europe, is more sen-
sitive to a summer desert climate comparedwith the other two species,
which were isolated in Israel. In summer (Fig. S4), during most cycles
the cold climate Scenedesmus strain was less productive (25330% less)
than the Chlorella and Coelastrella strains, which were locally isolated
under desert conditions. In winter and fall (Figs. 3 and S2) the Chlorella
strain was 15325% less productive than the two other strains. However,
the differences in the biomass productivity among the three microalgae
in particular seasons were not statistically signiûcant, probably because
of variations in efûuent quality and climate conditions that were found
among the cycles in those seasons. Further controlled systematic re-
search should be conducted to test this hypothesis.

3.2.2. Nutrient uptake

The average TN and TAN uptake by the three species during the four
seasons is presented in Fig. 4. The changes in the TN uptake by each

species among seasons (Fig. 4a)were correlatedwith the changes in bio-
mass productivity thatwasdiscussed above (Fig. 3). The TNuptake by all
specieswas signiûcantly higher (p<0.05) in summer than in spring and
winter (apart from Scenedesmus, which showed similar TN uptake in
winter and summer), but not higher than in fall (p = 0.5). In addition,
no signiûcant differences in TN uptakewere found among the three spe-
cies in each season. The average TAN uptake (Fig. 4b) was similar to the
TN uptake, with the exception of Scenedesmus, which had a similar TAN
uptake in each season but a marginally signiûcantly higher uptake (p=
0.08) in summer than in spring. It was also found that the TAN uptake of
Chlorella was marginally signiûcantly higher than that of Scenedesmus

during summer (p=0.09), which supports the assumption that the per-
formance of the desert-isolated species was slightly better than that of
the species isolated from a temperate climate.

The TPwas fullymetabolized by all three specieswithin theûrst two
days of cultivation in every season (including spring), and no signiûcant
differences in the TP uptakewere found between the species within any
season, or for each species among seasons (Fig. S6).Moreover, while the
TP was exhausted long before the TN in every growth period, the
microalgal biomass continued to increase, and the measured TN uptake
(until TN <25 mg·L−1) was not affected by the low TP concentrations
(Fig. 2 and Figs. S234). Microalgal growth following TP depletion has
been reported previously and explained by the ability of the microalgae
to accumulate P in the cell in the formof polyphosphate, which is slowly
utilized during the growth cycle (Shilton, 2014).

The DOC in the efûuent was measured before and after cultivation
and remained between 30 and 40 mg·L−1 (approximating the Israeli
DOC standard of 30 mg·L−1 for irrigation use). The relatively steady
DOC concentrations may have been a consequence of the low bio-
degradability of the residual DOC in the efûuent, or because of an equi-
librium between DOC degradation and the excretion of biopolymers,
but this was not investigated in this research.

3.3. Mass balance

The elemental mass balance for C, N, and P was analyzed for the fall
series to conûrm data consistency and obtain a detailed assessment of
the process performance (Fig. 5). The mass balance for each element
was determined using the average values measured in fall; the data
for November were closest to the average system performance. The
values are standardized per L of feed wastewater (see SI for details)
and therefore the values are presented as mg·L−1. In Fig. 5 the relative
amounts of C, N, and P in the particular streams are shown as a percent-
age of their values in the wastewater feed. The relative deviation for
each element in each growth cycle was generally <10%, demonstrating
its reliability.

Fig. 3. Average biomass productivity (n = 334) of the three species during the four
seasons, calculated for the treatment times required to achieve TN <25 mg·L−1 in the
culture supernatant. The red circles are the daily mean global radiation for the four
seasons. Error bars indicate the standard deviation. (For interpretation of the references
to colour in this ûgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 4. The average TN (a) and TAN (b) uptake by the three species in the four seasons. The uptakesweremeasured until the TN concentrationwas lower than that required for approval for
unrestricted irrigation in Israel (TN <25 mg·L−1). Error bars indicate the standard deviation.
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3.3.1. Carbon balance

The combined approach of use of an AnMBR andmicroalgal cultiva-
tion was aimed at achieving a carbon-neutral circular biosystem. The
average wastewater TOC concentration was 1729 mg·L−1 during the
fall growth period; this value is referenced as 100% in Fig. 5. The DIC
in the feed was DIC <30 mg·L−1. The C from the wastewater is recov-
ered as biogas and sludge (which was converted to hydrochar), and
DOC and DIC in the efûuent.

The main carbonaceous product of the AnMBR was biogas. In our
system, the average biogas production was approximately 12.4 L·d−1;
the C fraction in the biogas stream accounted for approximately 70%,
of which the CH4 content was approximately 57% of the total carbon
inlet (Eq. S1). In addition to the conversion of the TOC to biogas in the
anaerobic reactor, C was also converted to sludge. About 68% of the car-
bon in the sludge (approximately 5% of the total carbon) was recovered
as hydrochar. The average C in the hydrochar was 61.5 mg·L−1, ac-
counting for 3.6% of the total C; the remainder (2%) was in the HTC liq-
uid phase. The HTC liquid phase can also be recovered. For example, it
can be applied for microalgae cultivation into algal biomass (Belete
et al., 2019), or used as a fertilizer (Mau et al., 2019).

The residual C following the AnMBR treatment was DOC, DIC, and
dissolved biogas. The DOC in the AnMBR efûuent was 2.6% of the TC.
In addition, under the gas saturation conditions used (saturation index
≈1), approximately 17% of the C was converted to HCO3

− and eluted
in the AnMBR efûuent. Moreover, small fractions of the C in the form
of dissolved CH4 (0.8%) and CO2 (4.4%) were found in the efûuent
(Eqs. S233). Although the C fraction in thedissolved gases in the efûuent
was low, it needed to be recovered to limit greenhouse gas emissions;
this can be achieved during microalgae cultivation (Yadav et al.,
2020). Based on the DIC and CO2 concentrations in the efûuent, using
this approach a theoretical reduction of approximately 56% in the CO2

supplementation needed for continuousmode PBR operation can be ob-
tained (Eq. S4); however, further investigation of this aspect was be-
yond the scope of this study.

To summarize, based on these calculations the C balance in the pro-
cess represented approximately 101%, comprising approximately 70% in
the biogas, 25% in the efûuent, and 6% in the sludge. Of the total carbon
in the system, approximately 82% can be used directly as energy (meth-
ane; approximately 57%), in hydrochar combustion (~4%), and as a C
source (21%) for microalgal cultivation (the DIC fraction). An additional
C fraction could be supplied to the PBR from the CO2 fraction in the bio-
gas (Baral et al., 2020).

3.3.2. Nitrogen and phosphorous balance

The nitrogen stream into the PBR, sourced from the AnMBR efûuent,
comprised mainly ammonium and a small proportion of organic nitro-
gen. The average amount of TN was approximately 128 mg·L−1 in the
wastewater and 118mg·L−1 in the AnMBR efûuent, of which TAN com-
prised an average of approximately 86 mg·L−1 (TAN/TN, ~0.8). The TN
in the sludge (~14%) was further divided between the solid and liquid
phases following HTC, with an average of 6.2% in the hydrochar and
6.7% recovered in the liquid phase, both of which could potentially be
recovered for further reuse in agriculture or recovered as biogas (Gaur
et al., 2020; López Barreiro et al., 2015).

Most of the N was recovered by the microalgae. The average TN in
the efûuent after an average of 3.4 days in the fall was 12 mg·L−1.
Therefore, theoretically, the average TN that was consumed by the
microalgae was 104 mg·L−1. The average measured N content in the
biomass after 3.4 days was approximately 8.3% (based on element anal-
ysis). Thus, for an average fall biomass growth of approximately
1.05 g·L−1 in 3.4 days, approximately 91 mg·L−1 TN was accumulated
in the biomass, corresponding to approximately 88% of the TN that

Fig. 5.Mass balance scheme for the overall process: C (yellow), N (red), P (grey). The percentages shown in parentheses refer to the fraction of each element relative to its initialmass in 1 L
of the inlet feedwastewater. Data are the average values for the fall season. n Calculated data. (For interpretation of the references to colour in this ûgure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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entered the PBR. In addition, the TN in the microalgal biomass at day
zero of each growth cycle (following harvesting) was approximately
5.3%, whereas in the biomass on day three it was approximately 8.3%.
Thus, 15 mg·L−1 accumulated in the microalgae, so the total N in the
biomass was 86% (100mg·L−1) of the TN that entered the PBR. To sum-
marize, the TN balancewas approximately 99%, of which approximately
77% in the inûuent was recovered as microalgae biomass, approxi-
mately 13% remained in the HTC solid and liquid phases (and could be
used as fertilizer, for algae cultivation, or as a soil amendment), and ap-
proximately 9% remained in the PBR efûuent; this latter could be re-
duced to zero by extending the HRT in the PBR.

In contrast to the TN uptake by the microalgae, the TP taken up was
not proportional to growth but occurred almost instantaneously
(within two days or less). Analysis of the P balance revealed that ap-
proximately 8% accumulated in the sludge, while 89% remained in the
AnMBR efûuent. The average TP inûux was 8.5 mg·L−1 (=100% P),
while the AnMBR efûuent contained an average of 7.45 mg·L−1 P
(7 mg·L−1 after dilution in the PBR) that accumulated (90% of the TP)
in the algae biomass.

3.3.3. Photobioreactor performance

The photobioreactor design and characteristics are essential for
achieving high performance all year round. In the present design the
VPBR=2.5 L effective volume collects sun energy from ahorizontal foot-
print area of APBR = 0.0256 m2, APBR/VPBR = 10.2 m−1, and areal pro-
ductivity of PA,X = 33.2 g·m−2·d−1. With average irradiation of
ISun ~ 223 W·m−2 (Fig. S5b) the volumetric energy ûux by irradiation
is about 2280 W·m−3 (or 197 MJ·m−3·day−1) (see Eq. S5). The
photoconversion efûciency (PCE) is then about 4% onaverage for all sea-
sons which is fairly a high value (Norsker et al., 2011).

A serious complication in system operation was the signiûcant vari-
ation in daily incident mean radiation, which varied from ~120 W/m2

in winter to ~320 W/m2 in summer. This required speciûc adaptations
in reactor management or system ûows to enable effective water treat-
ment in all seasons. In this study, the PBR HRT was governed by the TN
concentration in the efûuent. For a PBR treating 1m3·day−1 ofwastewa-
ter, a PBR volume of approximately 3.7m3would be needed (see Eq. S6).

An additional challenge formicroalgal cultivation in a desert climate
is the high energy cost of cooling the water in the PBR systems during
summer (or heating it during winter). One peculiar advantage of the
microalgal growth scheme used in this study was the cooling system,
which was based on heat exchange using a below-ground reservoir as
a temperature buffer (Fig. 1), and the cultivation of strains isolated in
Israel. During two cycles measured in summer at an average ambient
temperature of 26.7 ± °C (daily minimum of 19.8 °C and maximum of
35.0 °C), the average temperature in the PBR column was 28.8 ± °C
(daily minimum of 22.4 °C andmaximum of 35.4 °C) and was very sim-
ilar to the average temperature in the below-ground reservoir
(30.3 ± °C). On average, pumping was only required for approximately
2 h per day for cooling at noon during summer, and<60minper day for
heating during winter (to keep early morning temperatures above
10 °C). This thermoregulation system also maintained low evaporation
rates (<15% of the treated water volume), including water evaporating
from the cooling tank.

3.4. System performance and perspective

The combination of AnMBR and microalgae as a post-treatment for
food processingwastewater successfully produced high-quality lownu-
trient efûuent and high resource recovery. One of the reasons for the ef-
ûciency of the algal cultivation was the high quality of the AnMBR
efûuent. Microscopy of the microalgae taken during the summer
growth season (Fig. S7) demonstrated that the microalgal cultures
remained essentially free of fungal and protist contamination, and had
very low bacterial contamination, which is also beneûcial for commer-
cial biomass applications (Luo et al., 2017).

In light of the C recycling and stoichiometric constraints determined
here, an appropriate operational scenario would be to use the biogas as
the energy source on-site and to provide heat when required. In this
way, most of the C would cycle through the system either as HTC or in
algal biomass, avoiding most greenhouse gas emissions as a result of
the waste treatment process. The success of such a process depends
on reasonable C:N:P ratios in thewastewater, whichmatch the biomass
composition of the resulting algal biomass (Su, 2021). Fortunately,
because of the similarity of the organics in the wastewater and the
elemental composition of the microalgae, this condition was
achieved here.

The proposed system did not reach its theoretical optimum perfor-
mance (biomass growth and nutrient uptake) in all seasons, as demon-
strated by the relatively poor performance in spring, which was
apparently caused by an inadequate P/N ratio in the AnMBR efûuent.
This illustrates that outdoor microalgal wastewater treatment systems
require online monitoring and possible adjustment of key limiting ele-
ments to enhance and balance the annual system performance
(González-Camejo et al., 2019b). Another variable enabling system
cost optimization is the choice of strains, to maximize valorization of
the resulting microalgal biomass. For example, Coelastrella was found
to produce high-value astaxanthin when exposed to extended nutrient
starvation under speciûc conditions (Pancha et al., 2014). Ultimately,
detailed environmental and economic assessments, as well as site-
speciûc market and other cost or system-relevant details, will have to
be considered to achieve a continuously operating zero-emission low-
cost system, which is an issue dependent on the metabolic plasticity
and stress tolerance of the microalgal species involved. Development
of a realistically-scaled pilot operation will be required to enable the
necessary environmental and economic optimizations, and market
evaluation.

4. Conclusions

This study demonstrated a near-zero waste discharge scheme for
treating food processing WWT using AnMBR, hydrothermal carboniza-
tion, and microalgae cultivation. AnMBR produced a low C and high-
nutrients stream while maintaining low fouling. The high C content of
the wastewater was largely recovered as biogas (~70%, out of which
57% methane), dissolved in the efûuent (~25%) which is still an un-
tapped source, and as sludge (~5%) that was treated using HTC for addi-
tional energy and nutrients recovery. The mass balance analysis also
demonstrated near-complete nutrient recovery into algae biomass
with recovery of N (~77%) and P (~91%). An efûuent quality appropriate
for reuse in irrigation was attained in 2.5 and 4.5 days in summer and
winter, respectively. In summary, the technology demonstrated here re-
covered most wastewater-bound resources into algae biomass,
hydrochar, and treated water in a near emission-free process and pro-
vides a paradigm for future successful high impact circular bioeconomic
approaches.
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Veröffentlichung beschreibt eine Ultrafiltrationseinheit (Harvester) zur Filtrati-

on von Mikroalgensuspensionen, welche ein getauchtes, belüftetes Membranmodul aus Polyvi-

nylidenfluorid (PVDF)-Hohlfasern enthält (0,03 ¿m). Kommerzielle Bäckerhefe diente als 

Modellsuspension, um den Einfluss der Belüftungsrate der Hohlfasern auf den kritischen Fluss 

(CF, Jc) für verschiedene Zellkonzentrationen zu untersuchen. Es wurde eine optimale Belüf-

tungsrate von 1,25 vvm ermittelt. Außerdem wurde der CF zweier Chlorella-Kulturen (axenisch 

und nicht-axenisch) unterschiedlicher Biomassedichten (0,8-17,5 gBTM·L-1) bestimmt. Ver-

gleichbar hohe kritische Fluxe von 15,57 und 10,08 L·m-2·h-1 wurden für Mikroalgenkonzentra-

tionen von 4,8 bzw. 10,0 gBTM·L-1gemessen, wobei eine sehr strikte Definition des Jc angewandt 

wurde. Außerdem korrelierten die Jc-Werte (negativ) linear mit der Biomassekonzentration (0,8-

10,0 gBTM·L-1). Bei der Kurzzeitfiltration von Mikroalgensuspensionen unterschiedlicher Bio-

massedichten wurden Konzentrationsfaktoren zwischen 2,8 und 12,4 und volumetrische Reduk-

tionsfaktoren zwischen 3,5 und 11,5 erreicht, wobei eine stabile Filtration bei Biomassekonzent-

rationen bis zu 40,0 gBTM·L-1 möglich war. Maßnahmen zur Fouling-Kontrolle (Belüftung der 

Membranfasern, periodisches Rückspülen) konnten erfolgreich angewandt werden. Eine Be-

rechnung des Energieverbrauchs des Harvesters ergab einen sehr geringen Energiebedarf für 

eine Aufkonzentrierung von 2 auf 40 gBTM·L-1 einer Mikroalgensuspension von 17,97 kJ·m-3 

behandelter Ausgangssuspension (4,99 · 10-3 kWh·m-3) bzw. 37,83 kJ·kg-3 abgetrennter Bio-

masse (1,05 · 10-2 kWh·kg-1). 
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f
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TABLE 1

Microorganism Starting flux JStart Flux-step height
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R D

Harvester
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P
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TABLE 2 J t

S. cerevisiae

Biomass

concentration

(g DW/L)

Aeration

(vvm)

Jc

(L/m2/h)

dTMP/dt at Jc
(Pa/min)

J >

J >

Harvester
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Membrane characterization
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F IGURE 2 Chlorella

F IGURE 3 t Chlorella Chlorella Chlorella

J R =

J

t

R R =

ým = 4.135 × 10
11 + 2.004 × 1010 ç TMP0.6648

 1
6
1
8
2
8
6
3
, 2

0
2
1
, 1

0
, D

o
w

n
lo

ad
ed

 fro
m

 h
ttp

s://o
n
lin

elib
rary

.w
iley

.co
m

/d
o
i/1

0
.1

0
0
2
/elsc.2

0
2
1
0
0
0
5
2
 b

y
 K

arlsru
h
er In

st F
. T

ech
n
o
lo

g
ie, W

iley
 O

n
lin

e L
ib

rary
 o

n
 [2

5
/0

4
/2

0
2
3
]. S

ee th
e T

erm
s an

d
 C

o
n
d
itio

n
s (h

ttp
s://o

n
lin

elib
rary

.w
iley

.co
m

/term
s-an

d
-co

n
d
itio

n
s) o

n
 W

iley
 O

n
lin

e L
ib

rary
 fo

r ru
les o

f u
se; O

A
 articles are g

o
v
ern

ed
 b

y
 th

e ap
p
licab

le C
reativ

e C
o
m

m
o
n
s L

icen
se



615

TABLE 3 J t Chlorella Chlorella Chlorella

Microalgae species Biomass concentration (g DW/L) Aeration (vvm) Jc (L/m
2/h) dTMP/dt at Jc (Pa/min)
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TABLE 4

J

Membrane

Configuration Specification

Microalgae species (cell

size in µm)

Biomass

concentration

(g DW/L) Jc (L/m
2/h)

CFMethod CF criterion

Starting flux JStart (step

height) Ref
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Isochrysis

C. vulgaris J =

Nannochloropsis oculata C. vulgaris

J

J

Harvester

J Harvester

3.2 Microalgae filtration tests

Harvester Chlorella

F ·

F

Chlorella

Harvester
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F IGURE 4 c

³ c = Chlorella

TABLE 6 Harvester

Membrane aeration

rate Membrane surface Permeate flux

Transmembrane

pressure Feed flux

× 2 × 2 × 2
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TABLE 7 Harvester E

E

Ev Ew

Concentration proportioncx,Start³ cx,End (g DW/L) FC VRF kJ/m3 kWh/m3 kJ/kg kWh/kg

³ × 2 × 2

³ × 2 × 2

³ × 2 × 2

TABLE 8

F c c E

E

Membrane filtration Centrifugation

Scenario FC

Ev

(kWh/m3)

Ew

(kWh/kg) FC

Ev

(kWh/m3)

Ew

(kWh/kg)

Ev total

(kWh/m3) Red.-%

Ew total

(kWh/kg) Red.-%

× 2 × 2

× 2 × 2
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NOMENCLATURE

Symbol Units Explanation

�V

¿ T

C

C. vulgaris Chlorella vulgaris

E

g

H

J

J

P

p

2

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Veröffentlichung beschreibt die Kultivierung von Mikroalgen in einem vorbe-

handelten, sekundären Abwasser aus einem anaeroben Membran-Bioreaktor (AnMBR-

Abwasser). Die halbkontinuierliche Kultivierung fand über 24 Tage hinweg statt, wobei unter-

schiedliche N:P-Verhältnisse im Medium getestet wurden. Stickstoff wurde aus dem AnMBR-

Abwasser um 68-94 % entfernt mit durchschnittlichen Raten von 8-26 mgN·L-1·d-1 in verschie-

denen Abschnitten der Kultivierung. Der gesamte vorhandene Phosphor war bereits kurz nach 

dem Inokulieren nicht mehr im Medium nachweisbar. Während der Kultivierung wurden Bio-

masseproduktivitäten von 0,13 bis 0,19 g·L-1·d-1 erreicht. Eine Filtrationseinheit mit getauchter 

Hohlfasermembran fand für eine Untersuchung zur Bildung von Biofouling auf der Membran-

oberfläche Einsatz, eine der Herausforderung in der Aufarbeitung von Mikroalgenbiomasse. Die 

native Mikroalgensuspension zeigte dabei die höchste Fouling-Neigung, verglichen mit ihren 

einzelnen Fraktionen (Resuspension der Zellen, Überstand, AnMBR-Abwasser). Irreversibles 

Fouling trat bei allen Fraktionen hauptsächlich zu Beginn des Filtrationsprozesses auf. Gelöstes 

extrazelluläres organisches Material und Zelltrümmer im Überstand beeinflussten die Fouling-

Ausbildung im Vergleich zu morphologischen Eigenschaften der Algenzellen stärker. Das 

AnMBR-Abwasser selbst führte ebenfalls zu einem deutlichen Membran-Fouling. Um dieses zu 

minimieren, sollte der Gehalt an Organik im Abwasser vor und während der Kultivierung 

kontrolliert werden. Da irreversibles Fouling hauptsächlich zu Beginn der Filtration auftritt und 

reversibles Fouling durch Rückspülen und Belüftung der Membran wirksam kontrolliert werden 

kann, ist die eingesetzte Membran für eine Langzeitfiltration geeignet. Die entstandene Mikro-

algenbiomasse ist durch einen hohen Protein- und Kohlenhydratgehalt sowie einen niedrigen 

Schwermetallgehalt charakterisiert und daher für einen Einsatz als Futtermittel oder Ausgangs-

stoff für die Bioenergieerzeugung prädestiniert. Die vorliegende Veröffentlichung biete damit 

neue Einblicke in die bisher wenig untersuchte Kopplung von Abwasserreinigung und Abtren-

nung der Mikroalgenzellen mittels Membranfiltration mit Fokus auf die Fouling-Kontrolle.  
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A R T I C L E  I N F O   
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A B S T R A C T   

Microalgae were employed to remove nutrients from a pre-treated wastewater (so-called anaerobic membrane 
bioreactor efnuent, AnMBR efnuent) over a 24-day semi-continuous cultivation with varied N:P ratios. NH4+-N 
reduction percentage ranged from 68 to 94% with average removal rates varying from 8 to 26 mgNçL-1d-1 at 
different stages. Total phosphorus was almost completely removed shortly after inoculation. Biomass produc-
tivity ranged from 0.13 to 0.19 gçL-1d-1 during the cultivation. A submerged membrane-based oltration device 
was used to investigate the formation of biofouling, which occurred on the membrane surface during oltration 
and is considered as a bottleneck in downstream processing. Results indicated most severe fouling was caused by 
original microalgal suspension, compared to its individual fractions (cellular resuspensions, supernatant and 
AnMBR efnuent). Irreversible fouling mainly occurred at the beginning of the oltration process; extracellular 
organic matter and cellular debris in the supernatant changed the fouling behavior more signiocantly than 
morphological properties of the algae cells; AnMBR efnuent also led to a nonnegligible fouling effect. To 
minimize biofouling, TOC content in wastewater should be carefully controlled before and during cultivation. 
The current membrane can be proposed for long-term oltration, as irreversible fouling only occurred at the 
beginning and reversible fouling can be controlled effectively by backnushing and aeration. The biomass, 
characterized by relatively high protein and carbohydrate but low heavy metal content, indicated its potential as 
feeds and feedstock for bioenergy production. The present work provides novel insights into the coupling of 
wastewater treatment and fouling control, which has been rarely studied.   

1. Introduction 

Growing anthropogenic activities have been producing an increasing 
amount of wastewater (WW), most of which has not received adequate 
treatment before discharge into aquatic ecosystems [1,2]. According to 
an estimation, approximately 80% of the worldwide WW is released 
without treatment [2]. The discharge of untreated WW into the water 
bodies can result in serious environmental issues, particularly 

eutrophication, due to nutrients enrichment (mostly nitrogen and 
phosphorus) [1,3]. Insufocient treatment also implies irreversible loss of 
nutrients from the nutrient-cycle. The application of microalgal tech-
nologies in WW treatment for nutrient recovery shows advantages over 
traditional means (anaerobic digestion and precipitation) which are 
cost- and energy-demanding [1,4]. The integration of WW remediation 
and algae cultivation has emerged as an approach to deal with the 
depleting water and energy sources. Several studies have already proven 
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the successful microalgae cultivation in municipal [5] as well as various 
types of industrial WW efnuent [638] whereat satisfactory nutrients 
removal efociencies have been achieved. It has been also found that 
phylum Chlorophyta, notably Scenedesmus sp. and Chlorella sp., are 
efocient for WW remediation owing to their outstanding ability to 
remove nutrients, heavy metals and tolerance to pollutants [9]. 

Industrial WW can serve as cultivation medium as it contains high 
nutrient concentrations (15390 mgNçL-1 and 4320 mgPçL-1) that meet 
the demand of algal growth [10,11]. The harvested biomass could be 
valorized as feed supplementation, a sustainable source of biochemicals 
as well as feedstock for biofuels [12]. However, as microalgae can also 
adsorb heavy metals, it is important to monitor the heavy metal content 
in the microalgal biomass, serving as an indicator for downstream 
valorization process [13]. 

Moreover, harvesting of algal biomass is reported to be an energy- 
and cost-demanding step in downstream processing, accounting for 
20330% of the onal costs for the biomass [14,15]. The small cell size of 
microalgae cells (<30 µm in length), similar density of cells and sur-
rounding medium, diluted cultures (~0.05% dry solids), and negatively 
charged cell surface are the major challenges in microalgae harvesting 
[15,16] that can be overcome using membrane oltration for dewatering. 
Unlike conventional approaches, such as centrifugation or coagulation, 
membrane-based oltration is cost- and energy-effective, does not require 
chemicals and can minimize cell damage due to low shear stress [15]. 
Hence, as an economic dewatering technique it has attracted growing 
interests [17]. Nevertheless, membrane fouling has been considered a 
major bottleneck in oltration, which substantially increases the energy 
demand. Fouling of membrane pores (external and internal) is mainly 
dominated by pore blocking and cake layer formation, caused by cells, 
cell debris or extracellular organic matter (EOM) either excreted by the 
microalgal metabolism [17,18] or present in the WW to be treated. 
Environmental conditions, such as pH or temperature, culture stage and 
nutrient limitation can innuence the amount and composition of EOM 
and thereby the fouling propensity. The mechanism of fouling formation 
is more complicated when oltering microalgae grown in WW. Therefore, 
a better understanding of the impact of WW-microalgal suspension on 
fouling formation as well as an effective fouling-control strategy are 
hence of great importance for the whole process, especially for long- 
term operation. Nevertheless, WW treatment and fouling control dur-
ing the harvesting process are usually examined separately. 

Given that the direct innuence of efnuent after microalgal treatment 
upon fouling formation on submerged membrane oltration has been 
rarely reported, the current study hence focuses on the coupling of WW 
treatment and oltration: i) Desmodesmus sp. and Coelastrella sp. are 
chosen to process an industrial WW. The WW has been pretreated by 
anaerobic membrane bioreactor (so-called AnMBR efnuent) where 97% 
of total organic carbon has been removed [8]. The bioremediation 
performance was evaluated by measuring nutrients removal rate, per-
centage of reduction and biomass productivities over a 24-day semi- 
continuous cultivation. ii) Special emphasis was paid to analyze the 
fouling behavior by oltrating different fractions of the microalgal sus-
pension directly after treatment of the efnuent. The contribution of the 
individual fractions as well as the AnMBR efnuent (control) to reversible 
and irreversible fouling on membrane was investigated and compared to 
reveal the mechanisms of fouling formation. iii) Macromolecular and 
elemental composition of harvested biomass has been analyzed as an 
approach to offset the cost of WW treatment. A mass balance indicated 
the fate of nutrients during WW treatment. 

2. Material and methods 

2.1. Microalgae cultivation and analytics 

2.1.1. Microalgae, efnuent and cultivation conditions 
Green algae Desmodesmus sp., isolated from a German municipal 

sewage plant and Coelastrella sp., provided by Ben-Gurion University in 

Israel, were employed to treat a secondary WW. It was initially treated 
by an anaerobic membrane reactor (AnMBR) system at Ben-Gurion 
University [8] and subsequently lyophilized for delivery to Germany. 
Domestic species were selected in this project for future large-scale 
implementation. The AnMBR efnuent used for algal cultivation was 
prepared by dissolving the lyophilized powder with the supplementa-
tion of NH4Cl to compensate the loss of ammonium during lyophiliza-
tion and adding A5 micro-nutrients, Fe-EDTA and Na2CO3 solution as 
buffer for pH. The initial composition of AnMBR efnuent as well as the 
recipe of A5 micro-nutrients and Fe-EDTA solution can be found in the 
supplementary material (Tables S1 and S2). Algal stock was pre- 
cultured to the end of the exponential phase before the semi- 
continuous cultivation in 1 L bottle photobioreactors (PBRs) (diam-
eter: 9 cm, olling height: 15 cm) using 800 mL AnMBR efnuent. Cultures 
were grown at 24 ± 1 çC and illuminated by nuorescent light tubes (L 
58 W/840, OSRAM, Germany) at 200 ¿molçm−2

çs−1 (measured at sur-
face of the bottle closest to the illumination), under a light regime of 14 
h light/ 10 h darkness. The pH was monitored and controlled to 7.038.1 
by injection of CO2 and aeration was provided by an aquarium air 
compressor (LA-120-A1108-P3-1413, Nitto Kohki, Germany). Biological 
triplicates were prepared for each species. The initial concentration of 
ammonium nitrogen (NH4+-N) and total phosphorus (TP) in the AnMBR 
efnuent were 147 mgNçL-1 and 7.4 mgPçL-1, respectively. 

