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,,contrariwise, if it was so, it might be; and if it were so,
it would be; but as it isn't, it ain't. That's logic.

Lewis Carroll






Kurzfassung

Die marine Mikroalge Emiliania huxleyi (E. huxleyi) kann durch Biomineralisierung komplexe
Calcitpartikel (Coccolithen) erzeugen. 10-15 dieser Coccolithen ordnen sich um die Algenzelle
herum an und bilden so eine Hille (Coccosphare). Trotz intensiver Forschung sind der genaue
Mechanismus und die Ursache der Coccolithenbildung unbekannt. Fiir den Einsatz sind hingegen
viele Mdglichkeiten, wie beispielsweise als Komponente in Papier oder in Farb- und Lackprapa-
raten, denkbar. Aufgrund mangelnder Kultivierungsverfahren wurde der Einsatz dieser nicht fos-
silen Coccolithen jedoch bisher nicht realisiert. Um diese Problematik zu Giberwinden, ist das Ziel
dieser Arbeit ein geeignetes Kultivierungsverfahren zu entwickeln, um ausreichend hohe Cocco-
lithenausbeuten fiir erste Anwendungszwecke zu generieren.

Um das Wachstum und somit die Zellkonzentration zu steigern, wurde der E. huxleyi Stamm
CCMP3266 im Schittelkolben bei verschiedenen Hell-Dunkel-Zyklen mit einer Photonenfluss-
dichte (PFD) von 350 pumol-m2-s? kultiviert. Dabei zeigte sich, dass der Einsatz eines 15:9-Zyk-
lus (15 Stunden Licht, 9 Stunden Dunkelheit), die Zellkonzentration im Vergleich zu einer per-
manenten Beleuchtung, um 70 % steigern konnte. Die erreichte Coccolithen-Konzentration im
Hell-Dunkel-Zyklus reduzierte sich jedoch um 46 %. Diese Beobachtung wurde in einer anschlie-
Renden Kultivierung im Photobioreaktor bestétigt. Die Ergebnisse zeigen, dass sich der Zellzyk-
lus an das vorliegende Lichtregime anpasst. Bei einem Hell-Dunkel-Zyklus findet die Zellteilung
in der Dunkelphase statt, bei permanentem Licht hingegen sobald die intrazelluléren Energiespei-
cher gefillt sind. Die Kulturen im Hell-Dunkel-Zyklus besitzen dadurch eine verbesserte Licht-
nutzungseffizienz, da die Zellen bei einer permanenten Beleuchtung fur die Dauer der Zellteilung
keine Photosynthese betreiben und somit die Lichtenergie nicht nutzen kénnen. Die Produktion
der Coccolithen ist jedoch ein energieintensiver und somit lichtabhangiger Prozess, wodurch die
permanente Kultur von der durchgangigen Lichtverfugbarkeit profitiert und dadurch héhere Coc-
colithenausbeuten erreicht.

Da das verwendete Enriched Seawater, Artificial Water (ESAW)-Medium natirliches Meerwas-
ser simuliert, sind die enthaltenen Elemente flir die Biomasseproduktion zu niedrig konzentriert.
In einem ersten Schritt wurde anhand der makromolekularen Zusammensetzung von Mikroalgen
auf die elementare Zusammensetzung geschlossen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen sollte
die Zell- und Coccolithen-Konzentration durch die Modifikation des ESAW-Mediums gesteigert
werden. So konnte durch die sukzessive Variation aller enthaltenen Elemente die Zellzahl im
Schiittelkolben um 258 % und die Coccolithen-Konzentration um 516 % gesteigert werden. Dabei
zeigte sich, dass die elementare Zusammensetzung der Coccolithen stark von den Konzentratio-
nen im Medium beeinflusst wird. So kann anhand der Ergebnisse die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass Magnesium und Silizium das im Calcit enthaltene Calcium ersetzen kénnen.

Mit dem modifizierten ESAW-Medium wurden anschliefend Kultivierungen in vier Photobiore-
aktoren (Ruhrkessel-, Schlauch-, Bag- und Membran-Reaktor) mit einem Volumen zwischen 1,6
und 14 L durchgefiihrt. Alle Versuche wurden im Batch-Betrieb bei T = 19 °C, vwm = 0,05, pH 8,
Pcoz = 1% und PFD = 350 umol-m2-s durchgefiihrt. Die Reaktoren unterschieden sich in ihrer
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Begasungsart (Oberflachen-, Membran- oder Blasenbegasung), ihrer Durchmischung (durch
Wellen, Begasung oder Rilhrelemente) und ihrer Geometrie.

Im Ruhrkesselreaktor konnte kein Wachstum der Alge beobachtet werden, da die mechanische
Belastung aufgrund der verbauten Rihrer und Stromstorer flr die empfindlichen Zellen zu hoch
war. Im Schlauchreaktor konnten duBerst hohe Zellkonzentrationen erreicht werden. Somit
scheint die verwendete Blasenbegasung einen enorm positiven Effekt auf das Wachstum von
E. huxleyi zu besitzen. Der Blasendurchmesser war sehr gering, was zu einer gréfleren Gasaus-
tauschfldche fiihrte als beispielsweise eine Kopfraumbegasung, wie im Bag- oder Ruhrkesselre-
aktor. Es konnte jedoch keine Coccolithenproduktion nachgewiesen werden. Dies kénnte zum
einen an der Zerstérung der Coccosphére durch die Blasenbegasung liegen. Zum anderen kann
die Zelle aufgrund der guten CO,-Versorgung den Metabolismus vollstdndig zu Gunsten des
Wachstums organisiert haben, wodurch die Kalzifizierung reduziert wurde. Die Kultivierungen
im Bag- und Membranreaktor lieferten die vielversprechendsten Ergebnisse. So wurde im Bag-
Reaktor (14 L) nach 4 Wochen eine Coccolithenausbeute von insgesamt 53 g erreicht, wahrend
es im Membranreaktor (2 L) nach 3 Wochen 4 g waren. Somit scheint eine schonende Durchmi-
schung und Begasung essentiell fir den Erfolg der Kultivierung von E. huxleyi zu sein.

Aufgrund der positiven Ergebnisse im Membran- und Bag-Reaktor wurde in beiden Reaktoren
eine semi-kontinuierliche Kultivierung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass beide Reaktoren
trotz regelméaBiger Volumenentnahme fiir einen langeren Zeitraum (etwa 4 Wochen) stabil liefen.
Der Membranreaktor erreichte dabei eine Coccolithenausbeute von insgesamt 8 g. Die Ausbeute
hat sich somit im Vergleich zum Batch-Versuch verdoppelt. Im Bag-Reaktor konnte die Ausbeu-
ten auf 82 g gesteigert werden. Dabei handelt es sich um die bisher hochste gemessene Coccolit-
henausbeute. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine Massenproduktion der Coccolithen durchaus reali-
sierbar ist und das hier etablierte Kultivierungsverfahren als Grundlage fir weitere
Modifikationen dienen kann.



Abstract

The marine microalgae Emiliania huxleyi (E. huxleyi) can produce complex calcite particles (coc-
coliths) through biomineralization. 10-15 of these coccoliths arrange themselves around the algae
cell, forming a shell (coccosphere). Despite intensive research, the exact mechanism and cause of
coccolith formation are unknown. However, there are many possible uses, such as being a com-
ponent in paper or in paint and varnish. Due to a lack of cultivation methods, the use of these non-
fossil coccoliths has not yet been realized. To overcome this problem, this work strives to develop
a suitable cultivation method to generate sufficiently high coccolith yields for initial applications.

In order to increase growth and thus the cell concentration, the E. huxleyi strain CCMP3266 was
cultivated in a shake flask under various light-dark cycles with a photon flux density (PFD) of
350 umol-m2.s1, It was shown that the use of a 15:9 light-dark cycle (15 hours of light, 9 hours
of darkness) can increase the cell concentration by 70% compared to permanent light. However,
the coccolith concentration achieved in the light-dark cycle was reduced by 46%. This observation
was confirmed by a following cultivation in a photobioreactor. The results show that the cell cycle
adapts to the existing light conditions. In a light-dark cycle, cell division occurs in the dark phase,
whereas in permanent light, cell division occurs as soon as the intracellular energy storages are
filled. The cultures in the light-dark cycle therefore have an improved light usage efficiency, since
the cells do not carry out photosynthesis under permanent lighting for the duration of cell division.
Because of that, they cannot use the light energy. However, the production of coccoliths is an
energy-intensive and therefore light-dependent process, meaning that the permanent culture ben-
efits from the continuous availability of light and thus achieves higher coccolith yields.

Since the used Enriched Seawater, Artificial Water (ESAW) medium simulates natural seawater,
the contained elements are too low in concentration for biomass production. In a first step, the
elemental composition was determined based on the macromolecular composition of microalgae.
Building on these findings, the cell and coccolith concentration should be increased by modifying
the ESAW medium. By successively varying all the containing elements, the number of cells in
the shake flask could be increased by 258% and the coccolith concentration by 516%. It was
shown that the elemental composition of the coccoliths is strongly influenced by the concentra-
tions in the medium. Based on the results, it can be assumed that both magnesium and silicon can
replace the calcium contained in calcite.

Cultivations with the modified ESAW medium were carried out in four photobioreactors (stirred
tank, tube, bag and membrane reactors) with a volume between 1.6 and 14 L. The parameters for
each cultivation were T = 19 °C, vvm = 0.05, pH 8, pco2 = 1% and PFD = 350 pmol-m=-s? in
batch operation. Differences of the reactors are their type of aeration (surface, membrane or bub-
ble), their mixing (through waves, gassing or stirring elements) and their geometry.

No algae growth could be observed in the stirred tank reactor because the mechanical stress was
too high for the sensitive cells due to the stirrers and baffles. Extremely high cell concentrations
could be achieved in the tube reactor. The used bubble fumigation appears to have an enormously
positive effect on the growth of E. huxleyi. The bubble diameter was very small, which led to a
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larger gas exchange area than, for example, headspace gassing, like it was used in the bag or
stirred tank reactor. However, no coccolith production could be detected. On the one hand, this
could be due to the destruction of the coccosphere by bubble fumigation. On the other hand, due
to the good supply of CO,, the cell may have completely organized its metabolism in favor of
growth, thereby reducing calcification. The cultivations in the bag and membrane reactor deliv-
ered the most promising results. In the bag reactor (14 L) a total coccolith yield of 53 g was
achieved after 4 weeks, while in the membrane reactor (2 L) it was 4 g after 3 weeks. Gentle
mixing and fumigation therefore appear to be essential for the success of the cultivation of E. hux-
leyi.

Due to the positive results in the membrane and bag reactors, semi-continuous cultivation was
carried out in both reactors. These experiments revealed that both reactors ran stable for a longer
period of time (around 4 weeks) despite of regular volume withdrawal. The membrane reactor
achieved a total coccolith yield of 8 g. The yield therefore has doubled compared to the batch
cultivation. In the bag reactor the yields could be increased to 82 g, which is the highest coccolith
yield measured to date. These results show that mass production of coccoliths is certainly feasible
and that the cultivation process established here can serve as a basis for further modifications.



Inhaltsverzeichnis

KUFZEASSUNG ...ttt st et e te et s be et e e besbeesaesteaneenreenes i
AN o] 1 - [o! SRR iii
INNAIESVEIZEICANIS. ... e %
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ..o e vii
TabelleNVerzeiChNIS. ..........oov i e Xi
ADBKUFZUNGSVEIZEICANIS .....veoviiiice e e Xiii
SYMDBOIVEFZEICNNIS. ... it nre s Xiv
V0] 47110 ] o AT UPROPRR XV
R ] ] =T (8] o o SO SUPTTPTPTSPRPR 1
1.1 AUSQANGSSITUALION. ......ecviiie et cte ettt sre et e et re e sresreenne s 1
1.2 ZielSetzung der ArDEIT ........ccoiiiiiiece e 2

2 TheoretisSChe GrUNAIAQEN.........ccvciiiiie e et 5
2.1 Die Kalkalge Emiliania RUXIEYi.........ccooviiiiiiiiiiiccce e 5
2.2 Die KalZITIZIBIUNG .ooovviiecece e s s 7
2.3 DI ZEHZYKIUS ... s 9
2.4 Bisherige Kultivierungsverfahren...........cocoviivineniieisisisese e 12

3 Material UNd MEthOUEN.........coviiiieeiee e 15
3.1 AlQENSAMIME ..oviiiiciccieee ettt s re et reerr et e b e e b e steeeesreeteentens 15
3.2 Stammhaltung und VOrKUITUIEN..........ccoiiiiiiieieeee s 15
3.2.1 IMEAIUM .ottt 15

3.2.2 SAMMANAITUNG ..o s 15

3.3 SChUttelKOIDENVEISUCNE ......ccvveiiiiecciece e 16
3.3.1 Hell-DUNKEI-ZYKIEN .....c..ooveieiicecece e 16

3.3.2 Variation der Photonenflussdichte ...........ccocvevviiiiie i 17

3.3.3 Optimierung des Mediums .........ccoeieiiiiiieeece e e 17

3.4 Kultivierungen in Photobioreaktoren............cooevereiniiiiiniie e 18
3.4.1 RUNIKESSEIrEAKLON ......ccuviiiiiiieccreccte et 19

3.4.2 Bag-ReEAKIOL........cociiiieiececc et 20

3.4.3 MeMDBIaNrEaKLOr ........cccviiiiiie ettt re e 21

3.4.4 Schlauchreaktor.........ccooiiiiie e 23

3.5 ANAIYEIK .o e 24
3.5.1 IMIKIOSKOPIE. ..ot 24

3.5.2 Bestimmung der Zellzahl ............ccoo o 25

3.5.3 Bestimmung der Coccolithen-Konzentration ............ccccceeevveiveneivenne 25

3.5.4 Bestimmung der Coccolithenmasse .........cccccevereiieieneeie e 25



Inhaltsverzeichnis

3.5.5 Bestimmung der Nahrstoffverbrauches ..............ccccooviiiiiiicicine 26
3.5.6 Bestimmung der MakromisChzeit...........cccoovevveveiieie v 27
3.6 BErEChNUNGEN .....oeceiiie et e 28
3.6.1 Berechnungen des Wachstums und der Kalzifizierung ...........ccccccevnene 28
3.6.2 Berechnungen zur Charakterisierung der Reaktoren ..........c..cccocvvvvennenne. 29
Ergebnisse UNd DiSKUSSION .........cccoiviieie i 31
4.1 Der Einfluss von Hell-Dunkel-Zyklen auf das Wachstum und die
Kalzifizierung von Emiliania huxIeyi ..........cccooeveiiiiiiinii e 31
4.1.1 SchittelKolDENVEISUCNE .........ccviiiiiiii s 32
4.1.2 Ubertragung der Hell-Dunkel-Zyklen auf einen Rihrkesselreaktor....... 37
4.1.3 Fazit der Kultivierung von Emiliania huxleyi unter Hell-Dunkel-
ZYKIBN ... e e 49
4.2 Optimierung der N&hrstoffverfiigbarkeit des Mediums zur
CoccolithenprodUKLION.........c.ccuiiiiicic e 50

4.2.1 Makromolekulare und elementare Zusammensetzung von Mikroalgen.50
4.2.2 Optimierung des ESAW-Mediums flr die Kultivierung von Emiliania

huxleyi zur CoccolithproduKtion............cccccveeieieeic e, 58
4.3 Kultivierung von Emiliania huxleyi in vier Reaktorsystemen ...........ccccccveveeene 72
4.3.1 Der RUNIKESSEIrEAKLON ........cvvviiiiiieiiiiie e 74
4.3.2 Der Bag-ReaKION ........ccoouiiiiiiiicie e 77
4.3.3 Der SchlauChreakLor ..........covviiiieiiie e 80
4.3.4 Der MembBranreaktor ..........coovviiierenenenienieesese s 82
4.3.5 Kultivierung von Emiliania huxleyi im semi-kontinuierlichen Betrieb..85
Zusammenfassung und AUSBICK ... 91
LiteraturVerzZEiChNIS. ... ..cocv e 95
ANNENG -t 97
7.1 Studentische AbSChIUSSArDEITEN .......cviiviiieiiciee e 97
7.2 Material und MethOdeN...........coeieiiiiiiice e 98
7.2.1 Verwendete Gerate Und KitS.........ccovvvviieiiiinie e 98
7.2.2 ESAW-MEIUM ..ottt 100
7.3 EFQEDNISSE .....ivectie ettt ettt st ettt s sr e be e sreerae e 106
7.3.1 Einsatz von Hell-Dunkel-ZyKIen ... 106
7.3.2 Einfluss niedriger Photonenflussdichten auf das Wachstum und die
Kalzifizierung von Emiliania huxleyi...........ccooviiiiiiiiiiie 117
7.3.3 Optimierung des ESAW-Mediums..........cccceoviiiininiineneneceeee 121
7.3.4 ReaKtorKUItIVIEIUNGEN .......cvoiviiieieiece et 128

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1 Links: Emiliania huxleyi-Zelle mit Coccolithen, Rechts: Einzelne

Abbildung 2.3:
Abbildung 2.4:
Abbildung 3.1:
Abbildung 3.2:
Abbildung 3.3:

Abbildung 3.4:

Abbildung 4.1:

Abbildung 4.2:

Abbildung 4.3:

Abbildung 4.4:

Abbildung 4.5:
Abbildung 4.6:

Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:

Abbildung 4.9:

Coccolithen (Fotos von: Dr. Birgit Hetzer, Insti-tut fir Lebensmittel-

und Bioverfahrenstechnik, Max Rubner-Institut, Karlsruhe)................. 5
Untereinheiten einer Coccolithe (aus [261]) .....cccocevevveiieveiieerieceeeee, 9
Binéare Spaltung (nach [87, 126, 263]) ...c..ccevvvveiieieeieie e 11
FlieRbild der Anlage mit dem Ruhrkesselreaktor............ccccevvvivcvennens 19
FlieRbild der Anlage mit dem Bag-Reaktor ............ccocvvveieiciiniiennnn, 21
FlieRbild der Anlage mit dem Membranreaktor. (Quelle: Anastassia
Trikin, MOdifiZIer) ... 22
FlieRbild der Anlage mit dem Schlauchreaktor (Quelle: Anastassia
Trikin, MOdifiZIer) ... 24
A: Der niedrig-kalzifizierende Stamm CCMP371, B: Der hoch-
kalzifizierende Stamm CCMP3266 (Quelle: [76]).....ccccvrerereivrinrinnnn. 32
Ubersicht der Anpassung des Zellzyklus an Hell-Dunkel-Zyklen. Dauer
der S- und G2+M-Phase aus [148].......ccccovvveivieeieieccce e 34

Zusammenfassung der Ergebnisse der Hell-Dunkel-Zyklen aus dem
Ruhrkesselreaktor. Links: Verldufe der Zellzahl (oben) sowie der
Coccolithen-Konzentration (unten) wahrend der Kultivierung mit
einem 15:9-Zyklus und einer permanenten Beleuchtung mit 350
umol-m2.s, Rechts: Darstellung der Wachstumsrate pi (oben) und
Coccolithen-Produktivitat (unten). Die grauen Bereiche kennzeichnen
die Dunkelphase wahrend der Versuche .........ccccceecevvevcveiicvesesnen, 38

Verlauf des po2 wahrend der Kultivierung mit einem 15:9-Hell-Dunkel-
Zyklus. Die schwarzen Punkte markieren den Start der Dunkel-Phase
ab einer Prozesszeit von 200 N.......ccccvevveiieieceee e 41

Verlauf des po2 kurz vor Beginn der Dunkelphase............cccccoeevininnne. 42

Verlauf des po2 wéhrend der Kultivierung mit einer permanenten
BelEUCHIUNG.....coiiiiiececeee e e e 43

Verlauf der Konzentrationen sowie der Aufnahmeraten von Phosphat,
Nitrat und Calcium wéhrend der Kultivierungen im Rihrkesselreaktor
mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus und mit einer permanenter
Beleuchtung mit einer PFD von 350 pmol-m2-st..........cccoeiicicennes 46

Geschatzte makromolekulare und elementare Zusammensetzung einer
AIGENZEIIE ... 57

Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration

(unten) wahrend der Kultivierung mit Natriumnitrat (NaNOs) und
Ammoniumchlorid (NH4Cl) als Stickstoffquelle. Rechts: Der Einfluss

vii



Abbildungsverzeichnis

der Stickstoffquelle auf die Wachstumsrate (oben) und zellulére
Coccolithen-Produktivitat (unten) von E. huxleyi ..........cccoveeevveiennnne 59

Abbildung 4.10:  Darstellung der hdchsten Zell-und Coccolithen-Konzentrationen der
sechs Modifikationsansatze des ESAW-Mediums zur Wachstums- und
KalzifizierungSoptimierung .........cooviirereriereeeees e 63

Abbildung 4.11:  Uberblick der Ergebnisse aus den Reaktorversuchen. Abkiirzungen
stehen flir R: Rihrkesselreaktor, B: Bag-Reaktor, S: Schlauchreaktor,
M: MembBranreakior........ccovviiiiiiii e 74

Abbildung 4.12:  Links: E. huxleyi-Zellen und Coccolithen in unbehandelten ESAW-
Medium. Rechts: Coccolithen aus der zweiten Kultivierung im Bag-
Reaktor (Fotos von: Dr. Birgit Hetzer, Institut fir Lebensmittel- und
Bioverfahrenstechnik, Max Rubner-Institut, Karlsruhe) ..................... 79

Abbildung 4.13:  Oben: Verlauf der approximierten Zellzahl (griin), der gemessenen
Zellzahl (blau) und der Wachstumsrate (grau). Unten: Verlauf der
approximierten Coccolithen-Konzentration (griin), der gemessenen
Coccolithen-Konzentration (blau) und der zelluldren Coccolithen-
ProAUKEIVITAL (QraU)....cveveeeeieieiisiesiesie e 86

Abbildung 4.14:  Oben: Verlauf der Zellzahl (griin) und der Wachstumsrate (blau).
Unten: Verlauf der Coccolithen-Konzentration (griin) und der
zelluléaren Coccolithen-Produktivitét (blau). Die Erhéhung der PFD ist
durch die verschiedenen Hintergrundfarben markiert ...............cc.coc..... 88

Abbildung 7.1: Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration
(unten) wahrend der Kultivierung unter vier verschiedenen
Lichtbedingungen mit dem Stamm CCMP3266. Rechts: Verlauf der
Wachstumsrate 1 (oben) und zelluléaren Coccolithen-Produktivitéten

Abbildung 7.2: Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration
(unten) wahrend der Kultivierung unter vier verschiedenen
Lichtbedingungen mit dem Stamm CCMP371. Rechts: Verlauf der
Wachstumsrate p (oben) und zellulére Coccolithen-Produktivitét

Abbildung 7.3: Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und
Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium wéhrend der
Kultivierung des Stammes CCMP3266 bei verschiedenen
LichthedinQUNGEN .....cc.oiiiiiee s 108

Abbildung 7.4: Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und
Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium wahrend der
Kultivierung des Stammes CCMP371 bei verschiedenen
LichtbedinQUNQEN ..o 109

Abbildung 7.5: Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen wéahrend der Kultivierung bei
unterschiedlichen Lichtregimen des Stammes CCMP3266 (links) und
CCMP371 (rechts). Die Sterne markieren den Kultivierungstag, der die
hochste Zell-Konzentration erreicht hat ..o 110

viii



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 7.6: Zellen des Stammes CCMP3266 ohne Coccolithen...........c..cccce.n..... 110

Abbildung 7.7: Links: Verlauf der Zellzahl wahrend der Kultivierung unter vier
verschiedenen Lichtbedingungen mit dem Stamm RCC1217. Rechts:
Verlauf der WachStUMSIAte l.........cccvveieeieiiiieic s sie e 111

Abbildung 7.8: Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und
Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium wahrend der
Kultivierung des Stammes RCC1217 bei verschiedenen

LichtbedinQUNQEN ......ccv i 113
Abbildung 7.9: Aggregierte Zellen im Schittelkolben............cccccovvieiiiicicciiec, 117
Abbildung 7.10:  Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration

(unten) wahrend der KUIIVIEIrUNG ........ccoiveiiiiinirii e 120

Abbildung 7.11:  Endkonzentrationen an Phosphat und Nitrat der Versuchsreihen
mit unterschiedlichen Photonenflussdichten ............ccccoveviiiiviinennne 121

Abbildung 7.12: 1. Modifikationsansatz: Erhthung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat, den Spurenelementen und den Vitaminen um das 25X,
50x und 100x. Im Vergleich dazu sind die Kurvenverlaufe des ESAW-
Mediums dargestellt...........oooeiiiiiie 124

Abbildung 7.13: 2. Modifikationsansatz: Erhthung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat und den Vitaminen um das 25x, 50x und 100x. Die
Konzentration der Spurenelemente betrug das 0,25-fache................. 124

Abbildung 7.14: 3. Modifikationsansatz: Erhthung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x, 50x und 100x.
Die Konzentration der Vitamine lag bei der 1x und 50x.................... 125

Abbildung 7.15: 4. Modifikationsansatz: Erhéhung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x, Erhéhung der
Vitaminkonzentration um das 50x und Variation der
Eisenkonzentration um das 5- und 25-fache ..........ccccevvvvneicicennnne 125

Abbildung 7.16: 5. Modifikationsansatz: Erhéhung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x, Erhéhung der
Vitaminkonzentration um das 50x und Variation der
Siliziumkonzentration um das 2,5- und 12,5-fache.........ccccovvevvene... 126

Abbildung 7.17: 6. Modifikationsansatz: Verdopplung und Vervierfachung der
Salzlosung | und 1. Zudem Erhéhung der Konzentrationen an
Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x, Erhéhung der
Vitaminkonzentration um das 50x und Erhéhung der
Siliziumkonzentration um das 12,5-fache ........cccccevevviiviiviire e, 126

Abbildung 7.18:  Aggregierte Zellen bei einer 25-fachen Eisenkonzentration........ 127

Abbildung 7.19:  Links: Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentration. Rechts:
Verlauf der Wachstumsrate und der Coccolithenbilungsrate wéhrend
der ersten Kultivierung in vier verschiedenen Reaktorsystemen ....... 128

Abbildung 7.20:  Erste Kultivierungsversuche. Links: Konzentrationsverldufe von
Phosphat, Nitrat und Calcium. Rechts: Verlauf der



Abbildungsverzeichnis

Né&hrstoffverbrauchsraten. Sternsymbole kennzeichnen die Tage, an
denen die Néahrstoffe nachgefullt wurden. .........c..cccooveeeiviiicncinen, 129

Abbildung 7.21:  Links: Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentration. Rechts:
Verlauf der Wachstumsrate und der Coccolithenbilungsrate wéhrend
der zweiten Kultivierung in vier verschiedenen Reaktorsystemen.....130

Abbildung 7.22:  Zweite Kultivierungsversuche. Links: Konzentrationsverlaufe von
Phosphat, Nitrat und Calcium. Rechts: Verlauf der
Néhrstoffverbrauchsraten. Sternsymbole kennzeichnen die Tage, an

denen die Néahrstoffe nachgeflllt wurden.............ccocooiieiiiiiciie 131
Abbildung 7.23:  Zellablagerungen wahrend der Kultivierung im