2.1.2. Semi-continuous cultivation 
Semi-continuous cultivation was carried out for 24 days in six stages 

(035). Algae were grown for four days at each stage. At the end of stage 1 
to 4, half of the volume of microalgal suspension was replaced with 
approximately equal volume of fresh AnMBR efnuent when nutrients 
were depleted to minimize the water retention time. At the end of stage 
1 and 2, algal suspension was replaced with original AnMBR efnuent 
(7.4 mgPçL-1), while suspension was exchanged with AnMBR efnuent 
containing higher P concentration (10 mgPçL-1) at the end of stage 3 and 
4. Stage 0 and 1 were repeated to obtain enough microalgal suspension 
for the following oltration experiment (section 2.2) as well as biomass 
for heavy metal analysis (section 2.3). Water evaporation during culti-
vation was compensated by adding deionized water (DI). 

2.1.3. Measurement of dry biomass and nutrient concentration 
An aliquot of algal suspension (20 mL at stage 1 and 2, but 10 mL at 

stage 3, 4 and 5) was taken every two days for measuring biomass 
concentration and residual nutrient concentrations (NH4+-N and TP). 
The microalgae sample was centrifuged three times (2000 g for three 
min for orst two times and then 3000 g for ove min) using DI water for 
cleaning to obtain the biomass. Dry biomass concentration was 
measured gravimetrically. Samples (3 mL) were oltered through pre- 
weighed GF/F olters, which were washed with DI water and dried at 
60 çC overnight beforehand. Algae-free supernatant was obtained by 
oltration with 0.2 ¿m cellulose acetate olter for nutrient measurement. 
Supernatant samples were diluted with DI water and prepared according 
to the manual in the corresponding kit for NH4+-N and TP (LCK 305 and 
LCK 349, Hach, Germany) respectively. Concentrations of NH4+-N and 
TP were calculated and recorded by a spectrophotometer (6320D, Jen-
way, UK). 

2.2. Filtration of microalgal suspension 

A laboratory-scale submerged membrane-based oltration device was 
used to investigate the development of fouling caused by oltration of the 
microalgal suspension directly after the treatment of the AnMBR 
efnuent. The microalgal suspension was fractionated to cell-free super-
natant and two kinds of cell resuspensions (cells resuspended in AnMBR 
efnuent and DI water, respectively). These fractions, together with fresh 
AnMBR efnuent (control), were evaluated individually in terms of 
contributions to fouling formation on the membrane. 

S. Wang et al.                                                                                                                                                                                                                                   
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2.2.1. Setup of the oltration device Mini-Harvester 
An ultraoltration unit (Mini-Harvester) was developed in laboratory 

scale (Fig. 1). The unit, with a volume of ~ 100 mL, is comprised of 12 
aerated submerged PVDF hollow obers (Puron® Hollow Fiber Rows, 
Koch Membrane Systems) with a nominal pore size of 0.03 µm and a 
total membrane surface of 0.016 m2. Permeate was collected on the 
inner side of the obers (outside-in application). A constant trans-
membrane pressure (TMP) of 100 mbar served as the driving force for 
the oltration process, provided and controlled by a vacuum pump 
(LABOPORT Model N820.3FT.18, KNF Neuberger, Germany). The algal 
suspension was fed by a peristaltic pump from a feed container. The 
temperature of feed, retentate inside the Mini-Harvester as well as 
permeate was measured with an infrared thermometer (TFI-250, Ebro, 
Germany). Furthermore, a multimeter was used to continuously monitor 
the pH and conductivity in the feed solution. Fouling was controlled by 
constant aeration of the obers with compressed air as well as manual 
backwashing with DI water. Each oltration experiment lasted for 45 min 
including six consecutive cycles. The duration of cycle 1 to 3 was ten 
min, while cycle 4 and 5 lasted ove min. The duration of cycle 4 and 5 
was shortened to maximize the number of oltration cycles with limited 
amount of samples. Backnushing was applied for 45 s after each cycle 
using a syringe at 0.2 bar pressure monitored by a manometer with the 
volume noted. 

2.2.2. Preparation of the microalgal suspension fractions for oltration 
The original algae suspension (F1) at day 8 was centrifuged for 

ten min at 3000 g to separate the microalgal biomass from the super-
natant which was subsequently centrifuged again at 10000 g for ten min 
to completely remove bacteria to get a cell-free supernatant (F2) con-
taining EOM, excreted by microalgae metabolism (Fig. 2). The micro-
alga and bacteria were resuspended in DI water (F3) and fresh AnMBR 
efnuent (F4), respectively. Fresh AnMBR efnuent (F5) was set as a 
control. The biomass concentrations, initial permeate nuxes and con-
centration factors for all fractions are summed up in Table S3. 

2.2.3. Filtration data collection and processing 
The mass of permeate during oltration was determined by a balance 

(PCB4000-1, Kern, Germany) and recorded over the oltration process. A 
cleaning procedure using diluted sodium hypochlorite as recommended 
by the manufacturer has been followed before oltration of each fraction 
to provide a baseline. Using the temperature dependent density of water 
Ã(T), the mass of permeate (�m) within 30 s (�t) can be converted into 
the permeate nux J using equation Eq. (1), which is normalized to the 
membrane surface (MMembrane). 

J =
�m

�t;Ã(T)ÆAçMMembrane

(1)  

Before the oltration experiments, the membrane was conditioned by 
oltering DI water at 100 mbar (TMP) for at least 30 min. The water-nux 
of the clean membrane (JW) was recorded for ten min allowing the 
calculation of the clean membrane resistance Rm, according to Eq. (2). 
The temperature-dependent viscosity of the permeate µ(T) was applied. 
[19] 

Rm =
TMP

JW;¿(T)
(2)  

The oltration of particle-loaded suspensions leads to an increase in the 
oltration resistance, due to the fouling effects. The total oltration 
resistance Rtot, to be overcome by the permeate, can be calculated with 
Darcy9s Law (Eq. (3)) [19,20]. 

J =
TMP

Rtot;¿(T)
(3)  

The total oltration resistance Rtot is deoned according to the resistance- 
in-series-model as the sum of Rm (resistance of the clean membrane) and 
Rfouling (the resistance caused by fouling effects), as indicated in Eq. (4). 
Rfouling is the combined result of the reversible (Rreversible) and irre-
versible fouling resistance (Rirreversible). Irreversible fouling is deoned as 
fouling that cannot be removed by backnushing between individual 
oltration cycles, whereas reversible fouling can be removed by back-
washing (Fig. S1) [21,22]. 
Rtot = Rm +Rfouling = Rm +Rreversible +Rirreversible (4)  

The backwash efociency (BWE) is calculated, according to Eq. (5). Jn 
and Jn-1 are the permeate nuxes after (n-1) and n backwashes, respec-
tively. [23] 

BWE =
Jn

Jn−1

(5)  

The BWE between cycle (n-1)-n stands for the BWE between cycle 
number n and (n-1), respectively. 

2.3. Biomass analysis 

Coupled N and P were removed from AnMBR efnuent at day 8 (end of 
stage 1) but N was not completely removed in the following stages. 

Fig. 1. Experimental setup of the ultraoltration plant Mini-Harvester.  

S. Wang et al.                                                                                                                                                                                                                                   
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Hence biomass at day 8 and 16 were biochemically characterized as the 
representative biomass collected under the two different conditions. 

2.3.1. Analysis of the macromolecular composition 
Total lipids, including neutral lipid, polar lipids and pigments, were 

extracted with a mixture of dichloromethane and methanol at a ratio of 
1:1. Fatty acid methyl esters were subsequently prepared with our pre-
vious methods where the details of sample preparation and GC program 
were introduced [24]. A protein factor of 4.44 was applied to calculate 
the protein content based on the N content from the elemental analysis 
(Section 2.3.2) [25]. Total carbohydrate content was detected photo-
metrically at 625 nm using Anthron reagent after sulfuric acid cell 
digestion and extraction using ethanol (external standard curve using D- 
glucose). All analysis was carried out in biological triplicates. 

2.3.2. Major, minor and trace element compositions 
Major elements, including C, N, S and H, were analyzed by an 

element analyzer (Vario Micro Cube, Elementar, Germany; reference 
measurement: sulfanilamid) using 234 mg dry biomass. Algal biomass, 
harvested by the Mini-Harvester (Section 2.2.1), was used for minor and 
trace metal analysis. The lyophilized samples were dried at 60 çC for at 
least 12 h before an aliquot of 503250 mg was weighed into acid- 
cleaned PTFE open beakers and digested with 25 mL concentrated 
HNO3 at 70390 çC for two hours on a hot plate. The solutions were 
evaporated to incipient dryness and reolled with concentrated HCl twice 
and then olled up with 0.5 M HNO3. All reagents were of suprapure 
grade (Merck, Germany) and DI water (18.2 M«çm) was used for dilu-
tion of the concentrated acids. All sample solutions were oltered through 
0.2 µm membrane cellulose acetate olters with acid-cleaned syringes. 
The sample solutions were further diluted with 0.5 M HNO3 and 
measured with a Perkin Elmer NexION 350x ICP-MS coupled to an 
Elemental Scientioc APEX system as well as with a Spectro Ciros Vision 
ICP-OES. For quality control, the certioed reference standard BCR-670 
was processed and analysed along with the algae samples. For details 
on the digestion method, quality control, use of internal standardization 
and instrument settings the reader is referred to [26]. 

The theoretical nutrient (eE,X) content of the biomass was calculated 

according to Eq. (6), using the starting (cStart) and end concentrations 
(cEnd) of the nutrient (E) and biomass (X) in gçL-1 of a considered time 
interval. 

eE,X =
cE,start − cE,end

cX,end − cX,start

(6)  

3. Results and discussion 

3.1. Growth and nutrients recovery 

As shown in Fig. 3a, both selected species acclimated very well to the 
AnMBR efnuent and grew linearly without a lag phase in the N-rich 
efnuent (147 mgNçL-1). The semi-continuous cultivation setup led to a 
hydraulic retention time (HRT) of approximately eight days for all 
stages. This relatively long HRT is a result of the high nutrient load in the 
efnuent. Other WW streams containing less nutrients (4.0340.5 mgNçL- 
1and 0.15312.0 mgPçL-1) require shorter HRTs of 0.534 days [27]. Des-
modesmus and Coelastrella, although from different locations and envi-
ronment, exhibited very similar performance in biomass accumulation 
and nutrients recovery. For both species, maximum biomass concen-
trations at the end of each stage ranged from 1.213 to 1.647 gçL-1, with 
average biomass productivities of 0.162 (Desmodesmus) and 0.168 gçL- 
1
çd-1 (Coelastrella), respectively. In a previous setup, biomass concen-

tration of Chlorella pyrenoidosa was maintained at approximately 0.78 
gçL-1, due to a relatively lower nutrient concentration in the innuent 
[28]. The high biomass concentration due to the richness of nutrients in 
this study can be a challenge for oltration. The maximum biomass 
concentration, before exchange of algal suspension with AnMBR efnuent 
at day 12 and 16 (stage 2 and 3) decreased, compared to day 8. In 
contrast, the maximum biomass concentration grown with higher TP 
concentration at days 20 and 24 (stage 4 and 5) increased compared to 
day 16. The mean growth rate and biomass productivity in Table 1 
suggest that both species showed the highest growth rate at stage 0, as a 
low culture concentration allowed a better light penetration. The mean 
growth rate and biomass productivity of both species showed a 
descending trend from stage 1 to 3 but an ascending trend from stage 3 

Fig. 2. Preparation of different fractions of microalgal suspension. Fraction 1 (F1): original microalgal suspension; Fraction 2 (F2): Supernatant after twice 
centrifugation (bacteria-free); Fraction 3 (F3): microalgal and bacterial resuspension in DI water; Fraction 4 (F4): microalgal and bacterial resuspension in fresh 
AnMBR efnuent; Fraction 5 (F5): fresh AnMBR efnuent. 
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to 5. The mean growth rate and biomass productivity at stage 5 were 
signiocantly higher than at stage 3 (p < 0.05), due to the higher TP 
concentration. The change in N:P ratio from 20:1 (147mgNçL-1, 
7.4 mgPçL-1) to approximately 15:1 (147mgNçL-1, 10 mgPçL-1) in the 
AnMBR efnuent had a positive impact on biomass accumulation, as re-
ported in other studies [29,30]. 

The lowest NH4+-N residual concentration after treatment occurred 

at stage 1 for both species. Approximately 70% NH4+-N was removed at 
stage 0, which led to the highest NH4+-N uptake rate (25.68 and 25.15 
mgNçL-1

çd-1 for Desmodesmus and Coelastrella, respectively) at this stage. 
Moreover, the NH4+-N removal rate and NH4+-N reduction percentage 
at stage 4 and 5 were not signiocantly higher than stage 3 for both 
species (p > 0.05) (Table 1) despite the higher P concentration. In order 
to better understand the kinetic effects, specioc uptake rates and cellular 

Fig. 3. Growth kinetics, residual nutrient 
concentration (a) as well as specioc uptake 
rates and cellular quotas (b). The whole 
cultivation period included six stages each of 
which last four days individually. Additional 
phosphorus was supplemented into the 
AnMBR efnuent to change N:P ratio from 20:1 
at stage 033 to 15:1 at stage 4 and 5. Results 
are displayed as mean ± SD (n = 3). Values in 
Fig. 3b are calculated from a linear approxi-
mation of biomass and an exponential 
approximation of nitrogen concentration. 
Phosphate uptake was too fast to be detected 
over time. Estimated values for the specioc 
uptake rate are based on a time of 0.5 h for 
complete uptake. Nitrogen quotas are direct 
measurements.   

Table 1 
Biomass productivity, specioc growth rate and nutrients removal efociency.    

0 1 2 3 4 5 
Desmodesmus Mean specioc growth rate (1çd-1) 0.35 ± 0.01 0.16 ± 0.02 0.14 ± 0.00 0.14 ± 0.02 0.17 ± 0.01 0.20 ± 0.01 

Biomass productivity 
(g L-1 d-1) 

0.16 ± 0.01 0.18 ± 0.02 0.15 ± 0.01 0.13 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.19 ± 0.01 

Average NH4+-N removal rate 
(mg L-1 d-1) 

25.68 ± 1.49 10.31 ± 1.11 16.27 ± 1.59 14.75 ± 1.51 16.07 ± 0.43 16.28 ± 0.74 

Percentage of NH4+-N reduction (%) 69.80 ± 5.09 93.50 ± 7.79 85.74 ± 5.97 74.10 ± 3.99 75.65 ± 2.28 78.42 ± 2.03 
Coelastrella Mean specioc growth rate 0.32 ± 0.02 0.16 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.16 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.19 ± 0.00 

Biomass productivity 
(g L-1 d-1) 

0.16 ± 0.01 0.19 ± 0.02 0.15 ± 0.01 0.15 ± 0.01 0.17 ± 0.01 0.19 ± 0.01 

Average NH4+-N removal rate 
(mg L-1 d-1) 

25.15 ± 1.54 8.33 ± 0.60 14.95 ± 0.52 14.33 ± 1.28 16.18 ± 0.09 15.96 ± 1.00 

Percentage of NH4+-N reduction (%) 68.29 ± 2.97 71.47 ± 0.89 75.60 ± 1.84 69.81 ± 4.28 73.51 ± 1.06 76.19 ± 2.79 
Results are displayed as mean ± SD (n = 3). 
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quotas of the nutrients N and P are calculated and shown in Fig. 3b. The 
specioc NH4+-N uptake rate followed the decreasing specioc growth rate 
with varying light availability (high for low biomass and low for high 
biomass concentrations) between 0.01 and 0.1 g;g−1;h−1. These values 
renect the demand of the cells to keep a relatively constant nitrogen 
quota of about 0.075 g;g−1. Towards the end of the stages, the nitrogen 
uptake rate decreases with decreasing ammonium concentrations. This 
should not be misunderstood as a kinetic effect. In many other cultiva-
tions green algae have been shown to easily meet their demand at 
concentrations below cNH4+-N < 1 mg;L-1. Rather N uptake is connected 
to the P uptake. The specioc phosphate uptake rate rPO4 (0.011 and 
0.016 g;g−1;h−1) has been estimated from the data in Fig. 3b. This is in 
the same order of magnitude as observed by Ruiz-Martínez [31] for 
Scenedesmus (7 mgP;g−1;h−1). It is much higher than needed for even 
high specioc growth rates to maintain the necessary phosphate quota 
(of ~ 2 gP;g−1). Based on this, polyphosphate accumulation (luxury 
uptake) above the level of current cell requirement is assumed [32] in 
the orst half of each stage. High values for the P-quota are between 1.5 
and 2.5 gP;g−1. The low P quotas according to the low values of active 
biomass are 0.005 to 0.007 gP;g−1 in the experiments at the end of the 
respective stages. As the initial N:P availability in the medium is higher 
than the Redoeld ratio [33] approved by [34] with 15 molN;molP-1, 
phosphate limitation is assumed at the end of each phase. A low phos-
phate quota at the end of a respective stage corresponds to the reduction 
of the specioc nitrogen uptake rate. Low phosphate content indicates 
that the cells cannot divide any more. As they also cannot store nitrogen, 
the nitrogen uptake is reduced, which is renected by the continuous 
reduction of the specioc nitrogen uptake rate. The further increase of 
biomass occurs due to starch accumulation. During medium exchange 
between two phases, nitrogen is discarded but not phosphate, leading to 
a preferable ratio inside the cells. A complete removal of N and P seems 
to be only possible if the N:P ratio is lower than the Redoeld ratio to 
make use of the polyphosphate storage and avoid coupled phosphate 
and nitrogen limitation. A detailed analysis of stoichiometric coupling is 

given by Beuckels [10]. Relatively higher TP concentrations in the WW 
can be handled by the cells via P accumulation leading to an even higher 
value as fertilizer. 

The requirements for discharge from urban WW plant in Europe are 
10315 mgNçL-1and 132 mgPçL-1, or a minimum reduction percentage of 
70380% for N and 80% for P, respectively (Council Directive 91/271/ 
EEC concerning urban waste-water treatment and Commission Directive 
98/15/EC). At the end of stage 1, all these requirements were met by 
both species but only the minimum percentage of reduction can be met 
in the following stages. Therefore, a balanced nutrients composition, 
especially N:P ratio, is important for a satisfactory performance. 
Furthermore, recycling of the biomass from the harvesting device back 
into the PBRs may be another solution to deal with the insufocient 
treatment. 

As post-treated efnuent at day 8 was the most representative in real 
WW treatment process, cultivation was repeated to day 8 to obtain 
enough suspension for oltration (section 3.2) and valorization (section 
3.3) experiments. 

3.2. Filtration of individual fractions of microalgal suspension 

As mentioned in section 2.2.3, different types of fouling can develop 
during oltration of particle-loaded suspensions. Typically, a microalgal 
suspension contains algal cells, symbiotic bacteria, cell debris as well as 
EOM (Fig. 4). Small molecules, like EOM, tend to penetrate the mem-
brane pores (pore constriction) and form gel layers on the membrane 
surface. Algal cells usually build up a olter cake on the membrane that 
can be removed by physical cleaning such as backnushing or aeration. 
Fouling that can be eliminated by backnushing is deoned as reversible. 
In contrast, backnushing cannot remove all EOM settled inside the 
membrane pores leading to an irreversible fouling resistance (Rirrever-
sible) and thus contributes to both reversible and irreversible fouling. 
[18,22] 

Fig. 4. Mechanisms of membrane fouling caused by microalgae cells and EOM.  
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3.2.1. Fractioned oltration of algal suspension 3 Differences between the 
individual fractions 

Determination of the clean membrane resistance (Rm), before 
oltration of the fractionated algal suspension, provided a baseline for 
each oltration (Fig. S2). In line with our results, the oltration of a 
particle-loaded suspension above critical conditions caused a nux 
decline, when applying a constant transmembrane pressure to ultraol-
tration membranes [35] (Fig. 5a and Fig. S3). The typical nux-time 
curve is comprised of three following phases [18,36], as indicated in 
Fig. 5a for Coelastrella and Fig. S3 for Desmodesmus, respectively. After a 
severe and rapid nux decline (phase 1), naturally caused by inner pore 
blocking of cell fragments and/or extracellular particles, a long gradual 
nux decrease occurs at phase 2. During phase 2, the formation of a cake 
layer has a dominant role in the nux decline, due to the accumulation of 
cells and cell fragments on the membrane surface. Further pore-blocking 
effects are thereby reduced, leading to the third phase, a pseudo-steady- 
state nux [36]. The cake layer creates an additional layer of resistance 
on the membrane surface (Rreversible). The thickness of this layer grows 
over time and further increases the oltration resistance. When reaching 
the equilibrium cake thickness, the permeate nux remains quasi- 
constant (occurred for original suspension (F1) and resuspension 

(F3)). If no steady-state nux could be reached (occurred for supernatant 
(F2) of both species), the growth of the cake layer might not have been 
onished yet [36]. A lower, sub-critical pressure should be applied in 
large-scale application, as all components of the algal suspension 
contribute to membrane fouling and thereby cause a decrease in nux. 

For both microalgae species, the oltration of the original suspension 
(F1), as expected, led to the highest nux reduction to 15318% of the 
initial nux (J0) for each cycle (Fig. 5a and Fig. S3). The nux reduction by 
F3 was signiocantly lower (~27333% of J0) for F1. This can be 
explained by the absence of EOM in F3, as EOM has been identioed as a 
major foulant. A cake formed on the membrane surface can lead to an 
augmented but constant oltration resistance [23]. Both F1 and F3 
showed a quasi-steady-state nux at phase 3, which was more distinctive 
for Coelastrella than Desmodesmus (Fig. 5a and Fig. S3). The oltration 
data indicated that the equilibrium cake thickness was reached within a 
short time (~5 min), as a stable permeate nux was visible for F1 and F3. 
Different from previous studies, F2 led to a higher nux reduction than F3 
[19,23]. F5 was set as a control to evaluate the impact of ANMBR 
efnuent on membrane fouling. A nux reduction to ~ 25330% of J0 was 
detected in the oltration of F5, almost as high as F2 for both species 
(Fig. S4). Thus, it can be inferred that the efnuent used for algae culti-
vation contributed substantially to the fouling effect, which is discussed 
with more details in section 3.2.3. F2 led to the most severe nux 
reduction than the other fractions, as it contains EOM and the AnMBR 
efnuent as culture medium for algae. 

To further examine the fouling behavior of the different fractions, the 
fouling resistance Rfouling was determined (Fig. 5b). Rfouling is the sum of 
the reversible (Rreversible) and irreversible (Rirreversible) fouling resistance 
(Eq.4). Furthermore, the qutoa of Rirreversible in Rfouling was evaluated 
(Fig. 5c) to estimate the irreversibility of the fouling caused by a specioc 
fraction (high quota means strong irreversible share). Corresponding to 
the severe nux reduction of F1, the oltration resistance of F1 occurred 
between the cycles was higher than its fractions (Fig. 5b), due to the 
cumulative effect of algal cells, cell debris, EOM (by algae) and organic 
substances (TOC from AnMBR efnuent). For F1 and F3, irreversible 
fouling decreased gradually to its minimum (Fig. 6c), probably caused 
by the formation of an equilibrium between the formation of the cake 
layer on the membrane surface by the microalgae cells and its dissolu-
tion [36]. F3 showed the lowest Rfouling as well as Rirreversible, due to the 
absence of EOM in this fraction. EOM has been identioed as a major 
foulant [37] because of strong static interactions with the membrane 
and slow back transportation into the bulk solution [19], which agrees 
with our results. Small molecules like EOM, together with cell frag-
ments, can cause inner pore blocking and thereby create an irreversible 
fouling resistance. Nevertheless, the Rirreversible /Rfouling during the 
oltration of F1 was similar to that of F3 in cycle 132 but lower than F3 in 
cycles 233 to 536. This suggested the irreversibility of fouling (mostly 
caused by EOM) was reduced, probably due to the formation of a dense 
olter cake formed by high cell concentration as well as interactions 
between cells and EOM, during the oltration of F1 [37]. The cake 
thereby prevented the EOM from further penetrating and blocking the 
membrane pores irreversibly. As indicated by the nux proole (Fig. 5a), 
oltration of F2 resulted in a slightly higher fouling resistance than F3. 
The varying quota of Rirreversible /Rfouling underlined that no equilibrium 
cake thickness was reached for F2 within the oltration interval. In 
contrast to F1, the soluble substances present in F2 could penetrate the 
membrane pores permanently, resulting in severe irreversible fouling 
and increasing Rirreversible. The fouling resistance caused by F5 was 
nearly as high as for F3 (Fig. 5b-c), due to the present soluble organic 
substances. Moreover, the Rirreversible/Rfouling of F5 was the highest 
among all examined fractions. 

Therefore, it can be concluded interactions of algae cells, cell debris 
and EOM helped to increase the reversibility of fouling effects by 
reducing irreversible fouling; fouling effects could be mitigated as the 
oltration proceeded for all fractions; reversible fouling was more 
dominant with time, compared to irreversible fouling. The highest 

Fig. 5. Fractionated oltration of Coelastrella (C) a: normalized permeate nux 
(J/J0)-time proole; b: oltration resistance Rfouling split up to reversible (Rrever-
sible) and irreversible (Rirreversible) resistance; c: percentage of Rirreversible in 
Rfouling. 100 mbar, J0: 171.20 Lçm−2çh−1 (F1), 249.44 Lçm−2çh−1 (F2), 
178.65 Lçm−2çh−1 (F3), 251.29 Lçm−2çh−1 (F5), cx: 1.653 gçL-1 (F1), 1.667 gçL-1 

(F3), CF: 2.695 (F1), 2.406 (F3), TOC: 32.3 mgçL-1 (F5), n = 1. 
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fouling resistance (Rfouling) was induced by the original algal suspension 
(F1) while irreversible fouling had a signiocant impact on the oltration 
of the efnuent (F5). 

3.2.2. Fractioned oltration of different algae solutions 3 Comparison across 
species 

The oltration of Desmodesmus F1 showed a slightly higher fouling 
resistance Rfouling than Coelastrella F1 (Fig. 6a). The same behaviour was 
observed in the oltration of F2 (Fig. 6c). However, F3 of both species 
only showed minor differences in regard of Rfouling and Rirreversible. 
Although Coelastrella (spherical single cells) and Desmodesmus cells 
(stick-shaped, 438 cell agglomerates with nagellates) vary remarkably in 
morphological characteristics (Fig. 6b), the difference between species 
in terms of the fouling behaviour were not prominent. The results sug-
gested that differences in the olterability of the original algal suspension 
can thereby be attributed to the different EOM content or compositions 
in F2. This conorms that EOM and other soluble substances exerted a 
more severe innuence on membrane fouling than morphological 
properties. 

3.2.3. Fouling contributed by the AnMBR efnuent 
The backwash efociency (BWE) was calculated for the orst three 

cycles in F4 and F3 (Table 2) and all ove cycles in F5 (Table S4) to 
evaluate the fouling-impact of the AnMBR efnuent. Percentage devia-
tion between the fouling resistances (Rfouling, Rreversible and Rirrevesible) of 
F3 and F4 (F4 as 100%) is also shown in Table 2. Between cycle 1 and 2, 
the lowest BWE of 53.43% was measurable for F5, whereat it varied 
between 62.35 and 76.17% in F3 and F4 of both species. For F2, the BWE 
of cycle 132 is 68.49% (Coelastrella) and 74.67% (Desmodesmus), 
respectively (Table S4). For all fractions (F2-F5), a higher nux recovery 
(equal to a better BWE) was measured between cycles 233 compared to 
132. During cycle 4 to 6, the BWE of F3 of both species stabilized be-
tween 92.47 and 99.27% and between 88.89 and 100% for F5. Consis-
tent with the results in section 3.2.1, the high BWEs after cycle 132 
demonstrated the removal of nearly all fouling that was built-up within a 
oltration cycle. Thus, irreversible fouling was reduced along the oltra-
tion process for all fractions. 

The results show a high fouling propensity of the AnMBR efnuent 
(F5), which can possibly be explained by its left organic load 
(32.3 mgTOCçL-1) [8]. Organic fouling is known to be caused by the 
deposition of proteins, polysaccharides, humic acids and other organic 
substances on the membrane. Even under sub-critical conditions, the 
build-up of a gel-layer can occur [38]. Therefore, a further reduction of 
the organic carbon content in the efnuent is beneocial for the mitigation 
of membrane fouling in downstream processing. 

The fouling resistances Rfouling and Rreversible of F3 were about 
37352% lower than F4 for both species (%R in Table 2). These differ-
ences can be attributed to the organic load of the efnuent and hence 
reinforce the previous ondings. Small molecules present in F4 and F5 
cause irreversible fouling [23], which agrees with our results, as 
reversible fouling is reduced in F3, compared to F4 and F5. For Desmo-
desmus, irreversible fouling was more distinct in F4 than F3, corre-
sponding to the BWE-values. This was expected, due to the profound 
fouling propensity of the fresh AnMBR efnuent. Surprisingly, the irre-
versible fouling of Coelastrella F3 was higher than in that of its F4. Algal 
cells alone mostly cause reversible fouling (formation of a cake layer) 
[18], additional cell debris blocks and narrows pores resulting in irre-
versible fouling [39]. Due to a higher osmotic pressure in F3 than F4, an 
increased number of debris, possibly caused by cell rupture, might occur 
for Coelastrella resuspension (F3). A higher amount of cell debris could 
potentially explain the aggravated irreversibility of fouling effect of 
Coelastrella in F3, compared to F4. Differences in the structure and sta-
bility of the cell walls of both species might indicate a lower tendency of 
the Desmodesmus cells to rupture in DI water. Furthermore, it is known 
that cell surface characteristics can be changed by binding polymeric 
substances [18]. The hydrophobicity of the cell surface innuences the 
interaction between cell and membrane [38] that lead to fouling. The 
Coelastrella cell surface might be attracted by substances present in the 
efnuent. The interactions possibly changed the hydrophobicity and 
thereby reduced interactions with the membrane that led to a lower 
irreversibility of fouling. Further investigation is required to verify both 
theories. 

3.2.4. Future perspective 
In conclusion, although the fouling formation on membrane is a very 

complex process, our study has gained numeral take-home messages, 
which can be valuable feedback for algal cultivation. As EOM and cell 
debris, together with the organic compounds in WW, contributes sub-
stantially to the fouling effect, especially the irreversible fouling, a 
sufocient or even complete removal of organic load in WW before 
microalgal cultivation and a control of EOM production from microalgae 
can signiocantly reduce fouling propensity. Cell recycling has been 
shown to be an effective tool enhancing algae-based WW treatment by 
increasing the biomass concentration in the PBR. Considering the 
inhibitory effect of a cake layer against irreversible fouling, an 
augmented cell number can be beneocial for the oltration process, given 

Fig. 6. Comparison of fouling resistance (Rfouling) between Coelastrella (C) 
and Desmodesmus (D). a: original microalgal suspension; *: no data available; 
b: supernatant; c: resuspension. 100 mbar; J0: 171.20 Lçm−2çh−1 (F1 C), 
129.07 Lçm−2çh−1 (F1 D), 249.44 Lçm−2çh−1 (F2 C), 168.90 Lçm−2çh−1 (F2 D), 
178.65 Lçm−2

çh−1 (F3 C), 191.46 Lçm−2
çh−1 (F3 D), 251.29 Lçm−2

çh−1 (F5); cx: 
1.653 gçL-1 (F1 C), 1.532 gçL-1 (F1 D) 1.667 gçL-1 (F3 C), 1.351 gçL-1 (F3 D); CF: 
2.695 (F1 C), 1.424 (F1 D), 2.406 (F3 C), 2.377 (F3 D); TOC: 32.3 mgçL-1 (F5); 
n = 1. 
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that the cell concentration does not exceed the limit for a stable sub- 
critical oltration. 

The presented process of WW remediation and coupled algae oltra-
tion is nevertheless not yet optimized. The constant-pressure oltration 
was driven above critical conditions (very high permeabilities in the 
beginning), which is known to cause severe fouling. Those conditions 3 

chosen for the purpose of fouling investigation 3 must be improved for a 
realistic and efocient WW treatment process. Therefore, a pilot-scale 
oltration device (Harvester) has been developed, which is a scale-up 
of the presented Mini-Harvester. Studies for the characterization of its 
oltration performance as well as its energy demand have already been 
conducted [40]. 

3.3. Biomass analysis 

3.3.1. Macromolecular compositions and fatty acid proole of the biomass. 
Fig. 7a displays the biochemical composition of the two species 

harvested at day 8 and day 16. Both species, showed very similar 
biochemical properties over semi-continuous cultivation. Although only 
marginal differences have been observed in protein and carbohydrate 
content between the two species at the same day, the total lipid content 
of Desmodesmus was higher than Coelastrella at day 8 and 16. It was 
reported that nitrogen limitation was followed by reduced biomass 
growth, but did not affect photosynthetic activities, resulting in the 
built-up of energy-rich storage components (starch and lipids) [41]. The 

more severe depletion of N and P at day 8 led to a starch overproduction 
compared to day 16 for both species but did not yet trigger lipid pro-
duction (Fig. 7a). Both species were characterized by relatively rich 
protein content at day 16, because of the higher bioavailability of N in 
the WW. Saturated fatty acids in both species remained the same be-
tween day 8 and 16 but monounsaturated and polyunsaturated fatty 
acids increased at day 16 compared to day 8 (Fig. 7b). This agreed with 
previous results that nutrients starvation can lead to reduced poly-
unsaturated fatty acid content in microalgae [24], which was caused by 
the more severe depletion of N and P source at day 8, as opposed to day 
16. 

3.3.2. Elemental analysis and mass balance 
Table 3 shows the content of the elements N, P and C of both algae 

species at day 8 and day 16. The N content in both species varied from 
6.32 to 7.52% at day 8 and 16, while P content in Desmodesmus and 
Coelastrella at day 8 was 0.52% and 0.42%, respectively. Similar values 
have been reported from an analogous experiment revealing nitrogen 
content of 2.9310.1%, while the phosphorus content varied between 0.5 
and 1.7% for Chlorella and Scenedesmus. The differences in element 
contents can be attributed to varying nutrients availability in the used 
WW (10350 mgNçL-1, 2310 mgPçL-1) [10]. Higher nitrogen content in 
biomass was observed at day 16 than day 8, due to the higher N avail-
ability in the efnuent. Based on the analytical results, a mass balance has 
been carried out to show the fate of N and P respectively (Table 3). The 
measured intracellular P content of 0.4230.52% indicated around 
80396% of the P from the WW was incorporated (Table 3). This 
underlined an efocient P uptake by microalgae. A discrepancy between 
the measured and theoretical N content was found in Desmodesmus and 
Coelastrella at both day 8 and 16. The gap between measured and 
theoretical N content demonstrated a nitrogen escape of approximately 
24340%, presumably due to evaporation of ammonium from the me-
dium [10,29]. In comparison with similar research [8], there was 10% 
less biomass productivity and nutrient removal efociency in the present 
setup. This might be explained by a control experiment where the 
AnMBR efnuent without microalgae inoculum was kept in the bioreactor 
and nutrients were measured over the week. There was a loss of up to 
9.3 mgçL-1

çd-1 of NH4+-N which can only be associated to evaporation 
from the photobioreactor. The carbon content in algal biomass was very 
stable, almost 50% over the whole experiment. It can be assumed that 
the majority of the carbon derives from CO2, as the amount of Na2CO3 
(0.2 gçL-1) added per liter of media to balance the pH is negligible. 
Approximately, 1.8 kg CO2 can be oxed by producing 1 kg of dry 
biomass from atmosphere. Therefore, the average biomass yield of 
0.16230.168 gçL-1

çd-1 over the semi-continuous cultivation can lead to a 
CO2 sequestration rate of 0.29230.302 gCO2çL-1çd-1. 

To extend the spectrum of applications of the biomass, metals, 
especially heavy metals, have been quantioed (Table 4). Heavy metals 
such as Co and Ni in the harvested biomass remained in very low con-
centrations while Al, Cd and Cu were not detected. The levels of heavy 
metals, except Pb, detected in the algae biomass were far below 
thresholds in regulations set aside by the European Food Safety Au-
thority (EFSA). The EFSA (Commission Regulation (EC) No 1881/2006) 
threshold states Pb consumption should not be>25 ¿gç kg−1 biomass per 
week. Thus, Desmodesmus and Coelastrella with Pb concentration of 3.31 

Table 2 
Backwash efociency of F3 and F4 as well as percentage deviation (%R) of fouling resistances (Rfouling, Rreversible and Rirreversible) between F3 and F4 (F4 as 100%).   

Stage Backwashing efociency %Rfouling %Rreversible %Rirreversible   

DI water (F3) AnMBR efnuent (F4)  
Coelastrella-Resuspension 132 68.49% 76.17% 52% 43% 159% 

233 89.57% 97.77% 46% 41% 613%   

Desmodesmus-Resuspension 132 62.35% 62.18% 43% 37% 81% 
233 92.45% 85.00% 46% 47% 38%  

28%
33%

29% 33%

Fig. 7. The macromolecular composition (a) and fatty acid proole (b) of 
Desmodesmus sp. and Coelastrella sp. biomass grown in AnMBR efnuent. 8 
3 D and 16 3 D stand for Desmodesmus sp. biomass harvested at day 8 and 16, 
respectively; 8 3 C and 16 3 C stand for Coelastrella sp. biomass at day 8 and 16, 
respectively. Results are displayed as mean ± SD (n = 3). 
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and 0.70 mgPbçkgBiomass−1, respectively, cannot be directly used as 
feeds but can be used as feed supplement for cattle when mixed with 
other feed. Nevertheless, the biomass can also be used to produce bio-
fuels and biochemicals. The toxic heavy metals concentration in liquid 
AnMBR efnuent were all below the limit of quantiocation of our method. 
Therefore, the metals in the lyophilized AnMBR efnuent powder were 
directly quantioed before dilution (dilution rate: 1 g powder/1 L DI 
water). As expected, the obtained values thereby were orders of 
magnitude higher compared to the liquid efnuent and subsequently 
converted to the concentration of metals in the AnMBR efnuent, as 
shown in Table 4. The results conormed that Co, Ni and Pb were present 
in low concentrations in the efnuent at a level of ppb or ¿gçkg−1. 
Comparisons have been made between the Co, Ni and Pb content in 
AnMBR efnuent and algae biomass, indicating that both species incor-
porated parts of the metals from the efnuent. However, Pb in Desmo-
desmus was higher than that in the AnMBR efnuent, presumably due to 
bioaccumulation of Pb from previous cultivation or an introduction of 
Pb from other origins during the process, as the Pb in AnMBR efnuent 
was low [42,43]. Therefore, it can be inferred that metal content in 
algae, especially in Desmodesmus biomass, should be monitored on a 
regular basis before the recycling biomass and fresh inoculum should be 
used to obtain biomass of high quality when heavy metal contents are 
above the corresponding thresholds. Hence the biomass grown from the 
applied WW, characterized by relatively high protein and carbohydrate 
content but low heavy metal content, can be potentially used as feed 
additive for livestock farming as well as bioenergy sources to offset the 
cost of water treatment [44]. 

4. Conclusions 

Conclusions can be drawn that nutrients (N and P) can be efociently 
removed by microalgae from AnMBR efnuent but a more balanced nu-
trients composition can beneot the biomass productivity. The oltration 
data showed the AnMBR efnuent alone, containing organic carbon, 
contributed signiocantly to membrane fouling. The cumulative effect of 
algae cells, cell debris as well as EOM present in the original algae 
suspension created the highest measurable fouling resistance. 

Supernatant with EOM changed the fouling behavior more signiocantly 
than algal morphological properties. For all fractions, irreversible 
fouling was dominant at the beginning of a oltration process, when clean 
membrane was initially exposed to microalgal suspension. The present 
results help to unravel the complex mechanism of fouling formation 
caused by oltration of microalgae grown from WW. To minimize 
biofouling, TOC in WW needs to be completely removed before culti-
vation and EOM should be controlled during algal cultivation. Irre-
versible fouling only occurred at the beginning of the oltration process. 
Later on, reversible fouling can be controlled by backnushing and 
aeration. Thus, the current membrane can be proposed for long-term 
oltration. The rich protein, PUFA, but low heavy metal content in the 
biomass indicates overall cost of WW treatment can be partially offset by 
the valorization of biomass. In this study, WW treatment in upstream 
and oltration in downstream were coupled to elucidate the fouling 
mechanism formed by WW-based microalgae suspension. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Veröffentlichung fasst die Ergebnisse einer kontinuierlichen Abwasseraufberei-

tung in einem 1000 L-Membran-Photobioreaktor in einem Gewächshaus im Außenbereich mit 

der Mikroalge Desmodesmus sp. zusammen. Die Grünalge wurde aus einer Kläranlage in 

Deutschland isoliert. Die Experimente wurden im Sommer und Winter durchgeführt, um den 

Einfluss verschiedener klimatischer Einflussfaktoren auf den Abwasserreinigungsprozess zu 

verstehen. Unter Lichtlimitierung konnte eine Reduktion der Biomassekonzentration im Photo-

bioreaktor eine verbesserte Nährstoffaufnahme bewirken. Die Rückführung von Zellen in den 

PBR war bei hohen Lichtintensitäten eine effektive Maßnahme zur Steigerung der Reinigungs-

effizienz des Abwassers. Im Vergleich zu einer konventionellen kontinuierlichen Kultivierung 

konnten die Anwendung der Zellrückführung in Kombination mit hohen Verdünnungsraten bei 

hoher Lichtverfügbarkeit (Sommer) sowie die Reduktion der Biomassekonzentration und der 

Verdünnungsrate bei geringer Lichtverfügbarkeit (Winter) die Biomasseproduktivität im Som-

mer und Winter um 80 % bzw. 10 % steigern. Darüber hinaus waren verbesserten Nährstoffauf-

nahmerate um 23 % (Stickstoff und Phosphor) im Winter nachweisbar, wohingegen sie im 

Sommer unverändert blieb.  
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" Cell recycling during high light intensity 
increases wastewater treatment 
efociency. 

" Cell cycling during yearlong operations 
boost overall biomass productivity. 

" Lower cell densities during low light 
intensity prevents drop in wastewater 
treatment efociency. 

" Membrane photobioreactor systems can 
be used for yearlong phycoremediation.  
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A B S T R A C T   

This study aimed to investigate the operation of a 1000L microalgae-based membrane photobioreactor system in 
a greenhouse for continuous secondary wastewater treatment using Desmodesmus sp., a green microalgae strain 
originally isolated from a German sewage plant. The research spanned both summer and winter seasons, seeking 
to comprehend key trends and optimization strategies. Maintaining low cell concentrations in the photo-
bioreactor during periods of light inhibition proved advantageous for nutrient uptake rates. Effective strategies 
for enhancing algae-based wastewater treatment included cell mass recycling, particularly during periods of high 
light availability. In comparison to conventional continuous cultivation methods, employing cell recycling and 
high dilution rates during times of abundant light, alongside using low cell concentrations and dilution rates 
during light inhibition, resulted in an 80 % and 10 % increase in overall biomass productivity during summer and 
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winter, respectively. Furthermore, nitrogen/phosphorus (N/P) removal rates exhibited a 23 % improvement 
during winter, while remaining unchanged in summer.   

1. Introduction 

For nearly a century, humans have sought to industrialize microalgae 
due to their ability to use carbon dioxide as a carbon source and 
wastewater components as nutrients while producing biomass. This 
biomass can be used for various high and low-value products, including 
health products, pharma- and nutraceuticals, pigments, animal feeds, 
and biofuel, reducing reliance on non-renewable sources (Chisti, 2007; 
Mata et al., 2010; Gonçalves et al., 2017). However, large-scale biomass 
production at low costs is necessary for global commercial viability. 
Small to medium-scale microalgae plants often have higher 
manufacturing costs than non-algae-based alternatives (Hunter et al., 
2019; Li et al., 2020). Major cost factors include energy for illumination 
and efocient separation from growth media. Microalgal plants are more 
energy-efocient in areas with intense sunlight, but overheating can 
inhibit growth, requiring additional energy for cooling or employing less 
efocient raceway technology (Goswami et al., 2022). 

Two common microalgae cultivation systems are open raceway 
ponds and closed photobioreactors (PBRs). Open ponds are preferred for 
full-scale cultivation due to simplicity, low capital, and operational 
costs. However, they are sensitive to contamination, have limited con-
trol over the growth conditions, and low light penetration, leading to 
lower biomass productivity and higher harvesting costs. High-rate algal 
pond systems can achieve a maximum of 20 g/m2/d biomass produc-
tivity under natural sunlight. Higher values are possible with advanced 
PBR systems, artiocial light, and CO2 injection (Kim et al., 2018; 
Nagarajan et al., 2020). Closed PBRs are more contamination-resistant 
and have better volumetric productivity but are more complex and 
costly, making only continuous PBR systems economically viable. The 
problem here that needs to be addressed is the so-called <washout= 

problem during continuous cultivations. The balance between steadily 
providing nutrients to the biomass without losing biomass by diluting 
the culture too much is tricky and will change with given conditions like 
light and nutrient availability (Nagarajan et al., 2020). High dilution 
rates increase nutrient supply but decrease algal productivity in large- 
scale wastewater treatment (WWT) systems, requiring 99 % dewater-
ing before biomass use, increasing energy consumption (Bilad et al., 
2014; Nagarajan et al., 2020). A solution is coupling PBRs with 
membrane-based cell retention systems, creating membrane photo-
bioreactor (MPBR) systems (Marbelia et al., 2014). In MPBRs, algae cells 
are retained while media is oltered, preventing <washout= and 
increasing biomass concentration. Biomass concentration can be 
controlled by recycling oltered biomass (retentate) and media (oltrate). 
After initial failures due to cell nocculation and settling, Honda et al. 
(2012) successfully combined submerged membrane oltration in a 
photobioreactor using synthetic sewage as feed, capturing CO2 while 
maintaining high volumetric microalgal productivity and concentration. 
However, large-scale outdoor applications have not been reported (Ortiz 
Tena et al., 2020; Wang et al., 2022). 

Wastewater (WW) is an important energy and nutrient recoverable 
resource. Established WWT technologies, like activated sludge, are 
energy-intensive and lack nutrient recovery infrastructure. Anaerobic 
membrane bioreactors (AnMBRs) are a green alternative for organic 
matter decomposition and energy recovery, with positive energy bal-
ances reported for urban and industrial wastewater treatment (Maaz 
et al., 2019; Robles et al., 2020; Grossman et al., 2021). However, 
AnMBR is a primary WWT technology, releasing N and P-rich water 
requiring secondary treatment. Studies have attempted to grow micro-
algae in secondary wastewaters, balancing AnMBR WWT costs by 
recovering high-value nutrients using cost-effective green secondary 
treatment (Grossman et al., 2021; Wang et al., 2022), but large-scale 

outdoor applications are lacking. In this study, the aim was to use a 
MPBR system to continuously treat secondary wastewater (primary 
AnMBR treated) in a 1,000-L PBR system with Desmodesmus sp. 
(KY302863), isolated from a German municipal sewage plant (Han 
et al., 2019). System efociency was compared under varying weather 
conditions and optimized for year-round cultivation. A synthetic version 
of the original AnMBR wastewater (Grossman et al., 2021) was used to 
prevent long distance transport of the waste-water and reduce the 
chances of any chemical changes in the water during long term storage. 
Previous studies showed that removing organic carbon from WW min-
imizes fouling in the long term (Wang et al., 2022). Tests were con-
ducted in a Constructor University greenhouse in Bremen, Germany, 
using natural sunlight. WW treatment performance was evaluated by 
measuring nutrient removal rates, reduction percentages, and biomass 
productivities over multiple growth cycles in batch and continuous 
mode in summer and winter. Special attention was paid to optimizing 
ideal biomass concentrations for efocient WWT under different light 
conditions. Macromolecular and elemental composition of harvested 
biomass was analysed to deduce onal fate of the nutrients. 

2. Materials and method 

2.1. Microalgae, growth medium and stock cultivation 

Desmodesmus sp. (KY302863), isolated from a German sewage plant 
(Han et al., 2019), was used to treat synthetic secondary WW. The pri-
mary WW, originating from an Israeli potato chips factory, underwent 
AnMBR treatment at Ben-Gurion University, removing organic carbon 
while retaining phosphorus and nitrogen (secondary WW) (Grossman 
et al., 2021). A synthetic version (synthetic AnMBR efnuent) was created 
by adding NH4Cl, KH2PO4, MgSO4, A5 micro-nutrients, Fe-EDTA, and 
Na2CO3 pH buffer to tap water (N and P levels of the tap water were 
below 0.05 mg/L) based on Wang et al. (2022). Desmodesmus sp. 
(KY302863) was chosen for its adaptability and nutrient stress resis-
tance (Ji et al., 2014; Han et al., 2019; Wang et al., 2022). The WW was 
selected because it is an emerging type of secondary WW that the global 
food industry is trying to recover nutrients prior to discharging in order 
to work towards a circular economy (Abuabdou et al., 2020; Kong et al., 
2022; Mahmood, Cheng and Tian, 2022). Desmodesmus sp. stock cultures 
grown in Bold9s Basal Medium were cultivated in 2-L bottle PBRs 
(diameter: 9 cm, olling height: 15 cm) with synthetic AnMBR efnuent. 
Cultures grew at 24 ± 1 çC, under 14 h/10 h light/darkness (200 µE/m2/ 
s, nuorescent tube lights). pH was 7.038.1, maintained by CO2 injection; 
aeration was continuous with an aquarium air compressor 230 V, 50 Hz, 
130 W (LA-120-A1108-P3-1413, Nitto Kohki, Germany). Initial NH4+-N 
and TP in the efnuent were 100 mg N/L and 10 mg P/L. This culture (2 L 
each) was inoculated into three 10-L phytobag PBRs (Phytolutions 
GmbH, Bremen, Germany) as the starter culture for the pilot plant with 
continuous 30 L/min air supply through a tube and lit by 58 W nuo-
rescence lamps (Osram, Munich, Germany) at 75 ¿mol/m2/s. Similar 
conditions were used to cultivate 120L of starter culture. For further 
details about the lab scale studies please refer to Wang et al., 2022. 

2.2. Photobioreactor (PBR) 

The PBR comprised four major components outlined in Wang et al. 
(2018) (Fig. 1A): ove polyethylene phytobags (5-meter long and 1.5- 
meter high, volume 200 L each spaced equidistantly over an efocient 
ground area of 25 m2) connected to a circulation system driven by a 
peristaltic pump (Axnow, London, United Kingdom). An indoor water 
tank acted as a thermal conductor, maintaining PBR temperature 
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(18325 çC) via a titanium heat sink. Aeration utilized micro-bubble air 
tubes, CO2 was controlled by a valve linked to a pH sensor (Conrad, 
Germany) and cell densities were monitored by a turbidity sensor 
(Turbimax, Endress Hauser, Germany). A water level sensor maintained 
the reactor volume via synthetic AnMBR efnuent addition. Situated at 
Constructor University, Bremen, Germany, (53ç92533 N, 8ç39213 E) the 
pilot plant experienced varying environmental conditions due to sea-
sonal changes. Desmodesmus sp. was batch cultivated (1000 L) in April 
(Summer) and December (Winter) with daily growth kinetics 
monitoring. 

2.3. Ultraoltration device (Harvester) 

The oltration device Harvester (Fig. 1B) was developed at the 
Karlsruhe Institute of Technology, Germany, described by Ortiz Tena 
et al., 2021. Utilizing a commercial membrane module (Puron Hollow 
Fiber Rows® manufactured by Koch Membrane Systems), it achieves 
low-fouling microalgae oltration with minimal energy use. Peristaltic 
pumps control innow (microalgae solution) and outnow (oltered solu-
tion) to/from the Harvester. Recycling or complete removal of retentate 
is possible. Filtrate nux relies on monitored transmembrane pressure by 
a vacuum pump. Fluxes, temperature, and turbidity are recorded online. 
Continuous aeration (bubbling) curbs membrane fouling. Component 
details are in Ortiz Tena et al., 2021. 

2.4. Batch phase monitoring in PBR 

The stock species (120L) cultured in phytobags were inoculated in the 
PBR with the synthetic AnMBR media for a total volume of 1000 L and 
maintained as a batch culture to prepare the PBR for the continuous 
cultivation phase next (Fig. 1A). The starting biomass concentration in 
the bioreactors was 0.077 ± 0.020 g/L in summer and 0.055 ± 0.020 g/ 
L in winter. After analysis of the data collected from the batch phase 
operations in summer, the total NH4-N in the synthetic wastewater had 
to be increased to 150 mgN/L to ensure complete nutrient removal 
(further explained in section 3.1). Average sunlight reaching the bag 
reactors inside the greenhouse during the hours of sunlight was 
measured to be 200 ± 200 µE/m2/s in the summer (April-June) and 95 
± 100 µE/m2/s during the winter (December-February) measured 
perpendicular to the PBR surface using a mini-PAM (Walz MINI-PAM-II). 
Thus, the actual light availability per cell was not enough to trigger 
detectable photosynthetic activity on days the light reaching the PBR 
surface was less than 95 µE/m2/s. Hence, nuorescent light had to be 
supplemented between 30 and 50 % of the available daylight hours 
(specially on rainy and cloudy days) so the minimum light actually 
reaching the bioreactor was at least 100 µE /m2/s (Maltsev et al., 2021). 
Average available sunlight hours were 12 h in summer and 638 h in 
winter and remained so during the experiments. Biomass was collected 
daily at 12 noon from different locations of the reactor to monitor OD, 

Fig. 1. A. Desmodesmus sp. cultivation and waste-water (WW) treatment in interconnected photobioreactor (PBR) system. Each PBR <bag= has a total capacity of 
200L and is continuously circulated with a peristaltic pump through the entire 1000L volume of the system. Air is pumped through a porous tube running along the 
inside bottom of each bag that provides bubbling for mixing and gas exchange. Light is provided from natural sunlight with extra artiocial light near shaded areas. 
Samples collected from the middle of each bag daily using a tube connected to a syringe. B: The Harvester comprising of mainly the separating chamber with hollow 
ober bundles in the middle separates the algae from the WW and multiple peristaltic pumps connected to the harvester ensure their independent separation and now 
rate control which allows them to be independently removed or returned to the PBR depending on the readings measured by the sensors. 
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dry biomass, and nutrient levels in the media. 

2.5. Continuous cultivation using MPBR coupled system 

The microalgae were cultivated in synthetic AnMBR efnuent until 
nutrients were consumed. Continuous cultivation began in summer 
(May-July) using a LabVIEW-based process control system for auto-
mated oltration and cell recycling in the PBR. Equations and process 
handling were sourced from Ortiz Tena et al., 2021. A constant dilution 
rate of 0.3 per day was maintained in the PBR, with two strategies 
employed. This rate represents average summer growth rates. Due to 
large wastewater volumes, culture homogenization takes time when 
fresh efnuent is added. Thus, cell concentrations and total system vol-
ume must be constantly monitored. 

In stage 1 (S1), the autonomous handler kept algae concentration in 
the PBR at the density reached at the end of the batch phase, main-
taining a constant dilution rate of 0.3 per day in summer and 0.2 per day 
in winter. Turbidity sensors monitored biomass concentration. When the 
pre-set threshold was crossed, the ultraoltration unit harvested cells 
from the PBR at a dilution rate of 0.3 per day. A water level sensor 
detected volume reduction and pumped fresh synthetic AnMBR efnuent 
into the PBR. Continuous cultivation paused at night. S1 lasted seven 
days, with data recorded. Half the PBR volume was replaced with syn-
thetic AnMBR efnuent for microalgae to reach stationary conditions, 
repeated twice for triplicate values. In stage 2 (S2), the autonomous 
handler removed oltered clean water from the PBR at a dilution rate of 
0.3 per day in summer and 0.2 per day in winter, returning all biomass to 

the PBR (complete cell-recycling). Clean efnuent was removed faster 
than returning cells, causing a gradual PBR volume decrease. A water 
level sensor triggered fresh synthetic AnMBR efnuent addition to 
maintain constant volume. However, continuous cell recycling leads to a 
gradual biomass concentration increase. Seven days of monitoring 
continued with the same strategy during daylight hours, repeated in 
triplicates after half the volume was replaced with fresh synthetic 
AnMBR efnuent, and bioreactors reached stationary growth phase. 58 W 
nuorescence lamps provided uniform light during daylight hours at 200 
µE/m2/s in summer and 95 µE/m2/s in winter. Daylight hours were 14 in 
summer and 10 in winter. Experiments were repeated in winter for 
measuring different weather performance. 

After analyzing strategies one and two, real-life simulation occurred 
for 30 days each in summer and winter. The PBR was reset to initial 
concentrations reached at batch phase ends. Artiocial light was 
restricted. All controls were automated, but nutrient levels and solar 
irradiance were measured hourly, with system changes made as needed. 

Automated controls were set based on light intensities: Scenario i) 
During high light intensities, > 200 µE/m2/s1, cells were recycled back 
into the PBR, and clean efnuent was removed with increasing dilution 
rates until nutrient concentrations reached German waste water 
discharge levels. Scenario ii) During average light intensities (10033200 
µE/m2/s1), cell densities in the PBR were reduced to 0.800 g/L and 
maintained at a dilution rate of 0.3 per day. Scenario iii) During low 
light intensities (100 µE/m2/s1), cell densities in the PBR were reduced 
to 0.400 g/L and kept constant at a dilution rate of 0.2 per day. 

Fig. 2 compares different strategies in different conditions. When 

Fig. 2. Schematic representation of Stage 1 (S1- regular continuous cultivation), Stage 2 (S2-continuous cultivation with cell recycling) and real life scenarios tested 
during continuous cultivation. Red and blue colored text indicate light conditions and biomass concentrations in the PBR that trigger respective now rates and 
direction of the harvested algae and the clean waste-water during each stage of operation. (For interpretation of the references to colour in this ogure legend, the 
reader is referred to the web version of this article.) 
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sensors detected high N or P levels, oltrate removal stopped, and water 
was recycled back into the PBR for complete nutrient removal. The 
turbidity sensor reported cell concentration reductions below a pre-set 
threshold, stopping biomass removal from the PBR and initiating cell 
recycling back into the PBR from the Harvester, while removing clean 
efnuent for fresh AnMBR efnuent addition. Proper photobioreactor 
positioning or elevation increases are common measures for maximum 
sunlight (Habibah et al., 2022; Kratky et al., 2023). 

2.6. Biomass up concentration and harvesting 

All the biomass that was removed from the PBR was transferred to 
another ultraoltration unit, where all the excess water was removed 
from the biomass by gravity and hydrostatic pressure to further pre- 
concentrate the cells before centrifugation to reduce energy demand. 
Final concentration after this stage reached 5 g/L of biomass, however it 
is theoretically possible to up-concentrate further (Ortiz Tena et al., 
2021). The biomass was removed from this separating unit every fort-
night to prevent fouling of the biomass. Longer exposures to gravity and 
addition of more biomass-mixed-culture can be used to increase the 
biomass concentration even further. Finally, the biomass was dewatered 
using an industrial centrifuge (Delaval, Germany) and the biomass was 
frozen for later analysis. This step will be critical in any industrial 
application of this technology as well as help to reduce the total energy 
consumption of the process. 

2.7. Dry biomass, optical density and nutrient densities 

During each growth cycle, microalgal growth (measured via dry 
weight and optical density) and media composition (TN and TP) were 
monitored daily. At noon, 120 mL samples were collected from three 
positions in the photobioreactor. Dry biomass was gravimetrically 
measured. Triplicate 3 mL samples were oltered through pre-weighed 
GF/F olters, washed twice with DI water, and dried at 60 çC over-
night. Filters with algae were oven-dried and onely weighed. Nutrient 
measurement included using 0.2 ¿m cellulose acetate syringe olters for 
algae-free supernatant, which was diluted and treated per NH4 + -N and 
TP kits (LCK 305 and LCK 349, Hach, Germany). NH4 + -N and TP 
concentrations were recorded using a spectrophotometer (Hach, DR 
2800, Germany). Optical density at 750 nm was monitored by a spec-
trophotometer (6320D, Jenway, UK). The TN and TP uptake were 
calculated using Eq. (1), where ci is the initial and cf is the onal, N or P 
concentrations (mg/L) respectively during a growth cycle of �tc (time 
taken to reach cf from ci). WW puriocation rate (Pw) was calculated 
using Eq. (2), where Vw is the total volume of WW treated during the 
growth cycle of �tc. The volumetric productivity (Pb), was calculated 
using Eq. (3), where Wb is the dry biomass produced (grams) during a 
growth cycle of �tc from a total bioreactor capacity of V (liters). 