RUNIKESSEINEAKION .....cviviiiieee s 132
Abbildung 7.24:  Kontamination wéahrend der zweiten Reaktorkultivierung unter dem

Mikroskop (10X Vergroferung)......c..ccceveevvereseereesesieesreseeseeseesnesnens 132
Abbildung 7.25:  Ablagerungen im Schlauchreaktor ..........cccccoovvviviiiiicicieien, 133
Abbildung 7.26:  Veranderung der Kulturbriihe wéahrend der Kultivierung im

SChIAUCNIEAKLON ... .o e 133

Abbildung 7.27:  Mikroskopische Aufnahme der Zellen ohne Coccosphére aus dem
Schlauchreaktor. Freie Coccolithen konnten beobachtet werden 133

Abbildung 7.28: Mikroskopische Aufnahme der entnommenen nicht-kalzifizierte
Zellen aus dem Schlauchreaktor nach 18 Tagen Inkubation im

SChUHEIKOIDEN ... e 134
Abbildung 7.29:  Schaumbildung und die dadurch resultierenden Zellablagerungen
iIM SChIAUCHIEAKION .........eeiieiice e 134

Abbildung 7.30: Bestimmung der Makromischzeit des Schlauchreaktors: Links: nach 3
Stunden. Rechts: Nach 16 Stunden. Die Sattigung der Farben wurde

VEISTATKL ...t ere 135
Abbildung 7.31:  Zellansammlungen zwischen Reaktorwand und Kiihlschlange im

MEMDBIANFEAKLON .......ccviiveieireie et 135
Abbildung 7.32:  Kontamination im Membranreakior .............c.ccoovvnenereiennnnnn. 136

Abbildung 7.33:  Kontamination des Membranreaktors unter dem Mikroskop....... 136

Abbildung 7.34:  Verlauf der Temperatur, des pH-Wertes und des poz-Gehaltes
wahrend der ersten Kultivierung im Membranreaktor. ...................... 137

Abbildung 7.35:  Farbumschlag wéhrend der zweiten Kultivierung mit dem
MEMBIANTEAKLON .......ccviiviieieieiee e 137

Abbildung 7.36: Verlauf der Phosphatkonzentration (griin) und der
Phosphataufnahmerate (blau) wahrend der semi-kontinuierlichen
Versuche im Bag- und Membranreaktor ............cccoovvveneneneinnnnens 138

Abbildung 7.37:  Verlauf der Coccolithenmasse wahrend der semi-kontinuierlichen
Versuche im Bag- und Membranreaktor .............cocooeivieiiencinennn 138



Tabellenverzeichnis

Tabelle 2.1:
Tabelle 2.2:
Tabelle 2.3:

Tabelle 3.1:
Tabelle 3.2:
Tabelle 3.3:
Tabelle 3.4:

Tabelle 4.1:

Tabelle 4.2:
Tabelle 4.3:

Tabelle 4.4:

Tabelle 4.5:

Tabelle 4.6:

Tabelle 4.7:
Tabelle 4.8:

Tabelle 4.9:

Tabelle 4.10:

Tabelle 4.11:

Tabelle 4.12:
Tabelle 4.13:
Tabelle 4.14:
Tabelle 4.15:
Tabelle 4.16:

Chemische Zusammensetzung von Coccolithen nach [92].................... 8
Zusammenfassung verschiedener Zellteilungsformen (nach [151]) .... 10
Zusammenfassung der bereits durchgefiihrten Kultivierungen von E.

huxleyi in Photobioreaktoren............ccccevveieiiiie s 13
Ubersicht der verwendeten AlgenStamme...........cccovvveevevreeeeseenenens 15
Ubersicht der Ansitze des Hell-Dunkel-Versuches im Schiittelkolben17
Uberblick aller Modifikationen des ESAW-Mediums.............c.cc.cv..... 18
Zusammenfassung der Prozessparameter fur die Kultivierungsversuche
von Emiliania hUXIEYi........cccvviiiiiiiice e 18

Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen wahrend der Kultivierung
unter Hell-Dunkel-Zyklen und permanenter Beleuchtung................... 31

Zusammenfassung der Hell-Dunkel-Versuche in den Schuttelkolben. 33
Anteil an nicht-kalzifizierenden Zellen wahrend der Hell-Dunkel-

Versuche im SchittelKoIDen..........cccoovee i 36
Zusammenfassung der Ergebnisse der Rihrkessel-Kultivierungen mit
einem Hell-Dunkel-Zyklus und permanenter Beleuchtung.................. 39

Zusammenfassung des Verbrauches an Phosphat, Calcium und
Phosphat wahrend der Kultivierung im Rihrkesselreaktor mit einem
15:9-Hell-Dunkel-Zyklus sowie einer permanenten Beleuchtung....... 47

Makromolekulare Zusammensetzung in % der Biotrockenmasse fiir
verschiedene MIKroalgen ..o 51

Aminosaureprofil von Chlorella vulgaris (Quelle: [199], modifiziert) 52
Prozentualer Anteil einiger Elemente in Chlorella vulgaris®und in 36

marinen Mikroalgen® (Quelle: [199, 216], modifiziert) ....................... 56
Veréanderung des pH-Wertes wahrend der Kultivierung mit NaNOs und
NHACT ..ot naere s 61
Uberblick der verschiedenen Versuchsansétze zur Optimierung des

ESAW-MEAIUMS ....coveiiieiieie et 62
Spurenelementzusammensetzung verschiedener Mikroalgen (mg pro kg
Trockenmasse) [232] ....cvevveeiiiiiieie e 65
Unterschiede zwischen der ersten und zweiten Reaktorkultivierung... 73
Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Rihrkesselreaktor ........... 75
Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Bag-Reaktor .................... 77
Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Schlauchreaktor .............. 80
Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Membranreaktor ............. 83

Xi



Tabellenverzeichnis

Tabelle 7.1:
Tabelle 7.2:
Tabelle 7.3:
Tabelle 7.4:
Tabelle 7.5:

Tabelle 7.6:

Tabelle 7.7:

Tabelle 7.8:

Tabelle 7.9:

Tabelle 7.10:
Tabelle 7.11:
Tabelle 7.12:
Tabelle 7.13:
Tabelle 7.14:
Tabelle 7.15:
Tabelle 7.16:

Auflistung aller verwendeten Geréte und ASSaYS.........cccererverveiveienienn. 98
Zusammensetzung des ESAW-Mediums nach [6, 17] ........ccccccvvvnene 100
Medium fir die Kultivierungen in den Reaktoren............cccccccovevennene 102

Zusammensetzung des Mediums zum nachfillen der Reaktoren....... 103
Anderung aller Elementkonzentration wahrend der
Modifizierungsversuche des ESAW-Mediums. Alle Angaben sind in
mg-L1. Die Bezeichnung der Ansatze entsprich denen, wie sie in

Kapitel 3.3.3 in Tabelle 3.3 zusammengefasst sind..........c..ccccceevvennene 105
Zusammenfassung des Nahrstoffverbrauches der kalzifizierenden
SEMIME L.t seeas 109
Zusammenfassung des Nahrstoffverbrauches des nicht-kalzifizierenden
STAIMIMES. ...t st b et seeas 113
Zusammenfassung der Ergebnisse wahrend der Kultivierung mit
unterschiedlichen PFDS ... 117
Zusammenfassung des Nahrstoffverbrauches bei Veranderung der

PED .ottt 121
Berechnung des N-und S-Anteils an den Proteinen.........c..cccccccveunee 122
Berechnung des N-und Mg-Anteils an den Pigmenten ...................... 122
Zusammensetzung der Nukleotide der RNS...........ccccooevveicieinenn, 122
Berechnung des N-und P-Anteils an der RNS...........cccccoveviiniienne 123
Zusammensetzung der Nukleotide der DNS ..........ccccooevviieviinennn, 123
Berechnung des N-und P-Anteils an der DNS...........ccccccocvvviviviiiennne 123
Differenz der Start- und Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und
Calcium. Angaben in ML ..o 127

xii



AbKkiirzungsverzeichnis

Abklrzung Definition
ALP Alkalische Phosphatase
C Kohlenstoff
Ca* Calcium
CaCOs Calciumcarbonat
Cr Chlor
CO; Kohlenstoffdioxid
COs* Carbonat-lon
CH, Methan
DNS Desoxyribonukleinsdure
E. huxleyi Emiliania huxleyi
ESAW Enriched Seawater, Artificial Water
ESTs Expressed Sequence Tags
GPA Glutaminséure-Prolin- und Alanin-reiche Ca?*-Protein
H* Wasserstoff
HCI Chlorwasserstoff
HCOg Hydrogencarbonat
HD-Zyklen | Hell-Dunkel-Zyklen
H20 Wasser
KIT Karlsruher Institut fur Technologie
LED Light-emitting diode
Na* Natrium
NaCl Natriumchlorid
NaHCOs Natriumhydrogencarbonat
NaH,PO,-H,O | Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
NaNOs Natriumnitrat
NaOH Natriumhydroxid
NH.CI Ammoniumchlorid
N-Zelle Nackte Zelle
OH- Hydroxid-lon
PAR Photosynthetisch aktive Strahlung
Pco2 Kohlendioxidpartialdruck
PFD Photonenflussdichte
Po2 Sauerstoffpartialdruck
RNS Ribonukleinsdure
ROS Reaktive Sauerstoffspezies
RuBisCo Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase
rpm Umdrehungen pro Minute
spp. Spezies
vvm Volumen Gas pro Volumen begaste Flissigkeit pro Minute
ZIM Zentralen Innovationsprogramm Mittelstand

Xiii



Symbolverzeichnis

Symbol Definition Einheit
A Oberflache des Reaktors, die vom Licht bestrahlt 2
wird
Ccoccolithen | COCCOlithen-Konzentration Coccolithen-ml*
Cx Substratkonzentration mg-L?
Czellen Zell-Konzentration Zellen-ml*
d Ruhrerdurchmesser m
n dynamische Viskositat des Mediums Pa-s
I Lichtintensitat umol-m2-s?t
u Wachstumsrate d?
Mcoccolithen | Coccolithenmasse g-L?
N Zellzahl nach n Teilungen Zellen-ml?
v Teilungsrate d?
No Startzellzahl Zellen-ml?
Ne Newton-Zahl -
NRr Rihrerdrehzahl st
Nt Anzahl der Teilungen -
P Leistung wW
p Dichte des Mediums Kg-m?3
Re Reynoldszahl -
Rec Zellulare Coccolithen-Produktivitat Coccolithen-Zelle*-d*
I'photonen, abs | PhOtONENabsorptionsrate pumol Photonen-Zelle?t-s
Rev Volumetrische Coccolithen-Produktivitét g-L*.d?
Rx Substrataufnahmerate pg-Zellet-d?
T Temperatur °C
t Zeitpunkt d
Vv Reaktorvolumen L

Xiv



Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand wéhrend meiner Tatigkeit am Institut flir Bio- und Lebensmittel-
technik - Bioverfahrenstechnik des Karlsruher Instituts fur Technologie (KIT).

Zuerst mochte ich Herrn Prof. Dr.-Ing. Clemens Posten flr die Mdglichkeit der Durchfiihrung
meiner Promotion an seinem Lehrstuhl danken. In dieser Zeit habe ich durch die unzéhligen in-
teressanten Gesprache so viel gelernt wie noch nie zuvor. Durch die Diskussionen bekam ich
einen neuen Blickwinkel fiir viele Aspekte dieser Arbeit und war in der Lage, meine Komfortzone
zu verlassen.

Ich danke auch Prof. Dr.-Ing. Matthias Franzreb fiir die freundliche Ubernahme des Zweitgutach-
tens.

Natdrlich mochte ich auch meinen lieben Kollegen danken. Einen ganz besonderen Dank erhélt
Christian Steinweg, ohne den vermutlich keiner meiner Reaktoren funktioniert hatte, der stets
geduldig auf mein ,,ich hab mal eine Frage...“ reagiert und immer eine Losung gefunden hat. Ein
riesiges Dankeschon gebihrt nattirlich auch dem Rest der Arbeitsgruppe Ingrida Melkova, Franz-
siska Ortiz Tena, Rosa Rosellé Sastre, Kira Schediwy, Artem Kalinin und Mirco Katzenmeyer.
Ich danke euch fur die schdne gemeinsame Zeit und fur die fachliche und seelische Unterstutzung.
Aulerdem mdochte gerne meinen fleiBigen Korrekturlesern danken, die diese Arbeit lesbar ge-
macht haben.

Mein Dank gebuhrt auch den Studenten Ole Bajohr, Yang-Yang Tim Wang, Jamila Boughanmi,
Luka Blimling, Melissa Ditzel, Samiye Guindlz, Vasco Welter und Anastassia Trikin, die mal3-
geblich an dem Erfolg dieser Arbeit mitgewirkt haben.

Ich mochte zudem meiner Familie danken — vor allem meiner Mutter. Du hast alles getan, um uns
in jeder Lebenslage zu unterstiitzen und ohne dich wére ich niemals die Person, die ich heute bin.
Ich danke auch meinen Schwestern fur die unglaubliche Geduld mir die Welt ein bisschen mehr
mit ihren Augen zu zeigen.

Ich danke meinem Mann Niklas, dass er die stundenlangen Gespréche Uber meine Arbeit ausge-
halten hat. Danke, dass du jedes Mal versucht hast mir zu helfen, obwohl du keine Ahnung mehr
hattest, wortiber ich rede. Danke, dass du mich in jeder Situation unterstiitzt und motiviert hast
und so diese anstrengende Zeit so viel leichter gemacht hast.

Der letzte Absatz gilt meiner Tochter Elena. Du hast meine Welt auf den Kopf gestellt und so viel
besser gemacht, da du mir jeden Tag zeigst, was wirklich wichtig im Leben ist.

Duisburg, 29.01.2024

Johanna Zander

XV






1 Einleitung

1.1 Ausgangssituation

Der Begriff Klima bezeichnet Wetterverhaltnisse wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Niederschlag
und Windstérke innerhalb einer definierten Region fiir Zeitspannen von Jahren bis Jahrtausende
[184]. Durch die Erweiterung des Wortes zu ,,Klimawandel* wird ein ernstzunehmendes Problem
der gesamten Weltbevolkerung angesprochen. Im Zuge der zunehmenden Industrialisierung im
19. Jahrhundert stieg die Menge an Treibhausgasen wie beispielsweise Kohlendioxid (CO2) und
Methan (CH.) in der Atmosphare stark an, wodurch sich die Temperatur der Erde immer weiter
erhoht [184]. So kann bereits eine Zunahme der globalen Oberflachentemperatur von etwa 1,2 °C
verzeichnet werden [74]. Die dadurch resultierende Hitze und Trockenheit sind die idealen Vo-
raussetzungen fur das Entstehen von Waldbranden. Allein im Jahr 2023 verbrannten in Europa
bis Mitte August 260.000 Hektar Wald [135].

Weit weniger Aufmerksamkeit erfahren Auswirkungen des Klimawandels auf aquatische Oko-
systeme. Durch die steigende CO.-Konzentration in der Luft nimmt auch die Konzentration in
den Meeren zu. CO; reagiert im Wasser zu Kohlensdure und fiihrt zum Absinken des pH-Wertes,
was eine besondere Gefahr fiir Organismen darstellt, die ihre Schalen und Skelette aus Kalk auf-
bauen (Korallen, Kalkalgen und Muscheln) [1]. Des Weiteren kann eine Zunahme der Meerwas-
sertemperatur, das Wachstum von photosynthetischen Organismen negativ beeinflusst werden.
Diese Organismen sind jedoch Grund dafir, dass etwa die Hélfte des globalen, atmosphérischen
Sauerstoffes aus den Ozeanen stammt [156]. Zu ihnen z&hlen unter anderem Mikroalgen, welche
die Energie des Sonnenlichts dafiir nutzen, CO; aus der Atmosphére mittels Photosynthese in
Biomasse umzuwandeln, wobei Sauerstoff als Nebenprodukt entsteht [235]. Sie sind somit unab-
dingbar fur das menschliche Uberleben auf der Erde. Mikroalgen werden zudem von Primérkon-
sumenten wie Zooplankton, keinen Fischen und Krebstieren gefressen, wodurch sie die Grund-
lage der aquatischen Nahrungsnetze bilden [155].

Das Potential von Mikroalgen zur klimafreundlichen Stoffproduktion wurde bereits seit einigen
Jahren von der Industrie und Forschung erkannt. Neben einem Einsatz als Nahrungsergénzungs-
mittel werden sie in der Kosmetik- und Pharmaindustrie sowie in der Aufbereitung von Abwaés-
sern eingesetzt [199, 233]. Aufgrund ihrer schnellen und hohen Biomasseproduktion bieten sie
die Perspektive, sich als alternative Biomasse anstelle von terrestrischen Pflanzen zu etablieren.
Da sie keinen fruchtbaren Boden bendtigen, konkurrieren sie nicht um Ackerflache fiir Lebens-
und Futtermittel [235]. Des Weiteren enthélt die Mikroalgen-Biomasse zahlreiche Nahrstoffe und
Vitamine, die in pflanzlichen Nahrungsquellen gar nicht (Vitamin D und B12) oder in geringeren
Mengen (Folat und Eisen) vertreten sind [14]. Der Einnahme von Chlorella als Nahrungsergén-
zungsmittel werden zudem einige pharmakologische Aktivitaten nachgesagt wie einer immun-
modulatorischen, antioxidativen oder blutdrucksenkenden Aktivitét [14].

Auch fur weitere landwirtschaftliche und 6kologische Probleme bietet der Einsatz von Mikroal-
gen Ldsungsansétze. So kdnnen beispielsweise nur 15-20 % des durch Dungemittel zugefuhrten



1 Einleitung

Phosphors von Kulturpflanzen aufgenommen werden [41, 56]. Der uberflissige Phosphor gelangt
so in die nahegelegenen Gewasser und kann dort das Gleichgewicht des Okosystems storen [32,
219]. Durch diesen verschwenderischen Einsatz und aufgrund der Tatsache, dass Phosphatdiinger
nicht aus erneuerbaren Ressourcen hergestellt wird, werden die Phosphorgesteinreserven vermut-
lich in den néachsten 50-90 Jahren aufgebraucht sein [39, 43, 52, 219, 240]. Mikroalgen bendtigen
Phosphor fur ihr Wachstum und kdnnen diesen zudem in Form von Polyphosphaten in den Zellen
speichern [16]. Durch Aufbringen von phosphathaltiger Algenbiomasse auf die Felder kdnnte der
Phosphatkreislauf geschlossen werden [219]. Der bioverfugbare Phosphor wiirde langsam aus der
Biomasse freigesetzt werden, entsprechend der Phosphoraufnahme der Pflanze [147, 219]. Zu-
dem musste keine Bodenbearbeitungen erfolgen, was Zeit, Arbeit und Energie spart [147, 219].

Einige Mikroalgen sind in der Lage Partikel durch Biomineralisierung zu entwickeln. Eine
Gruppe bilden dabei die marinen Coccolithophoren, die mit Hilfe von Carbonat und Calcium in
der Lage sind Calcit-Plattchen (Coccolithen) herzustellen und diese in eine Hille um die Zelle
anzusammeln (Coccosphare) [186, 196, 221]. Emiliania huxleyi (E. huxleyi) macht 20-50 % der
gesamten Coccolithophoren-Gemeinschaft aus und ist dadurch der bedeutendste Vertreter dieser
Ordnung [138, 171, 249]. Aufgrund der hohen Dichte von Kalk sinken die Coccolithen nach Ab-
sterben der Zelle auf den Meeresgrund und kénnen so das eingebaute CO aus dem Carbonat
dauerhaft aus der Atmosphare entfernen [133, 138, 141, 214]. Aufgrund dieser Fahigkeit sind
Coccolithophoren oftmals Bestandteil 6kologischer Fragestellungen, oft im Zusammenhang mit
den Auswirkungen des Klimawandels. So wurde bereits das Wachstum bei erhohten Kultivie-
rungstemperaturen oder der Einfluss steigender CO,-Konzentrationen auf die Coccolithenbildung
untersucht [30, 221, 270]. Nur wenige Arbeitsgruppen beschaftigen sich allerdings mit dem Po-
tential der Kalk-Partikel. So besitzen Coccolithen eine auflergewdhnliche dreidimensionale Struk-
tur, die nicht kiinstlich reproduziert werden kann [93]. Biogener Calcit kénnte tendenziell in allen
Bereichen den bisher eingesetzten Kalk ersetzten. So ware ein Einsatz als Tragermaterial flr Far-
ben und Lacke, Fullstoffe von Tabletten, Klebstoff oder auch Zement denkbar [93]. Gerade letz-
teres kdnnte einen groRen Beitrag fur das Klima bedeuten: Zement wird fiir die Herstellung von
Beton bendtigt — eine moderne, haltbare und vor allem giinstige Masse [226]. Aktuell wird fur
die Herstellung von Zement ein Gemisch aus Kalkstein und Ton verwendet. Dies wird erst ver-
mahlen, getrocknet und anschlielend bei 1450 °C gebrannt [226]. Dadurch werden weltweit jéhr-
lich 2,8 Milliarden Tonnen CO; produziert, was 8 % der globalen CO,-Emissionen entspricht
[226]. Da Coccolithophoren CO, zum einen durch die Biomasseproduktion und zum anderen
durch die Herstellung der Kalk-Partikel speichern, kénnten sie zukiinftig eine revolutionére Rolle
bei der Umstellung auf eine klimafreundliche Industriekultur spielen. Dafur ist jedoch ein Kulti-
vierungsverfahren erforderlich, das eine Massenproduktion an Coccolithen ermdglicht und zudem
wirtschaftlich tragbar ist.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Déammstoffe sind eine Gruppe von Materialien mit geringer Warmeleitfahigkeit, meist bestehend
aus Stein- und Glaswolle oder Styropor und Polyurethan. Diese Stoffe sind kostengtinstig und
leicht zu verarbeiten. Sie sind jedoch auch leicht entflammbar und es besteht das Problem der
Durchfeuchtung. Im Rahmen des Zentralen Innovationsprogramm Mittelstand (ZIM)-Projektes



1.2 Zielsetzung der Arbeit

EcoL.ith soll ein nachhaltiger, organischer Dammstoff entwickelt werden. Coccolithen besitzen
eine pordse Struktur, die Lufteinschliisse begulnstigt. Luft ist ein schlechter Warmeleiter und
dadurch Hauptbestandteil der meisten Dammstoffe. Zudem besitzt Calciumcarbonat weitere Vor-
teile: Neben seiner Alkalinitat zur Verhinderung von Schimmelpilzbefall ist es zudem nicht ent-
ziindbar. In vorherigen Arbeiten am Institut fir Bioverfahrenstechnik am Karlsruher Institut fir
Technologie (KIT) wurde E. huxleyi bereits in verschiedenen Reaktorsystemen kultiviert. Dabei
konnten Coccolithenausbeuten von 5,1 g-L* erreicht werden. Fir die Herstellung einer konven-
tionellen Warmedammplatte werden allerdings 25 kg Coccolithpulver benétigt. Am Beispiel die-
ser Aufgabe sollten in dieser Arbeit zum einen das Wachstum und zum anderen die Coccolithen-
produktion von E. huxleyi untersucht und optimiert werden.

Zunachst soll in Versuchen im Labormalistab (250 ml) im Satzbetrieb der Einsatz von Hell-Dun-
kel-Zyklen das Wachstum der E. huxleyi Zellen unterstiitzen und damit die Zellzahl steigern.
Gleichzeitig kann so eine erhdhte Coccolithenausbeute erreicht werden. Dabei werden verschie-
dene Parameter des Mikroalgenwachstums untersucht: Zum einen wird die Dauer der Hellphase
(12 und 15 Stunden) variiert. Zum anderen soll die Lichtintensitit wéhrend der Hellphase variiert
werden (60 bis 350 pumol-m2-s?). Als Parameter zur Evaluierung des idealen Hell-Dunkel-Zyklus
flr ein verbessertes Wachstum dient die Zell-Konzentration. Die Ergebnisse der Versuche kénnen
im Anschluss auf Kultivierungsversuche in einem Riihrkesselreaktor (1,6 L) im Repeated-Batch-
Betrieb Ubertragen werden.

Durch die Modifikation des Kultivierungsmediums soll in einem n&chsten Schritt das Wachstum
und die Coccolithenproduktion optimiert werden. Hierfiir wurden die Mikroalgenzellen im La-
bormaRstab (250 ml) bei kontinuierlichem Licht (350 pmol-m2-st) und 19 °C kultiviert. Da
E. huxleyi hauptsachlich Bestandteil biodkologischer Fragestellungen ist, orientieren sich die
Néhrstoff-Konzentrationen des, in der einschldgigen Forschung eingesetzten Enriched Seawater,
Artificial Water (ESAW)-Mediums, an denjenigen des Meeres und sind somit fiir Massenproduk-
tion zu niedrig angesetzt. Obwohl E. huxleyi seit Jahrzehnten wissenschaftlich untersucht wird,
sind die Funktion und intrazellul&re Produktionsmechanismen der Coccolithen weitestgehend un-
bekannt. Um den Einfluss verschiedener Elemente auf das Wachstum und auf die Kalzifizierung
untersuchen zu kénnen, wurden in verschiedenen Ansatzen sukzessiv die Konzentrationen aller
Elemente des ESAW-Mediums erhoht. Der Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentration je-
des Ansatzes kann als Kriterium fiir die Verbesserung des Mediums eingesetzt werden. Das Me-
dium mit den besten Ergebnissen wird im Anschluss fur den nichsten Modifikationsansatz aus-
gewahlt.

Um eine mdglichst hohe Coccolithenausbeute erreichen zu kénnen, muss im nachsten Schritt ein
geeignetes Kultivierungssystem entwickelt werden. Dabei werden zwei bereits am Institut etab-
lierte Photobioreaktorsysteme (Rihrkessel (1,6 L)- und Bag-Reaktor (14 L)) sowie zwei neuartige
Photobioreaktoren (Schlauch (14 L) - und Membranreaktor (1,8 L)) jeweils im Repeated-batch-
Betrieb verwendet. Dabei sollen verschiedene Parameter untersucht werden, wie beispielsweise
der Einfluss der Begasungsart (Oberflachen- Blasen- und Membranbegasung) und der Durchmi-
schungen (durch Wellen, Blasen oder Ruhrelemente) auf die Zellen und Coccosphare. Zudem soll
auch die Reaktorgeometrie berlcksichtigt werden. So besitzt der Bag-Reaktor eine sehr hohe
Schichtdicke, wahrend sie bei dem Membranreaktor nur wenige Zentimeter hoch ist. Zusatzlich
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sollen im Membran- sowie Bag-Reaktor Kultivierungen im semi-kontinuierlichen Betrieb durch-
gefiihrt werde, um eine mdglichst hohe Coccolithenausbeute in einem stabilen und skalierbaren
Kultivierungsbetrieb zu erreichen. Als Nebenergebnis konnten Coccolithen aus all diesen Kulti-
vierungen sowohl an die Kooperationspartner des EcoL.ith-Projektes als auch an das Universitats-
Klinikum der RWTH Aachen versandt werden. So soll zum einen der Einsatz der Coccolithen als
Dédmmmaterial in einer Prototyp-Warmedammplatte und zum anderen als Bestandteil in Kno-
chenimplantaten untersucht werden. Die optimierten und bewerteten Kultivierungen sollen die
Basis einer weiteren Skalierung und technischen Umsetzung sein, um die Mikroalgen auch fur
die Produktion mineralischer partikulérer Materialien einzusetzen.
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2.1 Die Kalkalge Emiliania huxleyi

Eine besondere Algenordnung bilden die Coccolithophorida aus der Gruppe der Haptophyta. Sie
existieren seit mindestens 220 Millionen Jahren und es sind etwa 150 Arten bekannt, die alle eine
einzigartige Physiologie und Morphologie besitzen [188, 249]. Emiliania huxleyi (E. huxleyi), be-
nannt nach dem Biologen Thomas Huxley, macht 20-50 % der gesamten Coccolithophoren-Ge-
meinschaft aus und ist dadurch der bedeutendste Vertreter dieser Gruppe [17, 28, 138, 171, 196,
249]. E. huxleyi kommt in allen Weltmeeren vor und zahlt mit ihren 5-10 pum Zelldurchmesser zu
den wichtigsten Organismen im heutigen Ozean. Diese einzellige Alge kann Kohlenstoff nicht
nur durch die Bildung von Biomasse fixieren, sondern auch durch die Bildung von Coccolithen
(Altgriechisch. kdkkos: Korn, Samen, lithos: Stein) [186, 196, 221, 251]. Coccolithen sind kleine,
mikrostrukturierte Plattchen aus Calcit, die E. huxleyi durch Biomineralisierung herstellen kann
[93]. Sie haben einen Durchmesser von etwa 2,5-3,0 um und wiegen ungefahr 2-3 pg [241]. 10-
15 Coccolithen bilden eine Hille um die Zelle, welche als Coccosphére bezeichnet wird [93].
Abbildung 2.1 zeigt eine Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme einer E. huxleyi-Zelle sowie ein-
zelner Coccolithen.
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Abbildung 2.1 Links: Emiliania huxleyi-Zelle mit Coccolithen, Rechts: Einzelne Coccolithen (Fotos von: Dr. Birgit
Hetzer, Insti-tut fir Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik, Max Rubner-Institut, Karlsruhe)

Durch die Bildung der Calcit-Partikel spielt E. huxleyi eine bedeutsame Rolle in den marinen
biochemischen Kreislaufen [17, 28, 138, 171, 249]. Aufgrund der stetig zunehmenden Emission
fossiler Brennstoffe und durch die Abholzung von Wéldern nimmt die atmosphérische CO»-Kon-
zentration immer weiter zu. Dies fuhrt zu einem Anstieg der globalen Durchschnittstemperatur
und zu Verénderungen der Carbonatchemie der Ozeane [176, 255]. Aufgrund der Fixierung von
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geldsten CO; durch die Photosynthese nimmt die Konzentration des Gesamtkohlendioxids sowie
der anorganischen Néhrstoffe im Meer ab. Infolge dieser CO,-Aufnahme wird der Apcoz-Gradient
erhoht, welcher die Differenz der Partialdriicke von CO; in der Luft und im Meerwasser be-
schreibt und die treibende Kraft des CO.-Gasaustauschs ist [10, 270]. Der Ozean nimmt so mehr
als ein Viertel der CO»-Emissionen auf und kann dadurch die globale Erwérmung abschwachen
[70, 165].

Coccolithophore haben die Besonderheit, dass sie CO; auf zwei Arten binden kénnen. Zum einen
wird CO; durch die Photosynthese zum Wachstum benétigt. Zum anderen verwendet E. huxleyi
vermutlich Hydrogencarbonat (HCO3) als Substrat fur die Kalzifizierung [160]. Die Kalzifizie-
rung kann dazu beitragen, Kohlenstoff aus dem Kreislauf zu entfernen, indem die Coccolithen in
die Tiefsee transportiert werden. Dieser Effekt tritt auf, wenn die Coccolithen nach dem Tod der
Zelle oder in Verbindung mit Féakalien absinken und dadurch einen bedeutenden Teil der pelagi-
schen Sedimente bilden [133, 138, 141, 214]. Dieses abgelagerte CaCO; kann durch Rifting- und
Gebirgshildungsepisoden wieder der Erosion ausgesetzt werden [194].

Aufgrund der globalen Entwicklungen ist jedoch unklar, ob dieser Kreislauf weiterexistieren
kann. So nahm beispielsweise das Vorkommen von E. huxleyi in den Polarmeeren zu. Wéhrend
in den 1940er Jahren keine Coccolithophoren nachgewiesen werden konnten, ist E. huxleyi heut-
zutage eine weitverbreitete polare Spezies [254]. Dies kdnnte entweder durch Meeresstrémungen
verursacht worden sein oder durch die Veranderung der Meerestemperatur [254]. Wéhrend in den
80er Jahren die Durchschnittstemperatur der Meeresoberflache noch bei maximal 20,5 °C lag, so
erreichte sie im April 2023 mit 21,1 °C einen neuen Hochstwert [38]. Hochstwahrscheinlich wird
sich die Durchschnittstemperatur allein in der Arktis bis zum Jahr 2100 ebenfalls um 2-9 °C er-
hohen [165, 176]. Diese Temperaturerhéhung konnte den Stoffwechsel vieler mariner Organis-
men beeinflussen und unvorhergesehene Folgen fiir die Funktion des Okosystems haben [67, 209,
228]. Doch nicht nur der Stoffwechsel, sondern auch die Durchmischung der Meeresschichten
wird beeinflusst. Wenn sich die Oberflachengewasser erwarmen, nimmt die Schichtung des Mee-
res zu (beispielsweise durch vertikale Dichtegradienten). Dadurch verringert sich der vertikale
Wassermassenaustausch und infolgedessen auch der Nahrstoffaustausch mit der Tiefsee. AulRer-
dem erhéht sich die mittlere Bestrahlungsstarke, welche die Organismen erfahren, da die Durch-
mischungstiefe geringer ist [67]. Zudem wird sich durch die Hydrolyse von CO, die Wasserstoffi-
onenkonzentration (H*) erh6hen, wodurch der pH-Wert des Meeres sinkt [165].

Emiliania huxleyi ist fur ihre Bllte bekannt, die selbst aus dem Weltall beobachtet werden kann.
Die Coccolithen kénnen das Licht streuen und wirken wie kleine Spiegel, die im Wasser verstreut
sind und dem Meerwasser eine weille Farbung verleihen [82, 84, 237]. Dieses Phdnomen ist an
den unterschiedlichsten Orten beobachtet worden, wie beispielsweise in den Fjorden von Norwe-
gen, in der Nordsee, im Armelkanal oder auch im Nordatlantik [12, 31, 66, 79, 82-84, 111, 115,
131, 242]. Die Zell-Konzentrationen, die dabei erreicht wurden, reichen von 0,1-10° Zellen-L*
bis hin zu 115-10° Zellen-L* [6, 12, 25, 84, 234, 238]. Es existieren viele Vermutungen, durch
welche Umweltbedingungen eine Algenbliite ausgeldst werden kann, jedoch ist dieses Phdnomen
trotz ausfihrlicher Forschung bis heute nicht geklért. Nach den Bliten bleiben zahlreiche abge-
l6ste Coccolithen zuriick, die die optischen Eigenschaften und auch die 6kologische Dynamik der
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gemischten Ozeanschichten beeinflussen kdnnen [26, 237, 254]. So wird das Oberflachengewés-
ser beispielsweise warmer und die tieferen Wasserschichten werden geringer erwarmt, wodurch
sich die Starke der Schichtung erhéht und die Durchmischung verringert wird [237]. Dadurch
wird der Aufwartsfluss von N&hrstoffen gehemmt [237].

2.2 Die Kalzifizierung

Die Kalzifizierung der Coccolithophoren ist ein lang untersuchter Prozess, doch bis heute ist ihre
eigentliche Funktion nicht geklart [188]. So existiert, die Vermutung, dass die Coccolithen die
Umgebungstemperatur des Wassers durch Lichtstreuung erhéhen, um eine Temperatur von etwa
18 °C zu erreichen [249]. Andere Arbeitsgruppen sehen in den Coccolithen einen Schutz vor
ultraviolettem Licht, da die Alge oft nah an der Wasseroberflache zu finden ist [186]. Moglicher-
weise ist die Fahigkeit zur Coccolithenbildung auch ein evolutiondres Uberbleibsel. Die Calci-
umkonzentrationen in den Ozeanen waren zur Kreidezeit deutlich hoher, als sie es heute sind
[149]. So kann die Kalzifizierung ein Mechanismus sein, um hohe externe Calciumkonzentratio-
nen Uberleben zu kénnen [149]. In den Versuchen von Muller et al. zeigten nicht-kalzifizierende
Zellen ein verschlechtertes Wachstum bei erhdhten Calciumkonzentrationen, wahrend kalzifizie-
rende Spezies ihr Wachstum aufrecht erhalten konnten [149]. Dies liegt vermutlich daran, dass
die Zellen ohne Coccolithenbildung keine Mdoglichkeit besitzen einer zelluléaren Calciumvergif-
tung entgegenzuwirken [149]. Doch all diese Erklarungen kénnen einer vertieften Betrachtung
nicht standhalten.

Die Verkalkung findet im Coccolithvesikel statt. Es stammt vermutlich vom Golgi-Apparat, liegt
eng an der Kernhille an und besitzt eine komplexe Beziehung zum Endomembransystem [229,
241, 250]. Das Endomembransystem ist hdchstwahrscheinlich fir die Bereitstellung der anorga-
nischen und organischen Substrate verantwortlich [229].

Coccolithen werden nach Gleichung 2.1. gebildet [5, 133]:
Ca?* + 2 HCO5 «» CaCO; + CO; + H,0 (2.2)

In der Zelle liegen HCOs™ und CO, durch die Aktivitat der Carboanhydrase im chemischen
Gleichgewicht [89]. In Versuchen mit *4C markiertem HCO3™ konnten Sikes et al. [214] beobach-
ten, dass der Kohlenstoff in kalzifizierenden Zellen von E. huxleyi als erstes in den Coccolithen
fixiert wurde. Erst nach einer Verzdgerung konnte eine Fixierung durch die Photosynthese fest-
gestellt werden. In einem weiteren Experiment der Arbeitsgruppe wurde den Zellen *C in Form
von CO; zur Verflgung gestellt. Die Folge war, eine hohe Photosyntheserate, doch auch die
Coccolithenbildungsrate stieg im Verlauf des Versuches an. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass HCOs die Kohlenstoffquelle der Coccolithenbildung ist, wahrend CO, sowohl der Photo-
synthese als auch der Coccolithenproduktion zugefiihrt werden kann [214]. Doch die Kalzifizie-
rung scheint die Photosynthese trotzdem unterstiitzen zu kdnnen. So wird nach Gleichung 2.1. fiir
jedes Mol CaCOs ein Mol CO; gebildet, das als Substrat fiir RuBisCo verwendet werden kdénnte
[28]. Verschiedene Arbeitsgruppen schlagen daher vor, dass ein Hauptvorteil der Coccolithenbil-
dung darin besteht, CO, fiir die Photosynthese zuriickzuftihren [160, 214]. Diese Vermutung wird
dadurch gestttzt, dass stark kalzifizierende Zellen ihr Wachstum beibehalten, wenn in die Kultur



2 Theoretische Grundlagen

COy-freie Luft (HCOs™ war in Medium vorhanden) eingebracht wird, wohingegen niedrig-kalzi-
fizierende Stamme das Wachstum nicht aufrechterhalten kdnnen [5, 28, 161, 162]. Neuere Stu-
dien scheinen diese Theorie allerdings zu widerlegen. Herfort et al. [80] inkubierten Emilia-
nia huxleyi bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen. Dabei zeigten die Kalzifizierungs-
und Photosyntheseraten unterschiedliche Kinetiken. Wahrend die Kalzifizierungsrate positiv mit
den Calciumkonzentrationen korrelierte, blieb die Photosyntheserate tiber einen weiten Bereich
konstant, was zeigt, dass die Kalzifizierung die Photosynthese nicht stimuliert [80]. Da HCOs als
Substrat fur die Kalzifizierung gilt, muss es Uber die Plasmamembran in das Cytosol transportiert
werden. Der Mechanismus dieses Transportes ist bei E. huxleyi nicht bekannt. Mdglichkeiten fir
diesen Transport konnte beispielsweise ein HCO3;/Cl-Austausch, ein HCO3/OH -Austausch oder
ein Co-Transport mit einem Kation, wie Na* sein [28]. Diese wurden bereits in anderen Algenar-
ten (Phaeodactylum tricornutum, Dunaliella salina) beobachtet [47, 104, 190]. Im Cytosol kann
HCOj3 dann auf drei verschiedene Arten weiter reagieren. Zum einen kann es mit dem cytosoli-
schen H* reagieren und so CO; freisetzen. Es kann in den Chloroplasten eintreten, wo durch die
Wirkung der Carboanhydrase CO; produziert wird oder es kann in das Coccolithvesikel gebracht
werden und dort H* freisetzen, wodurch COs? entsteht [5, 28, 153]. Dieses entstehende Proton
muss in das Cytosol entfernt werden, um eine Ansduerung des Vesikels und somit eine Hemmung
der CaCOs-Fallung zu verhindern [5]. Dies konnte durch eine nach aufien gerichtete H*-Pumpe
in der Membran des Vesikels ermdglicht werden [28].

Da Calcium in vielen Signaltransduktionsprozessen involviert ist, ist eine strenge Regulierung
des freien cytosolischen Ca?*-Spiegels notwendig [128]. Ca?* diffundiert vermutlich tber die
Plasmamembran entlang eines elektrochemischen Gradienten durch noch unbekannte Ca?*-
durchlassige Kanale in das Cytosol [128]. Wahrscheinlich wird Ca?* dann durch lonenaustauscher
wie beispielsweise Ca?*/H* oder Ca?*/Na* in ein Coccolith-Vesikel-Vorlaufer gebracht und von
dort dann fur die Kalzifizierungsreaktion verwendet [128].

Die Coccolithen bestehen zu 86 % aus Calciumcarbonat [93]. Die restlichen 14 % setzen sich
hauptséchlich aus Magnesium und Silizium sowie geringere Anteile weitere Elemente zusammen
[93]. Tabelle 2.1 enthélt eine Ubersicht der chemischen Zusammensetzung von Coccolithen, wel-
che jedoch stark vom Medium abhéngig ist.

Tabelle 2.1:  Chemische Zusammensetzung von Coccolithen nach [93]

o 85,1 % K20 0,006 % P20s 0,392 %
MgO 6,4 % TiO; 0,004 % MnzO, 0,038 %
SiO; 6,6 % Na.O 0,222 % SO 0,038 %
Fe.03 0,15% Sro 0,606 % z 100 %
Al2Os 0,37 % BaO 0,004%  CaCOs 86 %

Fertige Coccolithen bestehen aus vier Untereinheiten. Das abgeflachte proximal shield element
ist etwa 1 um lang, wahrend das distal shield element hammerférmig und etwa 0,6 um lang ist
[80]. Es ist durch eine vertikale Verldngerung ber das inner tube element mit dem central area
element verbunden [80]. Die einzelnen Elemente sind in Abbildung 2.2 zu sehen.
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Abbildung 2.2:  Untereinheiten einer Coccolithe (aus [261])

Sobald die Coccolithen fertiggestellt sind, werden sie in das Exoskelett, der sogenannten Coc-
cosphére eingebaut [80, 250]. Dort verzahnen sie sich etwa 10-15 Coccolithen zu einer kugelfor-
migen Schale um die Zelle herum [93, 252]. Das Auswerfen der Coccolithen durch die Cytoplas-
mamembran wurde bisher jedoch nicht beschrieben [171].

Der Porendurchmesser der Coccolithen lag bei den Untersuchungen von Jakob et al. bei 3,7 nm
[93]. Sie besitzen weiterhin ein Gesamtporenvolumen von 0,05 cm3-g und eine spezifische Ober-
flache von 19 m2.g* [93]. Die Pulverdichte betragt 2,6 g-cm und ist somit niedriger als die von
reinem Calcit (2,715 g-cm™) [93].

2.3 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus lasst sich in vier Phasen unterteilen: G;-Phase, S-Phase, G.-Phase und Mitose
(siehe Abbildung 2.3) [108]. In der G;-Phase (G: gap (Licke)) ist die Zelle diploid, wéchst und
synthetisiert Strukturen, wie Proteine, Membranlipide und Bausteine fur die Nukleinbiosynthese
[126]. Wenn Substratmangel herrscht oder Wachstumsfaktoren fehlen, kann die Zelle in die Go-
Phase eintreten und dort sehr lange verweilen [126]. Die Zellen sind die meiste Zeit in der Gi-
Phase und der Kern ist teilungsinaktiv [181]. In dieser Zeit fihren die Zellen ihre spezifischen
Stoffwechselleistungen durch und nehmen an Masse beziehungsweise Volumen zu [181]. Um
den Zellzyklus weiter fortzufiihren, muss die Zelle die Gi-Phase beenden. Das Ende ist durch den
R-Punkt festgelegt [108, 263]. Der R-Punkt steht fiir Restriktion [108]. Bevor dieser Punkt er-
reicht wird, besitzt die Zelle die Mdglichkeit die Proliferation zu pausieren (Go- beziehungsweise
prolongierte Gi-Phase) [108]. Dies geschieht beispielsweise wenn aufgrund von Né&hrstoff- oder
Energiespeicher-Mangel eine vollstandige Teilung noch nicht moglich ware. Sobald dieser Punkt
jedoch uberschritten wurde, ist die Zelle dazu verpflichtet die Prozesse der Zellteilung durchzu-
fihren und zu beenden [263]. AnschlieRend gelangt die Zelle in die S-Phase (S: Synthese). In
dieser Phase findet die DNS-Replikation statt, wodurch die Zelle am Ende dieser Phase tetraploid
ist [40, 100, 126]. Dieser Phase folgt die G,-Phase, die haufig relativ kurz ist [126]. Diese Phase
befindet sich zwischen der DNS-Replikation und dem Beginn der Mitose [263]. Wéhrend der G-
Phase zerfallt die Kernlamina, zudem kommt es zu einer Reorganisation des Cytoskeletts [126].
Dartiber hinaus finden in dieser Phase vermutlich die Prozesse statt, die zur Einleitung der M-
Phase (M: Mitose) notwendig sind [263]. Die Mitose wiederum besteht aus sieben Phasen [152].
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In der ersten Phase, der Prophase, kondensieren die Chromosomen [152]. Diese Phase bean-
sprucht etwa die Halfte der gesamten Mitosedauer [181]. In der Prometaphase wird der Spin-
delapparat aufgebaut und die Kernmembran 16st sich auf [152]. Die Chromosomen werden an-
schlieBend in der Metaphase auf der Aquatorialebene angeordnet und die Chromatiden eines
Chromosoms in der Anaphase voneinander getrennt [152]. Diese beiden Phasen bendtigen fiir
ihre Durchfuhrung nur wenige Minuten [181]. In der Telophase entstehen dann schlussendlich
die neuen Tochterkerne [152]. Wahrend der Mitose bleibt in Algen die Kernmembran im Gegen-
satz zu hoheren Eukaryoten erhalten, weshalb es sich um eine geschlossene Mitose handelt [152].
Parallel zu den letzten Phasen der Mitose findet die Cytokinese statt [152]. Die Teilungsebene
liegt auf halben Weg zwischen den Spindelpolen und vermutlich besitzen beide Tochterzellen
etwa die gleichen Anteile der cytoplasmatischen Bestandteile (Mitochochondrien, Plastiden, etc.)
und das selbe Volumen [152]. Es existieren verschiedene Mechanismen, wie die Cytokinese statt-
finden kann.

Tabelle 2.2:  Zusammenfassung verschiedener Zellteilungsformen (nach [151])

Mechanismus Definition

Binéare Spaltung Teilung in zwei gleiche Zellen

Asymmetrische Spaltung Teilung in zwei ungleiche Zellen

Multiple Spaltung Teilung einer Zelle durch mehrere bindren Spaltungen
Terndre Spaltung Teilung einer Zelle in drei Zellen

Knospung Teilung durch Bildung eines Auswuchses aus der Mutterzelle

Wie Tabelle 2.2 zeigt, weisen Algen eine grof3e Vielfalt an Zellreproduktionsmustern auf [208].
So konnen beispielsweise einige Arten unter verschiedenen Wachstumsbedingungen oder in ver-
schiedenen Phasen des Lebenszyklus eine bindre Spaltung, multiple Spaltung und auch einen
Ubergang zwischen binarer- und multipler Spaltung aufweisen [208]. Die binére Spaltung ent-
spricht dem klassischen Ablauf des Zellzyklus, wobei sich eine Mutterzelle in zwei Tochterzellen
teilt [263]. Der Ablauf ist in Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abbildung 2.3:  Bindre Spaltung (nach [87, 126, 263])

Wihrend die Lange der Gi-Phase von der Nahstoff- und Lichtverfligbarkeit abhéngt, 1auft der
restliche Zellzyklus mit einer festgelegten Geschwindigkeit ab, die fiir jeden Organismus spezi-
fisch ist und angepasst werden kann [146, 263]. Beispielsweise konnte durch Forschungsarbeiten
an der Griinalge Scenedesmus der Zyklus durch eine VVorreplikationsphase um eine Gs-Phase er-
ganzt werden [263]. Weiterhin ist bemerkenswert, dass wahrend der Zellteilung keine Photosyn-
these stattfindet. Die Zellen teilen sich deshalb bevorzugt nachts, kénnen sich aber auch tagstiber
teilen.

Wie in Tabelle 2.2 aufgelistet ist, sind einige Organismen dazu beféhigt sich in mehr als zwei
Tochterzellen zu teilen. Dieser Vorgang wird als Mehrfachspaltung oder multiple Spaltung be-
zeichnet [151, 263]. Dies konnte beispielsweise bei den Algenstdmmen Chlorella, Desmodesmus
und Chlamydomonas beobachtet werden [263]. Diese Art der Spaltung ist deutlich komplexer als
die bin&re Teilung und bendtigt eine Reihe von Modifikationen [263]. Dazu gehdrt zum Beispiel
die Tatsache, dass sich die DNS-Replikation, Mitose und Zellteilung weitgehend Uberlappen mus-
sen, zudem werden auch mehrere R-Punkte benétigt [263]. Ab dem R-Punkt bis zur Bildung der
Tochterzellen kann der Prozess ohne externe Energieversorgung und ohne weiteres Wachstum
der Zelle durchlaufen werden [263]. Wenn jedoch ausreichend Energie zugefihrt wird, kénnen
mehrere R-Punkte erreicht werden, was zu einer héheren Anzahl an Tochterzellen fiihrt [263].

E. huxleyi hingegen vollzieht eine binédre Teilung [109]. Zuerst werden die Chloroplasten ver-
mehrt, die dadurch von zwei auf vier ansteigen [106]. Die Zelle nimmt anschlieend eine langli-
che Form an und &quatorial bildet sich eine Einschniirung [106]. Auch die Coccolithenhlle wird
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eingeschnirt, solange diese nicht zu dick und steif ist [106]. Beide Tochterzellen sind dann nur
noch durch einen sehr diinnen Plasmastrang verbunden, der bald darauf bricht [106].

2.4 Bisherige Kultivierungsverfahren

Die Kultivierung von Mikroalgen benétigt Licht, CO,, Wasser und anorganische Salze [35]. Da
die Installation von kiinstlichen Lichtquellen teuer ist, scheint die Nutzung von Sonnenenergie,
zumindest fur preiswerte Massenprodukte, die einzige Mdéglichkeit zu sein, eine kommerzielle
Produktion zu erreichen [164].

Grundsatzlich kénnen Photobioreaktoren in zwei Kategorien eingeteilt werden: geschlossene und
offene Systeme. Open Ponds, zu denen auch die Raceway Ponds gehéren, werden bereits seit den
1950er Jahren fur die Kultivierung von Mikroalgen verwendet [35]. Darunter fallen natiirliche
Gewasser, wie Seen und Teiche, aber auch kiinstliche Teiche oder Behalter, die sich oft in der
Né&he von Kraftwerken mit hohen CO,-Ausstol? befinden [199]. Die optimale Teichtiefe liegt bei
15-50 cm [24, 35, 199]. Raceway Ponds besitzen eine Zirkulationsschleife mit einem geschlosse-
nen Kreislauf und werden durch ein Schaufelrad durchmischt, dass durchgehend arbeitet, um Se-
dimentationen zu verhindern [35]. Offene Systeme kdnnen nur Uber Verdunstung gekuhlt werden,
wodurch die Temperatur je nach Tageszyklus und Jahreszeit schwankt [35]. Sie sind zudem an-
fallig fiir Verschmutzungen, Kontaminationen und Verdunstung [199]. AuBerdem konnen die
CO,-Konzentrationenen und Lichtintensitaten nicht kontrolliert werden [199]. Ein Vorteil besteht
jedoch darin, dass dieses Reaktorsystem gunstig ist, da die Bau- und Betriebskosten niedriger sind
[35]. Sie erreichen im Vergleich zu geschlossenen Systemen jedoch niedrigere Biomassekonzent-
rationen [35]. Nichtsdestotrotz stellen Raceway Ponds nach wie vor die Hauptproduktionsanlagen
dar.

Geschlossene Reaktorsysteme sollen die Probleme der offenen Systeme (iberwinden und bei-
spielsweise der Verschmutzung und Kontamination entgegenwirken, wodurch hochwertige Pro-
dukte hergestellt werden kénnen [239]. Des Weiteren kdnnen héhere Flachen-Produktivitaten er-
reicht werden und ein Wasserverlust durch Verdunstung wird vermieden [183]. Geschlossene
Reaktoren sind beispielsweise Rohr-, Flachplatten- und Saulen-Photobioreaktoren [24]. Fir die
Konstruktion eines Rohrreaktors werden beispielsweise Rohre aus Glas und Kunststoff verwen-
det [239]. Diese Rohren haben einen Durchmesser von 0,1 m oder weniger, da das Licht sonst
nicht tief genug in dichte Kulturbriihen eindringen kann [35]. Die Rohre sind oft horizontal ange-
ordnet. Werden sie jedoch aus einem flexiblen Kunststoff hergestellt, kdnnen sie auch um einen
Tragerahmen gewickelt werden [35]. Durch eine starke turbulente Stromung wird die Sedimen-
tation verhindert, allerdings muss dieses System wahrend der Kultivierung gekihlt werden [35].
Die Kihlung, das Wandmaterial und die Aufstellung filhren dazu, dass die Kosten fiir geschlos-
sene Bioreaktoren deutlich héher als die von offenen Systemen sind [33].
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Auch Emiliania huxleyi wurde bereits in verschiedenen Reaktorsystemen kultiviert. Eine Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse wird in

dargestellt.