Px =
cf − ci

�tc

(1)  

Pw =
Vw

�tc

(2)  

Pb =
Wb

�tcV
(3)  

2.8. Major, minor and trace element compositions 

Algae samples from the end of each stage were analyzed to valorize 
the amount of nutrients recovered. Major elements, including DOC, DIC 
and TN, were analyzed using a TOC analyzer (Multi N/C; Analytik-Jena, 
Germany) with 5 mg of dry lyophilized biomass. For minor element 
analysis like TP, the lyophilized samples were dried at 60 çC for at least 
12 h before an aliquot of 200 mg was weighed into acid-cleaned PTFE 
open beakers and digested with 25 mL concentrated HNO3 at 70390 çC 

for two hours on a hot plate. The solutions were evaporated and reolled 
with concentrated HCl twice and then olled up with 25 mL 0.5 M HNO3. 
All reagents were of suprapure grade (Merck, Germany) and DI water 
(18.2 M«m) was used for dilution of the concentrated acids. All sample 
solutions were oltered through 0.2 µm membrane cellulose acetate ol-
ters with acid-cleaned syringes. The sample solutions were further 
diluted with 0.5 M HNO3 and measured with a Spectro Ciros Vision ICP- 
OES. For quality control, the certioed reference standard BCR-670 was 
simultaneously analyzed along with the algae samples. For details on the 
digestion method, quality control, use of internal standardization and 
instrument settings the reader is referred to (Zocher et al., 2021). The 
theoretical nutrient (eE,X) content of the biomass was calculated ac-
cording to Eq. (4), using the starting (cStart) and end concentrations 
(cEnd) of the nutrient (E) and biomass (X) in g/L between a considered 
time interval. 

eE,X =
cE,start − cE,end

cX,end − cX,start

(4)  

3. Results and discussion 

3.1. Batch phase growth 

The results of the batch phase growth used for mass balance and 
other calculations described below, are shown in Fig. 3. The system had 
a noticeable difference in performance in the two seasons evaluated 
(summer and winter). The starting biomass concentration in the bio-
reactors was 0.077 ± 0.020 g/L in summer and 0.055 ± 0.020 g/L in 
winter. Due to the large volume of media being circulated through the 
system, the cell concentration in the bag photobioreactors is not always 
homogeneous in low concentrations. This leads to slightly varied start-
ing cell concentration each time. A phenomenon which is common in 
large scale industrial settings (Tan et al., 2020). However, in this case 
the difference in starting cell concentrations is so low (0.022 ± 0.020 g/ 
L) that it was ignored for simplicity of future calculations. In summer, 
the onal biomass concentration achieved was 0.850 g/L and all the 
nutrients supplied in the media was consumed within 11 days. However, 
in winter only one third of the summer biomass concentration was 
achieved (0.241 g/L) by day 12. The current growth rate is constrained 
by limited light availability, despite ample available nutrients in the 
media. Due to this light limitation, nutrient depletion is only achieved by 
day 26, yielding a maximum biomass concentration of 0.500 g/L. During 
summer, peak N and P removal rates were 12.33 mg/L/day and 1.04 
mg/L/day respectively, whereas winter saw reduced rates of 7.00 mg/L/ 
day for N and 0.54 mg/L/day for P. Average biomass productivity 
reached 0.070 g/L/day in summer and 0.017 g/L/day in winter 
(Table 1). In winter, N removal rates fell by 43.22 %, P removal rates by 
48.56 %, and biomass productivity dropped by 75.32 % compared to 
summer. This decrease can be attributed to limited daylight hours and 
reduced total irradiance. The longer hydraulic retention time during the 
winter also means there was a loss of ammonia by evaporation, a phe-
nomenon previously reported in other similar works that use aeration 
for agitation (Wang et al., 2022). The maximum biomass concentration 
was 0.500 g/L in winter versus 0.850 g/L in summer, despite higher 
starting nitrogen levels in synthetic AnMBR efnuent during winter 
(Fig. 3). This is one of the critical challenges of maintaining photo-
bioreactors in areas with less sunny days during winters that needs to be 
overcome (Satya et al., 2023). The native species have an advantage 
here by having survived and evolved in conditions that other species 
would just perish in. 

Fig. 3 shows the nutrient concentrations in the PBR during each day 
of summer and winter cultivation. Initially N:P ratio was kept at 10:1 (w: 
w) because all previous lab scale results with this media and species 
showed consistent growth and complete nutrient removal. However, in 
the large-scale batch phase growth, it was observed that the N in the 
wastewater had completely been removed at day 11 with 1.8 mg/L of P 
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remaining unconsumed through the next three days. The N:P ratio was 
therefore changed to 15 molN: 1molP, for all further tests and complete 
N and P removal was observed in winter at day 26. The extra N seems to 
be necessary to ensure complete removal of P from the synthetic AnMBR 
efnuent as P uptake is directly connected to N uptake (Wang et al., 
2022). For the complete metabolism of the stored P reserves in the 
biomass from previous iterations of upscaling, a ratio closer to 15 
molN:1 molP seems to be more efocient. This phenomenon has also been 
reported several times and summarised in the works of Geider and La 
Roche, 2002. To conclude, it can be seen that lower solar irradiance 
levels in winter lead to lower biomass productivities and WW treatment 
efociency in PBRs during batch cultivation and a N:P ratio of 15:1 (150: 
10 mg/L) in the WW allows for complete nutrient removal in ideal 
conditions. 

3.2. Continuous cultivation 

3.2.1. Stage 1 (S1) 
Fig. 4 displays OD and biomass concentrations at day start and end 

for summer and winter Stage 1 operations. The autonomous handler 
aimed to sustain constant PBR biomass, using a minimum 0.3/day 
dilution rate. At < 0.3/day growth, a threshold prompted Harvester halt 
(wash-out) for cell regrowth; if densities kept falling, Harvester-to-PBR 
cell recycling began. Conversely if the nutrients in the PBR were 
measured to be above the allowed WW discharge levels of 10315 mgN/L 
and 132 mgP/L, or a minimum reduction percentage of 70380 % for N 
and 80 % for P, (Bundesumweltministeriums, 2023, Council Directive 
91/271/ EEC concerning urban waste-water treatment and Commission 
Directive 98/15/EC) is not achieved in the efnuent, the oltration would 
be stopped to allow the cells to consume the extra nutrients. Fig. 4 in-
dicates that this leads to variations in the daily PBR concentration ranges 
slightly (±0.037 g/L). Overnight rest let biomass catch up (Fig. 4). 

Average maintained cell concentrations were 0.800 g/L (summer) 
and 0.485 g/L (winter). Average N removal: 45 mg/L/day (summer), 30 
mg/L/day (winter); average P removal: 3 mg/L/day (summer), 2 mg/L/ 
day (winter). Summer9s average WW puriocation rate: 300 L/day; 
winter: 200 L/day; average biomass productivity: 0.24 g/L/day (sum-
mer), 0.12 g/L/day (winter). Compared with other stages (Table 1), 
winter operations saw 40 %, 33 %, 50 % lower average cell densities, 

WW puriocation, and max biomass productivity, with average N and P 
removals down by 33 %. Despite 50 % lower biomass productivity, 
winter9s WW puriocation dropped only 33 %. Lowering PBR cell con-
centrations (jhalf summer9s) in low light improved nutrient uptake, but 
nuctuating natural light posed productivity challenges. It can be noted 
here that the PBR showed best performance at 0.485 g/L cell concen-
tration in the winter conditions (<100 µE/m2/s) at an average dilution 
rate of 0.2 per day. Maintaining PBRs at lower concentrations during 
low light improved nutrient uptake, leveraging more light per cell. 
Fluctuating light in continuous systems is a drawback. To address this in 
long-term natural light operations, an alternative strategy was explored. 

3.2.2. Stage 2 (S2) 
Fig. 4 shows the OD and biomass as recorded at the beginning and 

end of each day during summer and winter stage 2 operations. Initially, 
biomass in PBR increased at batch phase growth rates, later slowing due 
to light inhibition, reaching max cell densities of 2.04 g/L (summer) and 
0.80 g/L (winter). Max biomass productivity in summer was 0.37 g/L/ 
day, winter was 0.21 g/L/day454 % and 75 % higher than normal 
continuous cultivation (stage 1), reported in smaller lab setups (Bilad 
et al., 2014; Marbelia et al., 2014). N and P removal rates were similar to 
Stage 1, with WW treatment and AnMBR efnuent additions remaining 
unchanged. In winter and summer, higher cell concentrations during 
intense light led to augmented biomass productivity with unchanged 
nutrient load (Table 1). Best winter results occurred at 0.80 g/L biomass 
with given available sunlight in winter. 

Summer efnuent nutrient levels were always below detection, but 
productivity declined near 2.5 g/L biomass. System likely starved due to 
cells using nutrients for maintenance. Dilution rate (0.3/day) could be 
increased to boost nutrient load, as also reported by others (Danaee 
et al., 2021; Masojídek et al., 2022). Winter saw efnuent nutrients below 
detection for 3 days, crossing German discharge limits afterward. PBR 
halted efnuent removal, enabling cell recycling for nutrient consump-
tion before resuming treatment (Fig. 4). Over time during the winter 
trials, the cell concentration in the PBR was constant and even with 
minimum nuxes allowed by the pumps, the nutrient levels in the reactor 
increased above discharge levels and led to a reduction in the purioca-
tion efociency. This further suggested that the cells were not receiving 
enough sunlight to continue operating in the given conditions and hence 

Fig. 3. The changes in the optical density, biomass, TP and TN concentrations in the PBR during batch phase growth in Summer (April) and Winter (December). 
Error bars indicate standard deviation. 
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operating with lower concentrations of cells would be better to maintain 
productivity in lower light exposures. 

Hence only up-concentrating the PBR during continuous cultivation 
leads to light limitation in winter and nutrient limitation in summer 
when the dilution rate is kept constant. During summer, cell recycling 
(up-concentrating in the PBR) seems to be a good idea to realize higher 
dilution rates which lead to higher WW treatment volumes. For winter, 
MPBR system seems to drop in nutrient uptake efociency, as amount of 
light per cell is key factor for performance. 

3.2.3. Real life simulation 
While conducting real life simulation of the continuous cultivation 

system, during high light intensities (>200 µE/m2/s), cells were recy-
cled back into the PBR and clean efnuent was continuously removed 
with gradually increasing dilution rates until restricted by the oltrate 
nutrient discharge levels allowed in Germany (Council Directive 91/ 
271/ EEC concerning urban waste-water treatment and Commission 
Directive 98/15/EC). It has already been seen during the summer stage 
experiments, that the available sunlight is high enough to purify larger 
volumes of water than during low light intensities. This step allows over 
production of cells during high light intensity days allowing them to be 
used on the days with lower light intensities. During average light in-
tensities distributed throughout the day (1003200 µE/m2/s), the cell 
densities were reduced to 0.80 g/L by harvesting and maintained like 
strategy i) at a dilution rate of 0.3 per day as the stage 2 winter pro-
ductions showed that the reactor has highest growth rates at cell con-
centrations of 0.80 g/L in these light intensities. During low light 
intensities (100 µE/m2/s), the cell densities were further reduced to 
0.40 g/L and kept constant with a dilution rate of 0.2 per day. It can be 
noted that minimum concentrations for best nutrient uptake perfor-
mance in these light intensities was at 0.40 g/L reactor concentration. 

During the summer (real life) continuous cultivation, the light in-
tensities were mostly > 200 µE/m2/s so scenario i) was most prevalent. 
However, reducing the PBR concentrations on cloudy days helped pre-
vent a drop in the remediation efociency. Total amount of wastewater 
purioed during the 30 days of operation was 8700 L and 13 kg dry 
biomass was generated. The average biomass productivity rate of 0.433 
g/L/day of total photobioreactor capacity was 80 % higher at the cost of 
10 L/day (3.33 %) reduction in total amount of WW purioed per day 
compared to normal continuous cultivation operations in summer (Stage 
1) (Table 1). In the winter, scenarios ii) and iii) were more prevalent 
hence the PBR had to be maintained at lower concentrations, but the 
MPBR allowed the cells to be stored for a short time of 12 h and reused 
during higher sunlight availability. Total amount of wastewater purioed 
during the winter 30 days of operation was 7400 L and 3.964 kg dry 
biomass was generated with a biomass productivity rate of 0.132 g/L/ 
day of total photobioreactor capacity. The winter trials seem to have 10 
% more biomass productivity with about 23 % increase in N and P 
removal rates compared to normal continuous cultivations (Stage 1) in 
the same conditions (Table 1) as cells were recycled on days with higher 
sunlight to boost remediation efociency. WW puriocation rate was also 
boosted by 23.5 % during these trials. It is important to note that it was 
possible to maintain the productivities and puriocation rates while 
continuously treating WW for 30 days with nutrient levels in the PBR 
and clean efnuent being lower than detection limits. 

Comparing with the productivities achieved during all other previ-
ous trials (Table 1) the biomass productivity during the summer oper-
ations over a month was most efocient even when compared with other 
work done on the same species in lab-scale which report between 0.12 
and 0.19 g/L/day (Wang et al., 2022). However, winter biomass pro-
ductivity was lower by almost 70 % from summertime operations. 
Although biomass productivities were lower, wastewater puriocation 
rate is still at 25 % of photobioreactor capacity per day which is very 
close to the summer puriocation rates of 29 % of reactor capacity. This is 
at par with current bioreactor-based wastewater treatment technology 
puriocation rates. The system maintains sufocient puriocation Ta
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efociency even during the winter at the cost of biomass. Cell recycling 
seems to be an effective strategy in enhancing algae-based wastewater 
treatment by increasing the biomass concentration in the PBR during 
high light intensities while maintaining lower cell concentrations during 
low light intensities thus increasing wastewater puriocation efociency at 
the cost of biomass productivity. 

3.3. Element analysis and mass balance 

Table 2 shows the content of the elements N, P and C in the algae 
biomass as average of triplicate values taken from different positions of 
the reactor in each stage of the optimisation process during summer and 
winter. In all stages, summer biomass exhibited N content ranging from 
10 % to 15 %, and winter biomass varied between 15 % and 25 % 
(Table 2). Summer9s microalgal cell P content ranged from 0.67 % to 
1.25 %, while winter saw values between 1.05 % and 2 %. These values 
align with species-specioc compositions in other publications42.9 
%-11 % N and 0.5 %-1.7 % P4which mirror summer biomass compo-
sition (Wang et al., 2022). Colder temperatures and lower solar irradi-
ance during winter contributed to higher N and P values. Although a 
heat exchanger was employed during the winter to keep the PBR tem-
perature at 25 çC, it was only effective up to external temperature −5çC 
(inside greenhouse temp.: 5 çC). With temperatures dropping below 

−5çC, the PBR temperature would drop below 25 çC but never lower 
than 19 çC. However, these lower temperatures and light conditions 
trigger lipid and protein accumulation in the cells that leads to higher N 
and P content in the biomass (Zhao, Han and Cao, 2020; López MuÞnoz 
and Bernard, 2021). 

Average TN and TP in the PBR9s clean efnuent, across all continuous 
cultivation stages, were below detection limit, indicating microalgae9s 
efocient N and P recovery. Focusing on summer data (Table 2), during 
stage one (S1), average N and P added and consumed by cells over 7 days 
were 315g and 21g respectively. At the end of S1, average biomass N and 
P content were 15 % and 1.25 % respectively. Over the 7 days, with 0.24 
g/L/day average summer biomass growth, about 252 g TN and 21 g TP 
accumulated in biomass4roughly 80 % of TN and 100 % of TP that 
entered PBR. Additionally, microalgal biomass9s TN and TP content at 
each stage9s start was about 6 % and 0.4 % respectively, signifying 64 % 
of TN and 84 % of TP entering the PBR accumulating in biomass. There 
seems to be loss of nitrogen and phosphorus that was not assimilated in 
the biomass. This difference between the measured and theoretical N/P 
content was observed during all stages of the experiment (3340 %) 
which can be attributed to loss by evaporation of ammonia, a phe-
nomenon also reported in other similar works that use aeration for 
agitation and have openings in the PBR to allow for excess air to escape 
(Wang et al., 2022). Higher UV exposure or colder temperatures lead to 

Fig. 4. The changes in the optical density and biomass in the PBR during continuous phase studies (Stage 1 and 2) in summer (May 3 July) and Winter (January 3 

March). Error bars indicate standard deviation. Two points of data on the same day are from the start and end of the day9s treatment process. 

Table 2 
Major elements (N, P and C) content in microalgal biomass at the end of each stage of operation and total N and P added to the PBR during this period were used to 
calculate total percentage of nutrients recovered. TN stands for total nitrogen; TP stands for total phosphorus and C is the carbon content in the biomass.   

N added 
(g) 

TN (%) (%) N Recovered P added 
(g) 

TP (%) (%) P Recovered C (%) 

Summer        
Day 0  6.00 ± 0.50   0.40 ± 0.01   
Batch Phase 100 12.00 ± 0.17 97 10 1.25 ± 0.01 99 52.13 
S 1 315 15.00 ± 0.13 64 21 1.25 ± 0.01 84 51.98 
S 2 315 12.16 ± 0.14 84 21 0.81 ± 0.01 84 53.21 
Real Life 1305 10.00 ± 0.19 96 87 0.67 ± 0.01 96 52.11  

Winter        
Batch Phase 150 20.00 ± 0.11 65 10 2.00 ± 0.01 98 48.23 
S 1 210 25.00 ± 0.16 86 14 1.50 ± 0.01 81 47.94 
S 2 210 15.00 ± 0.16 91 14 1.05 ± 0.01 96 51.98 
Real Life 1110 25.00 ± 0.18 87 75 1.80 ± 0.01 94 53.12  
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increased bioolm formation, rich in proteins, phospholipids, nucleic 
acids, and amino acids which are known reservoirs for N and P (Cheah & 
Chan, 2021). Bioolms left in the bioreactors after biomass harvest lead 
to underestimated N and P recovery. Preventive measures like hydro-
phobic coatings or shading during summer can curb bioolm losses. In 
contrast, there seem to be almost complete recovery of N (87-96 %) and 
P (94-96 %) from the added synthetic efnuent in the real life stages of the 
experiment. This is at par with most recent wastewater treatment 
technologies in the market. The carbon content in algal biomass was 
very stable, above 50 % over the whole experiment. During the exper-
iment, 0.2 g/L of Na2CO3 (22.6 mg/L of C) was added to the synthetic 
AnMBR efnuent prepared to balance the pH, which is negligible enough 
to assume that most of the carbon in the biomass came from the atmo-
sphere. Approximately, 1.8 kg CO2 can be oxed by producing 1 kg of dry 
biomass from the atmosphere. Therefore, the average biomass yield of 
0.433 g/L/d and 0.132 g/d during the summer and winter real life 
culture stages can lead to a CO2 sequestration rate of 390 kg CO2/day 3 

119 kg CO2/day in a one-hectare plant (PBR capacity 500,000L). 
This study demonstrated an all year microalgal wastewater treat-

ment scheme for treating AnMBR treated secondary wastewater in 
different light conditions, using a PBR setup with an external separation 
unit to create a MPBR system. Although such systems have been rarely 
explored, the results show that it is a fairly simple but dynamic system 
that allows precise control over PBR concentrations of cells and nutri-
ents allowing for unhindered WW remediation operations even during 
low light conditions (>90 µE/m2/s) using only natural sunlight. The 
dilution rates used during the process are not universal and will change 
from location to location and from setup to setup, but they can be easily 
calculated using these simple sets of repeatable sequences. The distance 
between the photobioreactors can be increased further to prevent 
shadowing from each other and increase overall productivity by 
increasing the amount of direct sunlight exposure to the bags. However, 
this would also result in lower volume concentration per area, thus, 1 m 
is considered as the best compromise. A drawback in the current system 
would be the lack of a solar irradiance sensor and N and P sensor which 
made it necessary to manually measure these values hourly and amend 
the system. However, with these sensors coupled to the autonomous 
onboard computer, the process can be fully automated for largescale 
industrial purposes. It can be safely concluded that nutrients (N, P and C) 
can be effectively removed and stored by microalgae from common food 
grade wastewaters but maintaining a balance between the cell concen-
trations and available sunlight is key to keeping the system efocient. 
Thus, the current system can be proposed for long term industrial 
wastewater treatment and biomass productivity based on the 
geographical location. 

4. Conclusion 

Implementing cell recycling signiocantly improved biomass pro-
ductivity, with an 80 % increase in summer and 10 % in winter 
compared to standard continuous cultivation. Winter N/P removal rates 
increased by 23 %, while summer rates remained constant. This high-
lights cell recycling9s effectiveness in microalgae-based wastewater 
treatment. Nutrient recovery was nearly complete, capturing 87-96 % N 
and 94-96 % P in the biomass. The system consistently produced efnuent 
suitable for European water bodies, averaging 30 % of photobioreactor 
capacity daily. These ondings emphasize the potential of this technology 
for sustainable and efocient wastewater treatment. 

5. Data availability 

E-supplementary data for this work can be found in e-version of this 
paper online and in the online data repository - Dey, Rohit (2023), 
<Exploring advanced phycoremediation strategies for nutrient recovery 
from secondary wastewater sources using a largescale membrane pho-
tobioreactor system-Datasets and supplementary material.=, Mendeley 

Data, V1, https://data.mendeley.com/datasets/t6vfxmddpf/2. 
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Zusammenfassung 

Im Zuge der konventionellen Abwasseraufbereitung ist die direkte Rückgewinnung von Nähr-

stoffen aus dem Abwasser nicht möglich. Mikroalgen fixieren die wertvollen Nährstoffe Stick-

stoff und Phosphor sehr effizient in ihre Biomasse, wodurch sie für eine Anwendung in der 

Abwasserreinigung prädestiniert sind. Allerdings werden mikroalgen-basierte Prozesse durch 

natürliches Sonnenlicht als Energiequelle angetrieben, was einen kontinuierlichen Prozessbe-

trieb bei Tag sowie in der Nacht erschwert. Ziel der vorliegenden Studie war es daher, die 

Stoffwechselaktivitäten der kontinuierlich kultivierten Mikroalge Chlorella vulgaris bei Licht- 

und Dunkelperioden (16 h:8 h) zu untersuchen, wobei der Schwerpunkt auf der Nährstoffauf-

nahme aus einem synthetischen Abwasser während der Nacht lag. Die Variation der Verdün-

nungsrate D (D = 0,0-1,0 d-1 in 0,1 d-1-Schritten) induziert unterschiedliche Limitierungszustän-

de für das Mikroalgenwachstum. Nährstofflimitierungen bei niedrigen Verdünnungsraten führen 

zu einer Akkumulation intrazellulärer Speicherkomponenten (Kohlenhydraten und Lipiden) von 

~70 %BTM, Stärke wird zudem bei Abwesenheit von Licht in Lipide umgewandelt. Bei mittleren 

bis hohen D-Werten wird die Wachstumsrate durch Lichtlimitierung determiniert, wodurch die 

intrazellulären Speicherkomponenten auf ~20 %BTM reduziert werden. Die vollständige Nähr-

stoffaufnahme ist bis D = 0,5 d-1 messbar, wodurch der obere Schwellenwert des Betriebspunkts 

für die Abwasserreinigung festgelegt wird. An diesem Punkt sind die Zellen durch hohe Pro-

tein- (bis zu 57 %BTM) und Pigmentgehalte (bis zu 6,9 %BTM) charakterisiert. Während der Nacht 

ist außerdem der Aufbau von Proteinen auf Kosten intrazellulärer Speicherkomponenten sicht-

bar. Unter Anwendung des Konzepts der aktiven Biomasse (Zellen ohne Speicherkomponenten) 

wurde ein konstanter Protein- (~68 %ABM) und Stickstoffgehalt (11,94 %ABM) der Mikroalgen-

zellen ermittelt. Ein Stickstoff-Spiking-Experiment wies die Aufnahme von Stickstoff sowie die 

Teilung der Mikroalgenzellen während der Nachtperiode eindeutig nach. Auf der Grundlage der 

experimentellen Daten wurde ein Betriebsfenster für einen kontinuierlichen Abwasseraufberei-

tungsprozess entworfen. Dadurch kann eine kontinuierliche mikroalgen-basierte Abwasserreini-

gung während Tag und Nacht ohne den Einsatz künstlicher Beleuchtung postuliert werden. Die 

Berechnungen ergaben die Machbarkeit der Aufbereitung eines Abwassers im Laufe von 24 h 

durch die Rückführung von Zellen sowie der Speicherung von kohlehydratreicher Biomasse. 

Am Ende der Nacht steht die proteinreiche Biomasse für die weitere Verwertung zur Verfü-

gung. 
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" Feasibility of 24 h continuous 
microalgae-based wastewater treatment 
proven 

" Process control enables accumulation of 
intracellular carbon storage during day. 

" Nocturnal nitrogen uptake at cost of 
intracellular carbon storage 

" Concept of active biomass applied to 
microalgae  
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A B S T R A C T   

Conventional wastewater treatment (WWT) is not able to recycle nutrients from the wastewater (WW) directly. 
Microalgae integrate the valuable nutrients nitrogen and phosphorus within their biomass very efociently, 
making them predestined for an application in WWT. Nevertheless, microalgae-based processes are driven by 
natural sunlight as energy source, making a continuous process mode during day and night difocult. The aim of 
this study was therefore to investigate metabolic activities of the continuously cultivated microalgae Chlorella 
vulgaris at light and dark periods (16 h,8 h) with focus on nutrient uptake during night from a synthetic WW. 
Varying the dilution rate D (D = 0.031.0 d−1 in 0.1 d−1-steps) causes different limitations for algae growth. 
Nutrient limitations at low D9s cause maximum accumulation of intracellular storage components (sum of car-
bohydrates and lipids) of ~70 % of dry biomass, starch is converted to lipids at the absence of light. From middle 
to high D9s, the growth rate is determined by light limitation, reducing the intracellular storage components to 
~20 % of dry biomass. Complete nutrient uptake is measurable up to D = 0.5 d−1, marking the maximum 
operating point for wastewater puriocation. At that point, cells are characterised by high protein (up to 57%DBM) 
and pigment (up to 6.9%DBM) quotas. During the night, the build-up of proteins at the degradation of intracel-
lular storage components is furthermore visible. Applying the concept of active biomass (cells without storage 
components), a constant cellular protein (~68%ABM) and nitrogen quota (11.94%ABM) was revealed. A nitrogen 
spiking experiment clearly showed nitrogen uptake and proliferation during the night period. Based on the 
experimental data, a window of operation for a continuous WWT process was designed, allowing the hypothesis 
that continuous WWT using microalgae during day and night operation is possible without the supplementation 
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of artiocial light. This revealed the system9s capacity to treat WW throughout 24 h applying cell recycling and 
storage of carbohydrate-rich biomass. At the end of the night, protein-rich biomass is available for further 
valorisation.   

1. Introduction 

Efocient WWT is one of the most important challenges of the 21st 
century, as water has been pronounced a human right in 2010 by the 
United Nations (German Environment Agency (UBA), 2018). Waste-
waters mainly contain various levels of carbon (C), nitrogen (N), and 
phosphorus (P) that need to be removed before being discharged into 
natural water bodies. Conventional modern WWT plants are capable of 
eliminating those efociently 3 but in case of N and P, nutrients are 
released into the environment and atmosphere (N2) or precipitated (P), 
being lost for direct further use. Recovery of those nutrients, e.g. for 
application as fertilisers or as a food supplement, is highly energy- 
consuming and thus unsustainable. Already since the 1950s, the po-
tential of microalgae for WWT has been studied (Oswald et al., 1957). 
Especially the incorporation of N and P into the cellular functional 
macromolecules is advantageous compared to conventional methods, 
generating a nutrient-rich biomass (Bux and Chisti, 2016; Li et al., 2019; 
Monfet and Unc, 2017). The macromolecular composition of microalgae 
cells basically includes energy-rich storage compounds, such as starch 
(short-term storage) and lipids (long-term storage) as well as proteins, 
pigments, and nucleic acids (DNA and RNA). The nutrients oxed within 
the algal biomass are thereby directly available for various applications. 
Nutrient uptake by the algae cell is highly effective and results in very 
low residual concentrations (cN < 1 mgNçL−1, cP: below the limit of 
detection) (Beuckels et al., 2015; Xin et al., 2010). As microalgae use 
natural sunlight as energy source, no chemicals, external energy source, 
or organic feedstock is needed for remediation. Being an advantage on 
the one hand, this is one of the mayor challenges of microalgae based 
WWT processes as natural light is only available during day. WWs 
usually need to be treated continuously, which is so far not feasible 
without the adaption of the process operation, e.g., by light supple-
mentation during dark periods (at the expense of process sustainability) 
or reducing or stopping the continuous cultivation mode at the absence 
of light. Insufocient remediation due to variable natural light conditions 
(due to seasons, weather, daytime) and the nuctuating WW composition 
are further challenges of microalgae-based WWT. The latter addresses 
the nutrient uptake capacity of microalgae: It is well known that algae 
cells favour a specioc ratio of N:P of 16:1 (Redoeld ratio) in the culture 
medium for total nutrient uptake and optimal growth (Berman-Frank 
and Dubinsky, 1999; Jover et al., 2014), renecting the macromolecular 
composition, mainly proteins (~50 % (w/w)) and nucleic acids (~10 % 
(w/w)), and their stoichiometry under favourable culture conditions. As 
microalgae can accumulate intracellular phosphate (Powell et al., 2009; 
Sforza et al., 2018; Solovchenko et al., 2019), it is possible to overcome 
the strict N:P ratio within certain limits. Next to the nutrient ratio, the 
rather low nutrient concentrations in most WWs are another challenge. 
There are some exceptions 3 mainly piggery and dairy WW 3 but N and P 
concentrations within most sewages usually vary between 4.0 and 40.0 
mgNçL−1 as well as 0.15 and 9.2 mgPçL−1 (Li et al., 2019; Luo et al., 2017; 
Zhang et al., 2019). Assuming a theoretical, intracellular N content of 
10 %, only low biomass concentrations of ~403400 mgçL−1 are 
achievable using those WWs as a culture medium. With respect to a 
further valorisation of the algae biomass, higher cell concentrations are 
aimed to facilitate the downstream process and to improve the overall 
productivity (Ortiz Tena et al., 2021). 