[g9-L7]

HD-Zyklus: Hell-Dunkel-Zyklus

Tabelle 2.3:  Zusammenfassung der bereits durchgefiihrten Kultivierungen von E. huxleyi in Photobioreaktoren
Platten-Reaktor Carboy-Reaktor Airlift-Reaktor ngg;ﬁfgfl' ngg;ﬁfgfl' Bag-Reaktor
[144] [144] [144] [75] [95] [95]
[Rlﬂaktorvolumen 5 12 3 16 16 20
Maximale Zellzahl 5,9-10° 6,9-10° - 3,1-107 2,9-107 1,6-107
[Zellen-mI™]
\[’(\;_?fh““msrate 0,99 0,54 i 0,65 0,71 0,62
Coccolithen-Konzentration 8
[Coccolithen-ml™] i i i 3,5-10 i i
CaCOs-Produktivitat
[mg-L-d] 59 29,1 - - 270 320
Photonenflussdichte 320 350 300 350 350 350
[umol-m2.s7] (12:12-HD-Zyklus) | (12:12-HD-Zyklus) | (12:12-HD-Zyklus) (kontinuierlich) (kontinuierlich) (kontinuierlich)
Begasun i i i 1% CO; 5% CO; 1% CO;
gasting 0,03 vwwm 0,05 vwm 0,1 wm
Coccolithenausbeute i i i ) 51 38
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3 Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate, Chemikalien und Analyse-Kits sind im Anhang Kapitel
7.2 zusammengefasst.

3.1 Algenstimme

In dieser Arbeit werden drei verschiedene Emiliania huxleyi Stdmme verwendet. Die beiden kal-
zifizierenden Stamme CCMP3266 (hoch kalzifizierend) und CCMP371 (niedrig kalzifizierend)
wurden aus der Stammsammlung des National Center for Marine Algae and Microbiota Bigelow,
USA erworben [76]. Der nicht-kalzifizierende Mikroalgenstamm RCC1217 stammte aus der
Roscoff Culture Collection in Frankreich. Dabei handelt es sich um die haploide Form des Stam-
mes CCMP3266. Dieser Stamm ist nicht axenisch und zeigte in den Versuchen eine geringe Vi-
abilitat.

Tabelle 3.1:  Ubersicht der verwendeten Algenstamme

CCMP3266 CCMP371 RCC1217
Isolation -42.3°N 169.83°W 32°N -62°W -42.3°N 169.83°W

Tasmansee Sargassosee Tasmansee
Kalzifizierend ja ja nein

3.2 Stammbhaltung und Vorkulturen

3.21 Medium

Als Stammbhaltungsmedium wird das Enriched Seawater, Artificial Water (ESAW) verwendet.
Dabei handelte es sich um ein kinstliches Meerwasser nach Harrison et al., welches von Berges
et al. modifiziert wurde [13, 77]. Dieses Medium hat gegentiber dem nattrlichen Meerwasser den
Vorteil, dass die Bestandteile immer gleich sind und die Versuche somit reproduzierbar sind [13].
Zudem konnen die Mikro- und Makroelemente sowie die Vitamine je nach Bedarf dazu gemischt
werden. Die genaue Zusammensetzung und Herstellung sind im Anhang (Tabelle 7.2) zu finden.

3.2.2 Stammbhaltung

Die Algenstamme wurden als Flussigkulturen von den Stammbanken verschickt. Nach Ankunft
im Institut werden die Stdmme fir 24 h bei 19 °C und einer Photonenflussdichte (PFD) von
10 pmol-m2-st inkubiert. Es wird ein steuerbares Lichtmodul mit warm-weiRer LED-Beleuch-
tung verwendet, das auf einem Rotationsschiittler montiert ist und eine effektive Beleuchtung von
unten erlaubt. Nach Ablauf der 24 h werden unter der Sterilbank 25 ml der Kulturen in 250 ml
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3 Material und Methoden

steriles und temperiertes ESAW-Medium gegeben, was sich in einem autoklavierten 500 ml Er-
lenmeyerkolben mit Zellulosestopfen befindet. AnschlieRend wird die Photonenflussdichte stiind-
lich um 2 pmol-m2.st erhoht, bis die finale Lichtintensitat von 350 umol-m2.s? erreicht wird.
Zusatzlich werden die Kolben bei 100 rpm auf einem Rotationsschdittler geschiittelt. Nach Errei-
chen der finalen PFD werden wochentlich unter sterilen Bedingungen 5 ml der Kultur in frisches
ESAW-Medium gegeben. Dadurch kdnnen die Kulturen tiber Monate hinweg am Leben gehalten
werden.

Fur die Schittelkolben- und Reaktorversuche werden bei der Stammbhaltung weitere Kolben als
Vorkultur angesetzt. Dabei wird die Vorkultur so angesetzt, dass bei den Schiittelkolbenversu-
chen eine Animpfzelldichte von 1-10* Zellen-mlI* erreicht wird. Bei den Reaktorversuchen soll
die Vorkultur etwa 10 % des Reaktorvolumens ausmachen.

3.3 Schiittelkolbenversuche

Aufgrund der einfachen Anwendung und der Mdglichkeit mehrere Anséatze parallel zu kultivie-
ren, werden die Vorversuche in Schiittelkolben durchgefiihrt. Basierend auf diesen Ergebnissen,
werden die Parameter fiir die spateren Reaktorkultivierungen ausgewahlt.

3.3.1 Hell-Dunkel-Zyklen

Fur die Untersuchung des Einflusses von Hell-Dunkel-Zyklen auf das Wachstum und die Kalzi-
fizierung von E. huxleyi werden die Stimme CCMP3266, CCMP371 und RCC1217 verwendet.
Vierzehn Tage vor Versuchsbeginn werden die Kulturen an ihre jeweiligen Beleuchtungsbedin-
gungen adaptiert. Dafiir werden die Kolben voneinander abgeschirmt, um eine gegenseitige
Lichtbeeinflussung ausschlieBen zu konnen. Die Stammhaltung wird weiterhin wochentlich
durchgefihrt.

Insgesamt werden vier Lichtbedingungen getestet (siehe Tabelle 3.2) Jede Versuchsreihe wird in
Dreifachbestimmung angesetzt. Daflir werden sterile 500 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils
250 ml frischen ESAW-Medium verwendet. Am Versuchstag werden alle Kolben mit einer Zell-
dichte von 1-10* Zellen-ml* beimpft und bei 19 °C und 100 rpm inkubiert. Von diesem Zeitpunkt
an werden taglich die Zellzahl, ZellgréRe und Coccolithen-Konzentration in der Hell-Phase be-
stimmt. Sobald die Zellzahl zwei Tage in Folge abnimmt, wird das Ende der Versuchsreihe be-
schlossen. Aus diesen Kolben werden dann der Néhrstoffverbrauch an Nitrat, Phosphat und Cal-
cium sowie der pH-Wert gemessen.
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3.3 Schiittelkolbenversuche

Tabelle 3.2:  Ubersicht der Ansitze des Hell-Dunkel-Versuches im Schiittelkolben

Photonenfluss-
Bezeichnung Lichtbedingungen dichte
[umol-m2-s1]
12:12-Zyklus 12 h Licht- und 12 h Dunkelphase 350
350 pmol-m2-s* permanent Kontinuierliche Beleuchtung 350
220 pmol-m2.s1 permanent Kontinuierliche Beleuchtung 220
15:9-Zyklus 15 h Licht- und 9 h Dunkelphase 350

3.3.2 Variation der Photonenflussdichte

Sterile 500 ml Erlenmeyerkolben mit autoklaviertem ESAW-Medium werden mit 1-10* Zel-
len-mlt des Stammes CCMP3266 beimpft. AnschlieRend werden die Kolben bei 19 °C und
100 rpm mit verschiedenen Photonenflussdichten inkubiert. Getestet werden folgende Photonen-
flussdichten: 60, 100, 220 und 350 pumol-m2-s*. Die Kolben werden voneinander abgeschirmt,
damit sie sich nicht gegenseitig beeinflussen. Der Versuch wird in einer Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Taglich werden die Zell- und Coccolithen-Konzentration bestimmt. Zu Versuchs-
ende werden der Verbrauch an Nitrat, Phosphat und Calcium sowie der pH-Wert gemessen.

3.3.3  Optimierung des Mediums

Die Versuche zur Optimierung des Mediums werden mit 1:10* Zellen-ml? des Stammes
CCMP3266 mit sterilen 500 ml Erlenmeyerkolben in Dreifachbestimmung bei 19 °C und 100 rpm
durchgefuhrt. Als Ausgangsmedium wird das ESAW-Medium verwendet, welches dann kontinu-
ierlich verandert wird. Dabei wird der Ansatz, der die besten Ergebnisse liefert, als Basis fir die
néachste Optimierung verwendet. So ergeben sich insgesamt 7 Modifikationen des Mediums, die
in Tabelle 3.3 beschrieben sind. Stockldsungen, die in den Ansétzen nicht benannt werden, wur-
den zu dem Zeitpunkt nicht verandert und entsprechen den Konzentrationen des ESAW-Mediums
(siehe Kapitel 7.2.2). Eine genaue Ubersicht aller Elemente und Konzentrationen wahrend der
Modifikation des Mediums ist im Anhang Kapitel 7.2.2, Tabelle 7.5 zu finden. Alle Versuchsan-
satze werden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
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3 Material und Methoden

Tabelle 3.3:  Uberblick aller Modifikationen des ESAW-Mediums
Ansatz | Modifikation
1 Verénderung der Stickstoffquelle: NaNO; wurde durch die dquivalente Menge an
NH,CI ersetzt.
5 Erhéhung der Konzentration der Phosphat-, Nitrat-, Spurenelement- und Vitamin-
Stocklésung um das 25-, 50- und 100-fache.
Es wurde die 25-fache Konzentration der Phosphat-, Nitrat- und Vitamin-Stocklo-
3 sung verwendet mit einer 5-, 10- und 20-fachen Konzentration der Spurenelement-
Stockldsung.
Es wurde die 25-fache Konzentration der Phosphat-, Nitrat- und Spurenelement-
4 Stocklésung verwendet mit einer 1- und 50-fachen Konzentration der Vitamin-
Stocklésung.
Es wurde die 25-fache Konzentration der Phosphat-, Nitrat- und Spurenelement-
5 Stocklésung verwendet mit einer 50-fachen Konzentration der Vitamin-Stocklo-
sung mit einer 5- und 25-fachen Konzentration der Eisen-Stockldsung.
Es wurde die 25-fache Konzentration der Phosphat-, Nitrat- und Spurenelement-
6 Stocklésung verwendet mit einer 50-fachen Konzentration der Vitamin-Stocklo-
sung mit einer 2,5- und 12,5-fachen Konzentration der Silikat-Stocklosung.
Die Salzlésungen wurden um das 2- und 4-fache erhoht. AnschlieRend wurden die
7 25-fache Konzentrationen der Nitrat-, Phosphat-, Spurenelement-Stocklésung, die

12,5-fache Konzentration der Silikat-Stocklésung sowie die 50-fache Konzentra-
tion der Vitamin-Stocklésung zugegeben.

Es werden taglich die Zell- sowie Coccolithen-Konzentration bestimmt. Zudem wird am Ende
des Versuches der Verbrauch an Nitrat, Phosphat und Calcium untersucht.

3.4 Kultivierungen in Photobioreaktoren

In diesem Kapitel werden die Kultivierungen von E. huxleyi in vier verschiedenen Reaktorsyste-
men beschrieben. Alle Kultivierungen werden mit dem Stamm CCMP3266 durchgefiihrt. In Ta-
belle 3.4 sind die Prozessparameter zusammengefasst, die in allen Kultivierungen angewendet
werden. Die Regelung aller Kultivierungsprozesse sowie das Aufzeichnen der Messdaten erfolgt
durch BioProCon. Dabei handelt es sich um ein LabVIEW-basiertes Programm, dass institutsin-
tern entwickelt wurde.

Tabelle 3.4:  Zusammenfassung der Prozessparameter flr die Kultivierungsversuche von Emiliania huxleyi
Prozessparameter Einstellung
Temperatur [°C] 19
pH-Wert [-] 8
Begasungsrate [vvm] 0,05
CO,-Anteil an der Luftbegasung [%] 1
Photonenflussdichte [umol-m2-s?] 350
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3.4 Kultivierungen in Photobioreaktoren

3.4.1 Ruhrkesselreaktor

Fur die Ruhrkesselreaktorversuche wurde das Modell KLF 2000 der Firma BioEngineering mit
einem Arbeitsvolumen von 2 L verwendet. Um den transparenten Glaszylinder des Reaktors ist
ein LED-Lichtmantel installiert. Die verwendeten warmweil3en LEDs besitzen ein breites Spekt-
rum im PAR-Bereich. Dieser kann phasenweise angesteuert werden, wodurch beliebige Hell-
Dunkel-Zyklen simuliert werden kdnnen. Ein weiterer Vorteil dieses Mantels ist, dass das Licht
in Richtung Reaktormitte fokussiert wird, wodurch eine gegenseitige Abschattung der Zellen ver-
hindert wird [91]. Die Kalibrierung des Lichtmantels erfolgt mit Hilfe eines planaren Lichtsensors
im Reaktorinneren. Im Abstand von 7,5 cm und 15 cm zum Reaktorboden sind Rushton-Rihrer
auf einer Ruhrwelle angebracht, die mit einer Drehzahl von 150 rpm betrieben sind. An dem De-
ckel des Reaktors sind die pH- und po2-Sonden angebracht, sowie das Uberdruckventil, die An-
schliisse fir die Stellmittel (1 M NaOH, 0,25 M HCI, pH-Regelung durch Titration) und der Feed.
Auch die Anschlisse flr die Zuluftstrecke mit Zuluft-Befeuchtung und Abluftstrecke mit nach-
geschalteter Abgasanalytik befinden sich am Deckel. Das Luft/CO»-Gemisch wird mit Massen-
Durchflussmessern geregelt. Diese werden vor jeder Kultivierung mit Hilfe eines Seifenblasen-
Durchflussmessers kalibriert. Alle Kultivierungen werden mit einem Volumen von 1,6 L durch-
gefiihrt und mit einer Oberflachenbegasung begast. Am Reaktorboden befinden sich die Probe-
nahmevorrichtung, der Temperaturfiihler sowie der Heiz- und Kiihlstab. Die Probenahme erfolgt
durch Offnen eines Ventiles, wodurch die Kulturbriihe in ein steriles GlasgefaR lauft. Das Inoku-
lum betrégt etwa 10 % des Reaktorvolumens und wird tber den Feed-Anschluss am Reaktorde-
ckel zugegeben. Innerhalb des Reaktors sind zusétzlich vier Stromstorer verbaut. Das Oberfla-
chen-zu-Volumenverhaltnis betragt 45,18 m.

}

Abgasanalytik

Abgastiite

X X
Luftbefeuchtung }:C X Abgasfalle

Probenahme

Kulturmedium NaOH HCI

Abbildung 3.1:  FlieRbild der Anlage mit dem Riihrkesselreaktor
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3 Material und Methoden

Die Kultivierungen im Ruhrkesselreaktor verliefen steril. Daflr wurden alle Flaschen der Peri-
pherie separat autoklaviert. Fir die Sterilisation des Reaktors wurde dieser mit destilliertem Was-
ser befullt und fir 20 min auf 121 °C aufgeheizt. Der Reaktor wurde anschlieRend mit Medium
beftllt und vor dem Animpfen fiir 48 h equilibriert.

3.4.1.1 Hell-Dunkel-Zyklen

Der Reaktor wird mit einer Startkonzentration von 2,5-10° Zellen-ml* angeimpft. Als Lichtbe-
dingungen werden ein 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus sowie eine permanente Beleuchtung eingesetzt.
Als Medium wird die Optimierung von Jakob et al. genutzt [94]. Die Ruhrerdrehzahl liegt bei
150 rpm. Zum Ende der Dunkelphase sowie in der Mitte der Tag-Phase werden 75 ml Probe aus
dem Reaktor fur weitere Analysen entnommen. Der Reaktor wird anschlielend wieder auf das
Ausgangsvolumen mit frischem Medium aufgeftllt. Auch die Versuchsreihe mit der permanenten
Beleuchtung werden zu denselben Zeiten beprobt.

3.4.1.2 Optimierungsversuch

Im Rihrkessel wurden zwei Kultivierungen durchgefuhrt, um das Wachstum und die Kalzifizie-
rung von E. huxleyi zu verbessern. Die verwendeten Medien sind im Anhang unter Kapitel 7.2.2
zu finden. Die Kultur wird mit 10 % des Reaktorvolumens angeimpft. In der ersten Kultivierung
wird eine Rihrerdrehzahl von 150 rpm verwendet. Zudem sind vier Stromstérer eingebaut. In der
zweiten Kultivierung werden die Stromstorer entfernt und die Rihrerdrehzahl auf 100 rpm er-
niedrigt.

3.4.2 Bag-Reaktor

Der Reaktor besteht aus einem modifizierten 20 L STD Flexboy (Sartopore/OPTA) von Sartorius.
Dieser wird auf der Oberseite mit Anschlussen fiir eine pH-und poz-Sonde versehen. Die pH-
Sonde dient dabei ebenfalls als Temperatursensor, zur Regulierung der Kihlung des Reaktors.
Der Reaktor befindet sich in einer Wanne mit eingebauter Kiihlplatte, die von einem Kihlaggre-
gat gespeist wird. Die Wanne selbst wird durch einen Rotationsschittler bei 50 rpm langsam be-
wegt, um innerhalb des Reaktors eine wellenartige Bewegung zu erzeugen. Dabei kann ein Re-
aktorvolumen von 15 L erreicht werden. Bei Uberschreitung dieses Fiillstandes wird das Medium
durch den Abgasauslass oben auf dem Reaktor ausgetrieben. Daher wird am Auslass eine Auf-
fangflasche angebracht, um das Einbringen von Flissigkeit in den Abgasanalysator zu vermeiden.
Da der Flexboy bereits vom Hersteller mit drei Anschliissen versehen ist, werden diese fiir den
Feed, die Probenahme und die Zuluft verwendet. Die Zuluft besteht aus einem befeuchteten Luft-
CO,-Gemisch, die von zwei steuerbaren Massen-Durchflussreglern kontrolliert wird. Diese wer-
den vor jeder Kultivierung mit einem Seifenblasen-Durchflussmesser kalibriert. Die Probenahme
erfolgt mit einer sterilen Luer-Lock Spritze. Dieses System wird ebenfalls zum Animpfen des
Reaktors verwendet, indem etwa 10 % des Reaktorvolumens an Algensuspension zugegeben
wird. Die Stellmittelzugabe (1 M NaOH und 0,25 M HCI) wird Giber die Anderung des pH-Wertes
durch Titration mit zwei Pumpen geregelt. Die Schlauche enden in Kanilen, die durch ein Septum
gestochen und fixiert werden. Dieser Anschluss ist auf der Oberseite des Reaktors. Uber dem
Reaktor befindet sich ein groes LED-Panel. Dieses wird mit einem planaren Lichtsensor auf der
Oberflache des Reaktors auf die gewiinschte PFD eingestellt. Das Oberflachen-zu-VVolumenver-
haltnis betragt 22,2 m™,
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Luftbefeuchtung

Rotatlonsschunler Kulturmedium

Abbildung 3.2:  FlieRbild der Anlage mit dem Bag-Reaktor

Obwohl es sich bei den Kultivierungen im Bag-Reaktor um unsterile Kultivierungen handelt,
wurden alle verwendeten Ldsungen vor dem Einsatz autoklaviert. Zudem wurde vor Beginn der
Kultivierung fur eine halbe Stunde ein pH-Shift auf pH 12 in Wasser durchgefiihrt, um mdglichen
Kontaminationen vorzubeugen.

3.4.2.1 Optimierungsversuch

Der Reaktor wird mit 10 % des Reaktorvolumens inokuliert. Die verwendeten Medien sind im
Anhang unter Kapitel 7.2.2 zu finden.

3.4.2.2 Semi-kontinuierlicher Betrieb

Der Reaktor wird mit 14 L Medium beflllt und mit 10 % des Reaktorvolumen inokuliert. Als
Medium wird die finale Optimierung aus Kapitel 3.3.3 verwendet. Die detaillierte Zusammenset-
zung ist im Anhang unter Kapitel 7.2.2 zu finden. Die Probenahmen zur Ermittlung der Zellzahl,
Coccolithen-Konzentration- und Masse sowie die Untersuchung des Phosphatverbrauches finden
zwei Mal pro Woche statt. Ein Mediumswechsel findet statt, sobald die Phosphatkonzentrationen
unter eine Grenze von 10 % der Ausgangskonzentration gefallen sind. Dabei werden bis zu 6 L
Kulturbriihe aus dem Reaktor entfernt und durch die &quivalente Menge an frischem Medium
ersetzt. Daflr wird 4-fach Konzentriertes ESAW-Medium verwendet. Dies ist im Anhang unter
Kapitel 7.2.2 zusammengefasst.

3.4.3 Membranreaktor

Der verwendete Membranreaktor wird von der Firma CellDeg (HDC 1.1500, Model T, Deutsch-
land) erworben. Dieser besitzt eine zylindrische Form und ein Kultivierungsvolumen von 2 L.
Der Deckel des Reaktors besteht aus Plexiglas und wird mit den Anschlissen fur die Stellmittel
(1 M NaOH, 0,25 M HCI, Regelung durch Titration mit Pumpen), der pH-Sonde, die gleichzeitig
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auch die Temperatur misst, dem Feed und der Probenahme bestuickt. Die Probenahme erfolgt mit
einer sterilen Spritze mit Luer-Lock Anschluss. Uber den Probenahmeanschluss wird der Reaktor
zudem mit etwa 10 % des Reaktorvolumens mit Algensuspension inokuliert. Innerhalb des Reak-
tors ist vom Hersteller eine Kiihlschlange verbaut, welche an das Kiihlwassersystem angeschlos-
sen wird. Am Reaktorboden befindet sich die Membran. Diese transportiert das eingetragene Gas,
insbesondere das CO,, blasenfrei per Diffusion in die Mikroalgen-Suspension. Unterhalb der
Membran wird die Zuluft des Reaktors angeschlossen. Dabei wird ein Luft/CO,-Gemisch ver-
wendet, das von einem Massen-Durchflussmesser geregelt wird. Dieser wird vor jeder Kultivie-
rung mit einem Seifenblasen-Durchflussmesser kalibriert. Um einen Flissigkeitsverlust zu ver-
meiden, wird die Zuluft an eine Zuluftbefeuchtung gekoppelt. Es wird mit einem
Kultivierungsvolumen von 1,8 L gearbeitet. Oberhalb des Reaktors ist ein LED-Panel angeschlos-
sen. Dieses wird mit einem planaren Lichtsensor am Deckel des Reaktors kalibriert. Die Durch-
mischung des Reaktors erfolgt mit Hilfe eines Kreisschiittlers. Das Oberflachen-zu-Volumenver-
haltnis betragt 166,6 m™.

_ _ KihImedium
KihImedium Ablauf
Zulauf
% X

o

HCI NaOH

m Rotationsschilttler

Kiihischlange

Membran

Kulturmedium

Luftbefeuchtung

Abbildung 3.3:  FlieRbild der Anlage mit dem Membranreaktor. (Quelle: Anastassia Trikin, modifiziert)

Bei Erhalt des Reaktors war dieser bereits chemisch sterilisiert. Nach Beendigung jeder weiteren
Kultivierung, wird eine Sterilisation mit Wasserstoffperoxid durchgefihrt.

3.4.3.1 Optimierungsversuch

Der Reaktor wird mit 10 % des Reaktorvolumens angeimpft. Wahrend der ersten Kultivierung
wird eine Schiittelfrequenz von 50 rpm verwendet. Die verwendeten Medien sind im Anhang
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unter Kapitel 7.2.2 zu finden. In der zweiten Kultivierung wird die Schittelfrequenz um 50 % auf
75 rpm erhoht. Zudem wird ein Sterilfilter an die Zuluftstrecke angebracht.

3.4.3.2 Semi-kontinuierlicher Betrieb

Fur den semi-kontinuierlichen Betrieb wird der Membranreaktor mit 980 ml der Kultursuspension
aus dem Bag-Reaktor-Versuch (siehe Kapitel 3.4.2.2) angeimpft. Das restliche Reaktorvolumen
wird mit 1 L des 2-fach konzentrierten ESAW aufgefillt. Die detaillierte Zusammensetzung ist
im Anhang unter Kapitel 7.2.2 zu finden. Die Probenahme wird zwei Mal pro Woche durchge-
fuhrt. In regelméRigen Abstédnden werden 900 ml aus dem Reaktor geerntet und mit der &quiva-
lenten Menge an 4-fach konzentriertem ESAW-Medium aufgefillt. Die Zusammensetzung ist im
Anhang unter Kapitel 7.2.2 zusammengefasst. Wahrend dieser Versuchsreihe wird zudem die
Photonenflussdichte von 153 pmol-m2-st auf 1330 pmol-m2-s* erhoht.

3.4.4 Schlauchreaktor

Der Schlauchreaktor wird von der Firma Phytolutions GmbH speziell fir Mikroalgen entwickelt
und direkt dort erworben [180]. Fiir die Kultivierungen werden vier Sdulen verwendet, was einem
Kultivierungsvolumen von 14 L entspricht. Die Kunststofffolie wird auf einem Metallgerist auf-
gehéangt. Die Begasung erfolgt Gber Blasenbegasung durch einen Schlauch, der sich horizontal
zum Reaktorboden befindet. Das CO,/Luft-Gemisch wird mit Hilfe von Massen-Durchflussmes-
sern kontrolliert, die vor jeder Kultivierung mit einem Seifenblasen-Durchflussmesser kalibriert
wurden. In die Kunststofffolie werden Anschliisse fur die pH-Sonde, die gleichzeitig auch die
Temperatur misst, die pH-Stellmittel (1 M NaOH, 0,25 M HCI, Regelung uber Titration mit Pum-
pen), die Probenahme und den Feed verbaut. Die Probenahme erfolgt mit sterilen Spritzen mit
Luer-Lock Anschluss. Uber den Probenahmeanschluss werden etwa 10 % des Reaktorvolumens
an Algensuspension als Inokulum zugegeben. An dem Metallgerist oberhalb des Reaktors ist ein
perforiertes Kunststoffrohr angebracht. Aus diesem lauft das Kiihlwasser iber die Reaktorsaulen.
Das Kuhlwasser wird dann in einem Sammelbecken aufgefangen und konnte mit Hilfe einer
Pumpe dem Kiihlsystem erneut zugefiihrt werden. Orthogonal zum Reaktor ist ein LED-Panel
angebracht. Dieses wird mit einem planaren Lichtsensor auf die gewiinschte PFD kalibriert. Das
Oberflachen-zu-Volumenverhiltnis betragt 66,3 m™.
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Abbildung 3.4:  FlieRbild der Anlage mit dem Schlauchreaktor (Quelle: Anastassia Trikin, modifiziert)

Bei diesem Reaktorsystem handelt es sich um ein offenes System, da er an den Aufhangeschlau-
fen nicht dicht abschlief8t. Vor der Kultivierung wird der Reaktor mit destilliertem Wasser befillt
und der pH-Wert auf 12 erhéht, um bestehende Kontaminationen weitestgehend abzutdten. Die
Flaschen der Peripherie sowie das Medium werden separat autoklaviert.

3.4.4.1 Optimierungsversuch

Der Reaktor wird mit 10 % des Reaktorvolumens inokuliert. Die detaillierte Zusammensetzung
des verwendeten ESAW-Mediums ist im Anhang unter Kapitel 7.2.2 zu finden. In der ersten Kul-
tivierung wird der mitgelieferte pordse Begasungsschlauch verwendet, der horizontal im unteren
Teil des Reaktors eingebaut wird. In dem zweiten Versuch wird stattdessen ein Silikonschlauch
mit Léchern verwendet, um Blasen mit einem gréReren Durchmesser zu erzeugen.

3.5 Analytik

3.5.1 Mikroskopie

Die Bestimmung der Vitalitat, Aussehen, ZellgroRe, Zellzahl und Coccolithen-Konzentration er-
folgt mit Hilfe des Mikroskops. Zur Vermessung der Zellen wird das Programm Microscope VIS
verwendet. Dieses erlaubt mit Hilfe der eingebauten Kamera am Mikroskop Fotos und Videos
mit passendem Malistab anzufertigen sowie Langenangaben zu ermitteln.
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3.5 Analytik

3.5.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit Hilfe der Thoma-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop.
Die Zahlkammern bestehen jeweils aus 16 Kleinquadraten mit einer Flache von 0,0025 mm?, die
zusammen ein GrofRquadrat bilden. Aufgrund der erhohten Glasstege links und rechts der Kam-
mer, wird durch das Auflegen eines Deckglases, eine Kammertiefe von 0,1 mm erzeugt. In die
Kammer wird etwa 10 pl gemischte Algensuspension gegeben. AnschlieRend werden die Zellen
innerhalb des GroRquadrates mit 400-facher VergrolRerung gezahlt. Mit Hilfe der Formel 3.1.
konnte dann die Zellzahl pro Milliliter berechnet werden. Die Bestimmung erfolgt in Dreifachbe-
stimmung.

Zellzahl pro GroBquadrat mm?
s - 11000~V (3.1)

1
C Zellen'ml |=
Ze“en[ ] 16:0,0025 mm2-0,1 mm

Czeen : Zell-Konzentration [Zellen-ml™]

V : Verdiinnungsfaktor [-]

3.5.3  Bestimmung der Coccolithen-Konzentration

Fur die Coccolithenaufreinigung werden 1,5 ml Probe in ein Safelock-Eppendorfgefall gefiillt.
Die Proben werden dann fur mindestens 48 h bei 80 °C im Trockenschrank gelagert. Dadurch
werden die Zellen aufgeschlossen, wodurch ein Abldsen der Coccolithen stattfindet. Nach Ablauf
der Inkubationszeit werden die Proben kurz durchmischt und anschlieRend fir 10 min bei
11000 rpm bei 20 °C zentrifugiert. Anschlielend wird die Probe gewaschen. Daftr wird 1 ml des
Uberstandes entfernt und mit 1 ml 0,5 g-L-* NaHCOs-L6sung ersetzt. Das entstehende Pellet wird
durch vortexen re-suspendiert. Danach wird erneut fur 10 min zentrifugiert, dieses Mal bei
3000 rpm und bei 20 °C. Dieser Vorgang wird wiederholt, bis die Zelltriimmer aus der Probe
herausverdiinnt wurden. Dafiir wird die Probe regelmaig nach den Waschgéngen bei einer 400-
fachen VergréRRerung mikroskopiert. Die Bestimmung der Coccolithen-Konzentration kann mit
Hilfe der Thoma-Kammer und Formel 3.1. berechnet werden. Die Bestimmung erfolgt in Drei-
fachbestimmung.

3.5.4 Bestimmung der Coccolithenmasse

Fur die Bestimmung der Coccolithenmasse werden 1,5 ml EppendorfgefaRe leer gewogen. An-
schlielend werden 1,5 ml der aufgereinigten Coccolithen (siehe Kapitel 3.5.3) in das Gefal tber-
fihrt und fur 48 h mit gedffnetem Deckel getrocknet. Gleichzeitig werden ebenfalls in vorgewo-
genen EppendorfgefaBen 1,5 ml der 0,5 g-L' NaHCOs-Losung getrocknet. Nach dem
Trocknungsprozess kann anschliefend das Coccolithengewicht der Probe mit einer Analyse-
waage bestimmt werden.

25



3 Material und Methoden

3.5.5 Bestimmung der Nahrstoffverbrauches

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung des ESAW-Mediums musste vor der Verwendung
der folgenden Assays Uberprift werden, ob diese aufgrund der vorhandenen Fremdstoffe anwend-
bar sind. Der Nitrat- und Phosphat-Assay kénnen beispielsweise durch zu hohe Konzentrationen
an NacCl (ab 5 %) und an Magnesium (ab 1000 mg-L™) gestort werden. Dies erfordert ein geeig-
netes Verdiinnen der Proben bevor die Vermessung beginnen kann.

3.5.5.1 Nitrat-Assay

Der verwendete Nitrat-Assay ermdglicht eine Nitratmessung in Seewasser von 0,9-75,3 mg-L™.
Der Test basiert auf der Reaktion von Nitrat- und Chlorid-lonen, wodurch Indophenol (orangerot)
gebildet wird. Dies kann bei 500 nm photometrisch gemessen werden.

Fur die Bestimmung der Nitratkonzentration wird eine Kalibriergerade benétigt. Daftr werden
geeignete Konzentrationen mit einer Nitrat-Standardldsung und Reinstwasser angesetzt. 5 ml des
Test-Reagenzes 1 (enthalt Schwefelsdure) werden in verschlieBbare Reagenzréhrchen gegeben.
AnschlieBend wird 1 ml steril filtrierte Probe (@ = 0,45 um) zugegeben. Unmittelbar danach wer-
den 1,5 ml des Reagenz 2 (Resorcinldsung) zugegeben und gevortext. Das Gemisch wird dann
far 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor zwei Mikroldffel des Reagenz 3 (Chloridhaltiges
Salz) geldst werden kdnnen. Es erfolgt eine weitere Inkubation von sechzigminditiger Dauer. Die
Proben kénnen dann in eine Polystyrolkivette tberflihrt werden und bei 500 nm im Photometer
vermessen werden. Die Bestimmung erfolgt als Einfachbestimmung.

3.5.5.2 Phosphat-Assay

Der verwendete Phosphat-Assay kann Orthophosphat-Konzentrationen in einem Bereich von
0,03-15,3 mg-L* messen. Dabei reagieren Orthophosphationen in schwefelsaurer Lésung mit
Molybdationen zu Molybdatophosphorséure. Durch die anschliefende Reduktion zu Phos-
phormolybdanblau mit Ascorbinséure ist eine photometrische Quantifizierung bei 880 nm mog-
lich.

Fur die Bestimmung der Phosphatkonzentration ist eine Kalibriergerade erforderlich. Dafir wird
eine 0,145 g-L* NaH,PO,-H,O-L6sung angesetzt, was etwa einer Phosphatkonzentration von
100 mg-L* entspricht. Mit Reinstwasser werden dann geeignete Konzentrationen fiir die Kalib-
rierung angesetzt. Anschlieend werden 5 ml der steril filtrierten Probe in ein verschlieRbares
Reagenzglas gegeben. Daraufhin werden 5 Tropfen des Reagenz 1 (Schwefelsdure) des Test-Kits
zugegeben und vermischt. Danach wird ein gestrichener Mikroltffel des Reagenz 2 (Ascorbin-
saure) in das Gemisch gegeben und so lange gevortext, bis keine Rickstande mehr zu sehen sind.
Nach flnfmin(tiger Inkubation wird die Probe in einer Polystyrolklvette (berfliihrt und bei
880 nm im Photometer vermessen. Die Bestimmung erfolgt als Einfachbestimmung.

3.5.5.3 Calcium-Assay

Wahrend dieser Arbeit wurden zwei Calcium-Tests verwendet. Zu Beginn wurde der photomet-
rische Test von Merk verwendet. Dieser kann Cacliumkonzentrationen in einem Messbereich von
5 bis 160 mg-L* nachweisen. Bei dieser Nachweismethode komplexieren die in der Probelésung
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3.5 Analytik

enthaltenen Calciumionen durch modifiziertes Glyoxal-bis(2-hydroxyanil) in alkoholisch-alkali-
scher Losung. Dadurch entsteht ein rotvioletter Komplex, der dann bei einer Wellenldnge von
544 nm vermessen werden kann.

Fur die Bestimmung der Calciumkonzentration war eine Kalibriergerade notwendig. Zu Beginn
wurde diese mit einer Calciumstandardlésung fur die lonenchromatographie angesetzt. Diese ba-
sierte auf Calciumnitrat. Da die Standardabweichungen jedoch inakzeptabel waren, wurde eine
Kalibrierlosung auf Basis von Calciumchlorid-dihydrat angesetzt, da dies die Calciumqguelle des
ESAW-Mediums ist. Damit konnten zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden.

Fur die Durchfihrung wurden 0,1 ml Probe in ein Reagenzglas gegeben. Danach wurden 5 ml
des Kit-Reagenz 1 (Diethylenglycol) zugegeben. Anschliefend wurden 4 Tropfen des Reagenz 2
(Natriumhydroxid) und vier Tropfen des Reagenz 3 (N,N-Dimethylformamid) hinzugefiigt. Nach
jedem Schritt wurde die Probe sehr gut durchmischt. Nach der Zugabe von Reagenz 3 wurde das
Gemisch fur exakt 8 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Probe zlgig in einer Polystyrol Makrokivette tGberfuhrt und bei 544 nm vermessen.

Da der photometrische Test zu enormen Abweichungen fiihrte, wurde der Calciumtest im Verlauf
der Arbeit ausgetauscht. Es wurde dann ein Titrationstest fir die Bestimmung des Calciumgehal-
tes in Meerwasseraquarien verwendet. Dafur werden 2 ml des filtrierten Kulturiiberstandes in das
mitgelieferte Plastikgefal pipettiert. AnschlieBend wird ein gestrichener Loffel des Ca-1-Salzes
zu gegeben. Die mitgelieferte Spritze wird bis zur 1 ml Marke mit dem Ca-2-Reagenz aufgezogen.
Dann werden 0,6 ml des Reagenzes in die Probe gegeben und 5 Sekunden geschwenkt. VVon nun
an wird tropfenweise das Reagenz in das Testgefal pipettiert. Das Gemisch wird nach jeder Zu-
gabe fur etwa 2 Sekunden geschwenkt. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis ein Farbum-
schlag von rosa zu blau erfolgt. Durch das Umdrehen der Spritze und ablesen der Skala kann der
Calciumwert mit Hilfe der mitgelieferten Tabelle abgelesen werden. So kann ein Calciumgehalt
zwischen 10,23-511,5 mg-L™* bestimmt werden. Die Bestimmung erfolgt als Einfachbestimmung.

3.5.6 Bestimmung der Makromischzeit

Fur die Bestimmung der Makromischzeiten der Reaktoren wird eine Farbldsung mit Lebensmit-
telfarbe und Wasser hergestellt. Etwa 0,33 % des Reaktorvolumens werden dann Uber den Feed-
oder Probenahmeanschluss stoRartig in den Reaktor gegeben. Das Restliche Fillvolumen des Re-
aktors besteht aus destilliertem Wasser mit der Menge NaCl, wie es auch im ESAW-Medium
vorliegt, um die Salinitat des Mediums zu simulieren. Der gesamte Vorgang wird gefilmt. Der
Zeitraum von der Zugabe bis zur vollstandigen Durchmischung wird als Makromischzeit defi-
niert.
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3 Material und Methoden

3.6 Berechnungen

3.6.1 Berechnungen des Wachstums und der Kalzifizierung

Da in allen Versuchen der Verlauf der Zell-Konzentration ber die Prozesszeit aufgenommen
wird, kann mit Hilfe der Gleichung 3.2 die Anzahl der Teilungszyklen einer Kultur bestimmt
werden.

log N-log N
npg [ = =0 (3.2)
NTd : Anzahl der Teilungen

N : Zellzahl nach n Teilungen

No : Startzellzahl

Die Coccolithenmasse wird durch die Gewichtsdifferenz von leeren und gefullten Eppendorfge-
faren bestimmt. In den gefullten GefaRen befinden sich die aufgereinigten und anschliefend ge-
trockneten Coccolithen. Das ausfiihrliche Protokoll ist in Kapitel 3.5.4 beschrieben. Die volumet-
rische Coccolithen-Produktivitat kann anschliefend mit Hilfe der Gleichung 3.3 ermittelt werden.

RP,V [g.L-l .d-l] — mCoccolithe(rZ:Z")Coccolithenl (33)
Rev : Volumetrische Coccolithen-Produktivitat

Mcoccolithen : Coccolithenmasse

t : Zeitpunkt

In den Schuttelkolbenversuchen oder auch in den Reaktorversuchen, in denen die Coccolithen-
massen unter der Nachweisgrenze liegt, konnte keine volumetrische Coccolithen-Produktivitat
bestimmt werden. Da jedoch in allen Versuchen die Coccolithen-Konzentration gemessen wird,
konnte stattdessen die zellul&re Coccolithen-Produktivitat nach Gleichung 3.4 berechnet werden.

Rpc [CoccolithenZelle'1 -d'l] = ZCoccolithen] “Coccolithen? (3.4)
’ CZellen " (t1-t2)

Rec . Zellulare Coccolithen-Produktivitat

Ccoccoliten = Coccolithen-Konzentration

Czellen : Zell-Konzentration

t : Zeitpunkt

Durch die Differenz der Nahrstoff-Konzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium kann nach
Gleichung 3.5 die Substrataufnahmerate berechnet werden.

Rx[pg:Zelle"-d"'] = —szi;_‘ngtz) (3.5)
Rx : Substrataufnahmerate

Cx : Substratkonzentration

CzZellen : Zell-Konzentration

t . Zeitpunkt
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3.6.2 Berechnungen zur Charakterisierung der Reaktoren

Mit Hilfe der Gleichung 3.6 kann das Oberflachen-zu-Volumenverhéltnis eines Reaktors berech-
net werden.

Oberflichen-zu-Volumenverhiltnis [m™!] = % (3.6)
A : Oberflache des Reaktors, die vom Licht bestrahlt wird
Vv : Reaktorvolumen

Zudem kann mit Gleichung 3.7 die spezifische Photonenabsoptionsrate bestimmt werden. Dafiir
wird die Annahme getroffen, dass alle eingestrahlten Photonen von den Zellen aufgenommen
wurden.
1 Phot
TPhotonen, abs[ umoze“ :, SO = ] -
I : Lichtintensitat

(3.7)

\A CZellen

A : Oberflache des Reaktors, die vom Licht bestrahlt wird
V : Reaktorvolumen
CzZellen : Zell-Konzentration

Mit Hilfe der Reynoldszahl kénnen Fluidstromungen charakterisiert werden [48]. Diese Zahl
kann angeben, ob die Stromung im Ruhrkesselreaktor laminar oder turbulent ist [182]. Bei lami-
narer Stromung liegt die Reynoldszahl unter 102 wahrend sie bei turbulenten Strémungen bei Gber
10* liegt [182]. In einem Rihrkesselreaktor mit Strémungsbrechern liegt die Reynoldszahl bei
>10* [179]. Mit Hilfe der Gleichung 3.8 kann die Reynoldszahl berechnet werden.

2

Re [-]= 227 (3.8)
Re : Reynoldszahl

p : Dichte des Mediums

n : Rihrerdrehzahl

d : Rihrerdurchmesser

n : dynamische Viskositdt des Mediums
Gleichung 3.9 dient zur Berechnung des volumetrischen Leistungseintrags.

2w (epr )N (3.9)

L

P : Lelstung [W]

V : Volumen [m?]

Ne : Newton-Zahl [-]

p : Dichte [kg-m]

NR : Ruhrerdrehzahl [s?]

d : Rihrerdurchmesser [m]

Nr : Rihrerdrehzahl [-]
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Der Einfluss von Hell-Dunkel-Zyklen auf das
Wachstum und die Kalzifizierung von
Emiliania huxleyi

Der Uberwiegende Anteil an Kultivierungen von Emiliania huxleyi im Reaktor wurden bisher bei
permanenten Licht durchgefiihrt [75, 94, 95]. Jedoch wird vermutet, dass sich der Einsatz von
Hell-Dunkel-Phasen positiv auf das Wachstum mancher Algenspezies auswirkt. In den Versu-
chen von Brand und Guillard wurden 22 verschiedene marine Phytoplankton-Arten zum einen
bei kontinuierlichem Licht, zum anderen bei einem 14:10 Hell-Dunkel-Zyklus kultiviert [22].
Dabei konnte beobachtet werden, dass ein erheblicher Anteil empfindlich auf kontinuierliches
Licht reagierte [22]. Unter den getesteten Algen befand sich auch der Emiliania huxleyi Stamm
AA47 aus der Sargassosee, der unter kontinuierlichem Licht eine verringerte Teilungsrate zeigte
[22]. Allerdings sind die Aussagen Uber das Wachstumsverhalten von E. huxleyi bei dem Einsatz
von Hell-Dunkel-Zyklen widersprichlich. So besal’ kontinuierliches Licht auf den Stamm (Loh-
mann) Hay et Mohler 88E eine positive, auf den Stamm L eine negative und auf den Stamm
B92/317 gar keine Wirkung auf das Wachstum [159, 168, 185, 244]. Eine Zusammenfassung der
Versuche ist in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1:  Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen wahrend der Kultivierung unter Hell-Dunkel-Zyklen und
permanenter Beleuchtung

Dauer Hellphase Lichtintensitat M

Stamm [h] [umol-m.s] [d]

12 0,73

B92/317 [159] 18 200 0.75
24 0,72

(Lohmann) Hay et 14 100 0,85
Mohler 88E [185] 24 1,13
14 ~0,6
Stamm L [244] 24 20 ~0.44

Frihere Arbeiten am Institut erreichten bei kontinuierlichem Licht eine Zell-Konzentration von
3,1-107 Zellen-mlt. Dabei handelt es sich um die hochste erreichte E. huxleyi-Zellzahl, die bisher
publiziert wurde [75]. Im Vergleich zu anderen Stdmmen, ist diese jedoch noch immer sehr ge-
ring. Daher soll in diesem Versuch der Einfluss von Hell-Dunkel-Phasen auf das Wachstum und
auf die Kalzifizierung von zwei kalzifizierenden E. huxleyi Stdmmen sowie auf einen nicht-kal-
zifizierenden Stamm untersucht werden. Bei den Kkalzifizierenden Stdmmen handelt es sich um
den hoch-kalzifizierenden Stamm CCMP3266 und dem niedrig-kalzifizierenden Stamm
CCMP371, die in Abbildung 4.1 dargestellt sind.
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AccV Spot Magn Det WD Exp FH— 2um AccV Spot Magn Det WD Exp F——————— bum B
120kV 30 8000x SE 1021 120kvV 30 6000x SE 100 1

Abbildung 4.1:  A: Der niedrig-kalzifizierende Stamm CCMP371, B: Der hoch-kalzifizierende Stamm CCMP3266 (Quelle: [76])

Um einen ersten Eindruck des Wachstumsverhaltens von E. huxleyi bei der Verwendung von Tag-
Nacht-Zyklen zu erhalten, wurden Schittelkolbenversuche (250 ml) durchgefuhrt. Da bekannt
ist, dass sich das Wachstum von E. huxleyi mittels Tag-Nacht-Zyklen synchronisieren lasst, wur-
den die Kulturen vierzehn Tage vor dem Experiment mit den verwendeten Lichtbedingungen in-
kubiert [148]. Fur die Auswahl der Zyklendauer wurde auf die geografische Herkunft des ver-
wendeten E. huxleyi Stammes CCMP3266 zuriickgegriffen. Dieser stammt aus der Tasmanischen
See bei Neuseeland. Im September bis Februar 1992/93 konnte dort eine grof3e E. huxleyi-Blite
beobachtet werden [192]. In diesen Monaten variiert die Tagphase zwischen 12 und 15 Stunden.
Somit wurden flr diese Versuchsreihe ein 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus sowie ein 12:12-Hell-Dun-
kel-Zyklus gewahlt. Aufgrund der Ergebnisse von Hariskos et al. wurde in der Hellphase eine
Photonenflussdichte (PFD) von 350 umol-m2-s verwendet, da diese die optimale Lichtintensitat
flr das Wachstum von E. huxleyi darstellt [76]. Neben den Zyklen wurden auch zwei Versuchs-
reihen mit einer permanenten Beleuchtung untersucht. Da eine Kultivierung mit einer PFD von
350 umol-m2-st in vorherigen institutsinternen Arbeiten sehr gute Ergebnisse geliefert hatte,
wurde ein Kolben mit eben dieser Intensitét als Vergleichskultur angesetzt [95]. Des Weiteren
wurde eine Versuchsreihe mit einer PFD von 220 umol-m2-s untersucht. Dabei handelt es sich
um die gemittelte Lichtintensitédt des 15:9-Zykluses. Hierdurch sollte tberprift werden, ob ein
gegebenenfalls verbessertes Wachstum in den Zyklen lediglich durch eine Reduktion der PFD
erfolgt. Nach erfolgreicher Durchfiihrung der VVorversuche im Schiittelkolben soll, basierend auf
den besten Ergebnissen, eine Kultivierung im Rihrkesselreaktor durchgefiihrt werden.

41.1 Schuttelkolbenversuche

Tabelle 4.2 gibt eine Ubersicht der Ergebnisse der Hell-Dunkel-Zyklen im Schiittelkolben. Dort
sind jeweils die hochsten erreichten Werte markiert. Bei den erreichten Zell-Konzentrationen
kann die Entstehung nennenswerter Lichtgradienten ausgeschlossen werden. Die detaillierten
Kurvenverldufe der Zell- und Coccolithenzahl sowie der Verbrauch an Phosphat, Nitrat und Cal-
cium sind im Anhang unter Kapitel 7.3.1 zu finden. Da der nicht kalzifizierende Stamm RCC1217
im Vergleich zu den kalzifizierten Stdimmen ein vermindertes Wachstum zeigte, wurde dieser
nicht in der Diskussion berticksichtigt und ist im Anhang unter Kapitel 7.3.1 zu finden.
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4.1 Der Einfluss von Hell-Dunkel-Zyklen auf das Wachstum und die Kalzifizierung von Emiliania huxleyi

Tabelle 4.2:  Zusammenfassung der Hell-Dunkel-Versuche in den Schiittelkolben

_ Coccolithen- Gemittelte IPhotonen, ab
Ansatz [z%ﬁ:elr?i:ll-l] uged”?fte“ Konzentration PFD [pmi)(l)n;rr]];tg-
[d7] [Coccolithen-mI?] | [umol-m2s71] | nen-Zellet-h?]
12:12 1,3-108 0,9 3,9-108 175 3,9-10°
15:9 2,0-108 0,9 4,2-108 220 3,2:10°C
CCMP3266 ™20 | 1.410° | 06 6,1.10° 220 4,6-10°
350 1,2-108 0,8 3,5-108 350 8,8-10°
12:12 1,9-108 0,6 4,2-108 175 2,8:10°
15:9 1,1-108 0,7 3,3-108 220 5,8-10°
CCMP3TL ™20 | 1.410° | 07 5,4-10° 220 4,810°
350 1,9-108 0,8 5,1-108 350 5,6-10°

Wie in Tabelle 4.2 zu sehen ist, wird das Wachstum des hoch-kalzifizierenden Stammes
CCMP3266 und auch des niedrig-kalzifizierenden Stammes CCMP371 durch den Einsatz von
Hell-Dunkel-Zyklen positiv beeinflusst.

Einfluss auf das Wachstum

Stamm CCMP3266 erreichte bei der Verwendung der Hell-Dunkel-Zyklen die hchste Wachs-
tumsrate. Zudem erreicht die Kultur mit einem 15:9-Zyklus die héchste Zellzahl. Dieses verbes-
serte Wachstum resultiert einzig aus dem Wechsel zwischen Hell- und Dunkelphasen und nicht
aus der Erniedrigung der PFD. Dies wird deutlich, indem die maximal erreichte Zell-Konzentra-
tion der Kultur mit einer permanenten Beleuchtung mit einer PFD von 220 pmol-m2-s? zum
Vergleich herangezogen wird. In dieser Kultur ist die Zell-Konzentration deutlich niedriger, ob-
wohl die gemittelte PFD des 15:9-Zykluses verwendet wird. In allen getesteten Lichtbedingungen
findet innerhalb von 24 Stunden eine beziehungsweise auch zwei Zellteilungen statt. Diese Be-
obachtung wird in Kapitel 4.1.2 detaillierter beschrieben.

Stamm CCMP371 erreicht die hichste Zell-Konzentration ebenfalls bei der Verwendung eines
Hell-Dunkel-Zyklus. Dabei handelte es sich jedoch um einen 12:12-Zyklus. Im direkten Ver-
gleich zu Stamm CCMP3266 sind die erreichten Zell-Konzentrationen fast identisch, die gemit-
telte Wachstumsrate ist hingegen etwas geringer. Dies konnte an der Dauer der Hellphase liegen.
Paasche hat durch Variationen der Hellphase der Hell-Dunkel-Zyklen beobachtet, dass eine l&n-
gere Hellphase zu héheren Wachstumsraten fiihrt [168].

Viele Phytoplanktonarten flihren die Zellteilung bevorzugt in der Nacht durch [22, 168]. Mit Hilfe
der Untersuchungen von Jochem und Meyerdierks [99] sowie Miiller et al. [148] kann diese zeit-
liche Unterteilung genauer beschrieben werden. Diese Arbeitsgruppen konnten durch DNS-Flu-
oreszenz-Féarbung von E. huxleyi den Anteil der Zellen in den verschiedenen Zyklusphasen be-
stimmen [99, 148]. Sie beobachteten, dass der Anteil an Zellen in der S-Phase, also der Phase in
der die DNS-Replikation stattfindet (siehe Kapitel 2.3), deutlich zunahm, sobald die Dunkelphase
begann [99, 148]. Gegen Ende der Dunkelphase nahm der Anteil an Zellen in der G,+M-Phase
zu [99, 148]. Wéhrend der Hellphase waren die meisten Zellen in der G;-Phase [99, 148]. In dieser
Phase wéchst die Zelle und fuhrt ihre spezifischen Stoffwechselwege durch [181]. AnschlieRend
folgt der Restriktionspunkt (in Abbildung 4.2 als ,,R* bezeichnet). Bei Uberschreiten dieses Punk-
tes ist die Zelle zur Zellteilung verpflichtet [263]. So kdnnen die Zellen wéhrend der Hellphase
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Energie durch die Photosynthese ansammeln, die dann in der darauffolgenden Dunkelphase durch
die Zellatmung sowie zur DNS-Replikation und Zellteilung verbraucht wird [99]. Eine Ubersicht
gibt die folgende Abbildung 4.2.