A possible approach to overcoming the aforementioned drawbacks of 
microalgae-based WW remediation is the application of cell recycling or 
retention techniques (Luo et al., 2017). In the context of WWT, mem-
brane technology, more precisely polyvinylidene nuoride (PVDF) hol-
low obers, is usually predominant (Zhang et al., 2019). The combination 

of membranes (internal or external) at the microalgae culture stage 
(photobioreactor) results in a so-called membrane-photobioreactor 
(MPBR), enabling the enhancement of the biomass concentration in the 
PBR, thus lowering HRTs and increasing productivities as well as 
nutrient uptake (Luo et al., 2017; Marbelia et al., 2014). Especially on 
days with low light availability, the resulting slow growth can thus be 
balanced. External oltration devices even allow to adjust cell concen-
trations to desired levels and to react to nuctuating environmental 
changes more speciocally compared to internal membranes (Luo et al., 
2017; Ortiz Tena et al., 2021). Therefore, the adjustment of the biomass 
concentration in the PBR can be considered a degree of freedom to in-
nuence a microalgae-based WWT process. Furthermore, MPBRs allow 
the adaption of the microalgal physiology: Adjusting the biomass con-
centration inside the PBR affects the availability of nutrients and light 
per cell. The quotas of the intracellular microalgal macromolecules are 
not constant but renect the environmental conditions the algae are 
facing (Dickinson et al., 2013; Sao et al., 2014; Samorì et al., 2014; Su, 
2021). If more light energy is provided to the cells than can be used for 
growth determined by N-availability, the build-up of intracellular 
energy-rich storage components (mainly starch and lipids) is induced 
(Dillschneider et al., 2013; Zhu et al., 2014), which is capitalised for 
example for algal biofuel production (Christenson and Sims, 2011). 
During periods with low or no light, those components are used to 
maintain the microalgae metabolism and 3 more importantly 3 to enable 
further nutrient uptake or even proliferation (León-Saiki et al., 2017). 
Knowing the correlations of culture conditions and macromolecular 
composition, e.g. starch build-up, this can be used to direct the cellular 
composition during the day to optimise nutrient uptake according to the 
light availability and WW composition (mainly nutrient load). In 
particular, nutrient uptake can be triggered during night, assuming a 
sufocient starch pool was generated during hours when light was 
available. Thus, the macromolecular composition can be regarded as a 
second degree of freedom for optimal operation of microalgae-based 
WWT processes. 

Only few studies have been done applying continuous cultivation of 
microalgae in the oeld of WWT. Most investigation is done batch-wise or 
semi-continuously, focusing on the algae metabolism under light avail-
ability. Often, continuous cultivation is stopped during night to prevent 
a wash-out without sampling. This leads to a lack of information for the 
dark period although it is well known that metabolic activities also take 
place when light is absent. As WWT needs to take place continuously for 
24 h, those studies do not address real-life scenarios for the development 
of WWT strategies for day- and nighttime. In the present study, special 
emphasis is placed on the macromolecular composition of microalgae 
cells during a continuous cultivation with a light regime of 16 h day/8 h 
night at varying dilution rates (Dday = 0.031.0 d−1 in steps of 0.1 d−1, 
Dnight = 0.1çDday) each under steady-state conditions. Furthermore, the 
changes of the cellular composition and nutrient uptake during the 
absence of light were investigated. The main goal of this work is to prove 
that an intracellular starch buffer can supply microalgae cells with suf-
ocient energy to enable nutrient uptake during night and therefore allow 
WWT also at the absence of natural light. Last, a theoretical strategy for 
an optimised continuous 24 h-WWT process is drawn using the afore-
mentioned ondings concerning the nighttime metabolism of the 
microalgae cells. 
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2. Materials and methods 

2.1. Algal strain, cultivation medium (synthetic WW), and cultivation 
system 

Cultivation experiments were conducted using the green freshwater 
microalgae Chlorella vulgaris SAG 211312 provided by the Culture 
Collection of Algae at Göttingen University (SAG). Synthetic WW 
(modioed BG11 medium) was used as the medium (see Supplement). 
Compared to a standard BG11 medium, the N-source was changed to 
ammonium and all organic C-sources were eliminated. Furthermore, N 
and P concentrations in the medium (cN,Medium = 200 mgçL−1, cP,Medium 
= 44.15 mgçL−1) were adapted to generate a dry biomass concentration 
of 2 gçL−1, assuming an intracellular N and P content of 10%N and 2%P, 
respectively. 

Continuous cultivation was performed in a commercial cylindrical 2 
L model bioreactor system (KLF2000, Bioengineering AG, Switzerland) 
equipped with an illumination device (mounted LEDs with collimating 
lenses) constructed at our institute for homogenous light distribution 
within the culture broth (Jacobi et al., 2012). Light intensity applied was 
measured at the inner side of the glass cylinder using a planar quantum 
sensor (Light Meter Li250, LI-COR Environmental/Waltz). The photo-
bioreactor system is equipped with several online analytic tools, 
including a pO2 sensor (VISIFERM DO ARC 120, Hamilton Company), 
pH sensor (Easyferm Plus ARC 120, Hamilton Company), optical density 
sensor (Avaspec-3648, Avantes), as well as an exhaust gas analyser for O 
and CO2 (Multor 610, Maihak AG). Temperature was controlled at 
25.0 çC and pH was maintained at 7.5 using 1 M NaOH. The culture 
broth was continuously sparged with an aeration rate of 0.06 vvm using 
a mixture of air and CO2 (95/5 v/v). Illumination was set to 350 
¿molçm−2çs−1 with a light/dark regime of 16 h/8 h. Prior to the 
continuous operation mode, a batch phase was carried out at the end of 
which (indicated by a constant dry biomass concentration) the sample 
point for D = 0.0 d−1 was chosen. Afterwards, the continuous cultivation 
was started at oxed cultivation conditions (light, light regime, pH, 
temperature, aeration, and medium), applying a constant dilution rate 
during the day phase Dday (in d−1), lowering it during the night phase to 
Dnight = 0.1çDday. Reducing Dnight was chosen to prevent a biomass 
washout. Process parameters (pO2, optical density, exhaust gas 
composition) were then checked for reproducibility for at least ove days 
to ensure steady-state conditions. At steady state, the reactor was 
sampled. After sampling, the dilution rate Dday was increased (Dnight 
behaved accordingly) and the continuous cultivation continued at the 
new dilution rate. Again, samples were taken at steady-state conditions. 
Altogether, eleven dilution rates Dday at a range from 0.0 d−1 to 1.0 d−1 

in 0.1 d−1 steps were applied consecutively. For each dilution rate 
tested, samples were taken during the light as well as throughout the 
dark phase (6 samples in total). After sampling, an aliquot of the culture 
broth was directly used to determine biomass concentration and for 
microscopy (see 2.2). Part of the remaining sample (~50 mL) was 
centrifuged (6900 rpm for 20 min at 4 çC) and the liquid fraction used to 
determine nutrient concentrations (see 2.3). The solid fraction was 
freeze dried to analyse the cellular lipid content (only for the orst 
sampling point of D = 0.030.3 d−1), lipid groups, and the N-content 
(each only for the orst sampling point for all D9s applied). The remaining 
sample was aliquoted (1 mL) and centrifuged (11,000 rpm for 10 min at 
4 çC). After removing the supernatant, samples were frozen until used 
for the determination of the macromolecular composition (lipids, car-
bohydrates, proteins, and pigments, see 2.3). 

2.2. Measurement of biomass concentration and cell size 

Dry biomass (DBM) concentration was measured as previously 
described (Ortiz Tena et al., 2021). A deoned volume of a cell-containing 
sample was given on pre-washed and weighted glass microobre olters 
with a nominal pore size of 0.7 ¿m (50,698, No. 51630346, VWR 

International LLC).). After washing the cell-containing sample on the 
olter twice with deionised water, olters were dried in an oven at 105 çC 
for 8 h. For quantiocation, the olters were transferred to a desiccator and 
weighed (precision of ±0.01 mg). The dry biomass concentration was 
determined as the difference in weight of the olters with and without the 
cell-containing sample divided by the applied sample volume. Optical 
density was measured ofnine at 750 nm using a VIS-spectrophotometer 
(V-1200, Lambda 35, VWR/Perkin Elmer Inc.). A light microscope 
(Scope A1 Axio, Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH) was used to 
take pictures of the cells at each sampling point. Photos of the orst 
sample of peach dilution rate were applied to determine the cell diam-
eter using the ImageJ software. 

2.3. Measurement of macromolecular and medium composition 

Protein content of the cells was determined applying the Total Pro-
tein Kit (Micro Lowry, Peterson9s Modiocation, TP0300-1KT) from 
Sigma Aldrich based on the Lowry reaction. To avoid interferences with 
EDTA present in the culture medium, high dilutions (>25-fold) were 
applied. Total carbohydrates in the biomass were measured employing 
the Anthrone method (Yemm and Willis, 1954) previously described in 
detail by Dillschneider et al., 2013. Intracellular chlorophyll a, chloro-
phyll b, and carotenoid contents were quantioed photometrically using 
the method developed by Wellburn in 1994 (Wellburn, 1994). Total 
lipids were determined gravimetrically after extraction using a mixture 
of chloroform and methanol (2,1 v/v). All measurements were carried 
out in triplicates. Main elements, i.e. C, N, S and H, were quantioed 
using 234 mg of dry biomass by an element analyser (Vario Micro Cube, 
Elementar, Germany; reference measurement: sulfanilamide). 

Nutrient concentrations were determined using ion chromatography 
(IC, 882 Compact IC plus, Metrohm) as well as the renectometer 
RQnex® 20 (Supelco). Prior to both measurements, samples were 
oltered (cellulose olter, 0.45 ¿m) and diluted (IC: 1:10 automatically, 
renectometer: 1:5 or 1:2 by hand) to ensure a cell-free supernatant. For 
renectometric measurements, samples were prepared according to the 
manual in the corresponding kit (test strips, Supelco) for ammo-
nium1nitrogen (NH4+-N, measurement ranges: 0.737.0 mgçL−1, 5.0320.0 
mgçL−1, and 203180 mgçL−1) and total phosphorus (TP, measurement 
ranges: 0.135.0 mgçL−1 and 53120 mgçL−1). A conductivity detector 
(Metrohm) was used for IC measurements, samples were injected by an 
autosampler unit (885 Professional Sample Processor, Metrohm). For 
anions (Cl−, NO3−, PO43−, SO42−), the stationary phase was a Metrosep A 
Supp 5 column (150/4, Metrohm), elution buffer consisted of 3.2 mM 
Na2CO3, 1.0 mM NaHCO3, and 12.5 % (v/v) acetonitrile in water. The 
stationary phase for cations was a Metrosep C4 column (150/4.0, Met-
roohm), the eluent was a mixture of 1.7 mM HNO3 and 0.7 mM 2,6-pyr-
idinecarboxylic acid. 

2.4. Calculations 

To evaluate the macromolecular composition of the microalgae 
biomass (BM) under different conditions, the quota of the cellular 
macromolecules (Mm) (proteins (Prot), carbohydrates (Carb), nucleic 
acids (NucA: DNA and mainly RNA), (phospho-)lipids (Lipid) and pig-
ments measured as chlorophyll (Chl)) were deoned using Eq. (2-1). The 
concentration of the Mms (cMm) is obtained from the respective detec-
tion methods. 

qMm,BM =
cMm

cBM

(2-1) 

The sum of all cellular Mms of DBM was >100 %, therefore a nor-
malisation to 100 % was undertaken. The measurement of the total lipid 
content of the DBM was only possible for D = 0.030.3 d−1. For all other 
samples, qLipid was set equal to the residual fraction, generated under the 
assumption that all macromolecules add to 100 % after normalisation. 

The interpretation of changes in the macromolecular composition of 
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the dry biomass is supported by employing the concept of active biomass 
(ABM). This was introduced orstly by the need to quantify the mass of 
metabolic cells in wastewater sludge and later taken up by bioprocess 
modelling. There it refers to the portion of the overall biomass that is 
currently metabolically active and contributing to the breakdown and 
removal of pollutants from the wastewater (Cronje et al., 2002). Later it 
was used to distinguish between heterotrophic and autotrophic biomass 
in sludge (Shoener et al., 2019). The concept was further reoned by O. 
Bernard to distinguish in modelling between biomass proliferation in the 
sense of cell growth and cell division from biomass increase by accu-
mulation of starch (Bernard, 2011)There is understood as the mass of 
slightly light-limited microalgal cells without storage compounds. It is 
orst time used in this paper to estimate the amount of storage com-
pounds in the context of determination of biomass composition. 

The deonition of the active biomass (ABM) in this paper is based on 
assumptions regarding variable intracellular macromolecular pools. The 
macromolecular composition in this regard includes proteins (Prot), 
pigments (quantioed as chlorophyll (Chl)), nucleic acids (NucA), car-
bohydrates (Carb), and lipids (Lipid). Carbohydrates and lipids are 
further divided into functional (mainly structural) and storage fractions. 
However, these fractions cannot be distinguished by measurements 
directly but are estimated here by ABM with the given assumptions. By 
subtracting the active biomass, those storage components can be 
quantioed/determined as shown in the following paragraph. Further-
more, ABM reacts to changing environmental conditions. 

The orst choice for an assumption on ABM composition is based on 
measured (meas) quotas in BDM qMm,BDM,meas. That has been done for 
proteins and pigments, separately for each D. Further assumptions are 
based on stoichiometric relations between the Mm. In the case applied 
here, quota of nucleic acids was set to 10 % of protein quota. Structural 
carbs and lipids and the respective storage compounds can only be 
separated by assumptions for the structural elements. From the data 
presented in this study, qCarb,ABM,est is set to 14 %. This value represents 
the minimum for fast unlimited growth without accumulation of storage 
compounds. Furthermore, a constant quota of 5 % lipids for the ABM is 
presumed. The setup of the composition of a theoretical active biomass 
cell including references is summarised in Table 3-1. In investigations 
with fewer available measurements, the Redoeld ratio can also be 
applied for an estimation of e.g. phospholipids or nucleic acids. In the 
choices given above, the Redoeld ratio of C:N:P = 106:16:1 is actually 
nearly fulolled intrinsically. 

For the onal estimation of the active biomass composition and the 
amount of storage material, the measured quotas qMm,DBM,meas have to 
be transformed into the quotas of the active biomass qMm,ABM,est (est: 
estimated) together with the estimated values for the storage com-
pounds qCarb,sto,est and qLipid,sto,est respectively. A normalisation factor 
fnorm can be found by solving the normalisation equation under the 
constraint of the preset values for structural carbohydrates and lipids in 
the ABM (Eq. (2-2)): 
3

qMm,ABM,est = 1; qMm,ABM,est

= qMm,DBM,meas " fnorm; qCarb,ABM,est, qLipid,ABM,est fixed (2-2) 
The normalisation factor fnorm is then given by Eq. (2-3): 

fnorm =
1 − qCarb,ABM,est − qLipid,ABM,est

qProt,DBM,meas + qNucA,DBM,meas + qChl,DBM,meas

(2-3) 

This allows the estimation of the ABM in a re-normalised form: 
qMm,ABM,est = fnorm " qMm,DBM,meas (2-4) 

The estimated storage compounds virtually related to ABM are (Eqs. 
(2-5) and (2-6)): 

qCarb,sto,est =

(

1−qLipid,ABM,est

)

"qCarb,DBM,meas−
(

1−qLipid,DBM,meas

)

"qCarb,ABM,est

qProt,DBM,meas+qNucA,DBM,meas+qChl,DBM,meas

(2-5)   

qLipid,sto,est =

(

1−qCarb,ABM,est

)

"qLipid,DBM,meas−
(

1−qCarb,DBM,meas

)

"qLipid,ABM,est

qProt,DBM,meas+qNucA,DBM,meas+qChl,DBM,meas

(2-6) 
The concentration of ABM is then calculated from BDM as (Eq. (2-7)): 

cABM =
cBDM

1 + qCarb,sto,est + qLipid,sto,est

(2-7) 

The innuence of light on the cellular composition is evaluated by the 
amount of absorbed photons (= specioc photon uptake rate rPh,abs in 
¿molçm−2çs−1) using Eq. (2-8), applying the reactor volume (VReactor), 
the illuminated surface (Ailluminated), and the light intensity applied I0. 

rPh,abs =
I0 " Ailluminated

cBM " VReactor

(2-8) 

In a continuous cultivation in chemostat, the dilution rate (D) in d−1 

is equivalent to the specioc growth rate (¿) at steady-state, being deoned 
in Eq. (2-9) by the innow rate (�in) and the reactor volume (VReactor). 

D =
ÛFin

VReactor

(2-9) 

The nitrogen content (qN) of the biomass was determined in three 
different ways: A direct measurement allows to quantify qN,meas,DBM, qN, 
meas,ABM was calculated from this value. Nitrogen uptake from the me-
dium per gram BM was used to determine qN,calc,BM. For the calculation 
of qN,th,BM, it is assumed that all intracellular nitrogen is located either in 
the protein or pigment fraction. 

qN,meas,ABM =
cABM " qN,meas,DBM

cDBM

(2-10)  

qN,calc,BM =
cN,Medium − cN,residual

cBM

(2-11)  

qN,th,BM = qProt,BM " qN,Prot + qChl,BM " qN,Chl (2-12)  

3. Results and discussion 

3.1. Nutrient uptake, growth behaviour, and changes in biomass 
composition during illumination for different dilution rates 

Optimal WWT using microalgae is the subject of numerous recent 
and previous investigations (Chai et al., 2021; Luo et al., 2017; Mat Aron 
et al., 2021). Nevertheless, there is a lack of studies cultivating micro-
algae continuously as the process strategy is mostly limited to batch or 
semi-batch operations. During continuous cultivation with constant 
light energy (chemostat), nutrient uptake and the corresponding 
macromolecular composition can be correlated to the dilution rate 
applied (Dickinson et al., 2013; Samorì et al., 2014). This happens in a 
feed-back loop, where nutrient supply as a direct effect of D and nutrient 
uptake as a direct effect of current surrounding concentrations are 
counteracting until the equilibrium ¿ = D is reached. 

Table 3-1 
Macromolecular and elemental composition of major compounds of the active 
biomass (ABM) of Chlorella. The calculated values are within the ranges given 
by Inomura et al., 2020, Ågren, 2004 and Geider and La Roche, 2002.  

Macromolecule qC,Mm qN,Mm qP,Mm qMm,ABM 

Proteins  0.533  0.158  0.000  0.690 
Nucleic acids  0.340  0.155  0.091  0.070 
(Phospho-)lipids  0.640  0.000  0.043  0.050 
Carbohydrates  0.400  0.000  0.000  0.140 
Pigments (Chl)  0.740  0.063  0.000  0.050 
Active biomass  0.523  0.0922  0.0127  1.000  
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For all dilution rates applied (Dday = 0.031.0 d−1 in 0.1 d−1-steps, 
Dnight = 0.1çDday), various parameters were quantioed, each 30 min 
before the night phase started: Nutrient concentrations in the reactor (N 
and P) were measured, allowing to evaluate the nutrient uptake (rN.DBM, 
Fig. 3-1 A). Furthermore, dry biomass concentration (cDBM) and its N- 
content qN (Fig. 3-1 A), macromolecular composition (Fig. 3-1 B and C), 
cell size (Fig. S2), and lipid groups (see Fig. S1 in Supplement) are 
compared. 

Under the regime of low D9s (D f 0.2 d−1), nutrient limitations 
usually cause the corresponding low specioc growth rates. Higher 
growth rates are thus only possible as nutrient supply increases with 
rising D. However, rising growth rates also require growing photon 
availability per cell. Above a certain D, biomass concentration decreases 
until photon availability is high enough to support the higher ¿, subse-
quently increasing nutrient availability per cell. From the experimental 
data in Fig. 3-1 A, this threshold point is reached for D = 0.3 d−1. For D 
f 0.2 d−1, nutrient limitations limit dry biomass concentration to 
~4000 mgçL−1. An increase in D decreases DBM and increases nutrient 
availability per cell at the same time, reducing nutrient limitations and 
induces changes in the macromolecular composition (Fig. 3-1 B).Me-
dium D9s (0.3 d−1 f D f 0.6 d−1) are therefore characterised by an 
interplay of nutrient and light limitations. At high D9s (D g 0.7 d−1), 

light limitation becomes more and more dominant until photon avail-
ability reaches the level for maximum specioc growth rate. 

When applying low dilution rates, surplus light is used in the non- 
limiting photosynthesis to synthesize and accumulate storage com-
pounds, i.e. starch and unipolar lipids (TAG) at nitrogen limitation (Cha 
et al., 2021; Janssen et al., 2018). Consequently, the quota of storage 
components (carbohydrates + lipids) persists at ~70%DBM for low D9s, 
representing the upper limit of the storage capacity potential (Sao et al., 
2014; Schediwy et al., 2019). As neither N nor P as detected in the 
reactor outnow, a co-limitation of both nutrients is assumably, charac-
terizing DBM by low intracellular protein (27329%DBM) as well as 
pigment content (2%DBM) (Fig. 3-1 B). 

For medium D9s (D = 0.330.6 d−1), enhanced nutrient uptake per cell 
(rN,DBM in Fig. 3-1 A) and thus rising the intracellular N content from 
5.95 to 8.40%DBM renect diminishing nitrogen limitation, renected by a 
high starch production up to 39%DBM and moderate lipid accumulation 
(18328%DBM) at D = 0.330.4 d−1. Both dilution rates are characterised 
by a low and steady pigment quota of 334%DBM. For D g 0.5 d−1, a drop 
in the carbohydrate content of DBM is visible indicating the change in 
the limiting situation towards light limitation emphasised by an increase 
in the pigment and protein quota from 4 to 5%DBM and 44 to 54%DBM, 
respectively (Fig. 3-1 B). A sufocient N supply allows the processing of 

Fig. 3-1. Characterisation of DBM of Chlorella vulgaris cells during a continuous cultivation with synthetic WW at an increasing D (Dday = 0.131.0 d−1 in 0.1 d−1- 
steps, Dnight = 0.1çDday): Intracellular N content (qN,meas,DBM) together with N uptake rate (rN,DBM) and photon absorption rate (rPh,abs,DBM) (A), as well as the DBM 
concentration and its macromolecular composition (quotas of carbohydrates, proteins, pigments, lipids, and nucleic acids) (B). Measured value for the N quota of 
sample from D = 0.7 d−1 is declared as an outlier. 
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intracellular carbohydrates (nearly no storage) as well as the production 
of more photosynthetically active proteins and subsequently chloro-
phylls to absorb all photons available (Benvenuti et al., 2015). Never-
theless, the residual fraction is attributed to lipids as nitrogen is still 
nearly fully consumed. 

Algae cells at high dilution rates (D g 0.7 d−1) are characterised by a 
stable N-content of ~7.75%DBM and a low content of storage compo-
nents of ~30%DBM. This is driven by a rising specioc nitrogen uptake 
rate rN,DBM according to the rising specioc growth rate (Fig. 3-1 A). 

Nevertheless, a slight decrease in the pigment content is visible (from 6 
to 4%DBM between D = 0.7 and 0.9 d−1), which may be caused by an 
already high light availability. For very high dilution rates (D = 0.9 and 
1.0 d−1), no trends are obvious. Although cDBM was stable for a couple of 
days for D = 1.0 d−1, this dilution rate is presumably already within the 
wash-out region. 

For D g 0.6 d−1 the residual N content in the medium increased, 
whereas P was below the limit of detection for all D9s tested. This marks 
the system9s upper limit of nitrogen removal. As the N:P ratio in the 

Fig. 3-2. Characterisation of ABM of Chlorella vulgaris cells during a continuous cultivation with synthetic WW at an increasing D (Dday = 0.131.0 d−1 in 0.1 d−1- 
steps, Dnight = 0.1çDday): Intracellular N and P content (qN,ABM and qP,ABM) together with nutrient uptake rates (rN,ABM and rP,ABM) (A), as well as the ABM con-
centration and its macromolecular composition (quotas of carbohydrates, proteins, pigments, lipids, and nucleic acids) (B). qN,meas,ABM of sample for D = 0.7 d−1 is 
declared as outlier. 
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synthetic WW was 9.34:1, the total P uptake can only be explained by 
luxury uptake and subsequent P storage as polyphosphate, demon-
strating the aforementioned ability of Chlorella vulgaris to overcome the 
strict Redoeld ratio of 16:1The resulting consequences of the nutrient 
uptake capacity at different D9s for a continuous WWT process will be 
discussed in Section 3.5. 

3.2. Concept of active biomass applied to evaluate the continuous 
cultivations 

For a deeper understanding of the microalgae metabolism, the active 
biomass (ABM, DBM without storage components) concentration (cABM) 
and its molecular composition, nutrient uptake, and quota were quan-
tioed in Fig. 3-2 A and B. 

As discussed in Section 3.1, light limitation is the dominant regime 
for D g 0.7 d−1. Nutrient limitations (mainly N) affect the BM concen-
tration and macromolecular composition prior to this growth rate. As a 
result, cABM remains 3 in analogy to heterotrophic cultivations 3 

approximately constant for D f 0.6 d−1 (Fig. 3-2 A) as the supply of (a) 
limiting dissolved substrate (s) increases with rising D resulting in a 
constant availability per cell. To maintain high D9s of g0.7 d−1, 
microalgae cells need a specioc photon energy input per cell. For con-
stant illumination, this means that cABM decreases until that need is 
satisoed. The system9s behaviour marks the major difference between 
phototrophic and heterotrophic continuous cultivations. 

In contrast to DBM, only slight variations in the macromolecular 
composition of ABM are visible (Fig. 3-2 B). ABM has been deoned by 
constant quotas of structural polysaccharides (14 %) and cell membrane 
lipids (5 %) that were used as calibration values to quantify its con-
centration (see Eq. (2-7)). An increase in the pigment quota from 6 to 
9%ABM can be observed with a higher D, which goes hand in hand with 
the growing energy demand of the cells. Intracellular protein content 
varies between 66 and 69%ABM, implying a constant protein demand 
that is always realised in healthy, growing cells. This is in contrast to the 
often stated reduction of protein content at N limitation (Arora et al., 
2016; Beuckels et al., 2015; Dickinson et al., 2013; Samorì et al., 2014), 
which can be attributed to a <dilutive= effect of building-up storage 
components within the cell. A reduction of protein synthesis at nitrogen 
limitation is known from literature (Brányiková et al., 2011; Breuer 
et al., 2014; Janssen et al., 2018) but is not visible in the data presented 
here. Furthermore, a stoichiometric relationship between chlorophylls 
and photosynthetically active proteins is proven (Janssen et al., 2018). 
Light limitation is usually responded to by microalgae cells by expand-
ing the photosynthetic apparatus including pigments and light har-
vesting proteins (Benvenuti et al., 2015; Janssen et al., 2018). But at the 
same time, proteins for electron transport and anabolism are reduced 
(Inomura et al., 2020), summing up to a net constant protein quota. The 
constant protein content is thus discussed as a constant space demand of 
the protein molecules within the microalgae cell (Burnap, 2015). The 
water-free storage molecules require far less space for the same weight. 
The constant quota of nucleic acids (~7%ABM) is a result of its quanti-
ocation deonition as 10 % of the equally stable protein content. 

Intracellular nitrogen content (qN) was determined using three in-
dependent approaches; orstly by a direct measurement (qN,meas,ABM), 
secondly using the nitrogen uptake from the medium (qN,calc,ABM), and 
thirdly as the sum of the theoretical N quota of the protein, pigment, and 
nucleic acid fraction (qN,th,ABM). Although originating from different 
measurements with varying precisions, all N contents show a similar 
pattern: nuctuations around an average intracellular nitrogen value of 
~11.94 % (Fig. 3-2, dashed black line). For qN,meas,ABM and qN,calc,ABM, a 
slight downward tendency is visible at high D9s, but its exact biological 
signiocance is unclear. We conclude a constant nitrogen demand of 
microalgae cells (without N-free storage molecules) that needs to be 
satisoed regardless of the surrounding nutrient concentrations. 
Furthermore, no storage of nitrogen even at high N concentrations is 
possible, otherwise an increase of the intracellular N quota would be 

detectable. 
P uptake (rP,ABM) is constantly increasing with rising D9s. The 

intracellular P quota (qP,calc,ABM) could only be determined using the 
residual P concentration in the outnowing medium (below the limit of 
detection for all D9s applied). The quota is steady for D f 0.8 d−1 at 
~3.05%ABM (Fig. 3-2, black polyline), but apparently enhances at very 
high D9s up to 4.5%ABM. Again, it is difocult to evaluate data for D g 0.9 
d−1 due to a possible innuence of wash-out phenomena. The resulting 
intracellular N:P ratio of ~3.9:1 is lower than reported for Chlorella 
(~6:1 to 10:1 by Beuckels et al., 2015). This can be explained by the 
increasing ribosomal RNA content and the P storage in granules due to 
luxury uptake. 

Cell size was measured for all dilution rates applied. Fig. S2 in 
Supplement shows that N-limited cells (D = 0.030.5 d−1) are charac-
terised by a reduced cell diameter compared to light-limited cells (D =
0.631.0 d−1). The accumulation of water-free lipids due to a lack of N 
reduces cell diameter compared to cells with higher protein quotas, 
which was also observed by Arora et al., 2016. 

3.3. Evaluation of microalgae growth and composition during dark 
(night) periods 

Little is known about metabolic activities of microalgae cells at the 
absence of light so far. Often, an unwanted reduction of biomass up to 
22 % throughout the night is observed being associated with thelight 
availability during the day period, as it innuences the accumulation of 
intracellular storage components (Doucha and Lívanský, 1995; 
Edmundson and Huesemann, 2015; León-Saiki et al., 2017; Ogbonna 
and Tanaka, 1996; Torzillo et al., 1991). These serve as major transient 
energy storage (TES) component for microalgae (León-Saiki et al., 2017) 
and are discussed to be metabolized during the night Provided that ni-
trogen is taken up, the formation of protein is observed. (Edmundson 
and Huesemann, 2015; Lu et al., 2005; Ogbonna and Tanaka, 1996) 
However, the concept of active biomass (DBM without storage compo-
nents) has not been applied to evaluate the results of the aforementioned 
studies that usually quantify cell loss based on DBM concentrations. This 
does not allow to distinguish between the decrease of intracellular starch 
or a decline in cell number. Furthermore, nutrient uptake during the 
absence of light has not been investigated at all so far. Therefore, a 
special emphasis was placed on the metabolic activities including 
macromolecular changes and nutrient consumption of the microalgae 
cells in the present study, evaluated using the active biomass as an 
additional parameter. For all dilution rates tested (see chapter 3.1), the 
corresponding night phase was sampled. The dilution rate during the 
dark period Dnight was reduced to 10 % of Dday, resulting in a slight 
nutrient supply increasing with rising dilution rates. Due to the con-
struction of the PBR system and sampling, there was only an innow of 
medium during the dark period, implying a fed-batch mode during the 
night. The sample points throughout the night phase are deoned as <data 
points= and numbered consecutively. The corresponding timeline is the 
following: data point 0 was collected 0.5 h before the beginning of the 
dark phase, data point 1 0.5 h, data point 2 2 h, data point 3 4 h, data 
point 4 6 h, and data point 5 7.5 h after the beginning of the dark phase. 