- ¢ Stirke- _
10tosynthese — Speicher > Zellteilung
Kalzifizierung
G1-Phase R S-Phase M-Phase
15h 22h h
Hellphase Dunkelphase

Abbildung 4.2:  Ubersicht der Anpassung des Zellzyklus an Hell-Dunkel-Zyklen. Dauer der S- und G,+M-Phase aus [148]

Da die Hellphase auf eine bestimmte Stundenzahl begrenzt ist, sind die Photonenmengen, die die
Kulturen mit einem Hell-Dunkel-Zyklus erhalten, geringer. Die permanente Kultur mit einer PFD
von 350 pmol-m2.s* erfahrt eine Photonenmenge von 1047 pmol Photonen-ml-d* wéhrend es
bei einem 15:9-Zyklus 655 pumol Photonen-mi*-d* und bei einem 12:12-Zyklus 524 pmol Pho-
tonen-ml-d sind. Da die Zellen, die mit einem Hell-Dunkel-Zyklus kultiviert wurden ihre Zell-
teilung in die Dunkelphase verlegen und dort keine Photosynthese durchfuihren kdnnen, besitzen
sie keine direkte Energiezufuhr fiir die Proliferation. Somit missen die Zellen bereits in der Hell-
phase Energiespeicher aufbauen, um einen oder gegebenenfalls auch zwei Replikationsvorgénge
versorgen zu kénnen. In Chlorella spp. dient Stérke als Kohlenstoffspeicher, welche in der Dun-
kelphase von den Zellen abgebaut werden [164, 227]. Die Akkumulation der Starkespeicher hangt
von der Lichtintensitét ab. So konnte beobachtet werden, dass bei 250 pmol-m2-s* der Kohlen-
hydratanteil der Zellen hoher war als bei 100 pmol-m2-s [164]. Interessanterweise wird die
Dauer der G;-Phase phototropher Organismen ebenfalls von der Lichtintensitat beeinflusst. Bei
niedrigen Lichtintensitdten wird die Dauer der Phase verlangert, wahrend bei hohen Lichtintensi-
taten ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden konnte [146]. In der Gi-Phase werden somit
Strukturen wie Proteine, Membranlipide und die Bausteine fiir Nukleinbiosynthese synthetisiert,
doch scheint der Aufbau von Energiespeichern zur Versorgung der Zellteilung ein weiterer As-
pekt zu sein [126]. Anhand der erreichten Zell-Konzentrationen dieser Arbeit kann davon ausge-
gangen werden, dass sowohl 15 (CCMP3266) als auch 12 (CCMP371) Stunden Licht ausgereicht
haben, um ausreichende Kohlenhydratspeicher fur die Versorgung der Zellteilung in der Dunkel-
phase aufzubauen.

Diese zeitliche Anpassung des Wachstumszyklus mit der Mitose in der Dunkelphase kdnnte vor-
teilhaft fir die Zelle sein. Ein wichtiger Punkt dabei ist, dass so die Photosynthese- und Mitoseer-
eignisse, wie beispielsweise die Chloroplasten-Teilung, nicht parallel zueinander ablaufen [158].
Wie bei eigentlich allen Mikroalgen ublich und auch die Ergebnisse in Tabelle 4.2 zeigen, findet
die Zellteilung auch bei kontinuierlichem Licht statt. Jedoch finden auch hier die Photosynthese
und Mitose nicht parallel zueinander statt, sondern die Photosynthese wird fiir die Dauer der Zell-
teilung eingestellt. Aufgrund dessen kann das eingestrahlte Licht nicht so effektiv genutzt werden,
da das Licht von etwa 2 Stunden (Dauer der Mitose [148]) fehlt. Eine Teilung in der Hellphase
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findet vermutlich dann statt, wenn die Energiespeicher der Zelle gefillt sind. Die Verbesserung
der Lichtnutzungseffizienz kann der eigentliche Vorteil fur die Verschiebung der Mitose in die
Dunkelphase sein.

Einfluss auf die Kalzifizierung

Wie Tabelle 4.2 zeigt, erreichen die Kulturen mit einer hohen Zell-Konzentration im Vergleich
zu den anderen Versuchsreihen niedrigere Coccolithen-Konzentrationen. Aufgrund dieser Tatsa-
che kann vermutet werden, dass die Coccolithenproduktion zu Gunsten des Wachstums der Zellen
zuriickgestellt wird. Eine Calcium-Limitierung oder Aufnahme-Limitierung konnte ausgeschlos-
sen werden (siehe Kapitel 7.3.1). Eine Erklarung liefern die Untersuchungen der Arbeitsgruppe
von Linschooten et al. [125]. Sie konnte in ihren Experimenten beobachten, dass das Cocco-
lithvesikel wahrend der Mitose nicht in der Zelle vorhanden ist [125]. Dies flhrt zu der Annahme,
dass die Zelle nicht in der Lage ist, die Zellteilung und Kalzifizierung gleichzeitig durchzufthren.
Zudem wurden die hochsten Zell-Konzentrationen bei Hell-Dunkel-Zyklen erreicht. Die Unter-
suchungen von Muller et al. [148] zeigten in ihren Versuchen, dass sich die Kalzifizierung eben-
falls an die herrschenden Hell-Dunkel-Zyklen anpasst. Die Kalzifizierung wird in der G;-Phase
durchgefuhrt, welche wiederum in der Hellperiode stattfindet [148]. Dadurch kann gewéhrleistet
werden, dass die energieintensive Kalzifizierung nicht gleichzeitig mit dem sensiblen Prozess der
DNS-Replikation stattfindet [28, 148, 214, 271]. Die Zellen in einem Hell-Dunkel-Zyklus mussen
so die Kalzifizierung in der Dunkelphase aufgrund von fehlender Energie aussetzen, was die nied-
rigeren Coccolithen-Konzentrationen dieser Versuchsreihen erklart. Es konnte vermutet werden,
dass hohere Bestrahlungstarken in der Hell-Phase diese energetischen Aspekte wieder aufholen
konnte. Tabelle 4.2 zeigt jedoch, dass eine hohe PFD nicht automatisch zu der hochsten Cocco-
lithenzahl fuhrt. So wird bei beiden getesteten Stdmmen die hdchste Konzentration bei
220 pmol-m2.s1 gemessen und nicht, bei 350 pmol-m2-s1, wie es aufgrund des Energiebedarfes
der Kalzifizierung zu erwarten ware. In den Versuchen von Mizukawa et al. [143] wurden ver-
einzelte Coccolithen in einem Magnetfeld ausgerichtet. Sie konnten dabei beobachten, dass es, je
nach Winkel des einfallenden Lichtes, zu einer Zu- beziehungsweise Abnahme der optischen In-
tensitat kam. Die Arbeitsgruppen konnte jedoch keine Aussage dariiber treffen, ob die Coccolit-
hen als Lichtschattierer oder Lichtsammler fugieren [143]. Emiliania huxleyi gilt jedoch als ein
sehr lichttoleranter Organismus und selbst nicht-kalzifizierende Stdmme konnen sehr hohe
Lichtintensitaten von bis zu 800 pmol-m2-s* tolerieren, wodurch es unwahrscheinlich ist, dass
die Coccolithen als Lichtschattierer fungieren [76, 154, 173, 238]. Wenn die Coccolithen jedoch
als Lichtsammler eingesetzt werden, so kdnnte eine PFD von 350 umol-m2-s fiir diesen Zweck
zu hoch gewesen sein, wahrend eine PFD von 220 pmol-m2-s? bereits im optimaleren Bereich
lag. Es kann also vermutet werden, dass die Coccolithenanzahl, auRer durch die zur Verfigung
stehenden Energie, noch eine weitere Adaption an die Umgebungsbedingungen darstelit.

Fir die Bestimmung des Anteils an nicht kalzifizierten Zellen wurden téglich die Zellen ausge-
zahlt, die unter dem Mikroskop keine Coccolithen gebunden hatten (Kapitel 7.3.1, Abbildung
7.6). Diese wurden dann auf die Gesamtzellzahl bezogen. Die Folgende Tabelle 4.3 zeigt die
maximal erreichten Werte beider Stdmme.
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Tabelle 4.3:  Anteil an nicht-kalzifizierenden Zellen wahrend der Hell-Dunkel-Versuche im Schiittelkolben

CCMP3266 CCMP371
12:12 143 % 36,4 %
15:9 - 36,3 %
220 19,3 % -
350 24,8 % 40 %

Paasche [171] vermutete, dass nackte Zellen (N-Zellen) eine laborspezifische Erscheinung sind
und in alteren Kulturen auftreten. Aber auch ein Stickstoff- und Phosphatmangel wird mit dem
Auftreten von N-Zellen in Verbindung gebracht [125]. In dem Versuch dieser Arbeit konnte al-
lerdings zu keinem Zeitpunkt ein Mangel an diesen N&hrstoffen beobachtet werden (siehe Kapitel
7.3.1). Der Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen steigt bei Stamm CCMP371 zum Ende der Kultur.
Diese Beobachtung konnte auch die Arbeitsgruppe von Balch et al. [7] in ihren Versuchen ma-
chen. In den Experimenten mit dem E. huxleyi Stamm 88E waren in der log-Phase etwa 95 % der
Zellen mit Coccolithen umhillt [7]. In der stationdren Phase beginnen die Zellen damit die Coc-
colithen abzubauen [7]. Eine weitere Mdglichkeit kann die Dauer der Kultivierung gewesen sein,
da in langeren Kultivierungen die Zellen die Fahigkeit verlieren Coccolithen zu produzieren
[250]. Wird jedoch der Verlauf der Zell-Konzentration beider Stdmme beriicksichtigt, so féllt auf,
dass der Anteil der nicht-kalzifizierten Zellen kurz vor und nach Erreichen der maximalen Zell-
Konzentration am hdchsten ist. Dies konnte daran liegen, dass die Kulturen zu diesem Zeitpunkt
einige Zellteilungen durchlaufen. Bei jeder Zellteilung wird auch die Coccosphare eingeschniirt
[106]. Womdglich kdnnten sich bei diesem Prozess Coccolithen aus der Coccosphare geldst ha-
ben, wodurch die Struktur instabil wirde und die Zelle die Partikel verlieren kdnnte. Daftr wiirde
sprechen, dass der Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen gegen Ende der Kultivierung wieder ab-
nimmt.

Die verwendeten Stamme zeigen ein unterschiedliches Verhalten auf die getesteten Lichtbedin-
gungen. So erreichte die Versuchsreihe mit einem 15:9-Zykluses bei Stamm CCMP371 die nied-
rigsten Zell-Konzentrationen, wéhrend der Stamm CCMP3266 dabei die hochsten Zelldichten
erreichte. Sequenzierungen des E. huxleyi Genoms zeigten grofRe genetische Variabilitat zwischen
den Stdmmen, wodurch das unterschiedliche Wachstumsverhalten der beiden getesteten Stamme
erklart werden konnte [21, 189]. Diese genetischen Unterschiede entstanden vermutlich daraus,
dass E. huxleyi in allen Weltmeeren vorkommt und sich an die dort herrschenden Bedingungen
anpassen musste [45]. Werden explizit die Stamme CCMP3266 und CCMP371 verglichen, bei-
spielsweise (ber Expressed Sequence Tags (ESTs), dhneln sich lediglich 45 % der Sequenzen
[44]. Bei ESTs handelt es sich um reverse Transkripte von mRNSs. Diese sind meistens nur kurze
Abschnitte der Gesamtlange der mRNS, die jedoch zur Identifizierung eines kodierenden Ab-
schnittes eines Gens vollkommen ausreichen [108]. Neben ihren unterschiedlichen Wachstums-
verhalten in Bezug auf Hell-Dunkel-Zyklen, konnte in den Versuchen von Matson et al. [136]
beobachtet werden, dass Stamm CCMP3266 stets hohere Wachstumsraten erreicht. Dies zeigte
sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit. Zudem konnte beobachtet werden, dass die Raten der
taglichen Coccolithenablosung wéhrend des exponentiellen Wachstums bei Stamm CCMP371
hoher waren. So erreichte Stamm CCMP371 bei einer Kultivierungstemperatur von 20 °C Werte
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von bis zu 17,8 Coccolithen-Zellen*-d! wahrend Stamm CCMP3266 bei 14,2 Coccolithen-Zel-
lent.d? lag [136]. Dies konnte erklaren, warum der Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen bei
Stamm CCMP371 um ein Vielfaches hoher war als bei Stamm CCMP3266.

4.1.2  Ubertragung der Hell-Dunkel-Zyklen auf einen Rihrkesselreaktor

Da der Stamm CCMP3266 die hichste Zell-Konzentration und die kiirzeste Lag-Phase in den
Schuttelkolben besaR, wurde dieser Stamm fiir die Reaktorversuche ausgewahlt. Diese Entschei-
dung wurde des Weiteren getroffen, da in den aufgearbeiteten Coccolithenproben von Stamm
CCMP371 oft Schmutzpartikel und Zelltrimmer gefunden wurden, wodurch die Bestimmung der
Coccolithen-Konzentration unter dem Mikroskop erheblich erschwert wurde. Zudem wurden
viele zerbrochene Coccolithen gefunden, was vermutlich an der filigranen Struktur der Coccolit-
hen des Stammes CCMP371 liegt (siehe Abbildung 4.1).

Auf Grundlage der Ergebnisse aus den Schuttelkolben, wurde ein 15:9-Zyklus mit einer PFD von
350 pmol-m2-s* fiir die Kultivierung in einem Riihrkesselreaktor ausgewdhlt, da dieser zu der
hochsten Zellzahl flhrte. Parallel wurde eine permanente Kultivierung mit einer PFD von
350 umol-m2-st durchgefiihrt, da diese Lichtintensitat bisher in der Literatur zu den hochsten
Zellzahlen geflhrt hat und es zu keiner starkeren Lichtsattigung kommt [95]. Die Vorkulturen
beider Reaktorversuche wurden vor Versuchsbeginn fur zwei Wochen an die jeweiligen Lichtbe-
dingungen adaptiert. Da die Probenahme zum Ende der Dunkel-Phase sowie in der Mitte der Hell-
Phase statt fand, wurden die Zellzahlen, Coccolithen- und Nahrstoff-Konzentrationen fur das
Ende der Hell-Phase in den folgenden Kapiteln approximiert. Der Reaktor mit einer permanenten
Beleuchtung wurde zu denselben Zeiten beprobt. Aufgrund dieser Tatsache erfolgte in den fol-
genden Abschnitten bei der permanenten Kultivierung ebenfalls eine Einteilung in eine Hell- be-
ziehungsweise Dunkelphase, obwonhl diese tatsachlich nicht stattgefunden haben. Im Anhang un-
ter Kapitel 7.3.1 findet sich eine erganzende Diskussion, welche die Vorgange auf molekularer
Ebene beschreibt.
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Abbildung 4.3:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Hell-Dunkel-Zyklen aus dem Riihrkesselreaktor. Links: Verlaufe der Zell-
zahl (oben) sowie der Coccolithen-Konzentration (unten) wahrend der Kultivierung mit einem 15:9-Zyklus und
einer permanenten Beleuchtung mit 350 pmol-m2-s%, Rechts: Darstellung der Wachstumsrate i (oben) und Coc-
colithen-Produktivitat (unten). Die grauen Bereiche kennzeichnen die Dunkelphase wahrend der Versuche

Abbildung 4.3 zeigt die Kurvenverlaufe der Zellzahl, Coccolithen-Konzentration sowie die dazu-
gehdrenden Wachstumsraten und zellulére Coccolithen-Produktivitit wéhrend der Kultivierung
mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus sowie einer permanenten Kultivierung mit einer PFD von
350 pumol-m2-s,

Einfluss auf das Wachstum

Die folgende Tabelle 4.4 gibt einen Uberblick der erzielten Ergebnisse der Kultivierungen im
Riihrkesselreaktor mit einem 15:9-Zyklus und einer permanenten Beleuchtung mit einer PFD von
350 pmol-m=2-s,
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Tabelle 4.4:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Rihrkessel-Kultivierungen mit einem Hell-Dunkel-Zyklus und
permanenter Beleuchtung

Permanente
. Beleuchtung
15:9-Zyklus Aufteilung | Gemittelt
wie Zyklen Uber 24 h
Gemittelte I'Photonen, abs 104 104
[umol Photonen-Zelle!-d?] 10-10 15-10
Wachstum
Maximal e_Erelchte Zellzahl 16-10° 6.9-107
[Zellen-mI™]
Mgemittelt Hellphase 1,5-10? 5,9-103 9 0-102
[h71] Dunkelphase 8,4-107? 3,2:107? ‘
Gemittelte Hellphase 0,4 0,1 06
Teilungszyklen Dunkelphase 1,3 0,6 '
Kalzifizierung
MaX|ma}Ie Coccglllthen-Konzentratlon 1,0-10° 1.2.10°
[Coccolithen-mi™]
Gemittelte Rp ¢ Hellphase 3,7-102 0,4 0.2
[Coccolithen-Zelle*-h*] | Dunkelphase 8,1-10% 1,5 '

In beiden Kultivierungen konnten héhere Zell-Konzentrationen erreicht werden als in bisherigen
Reaktor-Kultivierungen (3,1-10" Zellen-mlt) [75]. Die erreichte Zell-Konzentration des 15:9-
Hell-Dunkel-Zyklus ist im Vergleich zur Kultivierung mit einer kontinuierlichen Beleuchtung
2,3-mal so hoch. Im Vergleich zu den Schiittelkolbenversuchen aus Kapitel 4.1.1 sind die erreich-
ten Wachstumsraten beider Kulturen im Ruhrkesselreaktor jedoch niedriger. Dies konnte dadurch
resultieren, da die im Lichtmantel des Ruhrkesselreaktors verbauten LEDs, auf eine groRere Fla-
che verteilt sind. Die Lichtverfligbarkeit flir die Zellen ist dadurch geringer, was zu einem ver-
lagsamten Wachstum fuhren kann. Aufgrund der Reaktorgeometrie und der geringen gegenseiti-
gen Abschattung der Zellen, kann dieser Effekt jedoch ausgeschlossen werden.

Ein Groliteil der Arbeitsgruppen, die sich mit der Untersuchung des Wachstums in Hell-Dunkel-
Zyklen beschéftigt hat, fokussiert sich auf die Vorgange in der Dunkelphase und vernachlassigt
dabei die Prozesse in der Hellphase. Wie schon die Vorversuche in den Schittelkolben zeigten
und wie es andere Arbeitsgruppen bestatigen, teilt sich E. huxleyi bevorzugt in der Dunkelphase
[99, 109, 125, 148, 158, 168, 249]. Die Ergebnisse aus Tabelle 4.4 zeigen jedoch auch, dass sich
E. huxleyi, wie auch die meisten anderen Algenarten, auch bei permanenter Beleuchtung teilen
kann. Wie bereits in Kapitel 4.1.1 erwahnt wurde, fuhrt eine Zellteilung in der Hellphase zu einer
geringeren Lichtnutzungseffizienz. Dies liegt daran, dass sich E. huxleyi binar teilt [109]. Dabei
erfolgt die Teilung in zwei gleiche Zellen [151]. Dafiir missen die zelluldaren Komponenten auf
die Mutter-und Tochterzelle aufgeteilt werden. So werden die Chloroplasten vermehrt, die
dadurch von zwei auf vier ansteigen [106]. Es ist nicht bekannt, ob die Zellen ihre Chloroplasten
gleichzeitig oder nacheinander teilen. Die Versuche von Kaftan et al. [102] zeigten, dass die An-
zahl der aktiven Photosystem-11-Zentren von Scenedesmus quadricauda, bei der Kultivierung in
einem 16:8-Hell-Dunkel-Zyklus, wéhrend der Zellteilung ein Minimum erreichte. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten eine Abnahme der photosynthetischen Aktivitat mit dem Beginn der
Zellteilung beobachten [220]. Die Arbeitsgruppe von Miiller et al. [148] fanden wiederum heraus,
dass die S- und G,+M-Phase bei dem E. huxleyi Stamm CCMP371 eine Dauer von 2,2 Stunden
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beziehungsweise 2,5 Stunden ausmacht. Die genaue Dauer der Mitose ist unbekannt, bei der ma-
rinen Alge Monostroma angicava betragt sie beispielsweise etwa 50 Minuten [86]. Zusammen-
fassend bedeutet das, dass die Zelle fur die Dauer der Zellteilung (~2,5 h) das einfallende Licht
nicht nutzen kann. Dies wirde ein Photonenverlust von 8 % entsprechen. Die Zellen teilen sich
unter optimalen Wachstumsbedingungen trotzdem auch bei permanenten Licht, vermutlich dann,
wenn die intrazellularen Energiespeicher gefillt sind. Durch eine Verschiebung der Zellteilung
in die Dunkelphase, kann die Zelle den Lichtverlust umgehen. So werden in der Hellphase die
Energiespeicher gebildet, die fur die Teilung in der Dunkelphase genutzt werden kénnen.

Die Wachstumsraten bei der permanenten Kultur sind um ein vielfaches niedriger, als bei der
Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus und sind nicht durch den im vorherigen Absatz erwahnte
Photonenverlust begriindbar. Hohe Lichtintensitaten konnen in der Zelle photoinduzierte Schaden
verursachen. Die DNA ist dabei besonders gefahrdet [247]. Durch kovalente Modifikationen be-
nachbarter Pyrimidine kommt es zu einer Verzerrung der DNA-Doppelhelix [3, 108]. Daneben
kann es zur Bildung reaktiven Sauerstoffspezies kommen, was in Folge zu Lipid- und Proteinoxi-
dation flihren kann [247]. Die Zellen haben verschiedene Strategien entwickelt, um diese Schaden
zu beheben. Photolyasen benutzen beispielsweise blaues Licht, um photoinduzierte Schaden in
der DNA zu reparieren [15, 108, 201]. Ein weiterer Reparaturmechanismus involviert die DNA-
Bindungsproteine DDB1 und DDB2. Zusammen bilden diese den UV-DDB-Komplex, der UV-
induzierte Schaden erkennt und im Folgenden die Reparatur induziert [90, 247]. Die Arbeits-
gruppe von Allakhverdiev [2] konnte in ihren Versuchen beobachten, dass Zellen die einer sehr
hohen Lichtintensitat (2000 umol-m2-s?) ausgesetzt waren, ihre Photoschaden in volliger Dun-
kelheit schneller regenerierten als die Vergleichskulturen unter Standard-Lichtintensitdten
(70 umol-m2.s1) [2]. Dies konnte bedeuten, dass die Zellen dieser Arbeit mit einer permanenten
Beleuchtung ihre photoinduzierten Schaden langsamer repariert haben, was sich negativ auf die
Wachstumsrate ausgewirkt haben kann. Dies kann wiederum dazu gefiihrt haben, dass diese Zel-
len vermehrt Coccolithen produziert haben, um diese als Lichtschattierer (siehe Kapitel 4.1.1) zu
verwenden [143].
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Abbildung 4.4:  Verlauf des po, wéhrend der Kultivierung mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus. Die schwarzen Punkte markieren
den Start der Dunkel-Phase ab einer Prozesszeit von 200 h

Abbildung 4.4 zeigt den Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks (po2) und das exponentielle Wachs-
tum der Zellen in einem Hell-Dunkel-Zyklus. Der durch die Photosynthese in der Hellphase ent-
standene Sauerstoff lasst den Partialdruck ansteigen [182]. In der Dunkelphase wird der Sauer-
stoff hingegen durch die Atmung verbraucht, wodurch es zu einer Abnahme des po,-Gehaltes
kommt. Ohne Licht metabolisieren die Zellen die Speicherkomponenten, um die Erhaltungsener-
gie und die Energie zur Zellteilung zu gewinnen, was zu einer Abnahme des Zellgewichtes fuhrt
[164, 166]. Je mehr Zellen sich in der Kultur befinden, desto héher wird der po.-Gehalt in der
Hellphase und desto stéarker sinkt er in der Dunkelphase. Ab einer Prozesszeit von 200 Stunden
ist im taglichen Anstieg des po2-Gehaltes in der Hellphase eine leichte Schulterbildung zu erken-
nen. Diese Schulter tritt tdglich zur selben Uhrzeit (~16 Uhr) auf und flihrt zu einem Abstieg des
Gehaltes um 0,3-1,6 %. Zu dieser Uhrzeit wurde der Reaktor beprobt und anschlieBend mit nicht
begasten Medium aufgefiillt, wodurch diese Abnahme zu erklaren ist. Des Weiteren war der poz-
Gehalt ab einer Prozesszeit von 400 Stunden so hoch, dass dabei der Maximalwert der Sonde
uberschritten wurde, wodurch das Signal ab einem Wert von 60 % nicht aufgezeichnet werden
konnte.

Abbildung 4.5 zeigt beispielhaft den po2-Gehalt kurz vor der Dunkelphase zur Prozesszeit 393 h.
Bei einer genauen Betrachtung des po2-Signals kann beobachtet werden, dass der Gehalt etwa 1,5
Stunden vor Beginn der Dunkelphase um 0,52 % absinkt. Ungefahr 10 Minuten vor Eintritt in die
Dunkelphase kommt es dann zu einem plétzlichen Abfall von etwa 0,38 %. Diese Beobachtung
lasst sich durch mehrere Vermutungen begriinden. Zum einen benétigen die Zellen, wie bereits
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erwahnt wurde, gefillte intrazellulare Energiespeicher fir die Teilung. Ein Absinken des po2 l&sst
daher vermuten, dass die Zellen bereits alle benétigten Komponenten fir die Zellteilung(en) so-
wie die Energiespeicher synthetisiert haben, bevor die Dunkelphase begann. Des Weiteren kann
das Absinken ein Indiz daftr sein, dass die Zellteilung durch eine innere Uhr reguliert wird, wie
es auch andere Arbeitsgruppen postulieren (eine ausfiihrliche Betrachtung dieser Hypothesen ist

im Anhang unter Kapitel 7.3.1 zu finden).