Phosphorus wasn9t detected in the reactor outnow during the night 
period for all D9s tested. Residual nitrogen was detected for D g 0.6 d−1 

(increasing concentration with rising D) from data point 0 on 
throughout the whole night. N uptake was measurable at the absence of 
light and will be discussed in the following paragraphs in detail. The 
pigment content only showed slight nuctuations during the night pe-
riods for all D9s tested and can thus be regarded as stable throughout a 
dark period of 8 h. 

For very low dilution rates (Dday = 0.0, 0.1, and 0.2 d−1, shown as an 
example for Dday = 0.1 d−1 in Fig. 3-3), there was a reduction of the 
carbohydrate content concomitants with an increase of the lipid frac-
tion. The absence of nitrogen (see cNH4,residual in Fig. 3-3 B) induces the 
conversion of the transient energy storage starch to long-term storage 
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Fig. 3-3. Biomass composition (carbohydrates, proteins, pigments, and residual) and biomass concentration (active biomass and DBM) of Chlorella vulgaris as well as 
residual NH4 concentration in the photobioreactor during the day and night phase for a dilution rate of D = 0.1 d−1 (A&B), D = 0.4 d−1 (C&D), D = 0.5 d−1 (E&F) and 
D = 0.7 d−1 (G&H). The dilution rate during the dark period was reduced to 10 % of the day value. 
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lipids (Breuer et al., 2014), resulting in a constant storage quota of 
~68%DBM. No proliferation is indicated by the progress of active 
biomass concentration, which can be explained by the severe nitrogen 
limitation that does not meet the cell9s minimum N demand required for 
growth (Franks et al., 2022). A similar trend is observed for D = 0.3 d−1 

(see Fig. S3 C in Supplement), but storage components only make 
~62%DBM. 

For D = 0.4 d−1, microalgae cells are released into the night phase 
with a comparably high carbohydrate content of 39%DBM, which re-
duces by 28.2 % throughout the dark period to 28%DBM (Fig. 3-3 C). 
Furthermore, the lipid fraction increases by ~1.7-fold. Only slight 
nuctuations of both cDBM and cABM are visible in Fig. 3-3 D. Nevertheless, 
the reduction of proteins of ~10.8 % from data point 1 to 2 indicates 
proliferation ~2 h after the dark phase began as microalgae cells do not 
actively reduce their macromolecular contents but dilute it via growth 
(Breuer et al., 2014). Afterwards, protein content remains constant, 
probably due to nitrogen limitation. However, cell division cannot be 
proven by an increase in cABM. 

In contrast, the carbohydrate content of cells with D = 0.5 d−1 is low, 
but the build-up of protein at the cost of carbohydrates can be assumed. 
The conversion of carbohydrates to lipids is not assumed as the limiting 
situation is already changing from nitrogen to light limitation. Again, 
cell division is assumed at data point 2, indicated by the consecutive 
reduction and build-up of proteins and carbohydrates (Fig. 3-3 E), 
supported by an increase in cABM (Fig. 3-3 F). Synthesis of proteins 
(increase of ~20.8 %) after cell division (data point 3) is probably due to 
a higher nitrogen availability compared to D = 0.4 d−1 (Brányiková 
et al., 2011). Data for D = 0.6 d−1 (Fig. S3 D in Supplement) show a 
similar trend, growth takes place after approximately 436 h of the night 
phase. 

A small carbohydrate buffer of 19%DBM was measurable for cells at D 
= 0.7 d−1. The reduction of storage components (carbohydrates +
lipids) of 32.3 % during the night allows for an increase in protein 
content (10.6 %, data points 1 to 5 in Fig. 3-3 G) that goes along with a 
consumption of residual nitrogen in the medium (reduction by 8.2 %) 
within the orst 4 h of the night phase (data points 1 to 3, Fig. 3-3 H). Cell 
division seems to take place as an increase in cABM from data point 1 to 3 
is visible. After that, the energy buffer of the cells seems to be too low to 
allow metabolic activities such as nitrogen uptake. In contrast to 
nitrogen-limited cells, the reduction of proteins after supposable cell 
division is not visible at an N surplus as the protein quota remains 
constant (Fig. 3-3 G). 

For very high dilution rates (see Fig. S3 E-G in Supplement), algae 
cells are released into the night with a small carbohydrate buffer of 
~20.6%DBM. Nitrogen uptake is measurable within the orst four and two 
hours of darkness for D = 0.9 d−1 and D = 1.0 d−1, respectively. The 
slightly increasing nitrogen concentration in the PBR afterwards can be 
attributed to the constantly innowing medium. Protein concentration 
rises accordingly as the following reduction of the protein quota in-
dicates cell division, which cannot be conormed by the progress of cABM. 
Furthermore, metabolic activities seem to pause towards the end of the 
night phase. As already mentioned, all trends for very high D9s might be 
attributed to wash-out. 

No decline in cDBM was measurable throughout the night phase for all 
dilution rates tested. Usually, biomass reduction during the dark phase is 
positively correlated to the starch content of the microalgae cell (León- 
Saiki et al., 2017; Torzillo et al., 1991). This is in line with our results as 
the reduction of carbohydrates reached its maximum during the dark 
phase of D = 0.4 d−1, at which cells had the highest starch quota. Cor-
responding to our model, the intracellular energy buffer can be used for 
anabolic activities during the absence of light, the extent of depletion 
depending on its quantity. In addition, the data presented revealed an 
impact of the nutrient availability on the metabolic activities during the 
night. At severe N limitation (D = 0.030.2 d−1), no proliferation or 
protein synthesis takes place, but there is a conversion of short-term 
energy storage starch to long-term storage lipids. If the minimum 

nitrogen demand of the algal cells can be responded to (D = 0.330.6 
d−1), proliferation occurs at the expense of the carbohydrate quota. At 
an N surplus (D = 0.730.8 d−1), protein synthesis is measurable in 
addition to growth. Keeping those ondings in mind, the innuence of the 
growth phase on the nocturnal biomass decline that has been often 
stated can be revealed: Ogbonna and Tanaka (1996) discovered the 
highest metabolic activities during darkness for cells in the exponential 
growth phase, characterised with the lowest carbohydrate content 
compared to microalgae in the linear and stationary growth phase. 
However, the authors did not consider the availability of nitrogen in the 
medium that allowed a maximum cDBM of ~1.7 gçL−1, assuming qN =
10%DBM. This value was already exceeded during the linear growth, 
resulting in a plateau at the stationary phase indicating N limitation. The 
very probable nutrient restraint can explain the reduced metabolic ac-
tivities for the night phase of cells in the linear and stationary growth 
phase. 

For nearly all D9s tested, biomass growth presumably takes place 
after approximately 2 h after the night phase begins. Proliferation is 
underlined by both, an increase in cABM as well as a drop in protein 
content, followed by an increase under non-limiting conditions 
regarding nitrogen. Those ondings can be attributed to the so-called 
diurnal clock of microalgae cells. Pursuant to this concept, algae cells 
have an internal clock to which the cell cycle is adapted. Several studies 
have already proven that cell division mostly takes place at the absence 
of light but is not hindered under permanent illumination (Kato et al., 
2019). 

Furthermore, the results indicate a reduction of metabolic activities 
at around 6 h of darkness for all dilution rates applied. This phenomenon 
has already been described in plants for starch degradation during the 
night, where related gene transcripts decline within the orst 9 h of 
darkness (Lu et al., 2005). Nevertheless, further experiments would be 
necessary to investigate those relations for microalgae. 

Summing up, three main ondings can be concluded: (i) under N 
limitation, transient energy storage starch is converted to lipids during 
the absence of light, (ii) the carbohydrate buffer of microalgae cells can 
be respired to provide energy for protein synthesis in the dark period 
when sufocient N supply is provided, and (iii) the N uptake takes place 
even at the absence of light. Furthermore, cell division presumably takes 
place at around 2 h after the dark phase begins. 

3.4. N spiking experiment for starch degradation 

N uptake, protein synthesis, and growth at the cost of the intracel-
lular energy buffer starch could be proven by means of the results 
demonstrated above. Nevertheless, the nutrient uptake potential cannot 
be quantioed as comparably low residual N concentrations were present 
for D9s at which metabolic activities took place. As already concluded, 
very high D9s (D = 0.931.0 d−1) were too close to the system9s wash-out 
point to be considered for an optimised WWT strategy. Therefore, the 
experiment described above was repeated under more informative 
conditions. To exclude light limitations, the light intensity was increased 
3-fold to 1050 ¿molçm−2çs−1, all other parameters were conogured 
similarly. The continuous cultivation was run at D = 0.4 d−1 because 
cells at this dilution rate had the highest carbohydrate content and N 
limitation was already tapering at the corresponding nutrient supply. At 
orst, the night phase was sampled according to the prior experiments to 
evaluate the <baseline= activities of the microalgal cells under these 
conditions. On the second sampling day, N was added at the beginning 
of the dark period (data point 1) to achieve a reactor concentration of 
cNH4 = 220 gçL−1. 

Higher photon availability reduces the pigment content of the 
microalgae cells to ~1 % and increases the lipid fraction at the cost of 
the starch content (Fig. 3-4 A&B). The severe light surplus led to a shift 
in the storage components towards lipids, storage components make up 
to ~52%DBM. Protein content increased to ~42%DBM compared to the 
low-light approach. Without N supplementation, metabolic activities 

F. Ortiz Tena et al.                                                                                                                                                                                                                             



Science of the Total Environment 912 (2024) 169082

10

resemble to the aforementioned behaviour: cell proliferation presum-
ably takes place around 2 h after the beginning of the night (data point 
2) at the cost of intracellular starch and metabolism seems to stop after 6 
h (data point 4). 

Very distinct observations can be made when N is added to the 
reactor at the beginning of the night phase (data point 1 in Fig. 3-4 C). 
Intracellular storage components are reduced by about 50.0 % whereas 
protein content rises by about 34.8 %. Until data point 3, protein syn-
thesis clearly takes place at the cost of carbohydrate degradation, which 

is in line with literature, i.e. that starch serves as a short-term energy 
buffer in microalgae cells (León-Saiki et al., 2017). Energy supply due to 
the reduction of lipids seems to serve long-term metabolic activities. N 
consumption is clearly visible as the N concentration in the reactor 
outnow was reduced by ~40.7 %. Nutrient uptake goes hand in hand 
with an increase in ABM from ~2.4 gçL−1 to a maximum of ~3.9 gçL−1 

during the orst 6 h of darkness. Enhanced nutrient uptake during the 
absence of light is thus possible presupposed that an intracellular energy 
buffer in the form of starch and/or lipids is available. Nevertheless, 

Fig. 3-4. Biomass composition (carbohydrates, proteins, pigments, and residual) and concentration (ABM and DBM) of Chlorella vulgaris as well as residual NH4 
concentration in the PBR during the day and night phase for D = 0.4 d−1 (A&B), D during the dark period was reduced to 10 % of the day value. In a second approach, 
N was supplied to the PBR prior to the night phase (C&D). 

Fig. 3-5. Specioc photon absorption rate rPh,abs,DBM and DBM concentration (cDBM) of Chlorella vulgaris cells at continuous cultivation at 350 ¿molçm−2çs−1 for D =
0.031.0 d−1 in 0.1 d−1-steps. 
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metabolic activities seem to pause after 6 h of darkness, which is in line 
with the previous ondings. 

3.5. Evaluation of nutrient uptake performance during generic 24/7 
WWT 

Based on the data presented in this publication, a strategy for a 
virtual 24-h continuous WWT process using Chlorella vulgaris is outlined. 
At this point, we aimed to demonstrate how the storage potential of 
microalgae can be exploited to allow nutrient uptake even under 
unfavourable conditions concerning light availability. 

Therefore, specioc photon uptake of DBM (rPh,abs,DBM) was calcu-
lated as function of D from the data discussed in Section 3.1. rPh,abs,DBM 
can be divided into three sections corresponding to low, middle, and 
high dilution rates (Fig. 3-5). For D = 0.030.2 d−1, the maximum quota 
of intracellular storage components due to nutrient limitations is 
reached limiting the number of absorbed photons per cell to ~5 ¿molPh 
per gDBM and per second. A linear increase in rPh,abs,DBM is measured with 
rising D for D = 0.330.6 d−1, marking the window of operation for a 
virtual 24-h continuous WWT scenario: within this area, no residual N 
and P could be detected (or below limits of discharge). Furthermore, the 
linearity means a doubling in cDBM at duplicated light intensity. 

The photobioreactor system suggested for the scenario is a raceway 
pond due to its low investment costs, easy installation, economic oper-
ation, and scalability (Han Ting et al., 2017). Light penetration into the 
raceway pond is assumed to be ideal, the correlation between illumi-
nation and light availability is supposed to be identical to the experi-
ments. A constant hydraulic retention time is imposed by applying a 
constant dilution rate of D = 0.5 d−1. The dilution rate was chosen as the 
linear relationship between specioc photon absorption and growth rate 
(discussed above) revealed by the data presented. In a real-case scenario, 
a variation of the dilution rate depending on weather conditions and 
nutrient load of the WW is imaginable, e.g. by installing a buffer pond. 
An external membrane oltration unit is assumed to be installed to the 
raceway pond (Ortiz Tena et al., 2021), resulting in a so-called 

membrane photobioreactor (MPBR). The pond outnow can thus be 
separated into the clean efnuent and highly concentrated biomass, 
enabling constant harvesting for valorisation or alternatively the storage 
of surplus biomass externally for the night or periods with low light 
intensities. Furthermore, the MPBR allows a separation of solids reten-
tion time (SRT) and hydraulic retention time (HRT) according to the 
WWT process needs. In addition to the constant hydraulic retention time 
during all four periods, constant biomass is targeted all the time to 
reduce dynamic effects. This is possible by regulated harvesting or cell 
retention activity. The 24-h day is separated into four periods (daily 
periods), each lasting for 6 h with a constant light intensity: morning (I1 
= 350 ¿molçm−2çs−1), noon (I2 = 700 ¿molçm−2çs−1), evening (I3 = 350 
¿molçm−2çs−1), and night (I4 = 0 ¿molçm−2çs−1). Even though light in-
tensities in−/decrease abruptly between each period and thus do not 
renect the real, smooth progressions during a day, a statement regarding 
the feasibility of the 24-h process will be possible. The nutrient load of 
the proposed WW is set to cNH4,0 = 243 mgçL−1 (~14 mmolNçL−1) and is 
thus at the upper range of most municipal and industrial WWs (Monfet 
and Unc, 2017). During each period, a total of 25 mgçL−1 of nitrogen 
needs to be removed allowing the synthesisation of a maximum of 1676 
mgçL−1 ABM (assuming qN,ABM = 11.94 %) 3 independent of light 
availability. Due to the capacity of building-up storage components 
(starch + lipids), DBM concentrations can exceed ABM at the chosen 
light availabilities. For the morning and evening periods, no adaption of 
the DBM concentration is aimed. During the noon period, a constant 
DBM concentration of ~2 gçL−1 is directed. During night, no separation 
of biomass occurs. Cells are furthermore supplied from the external 
storage depending on the process needs. The amount of ABM in each 
period varies according to the different light availabilities. The transi-
tion of macromolecular composition between daily periods is not 
considered; only steady-state values were used for calculations as nat-
ural light conditions do not change abruptly. A process scheme for the 
described process is drawn in Fig. 3-6. 

Starting the day of the 24-h WWT scenario, the light intensity allows 
for a cDBM of ~2.4 gçL−1 at full nutrient uptake. Doubled light intensity 

Fig. 3-6. Theoretical 24-h wastewater treatment process scheme using microalgae Chlorella vulgaris at a dilution rate of 0.5 d−1. During the morning and evening 
periods, light intensities are set to 350 ¿molçm−2çs−1, during noon, they were doubled to 700 ¿molçm−2çs−1. Biomass from daylight periods needs to be stored 
externally to enable full nutrient uptake during the night. At the end of the night, protein-rich biomass can be further valorised. 
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at noon doesn9t innuence cABM but would allow an increase of cDBM to 
~4.7 gçL−1 due to the increased number of photons that can be con-
verted to storage components at complete nutrient uptake. As cDBM is 
reduced by oltration and biomass removal to 2 gçL−1, surplus cells are 
stored in the external tank. Skimming the biomass reduces cABM to 
~0.75 g L−1, however complete nutrient uptake is still feasible as ni-
trogen is oxed within the separated cells. As culture conditions (light 
and nitrogen availability) of evening and morning periods are similar, 
the proposed scenario is the same, including full nutrient uptake at DBM 
~2.4 gçL−1. 

Based on the N spiking experiment, a specioc ammonium uptake rate 
during the night of 6.25 mgNH4çmgDBM-1ç h−1 could be calculated. 
Furthermore, a specioc yield for the NH4+ uptake at the cost of intra-
cellular starch was quantioed to 0.19, revealing a minimum biomass 
demand during the night of ~1 gçL−1 of DBM. The measured ammonium 
removal rate during the night of ~6.25 mgNH4çL−1çh−1 is thus higher 
than the theoretically required rate of 5.06 mgNH4çL−1çh−1. The DBM 
needs to be characterised with a minimum carbohydrate content of 27 
%, which is the case at noon (qCarb = 62.5 %) as well as during the 
morning and evening periods (qCarb = 30.2 %). Cell storage from the 
daylight periods thus allows full nutrient uptake during the night. At the 
end of the night, a protein-rich microalgae biomass is available for 
further valorisation. 

In addition to the chosen light intensities of 350 and 700 
¿molçm−2çs−1, we considered two scenarios with reduced light avail-
ability of (i) 50 % and (ii) 80 % of the morning intensity in order to 
consider cloudy days. The available values for global horizontal irradi-
ation are reduced inside the microalgal suspension to yield the lower 
values chosen as average values in the volume. Light limitation at sce-
nario (i) causes a reduction in ABM to ~1.1 g L−1 leading to insufocient 
nutrient uptake from the WW. Furthermore, DBM is reduced to ~1.2 g 
L−1 as synthesis of storage components is hardly possible. The photon 
energy available does not allow to fully metabolise all N available. Cell 
recycling is named as a promising tool to enhance nutrient uptake in 
photobioreactor systems (Marbelia et al., 2014). Returning biomass at 
low light intensities (increase of SRT of 50 %) in fact rises both, DBM 
(~2.4 g L−1) and ABM (~2.3 g L−1) at a slightly enhanced but not full 
nutrient uptake. Cell recycling further decreases in photon availability 
per cell and thus reduces the amount of storage components synthesised. 
This is a major drawback of the MPBR technology for WWT as the 
removal of nutrients from the WW is directly connected to biomass 
proliferation as N and P are integrated into cellular compounds, such as 
proteins. The process of cell division of course requires energy or rather 
photon supply restricting the WW remediation at days with low light 
intensities. Nevertheless, cell recycling is a very useful tool to ensure 
complete usage of all photons available. For scenario (ii), an increase in 
SRT of 20 % leads to ABM and DBM concentrations of 1.8 g L−1 and 2.4 
g L−1, respectively, enabling complete N uptake. The light energy pro-
vided marks the transition point for the chosen process, at which photon 
availability is just high enough to treat the WW. 

4. Conclusion 

Continuous cultivation of the microalgae Chlorella vulgaris at D =
0.031.0d−1 in 0.1 d−1-steps revealed a constant nitrogen (11,94%ABM) 
and protein quota (65368%ABM) when storage components (starch +
lipids) are excluded applying the concept of ABM. Metabolic activities 
during the dark period include the conversion of starch into lipids at 
nitrogen limitation. At high nitrogen supply, protein synthesis occurs at 
the cost of intracellular storage components at the simultaneous increase 
of ABM during the night. Nitrogen uptake during the night is clearly 
visible, presupposed that an intracellular energy storage (carbohydrates 
and/or lipids) is available. Adapting the biomass concentration inside a 
PBR changes specioc availabilities of nutrients (N and P) and light, 
innuencing the microalgal macromolecular composition, which is a 
valuable tool for optimal WWT reacting to varying N and P 

concentrations and changing light availabilities. Continuous 24-h WWT 
is possible applying cell recycling and storage of carbohydrate-rich 
biomass, producing valuable protein-rich biomass at the end of the 
night. 
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8.2 Material und Methoden 

8.2.1 Medien 

Bold-Basal Medium (BB-Medium) 

Tabelle 8-1: Zusammensetzung des verwendeten Bold-Basal Mediums zur Mikroalgenkultivierung nach Bischoff, H. 
W. & Bold, H. C. 1963, modifiziert nach Starr und Zeikus 1993 und Andersen 2009. 

 Komponente Konzentration in g·L-1 
 NaNO3 0,2500 
 MgSO4·7H2O 0,0750 
 NaCl 0,0250 
 K2HPO4 0,0750 
 KH2PO4 0,1750 
 CaCl2·2H2O 0,0250 

S
pu

re
ne

le
m

en
te

 

ZnSO4·7H2O 0,00882 
MnCl2·4H2O 0,00144 
MoO3 0,00071 
CuSO4·5H2O 0,00157 
Co(NO3)2·6H2O 0,00049 
H3BO3 0,01142 
EDTA 0,05000 
KOH 0,03100 
FeSO4·7H2O 0,00498 
H2SO4 (conc) 0,00184 

 

TRIS-Acetat-Phosphat Medium (TAP-Medium) 

Tabelle 8-2: Zusammensetzung des 1-fach konzentrierten TAP-Mediums für Chlorella vulgaris nach Gorman und 
Levine 1965 und Hutner et al. 1950. 

 Komponente Konzentration in g·L-1 

P
-L

ös
un

g 
&

 S
al

ze
 K2HPO4 0,108 

KH2PO4 0,054 
NH4Cl 0,375 
MgSO4·7H2O 0,100 
CaCl2·2H2O 0,050 

S
pu

re
ne

le
m

en
te

 EDTA-Na2 0,100 
H3BO3 0,023 
ZnSO4·7H2O 0,044 
MnCl2·4H2O 0,010 
FeSO4·7H2O 0,010 
CoCL2·6H2O 0,003 
CuSO4·5H2O 0,003 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 0,002 
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Modifiziertes Blue-Green 11 Medium (mBG11-Medium) 

Tabelle 8-3: Zusammensetzung des eingesetzten und modifizierten mBG11-Mediums nach Stanier et al. 1971 zur 
Mikroalgenkultivierung. 

 Komponente Konzentration in g·L-1 
 NH4Cl 0,191 
 MgSO4·7H2O 0,075 
 NaCl 0,025 
 CaCl2·2H2O 0,036 
 K2HPO4 0,056 

S
pu

re
ne

le
m

en
te

 ZnSO4·7H2O 0,00022 
MnCl2·4H2O 0,00181 
Na2MoO4·2H2O 0,00039 
CuSO4·5H2O 0,00008 
Co(NO3)2·6H2O 0,00005 
H3BO3 0,00286 
Na-EDTA 0,05000 
FeSO4·7H2O 0,00498 

 

Sekundäres Abwasser: AnMBR Effluent 

Tabelle 8-4: Charakterisierung der Wasserqualität des AnMBR Abwassers (Lebensmittelindustrie) sowie des sekun-
dären Abwassers (AnMBR Effluent) (Grossman et al. 2021) TSS: Gesamt-Schwebstoffe (engl.: total 

suspended solids), TOC: gesamter organischer Kohlenstoff (engl.: total organic carbon), DOC: gelös-
ter organischer Kohlenstoff (engl.: dissolved organic carbon), TN: gesamter Stickstoff (engl.: total 

nitrogen), TP: gesamter Phosphor (engl.: total phosphorus), EC: Leitfähigkeit (engl.: electric conduc-

tivity). 

Parameter AnMBR Abwasser AnMBR Effluent Reduktion (%) 
TSS (mg·L-1) 2093 ± 199 < 10 > 99,9 
TOC (mg·L-1) 1520 ± 715 32,3 ± 6,5 97,9 
DOC (mg·L-1) 916,2± 95,1 32,3 ± 6,5 96,5 
TN (mg·L-1) 165 ± 81 153,7 ± 15,8 6,7 
TP (mg·L-1) 9,9 ± 4,8 9,2 ± 4,5 7,1 
pH 7,0 ± 0,2 7,3 ± 0,2 -- 
EC 2,4 ± 0,3 4,0 ± 0,4 -- 

Tabelle 8-5: A5-Mikro-Nährstoffe Stocklösung (1000 x) 3 Komponenten, Konzentration in der Stocklösung und 
finale Konzentration im AnMBR Effluent. 

 
Komponente 

Konzentration 
Stocklösung (g·L-1) AnMBR Effluent (µM) 

1 ZnSO4·7H2O 0,222 0,770 
2 CuSO4·5H2O 0,079 0,310 
3 Na2MoO4·2H2O 0,039 1,610 
4 H3BO3 2,860 46,300 
5 MnCl2·4H2O 1,810 9,150 
6 Co(NO3)2·6H2O 0,050 0,172 
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Zur Herstellung von 1 L AnMBR Effluent wird 1 mL der A5-Mirko-Nährstoffe Stocklösung 
eingesetzt. 

Tabelle 8-6: Fe-EDTA Stocklösung (1000 x) zur Supplementierung des AnMBR Effluents. 

Lösung Komponente Konzentration 
A FeSO4·7H2O 100 g/500 mL 
B Na2EDTA 16 g/500 mL 

 

Die Lösungen A und B werden nach ihrer separaten Herstellung vereint und im Anschluss 
autoklaviert. Zur Herstellung von 1 L AnMBR Effluent wird 1 mL der Fe-EDTA Stocklösung 
eingesetzt. 

8.2.2 Vorbereitung des Photobioreaktorsystems zur 

Kultivierung 

Nach dem Zusammenbau des Photobioreaktor-Systems entsprechend der gewünschten Be-
triebsweise, wurden Pumpen, MFCs sowie der Lichtmantel kalibriert werden. Vor Beginn einer 
Kultivierung wurde das System zu sterilisiert. Der Reaktor selbst war in situ autoklavierbar, 
hierfür wurde das Abluftventil geschlossen, um einen Druckaufbau zu ermöglichen. Die Reak-
torperipherie wurde davon getrennt im Laborautoklav sterilisiert. Die eingesetzten Vorratsfla-
schen waren hierfür mit Anstechnadeln inklusive Kappe ausgestattet. Am Reaktordeckel und -
boden wurden Einmal-Septen eingebaut, um eine aseptische Verbindung von Reaktor und 
Peripherie zu ermöglichen. Das Anstechen erfolgte unter Zuhilfenahme eines Ethanol-Wasser-
Gemisches (76 % (v/v)). Nachdem der mit VE-Wasser gefüllte Glaszylinder für mindestens 
20 min bei 121 °C sterilisiert wurde, konnte das frische Kulturmedium eingebracht werden. Vor 
dem Inokulieren war das Medium durch den Start der Begasung mit CO2 zu sättigen, während-
dessen wurde zudem die pH-Regulierung aktiviert. Mindestens 24 Stunden später konnte ein 
Aliquot des Mediums auf seine Sterilität hin überprüft werden. Nun war das Reaktor-System 
bereit für die Zugabe des Inokulums, wodurch die Kultivierung gestartet wurde. Wurde das 
System als MPBR eingesetzt, wurden der Mini-Harvester sowie alle Zu- und Ableitungen 
separat mit verdünnter Hypochlorit Lösung (2 % (v/v)) sterilisiert, mit sterilem Reinstwasser zu 
gespült und im Anschluss aseptisch an den PBR gekoppelt (siehe Reinigungsprotokoll Mini-

Harvester in Kapitel 8.3.3).  

 



8.2  Material und Methoden 

217 

8.2.3 Spezifikationen von Geräten, Materialien und Chemikalien 

Eingesetzte Chemikalien 

Tabelle 8-7: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien zur Herstellung der verwendeten Kulturmedien und Puffer. 

Summenformel /Abkürzung Trivialname Hersteller Sitz 

 Lowry-Reagenz L3540-1VL Sigma Aldrich Corp. St. Louis, USA 
 Folinreagenz Sigma Aldrich Corp. St. Louis, USA 
(C6H10O5)n Stärke nach Zulkowsky Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
BSA Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
C10H14N2Na2O8 ; 2 H2O EDTA Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
C12H25NaO4S SDS (Natriumlaurylsulfat) Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
C14H10O Anthron Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
C2H6OS DMSO VWR International LLC Radnor, USA 
C4H11NO3 TRIS(hydroxymethly)aminomethan Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
CaCl2 ; 2 H2O Calciumchlorid - Dihydrat VWR International LLC Radnor, USA 
Co(NO3)2 ; 6 H2O Cobald-(II)-Nitrat - Hexahydrat Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
CuSO4 ; 5 H2O Kupfer-(II)-Sulfat - Pentahydrat Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
FeSO4 ; 7 H2O Eisen(II)-Sulfat Heptahydrat Sigma Aldrich Corp. St. Louis, USA 
H2SO4 Schwefelsäure VWR International LLC Radnor, USA 
H3BO3 Borsäure Promega Corp. Madison, USA 
K2HPO4 Dikaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
MgSO4 ; 7 H2O Magnesiumsulfat - Heptahydrat VWR International LLC Radnor, USA 
MnCl2 ; 4 H2O Mangan-(II)-chlorid - Tetrahydrat Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
Na2MoO4 ; 2 H2O Natriummolybdat - Dihydrat Sigma Aldrich Corp. St. Louis, USA 
NaCl Natriumchlorid Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
NaOH Natriumhydroxid VWR International LLC Radnor, USA 
NH4Cl Ammoniumchlorid Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland 
ZnSO4 ; 4 H2O Zinksulfat-Heptahydrat VWR International LLC Radnor, USA 
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Laborgeräte (Allgemein) und Labormaterialien 

Tabelle 8-8: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Laborgeräte inklusive Peripherie sowie Verbrauchsmaterialien.  