Dunkelphase
= pO2

60

~—__

pO2 [%]
8
1

20+

T T T ’ T T I
393,5 394,0 394,5 395,0
Prozesszeit [h]

Abbildung 4.5: Verlauf des poz kurz vor Beginn der Dunkelphase

Das po2-Signal der Kultur mit einer permanenten Beleuchtung zeigt keine Synchronisation des
Wachstum (siehe Abbildung 4.6). Auch bei einer detaillierten Betrachtung der Werte, kann bis
auf ein leichtes Absinken des Signals zur Probenahmezeit kein auffalliger Verlauf beobachtet
werden. Da die Zellen dort kontinuierlich Photosynthese betreiben kdnnen, steigt der po, expo-
nentiell mit der Zellzahl an. Allerdings steigt dieser gegen Ende der Kultivierung stark an, obwohl

die Zellzahl konstant bleibt.
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Abbildung 4.6:  Verlauf des po, wéhrend der Kultivierung mit einer permanenten Beleuchtung

In dieser Arbeit durchlduft die Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus in der Dunkelphase 1,32
Teilungszyklen (Berechnung nach Gleichung 3.2, Kapitel 3.6). Ein Teil der Zellen ist somit in
der Lage mindestens zwei Zellteilungen durchzufiihren. Die Arbeitsgruppe von Kottmeier et al.
[109] konnte bei der Kultivierung des Stammes RCC1216 (entspricht dem hier verwendeten
Stamm CCMP3266) in einem 16:8-Zykluses beobachten, dass sich etwa 50 % der Zellen die sich
bereits einmal geteilt hatten, noch einmal teilen. Es ist jedoch unklar, wie die Zellen die zwei
Teilungszyklen organisieren. Algen, die mehrere Tochterzellen produzieren, wie beispielweise
Chlamydomonas reinhardtii, waren bereits oft Gegenstand von Arbeiten zu Untersuchung mehr-
facher Zellteilungen. Dabei konnten mehrere aufeinanderfolgende Restriktionspunkte gefunden
werden, welche zu mehreren Zellteilungen flinrten [266]. In diesem Zusammenhang spielt die
Histon-H1-Kinase eine wichtige Rolle. Vor einem R-Punkt stieg die Kinase-Aktivitat an und nach
Erreichen des Maximums wurde die Zelle zur Teilung verpflichtet, da die Zelle ab Uberschreiten
des R-Punktes keine Mdglichkeit mehr besitzt den Zellzyklus zu unterbrechen [265]. Wenn in der
Beleuchtungsperiode zwei oder drei Peaks der Histon-H1-Kinase-Aktivitdat gemessen wurden,
fanden in der Dunkelphase zwei bis drei Runden der Reproduktionsprozesse statt, wodurch vier
oder acht Tochterzellen gebildet wurden [265]. E. huxleyi teilt sich, wie bereits erwahnt wurde,
jedoch bindr, also in zwei gleiche Zellen [109]. Das bedeutet, dass sie sich nur einmal wéhrend
einer DNS-Replikations-Teilungssequenz teilen kann [109]. Damit die Zelle sich mehr als einmal
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pro Tag teilen kann, muss eine weitere DNS-Replikations-Phase stattfinden [109]. Da die Syn-
these der Bausteine der Nukleinbiosynthese nur wahrend der Hellphase in der Gi-Phase stattfin-
det, missen die Zellen dabei bereits genug Komponenten hergestellt haben, um die Zellteilung
zweimal durchfiihren zu kénnen. Wie bereits in der Diskussion der Schiittelkolbenversuche ge-
zeigt wurde, ist die Lichtverfiigbarkeit in der Hellphase entscheidend fur den Verlauf des Zell-
zyklus, da nicht nur die Komponenten fiir die Zellteilung synthetisiert, sondern auch die benétig-
ten Energiespeicher gebildet werden. Da ein Teil der Zellen sich mehr als einmal teilt, ist es
gewiss, dass die Lichtverfugbarkeit in der Hellphase ausreichend war. Es ist allerdings auch denk-
bar, dass bei ausreichend gefiillten Speichern auch in der Dunkelphase eine Nukleinbiosynthese
stattfinden kann.

Nach Erreichen der maximalen Konzentration wéhrend des Hell-Dunkel-Zyklus nimmt die Zell-
zahl schnell ab. Diese rapide Abnahme kénnte dann auftreten, wenn ein vollstandiger Nahrstoff-
verbrauch stattgefunden hétte. Durch das regelmaRige Auffullen des Reaktors kam es jedoch zu
keinem Zeitpunkt zu einer Limitierung an Phosphat, Nitrat und Calcium (siehe unten). Eine Aus-
sage Uber andere Elemente kann allerdings nicht getroffen werden. Eine weitere Mdaglichkeit, die
die Abnahme der Zellzahl erklaren kénnte lautet, dass die Zellen Aggregate bilden und sich als
Folge dessen an den Reaktorwanden anhaften oder auf den Reaktorboden sinken. Letzteres konnte
wahrend der Kultivierung beobachtet werden. Da die Zellen mit Coccolithen eine hohere Dichte
als das Kultivierungsmedium besitzen, kann dies zum Absinken beigetragen haben. Des Weiteren
befinden sich Polysaccharide auf der Zelloberflache, wodurch sich die Zellen an Oberflachen oder
anderen Zellen anhaften [53]. Aber auch die Coccolithen sind zeitweise von sauren Polysaccha-
riden bedeckt, wodurch auch sie zu der Aggregatbildung beitragen [53, 243]. Eine Aggregatbil-
dung konnte wahrend der Kultivierung im Reaktor unter dem Mikroskop nicht beobachtet wer-
den, jedoch wurden Aggregate zuvor in den Schuttelkolbenkulturen gefunden (siehe Anhang
Kapitel 7.3.1). Um diesen Effekt entgegenzuwirken, kann die Rihrerdrehzahl erhéht werden. Al-
lerdings erhéhen sich dadurch auch die Scherkréfte auf die Zellen, wodurch die Algen und Coc-
colithen beschédigt werden [144].

Einfluss auf die Kalzifizierung

Im Vergleich zu den Vorversuchen im Schittelkolben ist die erreichte Coccolithen-Konzentration
wahrend der Kultivierung mit einem Hell-Dunkel-Zyklus nicht viel niedriger als bei einer perma-
nenten Beleuchtung. Die Kalzifizierung ist, wie bereits erwahnt wurde, aufgrund des Energiebe-
darfes ein lichtabhéngiger Prozess. Der Energieaufwand fiir ein Mol CaCOs liegt bereits bei
4,6 Mol Photonen [5, 171, 188]. Wenn davon ausgegangen wird, dass die Gesamtkosten fiir pho-
tosynthetisches Wachstum bei 24 Mol Photonen pro Mol CO: liegt, entspricht der Energieauf-
wand fiir die Bildung von CaCO; etwa 19 % der bendtigten Energie fiir das Wachstum, was einen
enormen Energiebedarf darstellt [188]. Da die erreichte Zell-Konzentration des Zyklus deutlich
hoher ist als die der permanenten Kultur, kdnnte dies die verschlechterte Kalzifizierung ausglei-
chen. Irritierend ist jedoch, dass die gemittelte Coccolithen-Bildungsrate in der Hellphase einen
Wert von 0,04 Coccolithen-Zelle-d? erreicht, wahrend sie in der Dunkelphase mit 0,08 Cocco-
lithen-Zelle-d* doppelt so hoch ist.

Die Coccolithen-Konzentration der permanenten Kultur ist trotz der niedrigeren Zell-Konzentra-
tion hoher und erreicht friher das Maximum. Dies liegt vermutlich zum Einen an der héheren
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Lichtverfugbarkeit sowie an der Tatsache, dass die Kalzifizierung bei der Zyklus-Kultur nur in
der Hellphase stattfindet [7, 81]. Wie zudem bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben
wurde, kann eine erhohte Coccolithen-Konzentration auch durch die Funktion als Lichtschattierer
resultieren. Des Weiteren konnte die Energie, die wahrend der Mitose nicht fiir die Photosynthese
genutzt werden kann, in die Coccolithenproduktion umgelenkt werden.

Zudem fallt auf, dass die Coccolithen-Produktivitat der permanenten Kultur zum theoretischen
Zeitpunkt der Dunkelphase mit 1,5 Coccolithen-Zelle-h* im Vergleich zu den anderen Werten
sehr hoch ist (siehe Tabelle 4.4). Dieser Wert ist Gber den Zeitraum der linearen Wachstumsphase
gemittelt. Grundsatzlich besteht die Coccosphére einer Zelle aus 10-15 Coccolithen [93, 253].
Die Dauer der Produktion einer einzelnen Coccolithe ist jedoch unbekannt. Es ist daher schwer
einzuschatzen, ob der Bereich der Messwerte der Reaktorkultivierung mit 0,04-4,89 Coccolit-
hen-Zelle-h! zu hoch beziehungsweise zu niedrig ausfallen. Wird die Coccolithen-Produktivitat
jedoch tiber 24 Stunden gemittelt, so wird mit 0,2 Coccolithen-Zelle*-h ein deutlich niedrigerer
Wert erreicht. Dadurch wird die Vermutung verstérkt, dass bei einer Einteilung in nicht vorhan-
dene Hell-Dunkel-Phasen die Ergebnisse stark verzerrt werden.
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Der Nahrstoffverbrauch wahrend der Kultivierungen
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Abbildung 4.7:  Verlauf der Konzentrationen sowie der Aufnahmeraten von Phosphat, Nitrat und Calcium wéhrend der Kultivie-
rungen im Ruhrkesselreaktor mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus und mit einer permanenter Beleuchtung mit
einer PFD von 350 umol-m-2.s*
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In Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse bezuglich des Nahrstoffverbrauches beider Kultivierungen zu-

sammengefasst.

Tabelle 4.5:  Zusammenfassung des Verbrauches an Phosphat, Calcium und Phosphat wéhrend der Kultivierung im
Riihrkesselreaktor mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus sowie einer permanenten Beleuchtung

Permanente

15:9-Zyklus Beleuchtung
Phosphatverbrauch [mg-L?] 120 140
Gemittelte Phosphataufnahmerate | Hellphase 0,03 0,11
[pg-Zellet-h?) Dunkelphase - -
Nitratverbrauch [mg-L?] 2298,7 219,2
Gemittelte Nitrataufnahmerate Hellphase 2,89 -
[pg-Zellet-h?) Dunkelphase - 0,14
Calciumverbrauch [mg-L] 331,9 1149,3
Gemittelte Calciumaufnahmerate Hellphase 0,35 -
[pg-Zellet-h1] Dunkelphase 0,02 3,04

Es ist zu erkennen, dass die Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus weniger Phosphat verbraucht
hat, obwohl sie im Vergleich zur Kultivierung mit einer permanenten Beleuchtung eine deutlich
hohere Zell-Konzentration erzielte. Wird davon ausgegangen, dass der Phosphoranteil an der Bi-
omasse 3,16 % ausmacht, wiirde es in der Zyklus-Kultur zu einer Biomassenzunahme von
1,2 g-L* kommen, wéhrend es bei der permanenten Kultur 1,4 g-L™ sind [182]. Der hohere Ver-
brauch an Phosphat kénnte durch den Phosphoranteil in den Coccolithen erklart werden. So liegt
der Anteil an P.Os bei 0,392 %, was bei dem gemessenen Coccolithengewicht von 0,55 pg fiir die
Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus zu einem Phosphorverbrauch von 0,2 mg-ml* und fir die
permanente Kultur zu 0,3 mg-ml* fihrt [93]. Allerdings wurde in beiden Kulturen zu wenig Phos-
phor verbraucht, um diesen Bedarf zu decken (0,039 mg-ml fiir die Zykluskultur, 0,046 mg-ml-
L fur die permanente Kultivierung). Dieses Ergebnis wird jedoch maRgeblich durch zwei Faktoren
beeinflusst: Zum einen spielt das Coccolithengewicht eine groRe Rolle, zum anderen der Anteil
von Phosphor in den Coccolithen. Im Laufe dieser Arbeit zeigt sich, dass es sich dabei nicht um
starre Werte handelt.

Wiahrend der Kultivierung mit einem Hell-Dunkel-Zyklus liegt die Phosphataufnahmerate zu Be-
ginn bei 2,12 pg-Zelle-h™* und nimmt im Verlauf der Kultivierung ab. Werden die Aufnahmeraten
tiber die exponentielle Wachstumsphase gemittelt, so nehmen die Zellen in der Hellphase durch-
schnittlich 0,03 pg-Zelle-h* auf, wahrend in der Dunkelphase keine Aufnahme beobachtet werden
kann. Wahrend der permanenten Kultivierung zeigt sich ein &hnlicher Effekt. So ist die gemittelte
Phosphataufnahmerate zum Zeitpunkt der Hellphase mit 0,11 pg-Zelle-h'* zwar deutlich hoher,
aber auch zum Zeitpunkt der Dunkelphase kann keine Phosphataufnahme beobachtet werden. Die
Ergebnisse zeigen, dass unabhéngig davon ob mit einem Hell-Dunkel-Zyklus oder mit permanen-
ter Beleuchtung kultiviert wurde, in der Nacht bei beiden Kulturen keine Phosphataufnahme statt-
fand. In den Untersuchungen von Hernandez Limén et al. [81] konnte beobachtet werden, dass
28 % der Gene, die mit dem Phosphorstoffwechsel im Zusammenhang stehen, ein Hell-Dunkel-
Expressionsmuster zeigen[81]. Dabei zeigte sich auch, dass das Expressionsmuster der anorgani-
schen Diphosphatase ihr Maximum zum Ende der Dunkelphase erreicht [81]. Dieses Enzym wird
fur die Nukleinsauresynthese benétigt und l&sst erneut eine zeitliche Regulation des Zellzyklus
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vermuten [103]. Diese Befunde und die experimentellen Beobachtungen dieser Arbeit stimmen
mit der summarischen Aussage Uberein, dass nachts keine Neusynthese von Nukleinsauren er-
folgt. Ob dies auch fir die Zellen mit doppelter Teilung gilt, bleibt jedoch offen. Wenn diese
»innere Uhr* genetisch festgelegt ist, konnte dies erklaren, warum die permanente Kultur eben-
falls eine héhere Anzahl an Teilungszyklen zu dem Zeitpunkt, in dem die Dunkelphase stattfinden
wiirde, aufwies. Allerdings wurde Stamm CCMP3266 vor der Kiiste Neuseelands isoliert und
wird die Zeitzonenverschiebung berticksichtigt, so fanden die Hell-Dunkel-Zyklen dieser Arbeit
genau entgegengesetzt zum natirlichen Tag-Nacht-Rhythmus statt. Es sehr wahrscheinlich, dass
sich eine ,,innere Uhr* innerhalb einiger Zellgenerationen in Phase und Dauer an die tatséchlichen
Bedingungen anpasst, da es auch im Meer zu Verdriftungen kommt. Da die permanente Kultur
aber zu keinem Zeitpunkt an die hier verwendeten Zyklen synchronisiert wurde, scheint eine
madgliche ,,innere Uhr* nicht den gesamten Prozess zu erklaren.

In der Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus liegt die Nitratverbrauchsrate zu Beginn bei
11,3 pg-Zelle-h'* und sinkt im Verlauf der Kultivierung ab. Wie bereits bei der Phosphataufnahme
beobachtet werden konnte, kann in der Hellphase zwar eine Aufnahme beobachtet werden, jedoch
nicht in der Dunkelphase. Mit Hilfe der neugebildeten Biomasse aus dem vorherigen Absatz und
den Angaben der makromolekularen Zusammensetzung aus Kapitel 4.2.1 konnte berechnet wer-
den, wie hoch der Stickstoffbedarf fur die Synthese von Proteinen, DNS und RNS ist. Dabei zeigt
sich, dass die Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus viel mehr Stickstoff aufgenommen hat, als
fur die Synthese der Zellkomponenten benotigt wird (N-Restkonzentration: 283,8 mg-L™), wah-
rend es bei der permanenten Kultur zu wenig war (um 123,6 mg N-L?). Im Vergleich zu der
Kultivierung mit einem Hell-Dunkel-Zyklus zeigt die Nitrataufnahmerate einen gegensatzlichen
Trend. So konnte in der Hellphase keine Nitrataufnahme beobachtet werden, wahrend in der Dun-
kelphase ein gemittelter Wert von 0,14 pg-Zelle-h erreicht wird.

Da sich die Zellen mit einem Hell-Dunkel-Zyklus wéhrend der Hellphase in der G:-Phase befin-
den und in dieser Phase Strukturen wie Proteine synthetisieren werden, ist es plausibel, dass in
der Hellphase die Nitrataufnahmerate hoher ist [99, 148, 197]. So konnten auch andere Arbeits-
gruppen beobachten, dass die Stickstoffaufnahme in der Dunkelphase verringert ist [195, 245]. In
Versuchen mit Desmodesmus quadricauda konnte beobachtet werden, dass bei der Uberfiihrung
der Kulturen in Dunkelheit die Akkumulation von RNS und Proteinen aufhdrte und die Konzent-
rationen konstant blieben, wohingegen Stérke abgebaut wurde [264]. Bei E. huxleyi ware dies der
Zeitpunkt, in dem die Zellen in die S-Phase Ubergehen. Von dieser ist bekannt, dass dort der
Stickstoffbedarf sinkt, da die Proteinbiosynthese unterdriickt wird [148]. Die Untersuchungen von
Hernandez Limon et al. [81] zeigten, dass 38 % der Gene, die mit dem Stickstoffstoffwechsel im
Zusammenhang stehen, ein Hell-Dunkel-Expressionsmuster aufweisen. Dabei zeigten die Ex-
pressionsmuster fur die Gene der Ammonium-, Harnstoff- und Nitrattransporter ein Maximum in
der Dunkelphase [81]. Diese Erkenntnis scheint auf den ersten Blick unvereinbar mit den Ergeb-
nissen dieser Arbeit zu sein, jedoch ist die Funktion der Transporter nicht darauf beschrénkt die
Stickstoffverbindungen in die Zelle zu schleusen, sondern auch den Stickstoff fur die wachstums-
bezogenen Prozesse zu bewegen [81]. Unklar ist, warum die Nitrataufnahmerate der permanenten
Kultur zum Zeitpunkt der Dunkelphase stattfindet. In C. vulgaris konnten beobachtet werden,
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dass die Zelle in der Dunkelphase Proteine aufbauen kann, was zu einem Abbau der intrazellula-
ren Speicherkomponenten fuhrt [166]. Eine Proteinsynthese ist mit der Stickstoffaufnahme ge-
koppelt und koénnte die Nitrataufnahme erklaren.

Anders als bei der Aufnahme von Nitrat und Phosphat, kann bei der Kultivierung mit einem Zyk-
lus sowohl in der Hell-als auch in der Dunkelphase eine Calciumaufnahme beobachtet werden.
Der Wert in der Dunkelphase féllt jedoch deutlich geringer aus und kann aus Schwankungen
durch die Nachweismethode resultieren. Die Bestimmung des Coccolithengewicht ergab einen
Wert von 0,55 pg. Der dadurch resultierende Calciumbedarf von 195,7 mg-L™* kann vollstandig
gedeckt werden. Die Calciumverbrauchsraten bei der permanenten Kultur liegen zu Beginn bei
einem Wert von etwa 7 pg-Zelle-h und sinken anschlieRend im Verlauf der Kultivierung ab. In
der Hellphase wird keine Aufnahme beobachtet, sondern nur in der Dunkelphase. Wahrend der
permanenten Kultur konnte keine Coccolithenmasse bestimmt werden. Die aufgenommene Cal-
ciummenge reicht allerdings aus, um den Anteil an Calcium an der Biomasse zu decken, selbst
wenn das Coccolithengewicht bei einem Literaturwert von 2,5 pg liegt [241].

Linschooten et al. [125] beobachteten, dass die Zellen am Ende ihrer Lichtphase 2,13 pg Cal-
cium-Zelle? aufgenommen hatten. In der Versuchsreihe mit einem 15:9-Hell-Dunkel-Zyklus
wird mit 2,06 pg Calcium-Zelle ein annahernd gleicher Wert erreicht. Die Versuchsreihe mit
einer permanenten Beleuchtung erreicht jedoch mit 13,89 pg Calcium-Zelle einen vielfach ho-
heren Wert. Da Linschooten et al. ebenfalls mit einem Hell-Dunkel-Zyklus kultivierten, kénnte
dieser erhohte Wert auf die in dieser Arbeit beobachtete verbesserte Kalzifizierung der perma-
nenten Kultur zurtickzufuhren sein. Da das Coccolithvesikel wéhrend der Mitose verschwindet
und erst in den Tochterzellen wieder auftaucht, konnen die Kulturen mit einer hohen Anzahl von
Teilungszyklen weniger Coccolithen bilden [125].

Im Vergleich zu den anderen N&hrstoffen zeigt die Kultur mit einem Hell-Dunkel-Zyklus in der
Dunkelphase ebenfalls eine, wenn auch geringe, Calciumaufnahme. Hernadndez Limén et al. [81]
konnten beobachten, dass 27 % ihrer getesteten Kalzifizierungs-Gene ein Hell-Dunkel-Expressi-
onsmuster zeigten [81]. Das calciumbindende Glutaminsaure-Prolin- und Alanin-reiche Ca?*-Pro-
tein (GPA) zeigt jedoch keine Anpassung an die Hell-Dunkel-Phasen [81]. Durch diese Aktivitat
in der Dunkelphase konnte die Calciumaufnahme erklart werden. Allerdings wird der Einfluss
von GPA eher im Kalzifizierungsprozess vermutet [42].

4.1.3 Fazit der Kultivierung von Emiliania huxleyi unter Hell-Dunkel-Zyklen

Wéhrend der Kultivierung mit den Stdmmen CCMP3266 und CCMP371 zeigte sich, dass das
Wachstum durch Hell-Dunkel-Zyklen stimuliert werden kann. Jedoch hatte dies einen Einbruch
der Coccolithen-Konzentration zur Folge. Es ware dadurch vorstellbar, dass zu Beginn der Kul-
tivierung die Zellzahl durch den Einsatz der Zyklen erhoht werden kdnnte und nach Erreichen der
maximalen Zell-Konzentration auf eine permanente Beleuchtung gewechselt wird, um die Coc-
colithenproduktion zu fordern. Da jedoch in den meisten Versuchen keine stationdre Phase er-
reicht wurde, ist es schwierig den passenden Zeitpunkt abzuschétzen. Leider war es aus zeitlichen
Grinden nicht mdglich, diesem Gedankengang weiter nachzugehen. Da jedoch bekannt war, dass
im Laufe dieser Arbeit in deutlich gréReren Reaktoren kultiviert werden sollte, bei denen ein
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Abschirmen der duReren Lichteinflusse nicht mdglich gewesen ware, wurde im weiteren Verlauf
auf das Einsetzen der Hell-Dunkel-Zyklen verzichtet.

Wihrend der Coccolithenaufreinigungen viele der filigranen Coccolithen des Stammes
CCMP371 zerstort wurden, werden die folgenden Versuche dieser Arbeit mit dem Stamm
CCMP3266 durchgefihrt.

4.2 Optimierung der Nihrstoffverfiigbarkeit des Mediums
zur Coccolithenproduktion

Fur die Kultivierung von marinen Mikroalgen existieren einige verschiedene Medien. Wéhrend
das ESAW-Medium in die Kategorie ,kiinstliches Meerwasser* fillt, gibt es auch Medien, wie
beispielsweise das f/2-Medium, das filtriertes Meerwasser als Basis besitzt. Alle haben das Ziel,
die bekannte Zusammensetzung des Meerwassers zu simulieren. Fir die Erforschung von ékolo-
gischen Fragestellungen, ist dies meist vollkommen ausreichen. Soll allerdings eine technische
Anwendung mit hohen Wachstumsraten und hohe Biomassekonzentrationen erzielt werden, so
muss das Medium neu optimiert werden. Bisher wurden jedoch oft nur einzelne Makroelemente
erhoht, wodurch das volle Potential nicht ausgeschopft werden konnte.

Fur die Optimierung wurden in dieser Arbeit zwei Ansétze verfolgt. In einem ersten Schritt wurde
die Zusammensetzung der Biomasse grindlich untersucht. Anhand der ermittelten Zusammen-
setzung der funktionellen Makromolekiile konnte auf die elementare Zusammensetzung geschlos-
sen werden. Diese ist wiederum entscheiden fir die Zusammensetzung der Elemente des Kulti-
vierungsmedium. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden in einem zweiten Ansatz gezielt die
Elemente des ESAW-Mediums in ihren Konzentrationen verandert.

4.2.1 Makromolekulare und elementare Zusammensetzung von Mikroalgen

Die Zusammensetzung an Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und Mineralen kann zwischen un-
terschiedlichen Arten von Mikroalgen erheblich variieren und durch die Nahrstoffverfugbarkeit
sowie Kultivierungsparameter beeinflusst werden [118]. Auch innerhalb einer Spezies kann es zu
Abweichungen kommen. Dies resultiert haufig durch den Auf- und Abbau von Speicherstoffen,
insbesondere von Starke und den Lipiden. Diese werden jedoch oft nicht explizit gemessen. Dazu
kommt, dass einzelne Komponenten wie beispielsweise die Ribonukleinsaure (RNS) stark wachs-
tumsabhangig sind. Tabelle 4.6 zeigt eine Zusammenfassung der makromolekularen Anteile in
Prozent an der Biotrockenmasse verschiedener Mikroalgen.
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Tabelle 4.6:  Makromolekulare Zusammensetzung in % der Biotrockenmasse fiir verschiedene Mikroalgen

Chlorella vulgaris Marine Mikroalgen

[134] [233] [174] [65] [27] [177]

Proteine 55 48 52 28-68 6-52 17-57

Kohlenhydrate 23 8 14 20-43 5-23 4 -37
Lipide 10 13 9 n.v. 7-23 3-18
Pigmente n.v. n.v. n.v. 2-8 n.v. 0,5-3
RNS n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
DNS n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.

n.v.: Nicht verfugbar

In den folgenden Abschnitten werden die Funktionen der einzelnen Zellkomponenten kurz be-
schrieben. Im letzten Abschnitt wird dann auf der Grundlage der makromolekularen Zusammen-
setzung der Zelle eine theoretische Berechnung zur elementaren Zellzusammensetzung durchge-
flhrt.

Proteine

Proteine fungieren fur fast alle Reaktions- und Transportschritte im Metabolismus als Katalysa-
toren. Dadurch sind sie maRgeblich am Aufbau der Biomasse beteiligt [199]. Zudem ist in Mikro-
algen das Chlorophyll an sogenannte Light-Havesting-Proteine gebunden [29]. Diese sammeln
die Lichtenergie, die dann in den Reaktionszentren der Photosysteme verwendet wird [29]. Diese
Proteine kénnen durch Akklimatisierung der Zellen variieren. Des Weiteren kdnnen weitere spe-
zifische Mikroalgen-Proteine in der Elektronentransportkette der Photosynthese gefunden werden
[127]. Auch die CO-Fixierung ist von dem Protein RuBisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-car-
boxylase/-oxygenase) abhangig. Dabei handelt es sich vermutlich um das weltweit haufigste Pro-
tein [51].

In Chlorella vulgaris liegt der Proteingehalt zwischen 43 und 68 % der Biotrockenmasse [65,
145, 198, 199, 207, 210]. Etwa 20 % der Gesamtproteine werden an die Zellwand gebunden, mehr
als 50 % befinden sich innerhalb der Zelle und 30 % wandern in und aus der Zelle [199]. Es wird
jedoch davon ausgegangen, dass der Proteingehalt in der Zelle weitestgehend konstant bleibt. Die
in der Literatur gefundenen Unterschiede sind eine Folge der Akkumulation von Speicherstoffen.
Diese sind fast wasserfrei und tragen dadurch zwar zum Gewicht, jedoch nicht zum Volumen der
Zelle bei. Folglich ist der Gewichtsanteil relativ zu betrachten. Da die Speicherstoffe zudem keine
mineralischen Anteile besitzen und dadurch nicht direkt in das Mediendesign eingreifen, kann
von einer ,,aktiven Biomasse* gesprochen werden [65].