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Sitz 

Analysenwaage ABJ 320-4NM Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
Gefriertrockner Alpha 1-2 LD plus Martin Christ GmbH Osterode am Harz, Deutschland 
Gilibrator Gilian Gilibrator-2 Sensidyne LP. Clearwater, USA 
Gilibrator Messlösung Gilian Gilibrator, Bubble Generator 

Soap Solution P/N 800450 
Sensidyne LP. Clearwater, USA 

Glasfaserfilter 698, No. 516-0346, 0,7 µm VWR International LLC Radnor, USA 
IC - automatische Probenvorlage 858 Professional Sample Processor METROHM GmbH & Co. KG Filderstadt, Deutschland 
Ionenchromatograph (IC) 882 Compact IC plus METROHM GmbH & Co. KG Filderstadt, Deutschland 
Kalibrationslösung pH Sonde pH4 Certipur ® Pufferlösung pH 4.00 Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
Kalibrationslösung pH Sonde pH7 Buffer Solution pH 7.00 (20°C) AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland 
Kugelmühle MM 301 Retsch GmbH Haan, Deutschland 
Küvette, halbmikro Polystyrol, 1,5 mL Brand GmbH & Co. KG Wertheim, Deutschland 
Küvette, makro Polystyrol, 2,5 mL Brand GmbH & Co. KG Wertheim, Deutschland 
Lichtmikroskop Scope A1 Axio, Carl Zeiss Microscopy Deutschland 

GmbH 
Jena, Deutschland 

Lichtmikroskop Kamera ODC851-HDM OCH70351 Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
Lichtsensor (planar) LI-190SA mit LI-250 Lichtmeter LI-COR Biosciences Corp. Lincoln, USA 
Reflektometer RQflex 20 Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
Reflektometer RQflex 20  Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
Reflektometer Testkits Reflectoquant, Supelco Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
Reinstwasseranlage Maxima Ultra Pure Water ELGA Labwater High Wycombe, UK 
Spektrophotmeter Lambda 35 Perkin Elmer Inc. Waltham, USA 
Spritzenvorsatzfilter SPHEROS, CA, 0,45 µm Lab Logistics Group GmbH Meckenheim, Deutschland 
Sterilfilter Midisart 2000 Sartorius Stedim Biotech S.A. Aubagne, Frankreich 
Sterilwerkbank Safe2020 ThermoFischer Scientific Inc Waltham, USA 
Thermoschüttler Biometra TS1 Thermo Shaker Analytik Jena GmbH+Co. KG Jena, Deutschland 
Trockenschrank UM 200 3 800 Memmert GmbH & Co. KG Schwabach, Deutschland 
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Vortexer VV3 VWR International LLC Radnor, USA 
Zentrifuge (groß) ROTINA 420R Andreas Hettich GmbH & Co. KG Tuttlingen, Deutschland 
Zentrifuge (klein) Mikro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG Tuttlingen, Deutschland 

 

Peripherie des Photobioreaktorsystems 

Tabelle 8-9: Auflistung des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Photobioreaktorsystems inklusive Peripherie. 

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Sitz 

Abgas-Analysator Multor 610 Sick Maihak AG Waldkirch, Deutschland 
Heizstab 33484 No. 601 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Kühlstab F2158 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Lichtmantel Bioreaktor Eigenbau BVT Institut KIT Karlsruhe, Deutschland 
Massflowcontroller CO2 MKS 1179B01311CSA MKS Instruments Inc. Andover, USA 
Massflowcontroller Luft MKS 1179B01312CSA MKS Instruments Inc. Andover, USA 
OD-Sonde AvaSpec-3648 Avantes BV Apeldoorn, Niederlande 
pH-Sonde Easyferm Plus ARC 120 Hamilton Company Reno, USA 
pO2-Sonde VisiFerm DO ARC 120 Hamilton Company Reno, USA 
Pumpe Base BioEngineering 52211.1 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Pumpe Reaktor-Ablauf BioEngineering 52211.1 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Pumpe Reaktor-Zulauf (Medium) BioEngineering 52211.1 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Sparger -- Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Strömungsbrecher -- Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Temperaturfühler AG21498.1 Bioengineering AG Wald (Zurich), Schweiz 
Waage Reaktor-Zulauf (Medium) FKB 36K0.1 Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
Waage Base EW-4200-2NM Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
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Peripherie des Harvesters 

Tabelle 8-10: Spezifikation der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Membran-Filtrationsanlage Harvester inklusive Peripherie. 

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Sitz 

Absorptionssensor Messumformer Liquiline CM44x Endress+Hauser AG Reinach, Schweiz 
Absorptionssensor Sensorkopf Turbimax CUS50D Endress+Hauser AG Reinach, Schweiz 
Drucksensor (Füllstand) P-131 Tecson GmbH & Co KG Felde, Deutschland 
Durchflussmesser Messumformer IFC 100 Ludwig Krohne GmbH & Co. KG Duisburg, Deutschland 
Durchflussmesser Sensor Optiflux 5000 DN 2,5 Ludwig Krohne GmbH & Co. KG Duisburg, Deutschland 
Korpus Harvester Eigenbau BVT Institut KIT Karlsruhe, Deutschland 
Manometer MS 3 10663 WIKA 

Alexander Wiegand SE & Co. KG 
Klingenberg am Main, Deutschland 

Massflowcontroller MKS Type 1579 MKS Instruments Inc. Andover, USA 
Membranmodul Puron ® Hollow Fiber Rows Koch Separation Solutions, Inc. Wichita, Kansas, USA 
Niveausensoren AC 004 Niveau autosen gmbh Essen, Deutschland 
Pumpe Filtrat Antrieb Ismatec MCP-Z Process ISM918A Cole-Parmer Instrument Company, 

LLC. 
Vernon Hills, Illinois 

Pumpe Filtrat Pumpenkopf Ismatec Z-201, MI0023 Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Pumpe Harvester Zulauf Ismatec Flowmaster FMT300 ISM 
1020 

Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Pumpe Retentat Antrieb Ismatec ecoline VC Easy-Load 
ISM 1077A 

Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Pumpe Retentat Pumpenkopf Masterflex L/S 7518-10 Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Schlauch sonstige Anlage PharMed BPT 6.4 x 9,6mm Saint-Gobain Life Sciences Akron, USA 
Schlauch Zulauf TYGON-ST LMT-55 Standard/ 55 

Shore 
Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Temperatursensor AT 001 autosen gmbh Essen, Deutschland 
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Peripherie des Mini-Harvesters 

Tabelle 8-11: Spezifikation der in der vorliegenden Arbeit Membranfiltrationsanlage Mini-Harvester inklusive Peripherie für die Realisierung eines Membran-Photobioreaktors. 
* für Mini-Harvester Zulauf, Rücklaufstrom Retentat Mini-Harvester zu PBR, Mini-Harvester Ernte, PBR-Zulauf (Medium) 

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Sitz 

Elektronischer Vakuumregler ITV0000 SMC Corporation Tokyo, Japan 
Filtrat-Flasche Nalgene# PPCO-Vakuumflasche 1L Nalgene Nunc International Corpo-

ration 
Rochester, USA 

Korpus Mini-Harvester Eigenbau MVM Institut KIT Karlsruhe, Deutschland 
Manometer MS-106100 WIKA Alexander Wiegand SE & 

Co. KG 
Klingenberg, Deutschland 

Manometer Filtrat-Flasche Rohrfedermanometer Typ 11.10 G ¼ -1 
bis 0,6 bar 

WIKA Alexander Wiegand SE & 
Co. KG 

Klingenberg, Deutschland 

Massflowcontroller MKS 1179B01314CSA (10.000mL) 
Wagner MSR D5111 (1000mL) 

MKS Instruments Inc. 
Wagner Mess- und 
Regeltechnik GmbH 

Andover, USA 
Offenbach am Main, Deutschland 

Mehrkanalpumpe Schläuche SC0053T, SC0222T, SC0303, SC0308 
 

Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Mehrkanalpumpe* Ismatec Reglo ICC Cole-Parmer Instrument Company, 
LLC. 

Vernon Hills, Illinois 

Membranfasern Puron ® Hollow Fiber Rows Koch Separation Solutions, Inc. Wichita, Kansas, USA 
Niveausensoren AC 004 Niveau autosen gmbh Essen, Deutschland 
Temperatursensor Pt100 Einschraubfühler   
Vakuum-Flasche Nalgene# PPCO-Vakuumflasche 5L Nalgene Nunc International Corpo-

ration 
Rochester, USA 

Vakuumpumpe Vakuumpumpsystem SC 920 KNF DAC GmbH   Hamburg, Deutschland 
Waage Ernte EW4200-2NM Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
Waage Filtrat EW4200-2NM Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern, Deutschland 
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8.2.4 Auswertung der Filtrations-Daten 

Temperaturabhängigkeit der Dichte 

Zur Ermittlung des Filtrat-Volumenstromes der Filtrationsanlage Mini-Harvester wurde der 
gravimetrisch bestimmte Massenstrom unter Einbezug der temperaturabhängigen Dichte von 
Wasser Ã(T) (in kg·m-3) in einem Volumenstrom umgerechnet. Aus den Daten des VDI Wär-
meatlas (VDI-Gesellschaft Verfahrenstechnik und Chemieingenieurwesen 2013) zur Dichte von 
Wasser bei Temperaturen im Bereich zwischen 18 - 28 °C (Abbildung 8-1) wurde eine Aus-
gleichsfunktion (Polynom dritten Grades, R² = 1,00) mit folgenden Koeffizienten (Gleichung 
(8-1)) ermittelt. Die Gleichung wurde für die Auswertung eingesetzt. 

 Ã(T) = 999,98009 + 0,04167·T - 0,00716·T2 + 3,19614;10-5;T3   (8-1) 
   

 

Abbildung 8-1: Temperaturabhängige Dichte Ã(T) von Wasser zwischen 18 und 28 °C: Literaturdaten und polynomi-
elle Ausgleichsfunktion. 

Temperaturabhängigkeit der dynamischen Viskosität 

Zur Bestimmung des Membranwiderstandes vor/während der Filtration wird die temperaturab-
hängige dynamische Viskosität µT von Wasser (in µPa·s-1) eingesetzt. Aus den Daten des VDI 
Wärmeatlas (VDI-Gesellschaft Verfahrenstechnik und Chemieingenieurwesen 2013) zur dyna-
mischen Viskosität von Wasser bei bei Temperaturen im Bereich zwischen 20 - 30 °C wurde 
eine Ausgleichsfunktion (linear, R² = 1,00) mit folgenden Koeffizienten (Gleichung (8-2)) 
ermittelt. Die Gleichung wurde für die Auswertung eingesetzt. 

 µ(T) = -20,43;T + 1410,6  (8-2) 
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8.3 Filtrationsanlagen 

8.3.1 Technische Zeichnung des Harvesters  

 

Abbildung 8-2: Technische Zeichnung der Filtrationsanlage Harvester.  



8  Anhang 

224 

 

Abbildung 8-3: Hauptkomponenten der Filtrationsanlage Harvester.  

8.3.2 Reinigungsprotokoll Harvester 

Bei kurzen Standzeiten (<24 h) ist es ausreichend, den kompletten Harvester mit frischem VE-
Wasser im Filtrations-Betrieb zu spülen. Vor beziehungsweise nach längeren Standzeiten 
(g96 Stunden), muss der Harvester gründlich gereinigt werden.  

Im Zuge der Reinigung wird der Harvester zunächst im Filtrations-Betrieb mit VE-Wasser 
gespült (5-10 Minuten), wobei die Membranbelüftung aktiv ist. Ein periodisches An- und Ab-
schalten der Belüftung unterstützt das Ausspülen von angehafteten Partikeln. Im Anschluss wird 
der Harvester vollständig auseinander gebaut und per Hand gereinigt. Hierzu zählt auch die 
Demontage aller Schläuche und Sensoren, soweit möglich. Die Filter-Einheit wird nach dem 
Herausnehmen in einem Behälter mit Wasser gelagert. Die losen Teile werden im Waschbecken 
unter Zuhilfenahme von Schwamm/Bürste und Spülmittel (und bei Bedarf: verdünnter Essigrei-
niger) vorsichtig gesäubert und im Anschluss sorgfältig mit VE-Wasser abgespült und zum 
Trocknen ausgelegt. Die Filtrations-Kammer des Harvesters aus Plexiglas ist dabei besonders 
vorsichtig zu behandeln, um Kratzer zu vermeiden.  

Das Membranmodul wird zunächst mechanisch durch Abspülen mit VE-Wasser gereinigt, 
hierbei ist besondere Vorsicht geboten, um die Membranfasern nicht zu beschädigen. Anschlie-
ßend erfolgt eine chemische Reinigung. Die Reinigungslösung ist eine verdünnte Natrium-
Hypochlorit Lösung mit einem Gehalt zwischen 3-5 % (v/v), angepasst an den Verschmut-
zungsgrad des Moduls. Das Membranmodul ist für die Dauer von >12 Stunden im Dunkeln in 
der Reinigungslösung zu inkubieren und im Anschluss äußerst gründlich mit VE-Wasser zu 
spülen. Die Natrium-Hypochlorit-Lösung kann nach einer Neutralisation mit NaS2O3 im Ab-
fluss entsorgt werden.  
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Nach dem Zusammenbau des Harvesters inklusive Membranmodul, wird die Anlage mit VE-
Wasser gefüllt und der Filtrations-Betrieb für kurze Zeit (~10 Minuten) gestartet, um eventuelle 
Reste von Reinigungsmitteln auszuspülen sowie alle Schläuche und Strecken mit Flüssigkeit zu 
füllen.  

Im Anschluss an das genannte Prozedere ist der Harvester einsatzbereit.  

8.3.3 Reinigungsprotokoll Mini-Harvester 

Vor jedem Filtrationsexperiment ist der Mini-Harvester inklusive der eingesetzten Schläuche 
gründlich zu reinigen. Hierfür ist die Anlage zunächst auseinander zu bauen und alle Einzelteile 
im Waschbecken unter Zuhilfenahme von Schwamm/Bürste und Spülmittel (und bei Bedarf: 
verdünnter Essigreiniger) vorsichtig zu säubern und im Anschluss sorgfältig mit VE-Wasser 
abzuspülen. Der Faserhalter ist zunächst mit behandschuhten Händen unter VE-Wasser vorsich-
tig zu reinigen und zum Trocknen auszulegen. Parallel dazu werden die Fasern in eine Flasche 
(Schott-Flasche mit einem Fassungsvermögen von 1 L) getaucht, welche die Reinigungslösung 
enthält, und für mindestens 12 Stunden inkubiert. Es ist dabei darauf zu achten, dass die Stellen, 
an welchen die Fasern in den Faserhalter geklebt wurden, nicht in die Flüssigkeit eintauchen, 
um ein Ablösen des Klebstoffes zu vermeiden. Die Reinigungslösung ist eine verdünnte Natri-
um-Hypochlorit Lösung mit einem Gehalt zwischen 2 % (v/v).  

Im Anschluss wird der Mini-Harvester wieder zusammengebaut, mit VE-Wasser gefüllt und der 
Filtrations-Betrieb für einige Minuten gestartet, um alle Schläuche mit Flüssigkeit zu füllen.  

Soll der Mini-Harvester steril im Zusammenhang mit einer Algenkultivierung betrieben werden, 
ist ein weiterer Reinigungsschritt notwendig. Hierfür wird die Reinigungslösung in ein Vorlage-
Gefäß gegeben und der Filtrations-Betrieb für 30 Minuten gestartet. Dabei ist unbedingt darauf 
zu achten, dass alle Teile und Strecken, welche im Anschluss mit einer Algensuspension in 
Kontakt kommen beziehungsweise an den Bioreaktor angeschlossen sind, von der Reinigungs-
lösung durchströmt werden. Nach Ablauf der Sterilisations-Zeit ist die Anlage mit sterilem VE-
Wasser mindestens drei Mal zu spülen, bevor sie an den Bioreaktor gekoppelt werden kann und 
für das Experiment zur Verfügung steht.  
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8.3.4 Faserhalter am Mini-Harvester 

 A  B  C 

Abbildung 8-4: Eingesetzte Faserhalter (Mini-Faserhalter (A), Midi-Faserhalter (B) und Maxi-Faserhalter (C)) an der 
Filtrationsanlage Mini-Harvester. Die Membranflächen AM betrugen 17,72 cm² (Mini-Faserhalter), 
73,51 cm² (Midi-Faserhalter) sowie 139,00 cm² (Maxi-Faserhalter). 

8.3.5 Regelparameter Mini-Harvester 

Regler werden in der einschlägigen Literatur anhand ihres Regelverhaltens in verstärkende, 
integrierende und differenzierende Regler eingeteilt. Dabei sind die Abkürzungen P für propor-
tional, I für integral und D für differentiell wirkende Regler etabliert. Diese Abkürzungen wer-
den im vorliegenden Kapitel angenommen, um die fachlich anerkannten Termini zu verwenden. 
Mit Ausnahme dieses Abschnitts ist im sonstigen Text der gesamten Arbeit P als Abkürzung für 
Phosphor, I als Abkürzung für Lichtintensität definiert.  

Zur automatisierten Einstellung eines konstanten Filtrat-Flux an der Filtrationsanlage Mini-

Harvester wurde ein in das Prozessleitsystem BioProCon integrierter PI-Regler (Proportional-
Integral-Regler) angewandt. Für dessen einwandfreien Betrieb mussten dessen Regelparameter 
(Regelverstärkung KP und Nachstellzeit Tn) bestimmt werden. Dies geschah nach dem Ziegler-
Nichols Verfahren (Ziegler und Nichols 1993). Dabei wird der Integralanteil des Reglers auf 
null gesetzt. Anschließend wird der Proportionalanteil des Reglers (Kp) so weit erhöht, bis das 
System zu schwingen beginnt. Der zugehörige Wert des Proportionalanteils wird als kritische 
Regelverstärkung KP,krit bezeichnet. Im Anschluss wird die Periodendauer der einzelnen 
Schwingungen arithmetisch gemittelt und so die mittlere Periodendauer Tkrit bestimmt. Die 
optimalen Regelparameter KP und Tn für das vorliegende System können aus den beiden Werten 
(KP,krit und Tkrit) gemäß den Gleichungen (8.3) und (8.4) berechnet werden.  

 KP= 0,45 ; KP,krit (8.3) 
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 Tn= 0,85 ; Tn,krit (8.4) 
   
Die zu regelnde Größe des PI-Reglers am Mini-Harvester ist der Filtrat-Flux, entsprechend 
wurde dessen zeitlicher Verlauf bei einer stufenweisen Erhöhung von KP aufgenommen. Abbil-
dung 8-5 zeigt die periodische Schwingung des Filtrat-Fluxes bei Erreichen von KP,krit = 26000. 
Tkrit wurde zu 1,082 quantifiziert und damit KP zu 11700 und Tn zu 0,919 berechnet. 

 

Abbildung 8-5: Ermittlung der kritischen Regelverstärkung KP,krit des PI-Reglers der Filtrationsanlage Mini-

Harvester zur Regelung eines konstanten Filtrat-Flux. 

8.4 Filtrationsexperimente 

8.4.1 RM vor Versuchsstart 

Vor jedem Filtrationsexperiment mit Harvester oder Mini-Harvester wurde der Widerstand der 
sauberen Membran (RM) mit VE-Wasser ermittelt. Vor Versuchsbeginn wurde VE-Wasser bei 
einem konstanten Druck (Mini-Harvester) bzw. Filtrat-Flux (Harvester) für mindestens 45 Min 
filtriert, um die Membran zu konditionieren. Der Membranwiderstand wurde aus den Daten der 
Filtration der darauffolgenden 15 Minuten bestimmt. Wurden während eines Experimentes 
verschiedene Ansätze getestet, so fand zwischen diesen jeweils eine mechanische Zwischenrei-
nigung der Membran mit VE-Wasser statt. Im Anschluss an die Reinigung wurde wie beschrie-
ben mit VE-Wasser für 25-30 min filtriert, wobei die letzten 15 min für die Berechnung von RM 
herangezogen wurden. 
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8.4.1.1 Kritischer Flux Experimente 

 

Abbildung 8-6: Membranwiderstand RM vor Versuchsstart der Bestimmung des kritischen Flux an der Filtrationsan-
lage Harvester. RM wurde während der Filtration von VE-Wasser für 15 min bei einem konstanten 
Filtrat-Flux von ~10-15 L·m-2·h-1 (Chlorella B) bzw. ~2 L·m-2·h-1 (Hefe und Chlorella A) ermittelt. 
Eingesetzt wurde die Modellsuspension Bäckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) sowie die Grünalge 
Chlorella vulgaris. Der kritische Flux wurde bei verschiedenen Belüftungsraten der Membranfasern 
sowie Biomassekonzentrationen bestimmt. 

8.4.1.2 Reduktion von Membran-Fouling 3 Rückspülen 

 

Abbildung 8-7: Membranwiderstand RM vor Versuchsstart einer Untersuchung zur Reduktion von Membran-Fouling 
durch Rückspülen mit einer Hefesuspension an der Filtrationsanlage Mini-Harvester. RM wurde wäh-
rend der Filtration von VE-Wasser für 15 min bei einem konstanten TMP von ~223 mbar ermittelt. 
Im darauffolgenden Experiment wurden folgende Einstellungen bezüglich Rückspülfrequenz (RF) 
und Rückspüldauer (PD) getestet: RF 15 min, RD 15 s, 30 s, 60 s und 90 s; RF 5 min und 30 min, RD 
30 s. 
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8.4.1.3 Reduktion von Membran-Fouling - Pausieren 

 

Abbildung 8-8: Membranwiderstand RM vor Versuchsstart einer Untersuchung zur Reduktion von Membran-Fouling 
durch Pausieren mit einer Hefesuspension an der Filtrationsanlage Harvester. RM wurde während der 
Filtration von VE-Wasser für 15 min bei einem konstanten Filtrat-Flux von ~23 L·m-2·h-1 ermittelt. 
Im darauffolgenden Experiment wurden folgende Einstellungen bezüglich Pausierfrequenz (PF) und 
Pausierdauer (PD) getestet: PF 5 min, PD 60 s; PF 15 min, PD 30 s; PF 15 min, PD 60 s; PF 30 min, 
PD 60 s. 

8.4.1.4 Fraktionierte Filtration Algensuspension 3 Wachstumsphase 

 

Abbildung 8-9: Membranwiderstand RM vor Versuchsstart der fraktionierten Filtration einer Chlorella vulgaris 

Kultur mit der Filtrationsanlage Mini-Harvester. RM wurde während der Filtration von VE-Wasser für 
15 min bei einem konstanten TMP von ~100 mbar ermittelt. Im darauffolgenden Experiment wurden 
die einzelnen Fraktionen einer C. vulgaris Kultur verschiedener Wachstumsphasen bei einem kon-
stanten TMP filtriert und das Fouling-Verhalten evaluiert. 
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8.4.1.5 Fraktionierte Filtration Algensuspension 3 Mikroalgenspezies 

 

Abbildung 8-10: Membranwiderstand RM vor Versuchsstart der fraktionierten Filtration von Mikroalgenkulturen (D: 

Desmodesmus und C: Coelastrella) mit der Filtrationsanlage Mini-Harvester. RM wurde während der 

Filtration von VE-Wasser für 15 min bei einem konstanten TMP von ~100 mbar ermittelt. Im darauf-

folgenden Experiment wurden verschiedene Fraktionen (Original: native Suspension, Resuspensionen 

der Zellen in VE-Wasser (VE) und AnMBR Effluent (AE) sowie zellfreier Überstand und frisches 

AnMBR Effluent) der Mikroalgenkulturen filtriert und das Fouling-Verhalten evaluiert. 

 

8.4.2 Ergänzende Filtrationsdaten 

8.4.2.1 Membrancharakterisierung - Permeabilität 

Tabelle 8-12: Charakterisierung des im Harvester eingesetzten Membranmoduls Puron ® Hollow Fiber Demo Rows 

mit VE-Wasser bei verschiedenen Belüftungsraten. (Stabw: Standardabweichung) 

Belüftungs- 

rate 
Filtrat-Flux Stabw TMP Stabw Rm Stabw Pe 

vvm L·m-2·h-1 L·m-2·h-1 mbar mbar m-1 m-1 L·m-2·h-1·bar-1 

0,000 

5,521 0,012 13,807 0,192 9,805E+11 1,420E+10 399,858 

22,876 0,136 -24,226 0,446 4,152E+11 8,271E+09 944,280 

34,324 0,143 -57,883 0,607 6,612E+11 6,467E+09 592,986 

45,836 0,185 -94,481 0,800 8,118E+11 7,317E+09 485,137 

68,709 0,238 -188,466 1,023 1,082E+12 6,763E+09 364,571 

91,414 0,910 -297,639 1,689 1,288E+12 1,490E+10 307,129 
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0,625 

5,454 0,020 8,625 0,236 6,108E+11 1,755E+10 632,318 

22,899 0,103 -27,897 0,424 4,705E+11 7,331E+09 820,838 

34,361 0,140 -61,492 0,678 6,912E+11 8,283E+09 558,798 

45,809 0,130 -100,101 1,072 8,439E+11 9,284E+09 457,633 

68,689 0,222 -192,583 1,517 1,083E+12 9,875E+09 356,674 

91,641 0,435 -319,125 0,967 1,345E+12 7,170E+09 287,165 

1,250 

5,624 0,023 7,815 0,223 5,226E+11 1,488E+10 719,694 

22,907 0,088 -34,275 0,464 5,620E+11 8,148E+09 668,314 

34,364 0,113 -67,837 0,836 7,441E+11 8,653E+09 506,564 

45,827 0,149 -107,300 0,732 8,827E+11 6,416E+09 427,092 

68,721 0,214 -206,025 0,977 1,133E+12 6,663E+09 333,556 

91,921 0,512 -319,184 2,189 1,317E+12 6,875E+09 287,986 

1,875 

5,437 0,019 6,218 0,358 4,338E+11 2,468E+10 874,398 

22,906 0,088 -36,648 0,368 6,056E+11 6,114E+09 625,027 

34,396 0,232 -71,127 0,979 7,824E+11 7,804E+09 483,581 

45,787 0,157 -105,176 0,833 8,618E+11 7,564E+09 435,340 

68,678 0,317 -203,175 0,994 1,110E+12 6,587E+09 338,023 

91,586 0,371 -315,890 1,146 1,298E+12 8,477E+09 289,931 

2,500 

5,500 0,004 8,668 0,414 5,928E+11 2,770E+10 634,480 

22,909 0,011 -35,303 0,347 5,774E+11 5,572E+09 648,936 

34,339 0,015 -69,531 0,788 7,585E+11 9,230E+09 493,870 

45,831 0,025 -106,669 9,970 8,718E+11 8,165E+10 429,656 

68,719 0,031 -205,979 0,669 1,123E+12 5,240E+09 333,621 

91,658 0,053 -317,740 2,390 1,304E+12 1,022E+10 288,469 
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8.4.2.2 Reduktion von Membran-Fouling 3 Rückspülen 

 A 

 B 

 C 

Abbildung 8-11: Normierte Filtrat3Flux-Zeit Profile (J/J0) der Filtration einer Hefesuspension im Mini-

Harvester zum Test der Effektivität des Rückspülens bei unterschiedlicher Dauer und Frequenz. Re-

tentat und Filtrat wurden in das Vorlagegefäß zurückgeführt (A), oder getrennt in Gefäßen gesammelt 

(B), wodurch die Biomassekonzentration im Mini-Harvester gleichblieb (A) beziehungsweise anstieg 

(B). Die Membranfasern wurden alle 15 Minuten (A & B) bzw. 5 Minuten oder 30 Minuten (C) bei 

konstantem Druck (100 mbar) rückgespült. Die Dauer des Rückspülens variierte bei den Ansätzen A 

und B (15, 30, 60 oder 90 Sekunden) bzw. blieb konstant bei 30 Sekunden in Ansatz C.  
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8.4.2.3 Reduktion von Membran-Fouling 3 Pausieren 

A B 

C D 

Abbildung 8-12: Permeat-Flux-, TMP- und BTM-Zeit Profile der Untersuchung der Effektivität des Pausierens als 

Maßnahme gegen Membran-Fouling während der Filtration einer Hefesuspension am Harvester. Ge-

testete wurden verschiedene Filtrations- sowie Pausier-Zyklen (A: 5 min/60s, B: 15 min/60 s, 

C: 15 min/30 s, D: 30 min/60 s). 
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 A 

 B 

Abbildung 8-13: Filtrations- sowie Pausier-Zyklen Pausiereffizienz (·PA) zwischen den Filtrationszyklen (A) sowie 

TMP-Anstieg innerhalb eines Filtrationszyklus (B) für Evaluation von Dauer und Frequenz des Pau-

sierens (5 min/60 s, 15 min/60 s, 15 min/30 s, 30 min/60 s) als Anti-Fouling Maßnahme mittels einer 

Hefesuspension (3 g·L-1) an der Filtrationsanlage Harvester. 
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8.4.2.4 Kritischer Flux Bestimmung am Mini-Harvester 

Vor jedem Experiment wurde die Filtrationsanlage Mini-Harvester gemäß des Reinigungspro-

tokolls (Abschnitt 8.3.3) gereinigt und die Membran vor Versuchsstart für 45 min bei einem 

konstanten Unterdruck von 200 mbar vorbereitet.  

 

Abbildung 8-14: Ermittlung des kritischen Flux (Flux-Step Methode) der Filtrationsanlage Mini-Harvester bei 

Einsatz des Mini-Faserhalters mittels einer Chlorella vulgaris Suspension (1,5 g·L-1). Das kritische 

Flux-Kriterium (Fouling-Rate) wurde auf 10 Pa·min-1 festgelegt, die Schritthöhe der einzelnen Flux-

Schritte betrug 2 L·m-2·h-1. Zwischen den 10-minütigen Flux-Schritten wurden die Membranfasern 

für 30 s mit VE-Wasser rückgespült, zudem wurde die Membran permanent belüftet.  

 

Abbildung 8-15: Ermittlung des kritischen Flux (Flux-Step Methode) der Filtrationsanlage Mini-Harvester bei 

Einsatz des Maxi-Faserhalters mittels einer Chlorella vulgaris Suspension (3,0 g·L-1). Das kritische 

Flux-Kriterium (Fouling-Rate) wurde auf 10 Pa·min-1 festgelegt, die Schritthöhe der einzelnen Flux-

Schritte betrug 2 L·m-2·h-1. Zwischen den 10-minütigen Flux-Schritten wurden die Membranfasern 

für 60 s mit VE-Wasser rückgespült, zudem wurde die Membran permanent belüftet.  
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8.5 Kultivierungsexperimente 

8.5.1 Kontinuierliche Kultivierung Hell/Dunkel-Regime 3 

Satzphase 

 

Abbildung 8-16: Prozessparameter (pH, Temperatur, pO2, Abgaszusammensetzung (O2 und CO2) sowie Biotrocken-

massekonzentration einer Satzkultivierung (D = 0,0 h) von C. vulgaris SAG 211-12 in modifiziertem 

BG11-Medium bei einem Hell/Dunkel-Regime von 16 h:8 h.Kontinuierliche 

Kultivierung bei permanenter Beleuchtung 

Chlorella vulgaris SAG 211-12 wurde in mBG11-Medium (2-fach konzentriert, 

cN,Medium,soll = 100 mg·L-1, cP,Medium,soll = 20 mg·L-1) bei 350 µmol·m-2·s-1 (permanente Beleuch-

tung), 25 °C, pH 7,5, und 95 mL·min-1 Begasung (5 % CO2) kontinuierlich kultiviert. Die 

Verdünnungsrate wurde im Bereich zwischen D = 0,0 d-1 und 0,5 d-1 in 0,1 d-1-Schritten variiert. 

Die Beprobung des Reaktors erfolgte im Fließgleichgewicht des PBR. 

Tabelle 8-13: Ergänzende Kultivierungsdaten einer kontinuierlichen Kultivierung von C. vulgaris SAG 211-12 in 
mBG11-Medium (2-fach) bei permanenter Beleuchtung.  

 Verdünnungsrate D 

 0,0 d-1 0,1 d-1 0,2 d-1 0,3 d-1 0,4 d-1 0,5 d-1 

cBTM in g·L-1 3,23 3,60 2,96 2,38 1,43 1,01 
OD750 21,4 21,9 17,5 15 12,7 10,6 

 

Bis zu einer Verdünnungsrate von D = 0,4 d-1 wurden sowohl Stickstoff als auch Phosphor 

vollständig aus dem Medium aufgenommen, sodass beide Nährstoffe im Reaktorausfluss nicht 

mehr nachweisbar waren. Bei einer Verdünnungsrate von D = 0,5 d-1 waren 55 mg·L-1 Ammo-

nium (NH4
+) im Reaktorausfluss messbar. 
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Abbildung 8-17: Makromolekulare Zusammensetzung und Biotrockenmassekonzentration einer kontinuierlichen 

Kultivierung von C. vulgaris SAG 211-12 bei permanenter Beleuchtung in modifiziertem BG11-

Medium. Die Verdünnungsrate wurde im Bereich zwischen D = 0,0 d-1 und 0,5 d-1 in 0,1 d-1-Schritten 

variiert.  

8.5.3 Kontinuierliche Kultivierung mit Zellrückführung bei 

permanenter Beleuchtung 

Chlorella vulgaris SAG 211-12 wurde in mBG11-Medium (4-fach konzentriert, gemessene 

Konzentrationen: cN,Medium = 190 mg·L-1, cP,Medium = 35 mg·L-1) bei 350 µmol·m-2·s-1 (permanen-

te Beleuchtung), 25 °C, pH 7,5, und 95 mL·min-1 Begasung (5 % CO2) kontinuierlich kultiviert. 

Eine Zellrückführung erfolgte durch Rückführung von Retentat aus dem Mini-Harvester. Die 

Beprobung des Reaktors erfolgte im Fließgleichgewicht des MPBR. Eine Messung des Protein-

gehaltes konnte aufgrund mangelnder Probenmenge nicht erfolgen.  

Tabelle 8-14: Ergänzende Kultivierungsdaten einer kontinuierlichen Kultivierung mit Zellrückführung von 

C. vulgaris SAG 211-12 in mBG11-Medium (4-fach) bei permanenter Beleuchtung.  

 D = 0,4 d-1 D = 0,5 d-1 

cBTM in g·L-1 3,4 2,5 
OD750 18,9 15,9 

qKohlehydrate,BTM in %BTM 20,53 19,86 
qPigmente,BTM in %BTM 4,73 6,45 

cN,residual in g·L-1
 0,0 0,0 

cP,residual in g·L-1 11 21 

8.5.4 Satzbetrieb und kontinuierliche Kultivierung mit 

anschließender Zellrückführung in Dunkelphase 

Chlorella vulgaris SAG 211-12 wurde in mBG11-Medium (4-fach konzentriert, 

cN,Medium,soll = 200 mg·L-1, cP,Medium,soll = 40 mg·L-1) bei 350 µmol·m-2·s-1 (permanente Beleuch-

tung), 25 °C, pH 7,5, und 95 mL·min-1 Begasung (5 % CO2) kultiviert. Der kontinuierlichen 
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Kultivierung ging eine Satzphase voraus. Nach Erreichen eines Fließgleichgewichts der konti-

nuierlichen Phase wurde die Zellrückführung gestartet.  

Ergänzende Kultivierungsdaten Satzphase 

 

Abbildung 8-18: Biotrockenmassekonzentration und optische Dichte (OD750) einer Satzkultivierung von C. vulgaris 

SAG 211-12 bei permanenter Beleuchtung in modifiziertem BG11-Medium.  

 

Abbildung 8-19: Makromolekulare Zusammensetzung einer Satzkultivierung von C. vulgaris SAG 211-12 bei 

permanenter Beleuchtung nach Zugabe von Stickstoff in den PBR (cN,PBR,gemessen = 84,90 mg·L-1). 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

 cBTM

 OD750

Prozesszeit in d

c B
T

M
 i

n 
gL

-1

0,0

2,5

5,0

7,5

10,0

12,5

15,0

17,5

20,0

22,5

 O
D

75
0

10% 11% 9% 10% 10% 9%

13% 15% 13% 14% 15% 15%
1% 1%

1% 1% 1% 1%

75% 72% 76% 75% 73% 74%

1% 2% 1% 1% 1% 2%

0 1 2,5 4,5 6,5 8

0

20

40

60

80

100

q M
m

 i
n 

g M
m

·g
B

T
M

Prozesszeit in h

 Kohlehydrate    Proteine         Pigmente   
 Lipide          Nukleinsäuren    cN,PBR

0

20

40

60

80

100
c N

 i
n 

m
g·

L
-1



8.6  Modelle und Simulation 

239 

8.6 Modelle und Simulation 

8.6.1 Stationäres metabolisches Fluss-Modell des 

Mikroalgenstoffwechsels 

Eine Algenzelle kann im weitesten Sinne als >zelluläres System< beschrieben werden, einem 
Netzwerk an miteinander interagierenden Komponenten mit Vorwärts- und Rückkopplungs-

schleifen. Die Bildung vereinfachender Modelle dieser Abläufe erlaubt eine mathematische 

Beschreibung des Prozesses >Zelle< auf Basis biochemischer Reaktionsnetzwerke. Zur Unter-

stützung der Auswertung und Interpretation der experimentellen Messdaten wurden die Stoff-

wechselaktivitäten einer Mikroalgenzelle daher in einem vereinfachenden generischen Modell 

abgebildet.  

Als Instrumente zur Beschreibung der Zusammenhänge innerhalb der Zelle sowie zwischen 

Zelle und Umwelt dienen Stoffströme (Abbildung 8-20), welche durch spezifische Raten r 

abgebildet werden. Die Reaktion der Mikroalgenzelle auf die umgebenden Umweltbedingungen 

bzw. deren Veränderungen werden durch Kinetiken beschrieben, welche die Geschwindigkeit 

biochemischer Prozesse wie die Aufnahme von Komponenten in die Zelle abbilden. Intrazellu-

läre Stoffströme repräsentieren metabolische Aktivitäten und stehen über die Stöchiometrie der 

Zelle sowie energetische Betrachtungen in Beziehung zueinander. Ein auf dem Modell der 

Stoffströme basierendes Reaktormodell ermittelt die Lichtgradienten in einem Flachplatten-

Photobioreaktor. Dieses berechnet die spezifischen Wachstumsraten, die damit verbundenen 

Einschränkungen und Biomassekonzentrationen unter Verwendung allgemeiner technischer 

Material- und Energiebilanzen.  

 

Abbildung 8-20: Vereinfachtes Modell des Mikroalgen Stoffwechsels, welches drei Knoten umfasst: Photosynthese, 

Atmung und Anabolismus. Stoffwechselaktivitäten werden durch spezifische Raten r abgebildet (PS 3 

Photosynthese, Ph 3 Photon, abs 3 absorbiert, Akk 3 Akkumulation, Resp 3 Respiration (Atmung), 

Ana 3 Anabolismus, BM 3 Biomasse, ABM 3 aktive Biomasse). 
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Das gezeigte Flussmodell basiert auf den in Kliphuis et al. 2012 und Blanken et al. 2016 formu-

lierten Stoffwechsel-Modellen sowie den in Schediwy et al. 2019 dargestellten Kinetiken. Zur 

Auswertung der im Zuge der vorliegenden Arbeit erzeugten Kultivierungsdaten wurde das 

Modell mit der Dynamik der Speicherbildung von Mikroalgen erweitert. Intrazelluläre Speicher 

umfassen dabei die Ansammlung von Phosphor-Granula in der Zelle sowie den Aufbau von 

Stärke bei Nährstofflimitierung.  

Das Flussmodell umfasst die drei Stoffwechselknoten Photosynthese (PS), Atmung oder Respi-

ration (Resp) und Anabolismus (Ana). Respiration und Anabolismus können im Metabolismus 

zusammengefasst werden. Die einzelnen Knoten sind über Metabolit- oder Energieflüsse mitei-

nander verbunden, die als Vektoren mit spezifischen Umsatzraten r und einer stöchiometrischen 

Matrix Y angegeben werden. In den folgenden Abschnitten werden Gleichungen nach der 

Netzwerktheorie entwickelt.  

Im Stoffwechselknoten Photosynthese werden die spezifische Photonabsorption (rPh,abs,PS), 

Aufnahme von CO2 (rCO2,PS) sowie die Bildung von O2 (rO2,PS) und eines energiereichen C6-

Körpers (rC6,PS) betrachtet. Die Akkumulation von Stärke als Polymer des aus der Photosynthese 

stammenden C6-Körpers wird über die Rate rC6,Akk abgebildet. Die Atmung berücksichtigt die 

Respiration des C6-Körpers (rC6,Resp) unter der Bildung von CO2 (rCO2,Resp) sowie der die Auf-

nahme von O2 (rO2,Resp) zur Generierung von ATP (rATP). Der ATP-Strom verknüpft die Respira-

tion mit dem Anabolismus. Der Aufbau neuer Biomasse schließt zudem die Bereitstellung von 

Kohlenstoffgerüsten (rC6,Ana) sowie Nährstoffen ein, letztere repräsentiert durch die Stickstoff-

aufnahmerate (rNH3,Ana) sowie die intrazellulären Phosphorbereitstellung (rH3PO4,Ana). Nach der 

Phosphataufnahme aus dem Medium (rH3PO4,Auf) ist dessen Verteilung in der Zelle zwischen 

Speicherung (rH3PO4,Akk) und Einsatz im Anabolismus differenziert. Die im Anabolismus gebilde-

te neue Biomasse wächst mit der Wachstumsrate rABM. 

Während der Photosynthese wird die Lichtenergie in Form eines energiereichen C3-Körpers im 

Chloroplasten in chemische Energie umgewandelt und als C6-Körper (vereinfacht: Glucose) an 

das Cytoplasma abgegeben. Nach dem Energiefluss folgt als erster 3 möglicherweise limitie-

render 3 Schritt die Lichtabsorption durch die lichtsammelnden Chlorophyllmoleküle.  

 rPh,PS,abs= ÃPh,BM; PFDPAR (8.5) 
   
Ein zweiter möglicherweise limitierender Schritt während der Photosynthese ist die Kohlendi-

oxidaufnahme (Gleichung (8.6)), welche in technischen Kultivierungen in der Regel allerdings 

vermieden wird. Sie wird oftmals als Michaelis-Menten-Kinetik dargestellt. Da das an der 

Kohlenstofffixierung beteiligte RuBisCo in der Algenzelle stark überexprimiert wird, um auch 

bei niedrigen Kohlendioxidkonzentrationen effizient zu sein, ist die CO2-Aufnahme besser 

durch eine Blackman-Kinetik beschrieben. (BLACKMAN 1905; Schediwy et al. 2019) Im Falle 

einer Lichtlimitierung ist das Kleiner-als-Zeichen aktiv.  

 rCO2 f min (kCO2 ; cCO2, rCO2,max) (8.6) 

 

Alle vier Flüsse im Photosynthese Knoten sind durch stöchiometrische Beziehungen bezüglich 

des Verhältnisses der gebildeten/aufgenommenden Kohlenstoff zu Sauerstoff und des photosyn-
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thetischen Ausbeutekoeffizienten yC6,Ph gekoppelt (Gleichung (8.7)), wobei die Netto-Bildung 

aus Elektronentransportkette und Calvin-Zyklus betrachtet wird.  

YPS;rPS = [ MCO2
-1 MO2

-1 0 0
6;MCO2

-1 0 0 -MC6
-1

0 0 yC6,Ph -MC6
-1

] ; [rCO2,PS, rO2,PS, rPh,PS,abs, rC6,PS]T
=0 (8.7) 

  
Im Metabolismus sind die beiden Stärke konsumierenden Hauptmechanismen Atmung und 

Anabolismus berücksichtigt. Die Aufteilung des Kohlenstoffflusses findet im Tricarbonsäu-

rezyklus (TCC) statt. Die hier betrachteten Ströme sind durch die bei der Atmung als ATP 

erzeugte Energie und den Energiebedarf des Wachstums direkt gekoppelt. 

YMeta; rMeta = [1 1 -1 -1
0 0 -1 (1-yAna,C6)d 1 yAna,C6d ] ; [rC6,PS, rC6,Akk, rC6,Resp, r

C6,Ana
]T

= 0 (8.8) 

  
Der für das Wachstum eingesetzte Stärkeanteil yAna,C6 beträgt dabei etwa 0,6 und ist damit etwas 

höher als bei heterotrophen Organismen, da die Vorstufen einiger Makromoleküle direkt von 

den Chloroplasten geliefert werden. Die energetische Kopplung von Atmung und Anabolismus 

ist der Grund für den konstanten Ertragskoeffizienten. 

Die Akkumulation von Stärke als Polymer des C6-Körpers findet statt, wenn der Verbrauch des 

C6-Körpers für Atmung und Anabolismus langsamer abläuft als seine Synthese in der Photosyn-

these (Gleichung (8.9)). Umgekehrt wird die Stärke aus dem Speicher bei ungünstigen Lichtbe-

dingungen (temporär oder Nacht) eingesetzt (vgl. Kapitel 4.1). Diese Prozesse werden in der 

Regel nicht in mathematische Modelle einbezogen, sind aber wichtig, um die täglichen Wachs-

tumszyklen zu verstehen. 

 rC6,Akk = rC6,PS - rC6,Resp - rC6,Ana (8.9) 
   

Dementsprechend kann die Atmung in den Mitochondrien folgendermaßen beschrieben werden:  

 YResp ; rResp = [0 MO2
-1 -MCO2

-1

1 1 -1
] ; [rC6,Resp, r

O2,Resp
, rCO2,Resp]T

= 0 (8.10) 

   

Aktive Biomasse (nach Bernard et al. 2016) wird im Anabolismus aus dem metabolischen 

Kohlenstofffluss unter Einbindung von Nährstoffen aufgebaut, wobei an dieser Stelle lediglich 

Stickstoff und Phosphat betrachtet werden. 

 rNH3,Ana f min (kNH3 ; cNH3, rNH3,max) (8.11) 

 rH3PO4,Auf f min (kH3PO4 ; cH3PO4, rH3PO4,max) (8.12) 

 

Das Kleiner-als-Zeichen zeigt an, dass die Nährstoffaufnahme als Minimalwert zweier Ereignis-

se beschrieben wird: der maximalen Rate entsprechend der Kinetik (rNH3,max bzw. rH3PO4,max) oder 

aber einer darunter liegenden Rate, welchen den aktuellen intrazellulären Bedarf wiederspiegelt. 

Dieser entspricht nach dem klassischen Ansatz dem Stickstoff- und Phosphatgehalt der aktiven 

Biomasse mit den elementaren Massenanteilen eP,ABM und eN,ABM, die direkt aus der empirischen 
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Formel einer theoretischen Chlorella Zelle (aktive Biomasse) abgeleitet werden können (siehe 

Tabelle 8-15).  

Tabelle 8-15: Massenanteile der Elemente (eE,ABM) C, O N, H, P und S sowie eine empirische Formel einer Chlorella 

Zelle (aktive Biomasse). Quelle: Safi et al. 2014. 

Massenanteile eE,ABM (g;g-1) Empirische Formel Chlorella 

mit stöchiometrischen Koeffizienten 

¿E [-]; ¿C = 1 
C O N H P S 

0,545 0,282 0,095 0,064 0,010 0,002 CH1.4O0.39N0.15P0.007S0.002 

 

Einige Mikroalgenspezies sind in der Lage, für das Wachstum überschüssiges Phosphat in die 

Zelle aufzunehmen und dieses in Form von Polyphosphat (PP) zu speichern. Dadurch kann der 

Phosphatgehalt einer Mikroalgenzelle den normalen Bedarf übersteigen. Aus diesem Grund 

wird an dieser Stelle zwischen der eigentlichen Phosphataufnahmerate (rH3PO4,Auf) und der tat-

sächlichen Umsatzrate im Anabolismus (rH3PO4,Ana) unterschieden, wodurch folgende Bilanzie-

rung möglich wird:  

 rH3PO4,Akk = rH3PO4,Auf - rH3PO4,Ana (8.13) 
   

Die Gesamtmassenbilanz inklusive der stöchiometrischen Beziehungen (vermittelt durch die 

Zusammensetzung der Biomasse eE,ABM) kann wie folgt beschrieben werden: 

YAna; rAna = [1 1 1 -1
0 MP MH3PO4d 0 -eP,ABM

0 0 MN MNH3d -eN,ABM

] ; [rC6,Ana, rH3PO4,Ana, rNH3,Ana, rABM]T
= 0 (8.14) 

  
Dabei entspricht rABM der spezifischen Wachstumsrate.  

Das bisherige Modell reicht noch nicht für eine vollständige Beschreibung aller Stoffflüsse aus. 

Insbesondere können die drei kinetischen Aufnahmeraten sowie die Photosynthese nicht gleich-

zeitig bei ihrem Maximum liegen. An dieser Stelle wird davon ausgegangen, dass die Zelle 

ihren Stoffwechsel so reguliert, dass sie die maximale spezifische Wachstumsrate erreicht, die 

unter den aktuellen Umweltbedingungen möglich ist. Um die stöchiometrischen Bedingungen 

zu erfüllen, müssen entsprechend einige Aufnahmeraten herunterreguliert werden. Dies bedeutet 

auch, dass die Speicher nur dann beladen werden, wenn tatsächlich ein Überschuss vorhanden 

ist. Daraus ergibt sich das lineare Optimierungskriterium: 

 JX = max {rABM (r) | r ; Y = 0,  rmax > r > 0} (8.15) 
   
Nach der linearen Programmierung wird dieses Optimum in jedem Fall auf einem der Ränder 

(Extrema) der möglichen Kinetiken erreicht. Damit wird das Optimierungsproblem zu einer 

einfachen Vergleichsaufgabe. 

 rABM = min {ÃPh,ABM  ; yABM,Ph ; PFDPAR, rABM,max, yABM,N ; rN} (8.16) 
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Nur die geringste Wachstumsrate ist möglich, alle anderen formalen Lösungen würden die 

Rahmenbedingungen verletzten.  

Abbildung 8-21 zeigt die Simulation der spezifischen Wachstumsrate als Funktion der auf die 

Photobioreaktoroberfläche auftreffende Lichtintensität sowie der Biomassekonzentration im 

Reaktor. Lediglich für hohe Lichtverfügbarkeit und geringe Zelldichten kann der maximale 

Wert der Wachstumsrate erreicht werden.  

 

Abbildung 8-21: Simulation der scheinbaren spezifischen Wachstumsrate rABM (Mittelwert) als Funktion der Lichtin-

tensität I0 und Biomassekonzentration cABM in einem idealen Photobioreaktor.  

8.6.2 Physiologische Zustände und makromolekulare 

Zellzusammensetzung 

Die Kombinationen aus aktiven oder heruntergeregelten Kinetiken werden als Modi des Stoff-

wechsels bezeichnet. Eine Lichtlimitierung 3 wie sie häufig im Bereich der Mikroalgenkultivie-

rung auftritt 3 kann durch niedrige Lichtintensitäten oder aber hohe Biomassekonzentrationen 

verursacht werden. Beides resultiert in einer geringen spezifischen Photonenverfügbarkeit. In 

diesem Fall wird das gesamte absorbierte Licht vollständig für die Kohlenstofffixierung einge-

setzt und die aus der Photosynthese stammenden Kohlenstoffgerüste direkt verstoffwechselt, 

ohne sich in Form von Stärke als Energiespeicher anreichern zu können. Die CO2-Aufnahme 

wird entsprechend der Menge der verfügbaren Elektronen aus der Photosynthese determiniert. 

Die spezifische Wachstumsrate hängt proportional von den absorbierten Photonen ab. Über-

schreitet die Lichtintensität einen Schwellenwert, kann entsprechend der intrazellulären Limitie-

rung durch die maximale spezifische Wachstumsrate rABM,max keine weitere Steigerung des 

Wachstums erfolgen, wodurch überschüssiges Licht verloren geht. Während der Lichtlimitie-

rung müssen die Nährstoffkonzentrationen hoch genug sein, um die für die entsprechende 

Wachstumsrate erforderliche Aufnahmerate zu ermöglichen.  
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Eine Kohlenstofflimitierung ist in der Natur und insbesondere bei in aquatischen Systemen 

vorkommenden Mikroalgen der Normalzustand. Die Wachstumsrate wird daher oft nicht durch 

die Lichtverfügbarkeit, sondern durch die CO2-Konzentration determiniert. Überschüssiges 

Licht wird absorbiert, dann aber physikalisch (Fluoreszenz) oder chemisch (NPQ) dissipiert. 

Dieser technisch ineffiziente Zustand kann im Photobioreaktor durch Begasung mit CO2-

angereichertem Gas (>5 % CO2) vermieden werden. 

Im Falle einer Nährstofflimitierung kann die dadurch reduzierte Aufnahme von N und P ledig-

lich geringe Wachstumsraten realisieren, während bezüglich der Lichtabsorption eigentlich 

höhere Wachstumsraten möglich wären. Die überschüssige Energie wird dann zur Stärkeakku-

mulation verwendet. Bei diesem Stoffwechselmodus spielt neben der Verfügbarkeit auch das 

Verhältnis von N und P eine Rolle. Die Nährstoffe sind in der aktiven Biomasse in einem festen 

stöchiometrischen Verhältnis enthalten (vgl. Abschnitt 1.3.1.5). Ist mehr P als N vorhanden, so 

bestimmt die geringere N-Verfügbarkeit die Wachstumsrate, während eine Akkumulation von P 

stattfindet.  

Die anabolen Aktivitäten umfassen den Aufbau der wichtigsten zellulären Bestandteile einer 

Mikroalgenzelle: Proteine, Nukleinsäuren, Kohlenhydrate und Lipide, welche als makromoleku-

lare Zusammensetzung definiert sind. Kohlenhydrate können als strukturelle Kohlenhydrate in 

der Zellwand vorhanden sein, während ungesättigte Lipide hauptsächlich Bestandteile der 

Zellmembran sind. Darüber hinaus bilden Stärkekörnchen und Lipidtröpfchen kohlenstoffreiche 

Energiespeicher. Das Wechselspiel zwischen den verschiedenen Limitierungsmodi und den 

jeweiligen Aufnahmeraten beeinflusst die makromolekulare Zusammensetzung der Zellen über 

deren Elementarzusammensetzung. Umgekehrt wird sie durch den Anteil der jeweiligen funkti-

onellen Makromoleküle gesteuert.  

Im vorgestellten Modell werden vier Hauptlimitierungen berücksichtigt: Licht, CO2, Stickstoff 

und Phosphor. Eine Limitierung von Licht und CO2 beeinflusst die Photosyntheserate, während 

Nährstofflimitierungen den Anabolismus und anschließend die Atmung beeinflussen. Ein Nähr-

stoffmangel hat allerdings keinen Einfluss auf die Phytosynthese: Der Photosyntheseapparat 

aufgrund der Fähigkeit von Mikroalgenzellen zur Akkumulation von Stärke unabhängig arbei-

ten. Überschüssige Photonen und CO2 werden von den Zellen zur Synthese von Speicherstoffen 

genutzt. Bei einer Licht- oder CO2-Limitierung kann der Anabolismus ebenso weiter aufrecht-

erhalten werden 3 sofern zuvor ein Stärkespeicher aufgebaut werden konnte.  

8.6.3 Reaktormodell kontinuierliche Kultivierung 

Das grundsätzliche Verhalten eines kontinuierlich betriebenen PBR kann zunächst simuliert 

werden, indem eine geeignete Lichtkinetik aufgestellt wird, die auch andere Einschränkungen 

enthalten kann. Wird das Wachstum von Mikroalgen in einem Photobioreaktor nachgebildet, so 

ist die erreichbare Wachstumsrate, welche neben der maximalen spezifischen Wachstumsrate 

auch die Stickstoffaufnahme und -umsetzung sowie die Lichtabsorption und -nutzung beinhaltet 

(Gleichung (8.17)).  

 rX = min {ÃPh,BM  ;yBM,Ph ; PFDPAR, rBM,max, yBM,N ; rN} (8.17) 
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Bei der Simulation eines (kontinuierlich betriebenen) PBR muss zunächst eine geeignete Licht-

kinetik berücksichtigt werden. Wird ein einseitig beleuchteter Plattenreaktor betrachtet, so 

führen die gegenseitige Abschattung der Mikroalgenzellen sowie die Lichtstreuung zu einem 

Lichtgradienten entlang des Lichtpfades durch den Reaktor (dPfad) gemäß Gleichung (8.18).  

 I(dPfad) = I0 ; e-ÃPh,BM;cBM;dPfad  (8.18) 
   
Entlang des Lichtpfades sind entsprechend der lokalen Lichtintensität verschiedenen Wachs-

tumsraten möglich. Die gemittelte, scheinbare Wachstumsrate (rBM,app) im gesamten PBR kann 

durch die sogenannte µ-Integration" entlang des Lichtweges über die Reaktordicke (dR) be-

stimmt werden (Gleichung (8.19)).  

 
rBM,app=

1
dR

+ rX(I(dPfad))"dPfad

dR

0
 (8.19) 

   
Schließlich kann die Gleichung für die Reaktorbilanz aufgestellt werden. 

 cBM ; rBM - cBM ; D = 0 ³ rBM - D = 0 (8.20) 
   
Über die sogenannte Lambert-W-Funktion kann dieser Gleichungssatz gelöst werden, um eine 

numerische Auswertung für Abbildungen zu erhalten. Eine grafische Darstellung der Simulation 

eines kontinuierlich betriebenen Flachplatten-PBRs mit einseitiger Beleuchtung resultiert in 

dem in Abschnitt 1.3.1.4 gezeigten Bild (Abbildung 1-5). Dabei wurden die Prozessparameter 

"Verdünnungsrate D" und "Lichtintensität I0" variiert und die Auswirkungen auf die erzielbare 

Biomassekonzentration (cBM) dargestellt. 

8.6.4 Berechnung stationäre Zustände der Prozessstrategie zur 

kontinuierlichen Abwasseraufbereitung im 24 h Betrieb 

Die Berechnung der Biomassekonzentrationen sowie der residualen N-Konzentration im Reak-

torsystem des virtuellen Szenarios bei Licht (Morgen, Mittag, Abend) erfolgte über die Glei-

chungen (8.21) bis (8.26). Biomassespezifische Raten werden mit r, reaktorspezifische Raten 

mit R abgekürzt.  

Photonenverfügbarkeit im Reaktorsystem: 

 RPh = I0 ;
APBR

VPBR
 (8.21) 

   
Hilfskinetik der zellulären NH4-Aufnahme (einfache lineare Kinetik): 

 rNH4 = kNH4 ; cNH4 (8.22) 
   
Ammoniumbilanz im Reaktor, lediglich der intrazelluläre Speicheranteil nimmt N auf: 

 RNH4 = D ; cNH4,0 - rNH4 ; (cBTM - cABM) - D ; cNH4 (8.23) 
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Bilanz der Biotrockenmasse im Reaktor (lineare Photonenverwertung der Biomasse): 

 RBTM =  RPh nyPh - D ; d cBTM  (8.24) 
   
Bilanz der aktiven Biomasse im Reaktor (lineare Stickstoffverwertung): 

 RABM = MN MNH4d ;  rNH4 qNd ;(cBTM - cABM) - D ; cABM (8.25) 
   
Lösen der Bilanzgleichungen, alle Raten R = 0: 

 solve ({RNH4,RBTM,RABM}, {cNH4,cBTM,cABM}) (8.26) 
   
Die Lösung ist zwar nicht geschlossen und eindeutig, kann aber numerisch ausgewertet werden. 

Abbildung 8-22 zeigt die Ergebnisse der Berechnung für die verschiedenen Szenarien.  

Die Berechnungen für die Nachtperiode geschahen mittels der Gleichungen (8.27) bis (8.30) 

unter Einsatz der experimentell ermittelten Daten aus Kapitel 4.1.  

Ausbeutekoeffizient der N-Aufnahme bei Stärkekonsum (C6-Körper): 

 yNH4,C6 = 
&NH4

&C6 ; cBTM
 (8.27) 

   
Zelluläre NH4

+-Aufnahme in der Nachtphase: 

 rNH4 = &NH4

&t ; cBTM
 (8.28) 

   
Mindest-Biomassekonzentration im Reaktor zur vollständigen NH4

+-Aufnahme (&NH4,Soll) wäh-

rend der Nachtphase: 

 cBTM,min = 
&NH4,Soll

yNH4,C6 ; &C6
 (8.29) 

   
NH4

+-Aufnahme im Reaktor in der Nachtphase: 

 RNH4 =  rNH4 ;  cBTM,min (8.30) 
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Abbildung 8-22: Ergebnisse der Berechnung der virtuellen Abwasseraufbereitungsstrategie in Abhängigkeit der Verdünnungsrate D (Biomassekonzentration und verbleibender 

Stickstoff im Reaktor). rot: Biotrockenmassekonzentration, grün: aktive Biomassekonzentration, blau: residuale NH3-Konzentration im Reaktorsystem. A: Daten für 

Morgen und Abend, B: Daten für Mittag ohne Abschöpfung von Zellen, C: Daten für Mittag mit Abschöpfung von Zellen, D: Daten für Morgen und Abend für redu-

zierte Lichtintensität (50 % I0), E: Daten für Morgen und Abend für reduzierte Lichtintensität (80 % I0), F: Daten für Morgen und Abend für reduzierte Lichtintensität 

(80 % I0) mit Zellrückführung. 

 

 