Proteine bestehen aus Aminosauren, die durch eine Peptidbindung miteinander zu Ketten ver-
knlpft werden [139]. Tabelle 4.7 zeigt das Aminosaureprofil von Chlorella vulgaris. Dabei zeigt
sich, dass alle essentiellen Aminosduren vertreten sind, was Mikroalgen besonders interessant als
Nahrungsergénzungsmittel beziehungsweise flr den Einsatz in der Tierernahrung macht [232].
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Tabelle 4.7:  Aminoséureprofil von Chlorella vulgaris (Quelle: [199], modifiziert)

Anteil der Aminosaure in Chlorella Vulgaris (in g-100 g Protein)
Aminosaure
[130] [198] [134] [232]
Asparaginsaure n.v. 10,1 9,8 9,9
Threonin 53 5,6 52 4,3
Serin n.v. 7,2 43 51
Glutaminséaure n.v. 8,4 12,7 10,6
Glycin n.v. 79 6,1 5,8
Alanin n.v. 10,1 8,3 7,6
Cystein n.v. 0,2 1,3 1,6
Valin 7,0 2,9 6,6 6,1
Methionin 1,3 0,6 1,2 2,4
Isoleucin 3,2 0,1 44 4.4
Leucin 9,5 6,9 9,4 9,0
Tyrosin n.v. 7.8 3,1 43
Phenylalanin 55 54 55 55
Histidin 2,0 1,2 2,0 2,1
Lysin 6,4 6,3 6,7 6,2
Arginin 6,9 6,8 6,2 6,6
Tryptophan 15 2,0 2,3 1,8
Ornithin n.v. 0,1 n.v. n.v.
Prolin n.v. 2,7 49 53

n.v.: Nicht verfligbar

Stickstoff ist ein wichtiger Bestandteil der Aminosauren und daher ist es eine logische Folgerung,
dass ohne Stickstoff keine Proteine synthetisiert werden kénnen [118]. Demnach ist es unerléss-
lich den Kultivierungsmedien eine Stickstoffquelle zuzusetzen. Daflir wird am héaufigsten Nitrat,
Harnstoff und Ammonium benutzt, wobei Ammonium leichter assimiliert, da es schnell in die
Aminosduren eingebaut werden kann [118, 178]. Ammonium ist zudem, im Bereich des Abwas-
sers aus anaeroben Klaranlagen, eine der Haupt-Stickstoff-Quellen. Dadurch steigt das Interesse
der Abwasserreinigung mittels Mikroalgen [71]. Bei Kultivierungen unter Stickstofflimitierungen
konnte beobachtet werden, dass der relative Proteingehalt sinkt und die Zellen mehr Starke und
Lipide akkumulieren [212, 256]. So wird die Photosynthese durch N-Mangel nicht primar beein-
trachtigt. Neben Stickstoff wird zudem Schwefel fiir die Aminosauren Cystein und Methionin
benotigt [118].

Kohlenhydrate

Kohlenhydrate werden in die Kategorie der Struktur- und Speicherbausteine eingeordnet. Erstere
sind Uberwiegend an dem Aufbau der Zellwand und eventuell einer Mucus-Schicht beteiligt
[118]. Bei hohen Lichtintensitdten wird die Uberschissige Energie in Form von Kohlenhydraten
gespeichert [120, 164]. Der Gesamtkohlenhydratgehalt kann dann 12-46 % des Trockengewichtes
betragen [23, 65, 199]. Stérke ist dabei das haufigste Kohlenhydrat, das in Chlorella vulgaris
gefunden werden kann [199]. Sie befindet sich in den Chloroplasten und dient den Zellen als
Energiespeicher [199].
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Mikroalgen, die einen Hell-Dunkel-Zyklus durchlaufen, brauchen diese Starkespeicher in der
Dunkelphase nahezu vollstandig auf [23]. Beobachtungen legen nahe, dass die Energie fur die
DNS-Replikation und Kernteilung nicht aus der Photosynthese stammen, sondern aus den ge-
nannten Energiespeichern [264]. Ein klarer Beweis liefert auch diese Arbeit, die zeigt, dass eine
Zellteilung ohne Licht stattfinden kann (siehe Kapitel 4.1). Zudem konnten detaillierte elektro-
nenmikroskopische Untersuchungen von Wanka [248] zeigen, dass Starkeablagerungen im Py-
renoid vorhanden und nicht von der Beleuchtung abhéngig sind. Das Pyrenoid ist ein Chloroplas-
ten-Mikrokompartiment, das RuBisCO beinhaltet [140]. Die Starkeablagerungen werden auch
wéhrend der Dunkelphase gebildet und vermutlich durch den Abbau der Starkekorner erzeugt,
die sich wiederum nur bei Licht aus der tberschiissigen Energie bilden kénnen [164, 248]. Es
konnte zudem beobachtet werden, dass die Starkeablagerungen abgebaut wurden, wahrend zeit-
gleich das Maximum der DNS-Synthese und der Mitose stattfand [248]. Diese Energieunabhén-
gigkeit konnte schadliche Auswirkungen durch abrupte physiologische Veradnderungen mafgeb-
lich verringern [248].

Emiliania huxleyi speichert Kohlenstoff hauptsachlich in Form von niedermolekularen Verbin-
dungen wie Mannitol, sauren Polysacchariden, Alkenonen und Lipiden [163, 229, 236].

Lipide

Es gibt eine Vielzahl an Lipidgruppen, die von Algen synthetisiert werden kénnen, wie beispiels-
weise Tri- und Diglyceriden, Phospholipiden und Glycolipiden [118]. Die Lipide erfillen ver-
schiedenste Aufgaben. So dienen beispielsweise Phospholipide als Membrankomponenten und
Triacylgylcerine (TAGS) erfiillen die Rolle als Metaboliten und Speicherprodukte [61, 118, 224].
Der Lipidgehalt in Chlorella vulgaris kann dann 5-40 % des Trockengewichtes ausmachen [199].
Unter ungunstigen Wachstumsbedingungen, kann er auf einem Wert von bis zu 58 % ansteigen
[199, 223]. Dies bedeutet konkret, dass die Photosynthese unter glinstigen Bedingungen schneller
ablauft, als die Photosyntheseprodukte (Starke) weiterverarbeitet werden kénnen. So speichern
die meisten Mikroalgen Uberschissigen Kohlenstoff in Form von Kohlenhydraten wahrend der
Photosynthese. Daraus werden dann die Lipide aufgebaut. Eine Phosphatlimitierung kann eben-
falls eine Lipidakkumulation induzieren [260]. Ein mdglicher Erklarungsansatz hierfur lautet,
dass eine Phosphatlimitierung die RNS-Synthese verhindert wodurch dann die Starke und/oder
Proteinbiosynthese unterdriickt, was zu einer Erhéhung des Kohlenstoffflusses in Richtung Lip-
idsynthese fuhrt [260].

Haptophyta, wie Emiliania huxleyi besitzen den héchsten Lipidgehalt am Trockengewicht und
sind bekannt dafir, dass sie erhebliche Lipidspeicher, insbesondere bei Nahrstoffmangel, bei-
spielsweise bei Stickstofflimitierung, bilden konnen [61, 88]. Dadurch verringert sich die Zell-
dichte und der Auftrieb wird erhéht [61]. Da die Coccolithen eine hohere Dichte als das Meer-
wasser aufweisen, kénnte so ein Ausgleich geschaffen werden, um ein Absinken der Zellen zu
verhindern.

Die Lipidproduktion in Mikroalgen kann durch Verénderung verschiedener Parameter (beispiels-
weise Kultivierungstemperatur, pH-Wert aber hauptsachlich durch Nahrstoffungleichgewichte
(siehe oben), induziert werden [35, 178]. Dadurch und auf Grund des schnellen Wachstums kom-
men Mikroalgen als potentielle Lieferanten flr erneuerbare Biokraftstoffe in Frage [35]. Es wird
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geschatzt, dass die Olproduktivitat photosynthetischer Mikroorganismen pro Flache etwa zehn-
mal hoher ist als die von Nutzpflanzen [211]. Da die aktuelle Biodieselproduktion hauptsachlich
von Pflanzendlen und durch das Recycling von tierischen Fetten und Olen gedeckt wird, entsteht
dadurch eine Ausweitung des Ackerlandes auf Kosten des Nahrungsmittelanbaus [178]. Dieses
Problem kénnte durch die Verwendung von Mikroalgen umgangen werden, da sie, im Gegensatz
zu terrestrischen Nutzpflanzen, keinen fruchtbaren Boden oder Ackerland fir ihr Wachstum be-
nétigen [235]. Zudem kann der Wasserbedarf recycelt beziehungsweise es kann unbegrenzt ver-
flgbares Salzwasser verwendet werden.

Pigmente

Chlorophyll (Chl) ist das haufigste Pigment in Chlorella vulgaris und kann 1-2 % des Trocken-
gewichtes ausmachen [199]. Es befindet sich in den Thylakoiden als Antennenpigment wesentlich
an der Photosynthese beteiligt [199, 225]. Carotinoide machen den zweitgréBten Anteil der Pig-
mente aus und erreichen dabei Gehalte von 0,1-0,2 % des Trockengewichtes, wobei dieser in
manchen Arten sogar bis auf einen Wert von 14 % steigen kann [225]. Carotinoide kdnnen Licht
in Spektralbereichen absorbieren, in denen Chlorophyll nicht mehr effektiv wirken kann [225].
Zudem besitzen sie eine schitzende Wirkung, indem die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
gehemmt wird [225].

E. huxleyi enthalt neben Chl a und den Carotinoiden zusatzlich Chl ¢ [205]. Algen die im Meer
wachsen, erfahren mehr gelbes als rotes Licht, da Letzteres vermehrt vom Wasser absorbiert wird
[49]. Um dieses Licht dennoch zu nutzen, absorbiert Chl ¢ im Wellenldngenbereich von 500-
600 nm [49]. Des Weiteren ist Fucoxanthin in groen Mengen als Pigment vertreten [205]. Fuco-
xanthin ist ein Xanthophyll und gehért somit in die Gruppe der Carotinoide [46]. So fungiert es
als Lichtsammelkomplex fiir die Photosynthese und besitzt ebenfalls eine schiitzende Wirkung
fur die Zellen [46]. Fucoxanthin wird eine Reihe biologischer Aktivitaten fir die menschliche
Gesundheit nachgesagt, wie beispielsweise eine antioxidative, entziindungshemmende, fettredu-
zierende, antidiabetische, krebsbekdmpfend Wirkung [46]. Aufgrund dessen wird dieses Pigment
intensiv erforscht [46].

Nukleinsauren

In Algen macht die Desoxyribonukleinsdure (DNS) etwa einen Anteil von 0,6-1 % der Biotro-
ckenmasse aus [61]. Sie besteht aus Basenpaaren — Zwei Purinbasen (Adenin und Guanin) sowie
zwei Pyrimidinbasen (Cytosin und Thymin). Die Basen sind liber Wasserstoffbriicken miteinan-
der verbunden und bilden somit einen Doppelstrang [126]. Dabei bildet die Reihenfolge der Ba-
senpaare das genetische Material eines Organismus [108]. Ein Gen entspricht wiederum einem
Abschnitt der DNS, der die Information zur Herstellung eines Proteins tragt [108]. Nur etwa 5 bis
maximal 10 % der DNS ist fir die Codierung von Proteinen verantwortlich [108]. Die DNS-
Stiicke zwischen den Genen besteht h&ufig aus repetitiven Abschnitten mit unbekannter geneti-
scher Funktion [108].

In der RNS wird Thymin durch die Pyrimidinbase Uracil ausgetauscht [108]. Zudem handelt es
sich im Vergleich zur DNS um einen Einzelstrang. Der RNS-Gehalt in Zellen ist wesentlich hoher
als der DNS-Gehalt [126]. So liegt er bei Mikroalgen bei 6-10 % der Biotrockenmasse [61]. Die
RNS wird in sechs Klassen unterteilt: Heterogene nukledre RNS (hnRNA), Messenger RNS
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(mRNA), Transfer RNS (tRNA), Ribosomale RNS (rRNA), kleine nukledre RNS (snRNA) und
kleine cytoplamatische RNS (scRNA) [126]. Sie alle unterscheiden sich in ihrer Funktion und
ihrem VVorkommen, so kommt die nukledre RNS beispielsweise nur im Zellkern vor [126].

Elementare Zusammensetzung

Nach Auswertung der vorherigen Paragraphen konnte anhand der Literaturwerte eine theoretische
elementare Zusammensetzung einer Mikroalgenzelle berechnet werden. Als Basis der Berech-
nung dienten die Makromolekularen-Anteile der aktiven Biomasse, die die Arbeitsgruppe von
Ortiz-Tena et al. [65, 166] ermitteln konnten. Mit Hilfe der Strukturformeln der Aminosauren,
Pigmente sowie RNS und DNS wurden die Molekulargewichte der einzelnen Monomere berech-
net. AnschlieRend wurde der Massenanteil der einzelnen Elemente am Gewicht der polymerisier-
ten Gesamt-Komponenten berechnet (abztglich H.O, wegen Dehydrierung) und schlieBlich an
der Biomasse bestimmt. Eine Ubersicht der Rechnung findet sich im Anhang unter Kapitel 7.3.3.

Durch dieses Vorgehen konnte jedoch nur der Anteil an C, N, S, P und Mg an der Biomasse
abgeschatzt werden, weshalb zur Vollstandigkeit weitere Literaturwerte miteinbezogen wurden.
So enthalt das Trockengewicht der Algenbiomasse etwa 50 % Kohlenstoff [142]. Kohlenstoff
bildet das Grundgerist grundlegender Metaboliten wie Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren
[118]. Nach Kohlenstoff, Wasserstoff (6,3 %) und Sauerstoff macht Stickstoff mit 1-10 % (ab-
héngig ob ein hoher oder niedriger Lipidgehalt vorliegt) des Trockengewichtes ebenfalls einen
erheblichen Anteil an der Algenzelle aus [142, 178].

Weitere Elemente kdnnen aus den Makromolekiilen jedoch nicht bestimmt werden. So konnte
zwar ein Magnesium-Gehalt berechnet werden, jedoch bezieht sich dieser lediglich auf den Pig-
mentanteil, da Magnesium das Zentralatom von Chlorophyll bildet. Magnesium fungiert jedoch
beispielsweise als aktives Zentrum einiger Proteine (RuBisCo) und ist geldst im Plasma vorhan-
den, wo es vermutlich im thermodynamischen Gleichgewicht mit den gebundenen Atomen steht.
Die Anteile anderer Elemente mussen also aus gezielten Messungen ermittelt werden. Tabelle 4.8
zeigt eine Zusammenfassung solcher Messungen.
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Tabelle 4.8:  Prozentualer Anteil einiger Elemente in Chlorella vulgaris? und in 36 marinen Mikroalgen® (Quelle:
[199, 216], modifiziert)
Gehalt in g- 100 g*
Element [134] [233] [L74] [216]°
Na n.v. 1,35 n.v. 7,01-32,14
K 1,13 0,05 2,15 0,72-2,09
Ca 0,16 0,59 0,27 0,47-1,82
Mg 0,36 0,34 0,44 1,41-3,72
P n.v. 1,76 0,96 0,09-1,24
Cu n.v. tr 0,19 tr
Zn n.v. tr 0,55 n.v.
Mn n.v. tr 0,40 0,002-0,03
Se n.v. tr n.v. n.v.
| n.v. n.v. 0,13 n.v.
Fe 0,20 0,26 0,68 0,01-0,19
B n.v. n.v. n.v. 0,02-0,11
Al n.v. n.v. n.v. 0,001-0,04
Sr n.v. n.v. n.v. 0,01-0,05
Zn n.v. n.v. n.v. tr-0,004
Pb n.v. n.v. n.v. tr-0,002
Ti n.v. n.v. n.v. tr-0,005

n.v.: Nicht verfugbar, tr: Spuren

Bei der Quantifizierung der Elemente in 36 verschiedenen marinen Mikroalgen konnten Silva et
al. [216] enorme Schwankungen beobachten, obwohl in allen Versuchen die gleiche Nahrme-
dium-Formulierung verwendet wurde. Dies liegt vermutlich an der Absorptionsfahigkeit der Al-
gen und der Fahigkeit, Elemente aus der Umgebung zu bioakkumulieren ohne dabei das Wachs-
tum einzuschranken [137, 216]. Auch veréndert sich die Aufnahme durch einen unterschiedlichen
Verbrauch der Hauptelemente und die dadurch relativ veranderte Verfligbarkeit der Spurenele-
mente. Somit ist folgende Abbildung 4.8 nur eine Annéaherung der méglichen Zusammensetzung
einer Algenzelle. Generell muss angemerkt werden, dass die genauen Bedurfnisse der Algenzel-
len nicht verlasslich in der Literatur beschrieben sind.
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Abbildung 4.8:  Geschéatzte makromolekulare und elementare Zusammensetzung einer Algenzelle

Die Anteile der makromolekularen Zusammensetzung aus Abbildung 4.8 entsprechen den Werten
der aktiven Biomasse von Ortiz Tena et al. [166]. Fur die elementare Zusammensetzung wurde
ein Kohlenstoffanteil von 50 % aus der Arbeit von Mirdn et al. ibernommen, ebenso wie ein
Wasserstoffanteil von 6,3 %. Eigene Berechnungen flihrten zu einen Schwefelgehalt von 0,4 %,
der durch die schwefelhaltigen Aminoséuren zustande kommt. Diese sollen auch den groRten
Schwefelanteil in der Zelle ausmachen [62]. Da allerdings andere Komponenten wie Sulfolipide
nicht beriicksichtigt wurden und Literaturwerte mit einem Schwefelanteil von 1,3 % deutlich ho-
her angesetzt sind, wurden der berechnete und der Literaturwert gemittelt [142]. Fur die Angabe
des Stickstoffgehaltes wurde der Anteil an den Proteinen, der Pigmente und an der RNS sowie
DNS berechnet (siehe Anhang, Kapitel 7.3.3). Fur die Anteile an Magnesium und Phosphor wur-
den die Gehalter des jeweiligen Elementes an den Pigmenten beziehungsweise an den Nuklein-
séuren berechnet und mit den Literaturwerten aus Tabelle 4.8 gemittelt. Bei den restlichen Ge-
halten handelt es sich um die gemittelten Werte aus Tabelle 4.8 und aus den Daten der
Arbeitsgruppe von Miro6n et al. [142]. In die Kategorie der Spurenelemente sind alle Elemente
aus der Tabelle 4.8 und Tabelle 4.11 zusammengefasst, deren Prozentangaben so niedrig waren,
dass sie die Ubersichtlichkeit der Abbildung 4.8 gestért hitten. Unter dem Legendenpunkt ,,Rest*
werden alle Elemente einbezogen, deren Zuordnung nicht méglich war.
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4.2.2 Optimierung des ESAW-Mediums fiir die Kultivierung von Emiliania huxleyi zur
Coccolithproduktion

Variation der Stickstoffquelle

Stickstoff ist ein Makroelement, welches flir das Wachstum aller Organismen benétigt wird [32].
Es ist nach Kohlenstoff das zweithaufigste Element in Algen und essentiell fir die Biomassepro-
duktion [32, 114, 122, 256]. Neben der Synthese von Proteinen wird es auch flr die Herstellung
anderer essentieller Biomolekiile wie Chlorophylle, Enzyme, Energietransfermolekiile (ADP,
ATP) und genetischem Material (DNS/RNS) benétigt [32, 132]. Algen kdnnen Stickstoff in Form
von Nitrat, Nitrit und Ammonium sowie teilweise als Harnstoff aufnehmen [32]. Der Stickstoff-
gehalt in der aktiven Biomasse kann zwischen 5 % bis tber 10 % betragen.

Die Stickstoffquelle im ESAW-Medium ist Natriumnitrat (NaNOs). Bei vielen Mikroorganismen
und auch bei Mikroalgen stell Ammonium (NH4*) jedoch die bevorzugte Stickstoffquelle dar
[245]. Sobald es im Medium verfligbar ist, wird die Alge keine andere Stickstoffquelle verwen-
den, bis das gesamte Ammonium verbraucht ist [122]. Im Meerwasser ist allerdings kein bezie-
hungsweise kaum Ammonium vorhanden [222, 245]. Aus diesem Grund soll das Wachstum und
die Kalzifizierung der marinen Alge E. huxleyi mit Ammonium als Stickstoffquelle untersucht
werden. Ammonium ist technisch wesentlich besser verfligbar, weshalb es eine relevante Rolle
bei einer moglichen Massenproduktion spielt. Bei der Kultivierung von Mikroorganismen mit
Ammonium als einiger Stickstoffquelle zeigt sich, dass es zu einer Erniedrigung des pH-Wertes
kommt, wahrend bei der Verwendung von Nitrat der gegenteilige Effekt eintritt [182]. Eine de-
taillierte Beschreibung dieses Effektes findet sich in den folgenden Abschnitten.

Dieser Versuch wurde mit dem Stamm CCMP3266 in Dreifachbestimmung im Schittelkolben
(250 ml) bei einer kontinuierlichen Beleuchtung mit 350 pmol-m2-s2 durchgefiihrt. Die Stick-
stoffkonzentration des Natriumnitrats (NaNO3) im ESAW-Medium (Zusammensetzung im An-
hang 7.2.2 zu finden) wurde durch die aquivalente Menge an Ammoniumchlorid (NH4CI) ersetzt.
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Abbildung 4.9:  Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration (unten) wahrend der Kultivierung mit Natrium-
nitrat (NaNO3) und Ammoniumchlorid (NH,CI) als Stickstoffquelle. Rechts: Der Einfluss der Stickstoffquelle auf
die Wachstumsrate (oben) und zellulare Coccolithen-Produktivitat (unten) von E. huxleyi

Abbildung 4.9 zeigt den Verlauf der Zell-Konzentration bei einer Kultivierung mit Natriumnitrat
beziehungsweise mit Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle. Ab Tag 5 nehmen die Zellzahlen
beider Kulturen kontinuierlich zu, bis sie ihr jeweiliges Maximum erreichen. Mit NaNOs als
Stickstoffquelle wird die maximale Zell-Konzentration an Tag 14 mit einem Wert von
8,4-107 Zellen-ml* erreicht. Die gemittelte Wachstumsrate tber die lineare Wachstumsphase liegt
bei 0,46 d*. Die maximale Zellzahl bei einer Kultivierung mit NH4CI liegt bei 8,6-10" Zellen-ml-
L und wird an Tag 16 erreicht. Die gemittelte Wachstumsrate liegt bei einem Wert von 0,56 d.
Die Zellzahlen beider Versuchsreihen sinken nach Erreichen der maximalen Konzentration.

In den ersten 5 Kultivierungstagen bleibt die Coccolithen-Konzentration unveréndert. Bei einer
Kultivierung mit Nitrat steigt die Konzentration am darauffolgenden Tag an und erreicht an Tag
14 mit einem Wert von 2,1-108 Coccolithen-ml* das Maximum. Die zellulare Coccolithen-Pro-
duktivitat liegt bei 1,7 Coccolithen-Zelle*-d. Bei der Kultivierung mit Ammonium steigt die
Coccolithenzahl bis Tag 9. Anschlielend sinkt sie bis Kultivierungstag 21 ab. Ab Tag 22 steigt
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sie erneut an und erreicht schliellich an Tag 24 die maximale Coccolithen-Konzentration von

6,2-10" Coccolithen-ml. Hier liegt die Coccolithen-Produktivitét bei 0,8 Coccolithen-Zelle™-d-
1

Die erreichten Zell-Konzentrationen beider Stickstoffquellen erreichen vergleichbare maximale
Werte und auch die gemittelten Wachstumsraten sind &hnlich. Dies zeigt, dass E. huxleyi Ammo-
nium (NH.") ebenfalls verstoffwechseln kann, obwohl es kein Bestandteil von Meerwasser ist
[222]. Bei Chlorophyten wie Chlorella, Scenedesmus und Dunaliella ist bekannt, dass sie ammo-
niumtoleranter sind als beispielsweise Diatomeen, Dinoflagellaten und Raphidophyten [269]. Da
das Wachstum von E. huxleyi mit Ammonium als Stickstoffquelle bisher kaum erforscht wurde,
ist eine Einordnung der Ammoniumtoleranz schwierig. Zu hohe Ammoniumkonzentrationen kon-
nen zur Wachstumshemmung und sogar zum Zelltod fiihren [72, 114, 122]. Ammonium kann die
Synthese von Pigmenten inhibieren und auch die Photosyntheseaktivitét in C. vulgaris beeinflus-
sen [122]. In Versuchen von Zhao et al. [269] mit der SuBwassergriinalge Chlorella pyrenoidosa
zeigte sich, dass das Wachstum mit steigender Ammoniumkonzentration zunahm (70 mg-L*
NH.*-N bis 280 mg-L™). Ab einer Konzentrationen von 462 mg-L™* starben die Algen innerhalb
von zwei Tagen ab [269]. Ammonium liegt im Medium im Gleichgewicht mit Ammoniak. Da
dieses ungehindert durch die Zellmembran diffundieren kann, kénnte es zu einer mangelhaften
Aufnahmeregelung kommen und damit zur Inhibierung. In dieser Arbeit wurde mit 34 mg-L*
eine Ammoniumkonzentration verwendet, die weit unter den getesteten von Zhao et al. lag. Da
in dieser Arbeit beide Versuchsreihen eine ahnliche Zell-Konzentration erreichten, lag vermutlich
keine Inhibition des Wachstums durch Ammonium vor.

Wird die maximal erreichte Coccolithen-Konzentration beider Versuchsreihen verglichen, so
zeigt sich schnell, dass die Kalzifizierung wéhrend einer Kultivierung mit Ammonium als Stick-
stoffquelle nicht aufrechterhalten werden konnte. Lefebvre et al. [121] kultivierten E. huxleyi zum
einen mit Nitrat und zum anderen mit Nitrat und Ammonium. Dabei konnte beobachtet werden,
dass die Coccolithen in Anwesenheit von Ammonium unvollstandig waren [121]. Im direkten
Vergleich zeigten die Coccolithen, die ausschlieBlich mit Nitrat als N-Quelle kultiviert wurden,
keine morphologischen Fehlbildungen [121]. Wenn der Einsatz von Ammonium dazu gefuhrt hat,
dass die Coccolithen bruchanfalliger wurden, konnte in dieser Arbeit eine verringerte Coccolit-
hen-Konzentration bestimmt worden sein. Da wahrend der Aufreinigung einige Male zentrifu-
giert werden muss (siehe Kapitel 3.5.3), kénnten die Coccolithen dadurch zerstort und bei der
Auszéhlung nicht beriicksichtigt worden sein.

Jedoch konnte beobachtet werden, dass nicht nur die Coccolithenstruktur durch Ammonium be-
einflusst, sondern auch die Kalzifizierungsrate verringert wird [121]. Dies wird in dieser Arbeit
ebenfalls durch die verringerte zellulare Coccolithen-Produktivitat bei der Kultivierung mit Am-
monium beobachtet. Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben, besitzt die Kalzifizierung einen enor-
men Energiebedarf. Flr die Aufnahme von Nitrat muss die Zelle jedoch mehr Energie aufwenden
als fur die Aufnahme von Ammonium. Die Nitrataufnahme erfolgt durch spezielle Transporter
[230]. Nitrat wird im Cytosol dann durch die Nitratreduktase (NR) zu Nitrit (NOy") reduziert. Da
Nitrit ein Zellgift ist muss es schnell umgesetzt werden [60]. Die Umwandlung von Nitrit erfolgt
dann durch die Ferredoxin-Nitritreduktase (NiR), die ausschlieRlich in den Chloroplasten vor-
liegt, wodurch Ammonium (NH.") entsteht. Die Aufnahme von Ammonium verbraucht hingegen
weniger Energie, da es nicht reduziert werden muss [114, 118, 132]. W&hrend Ammoniak durch

60



4.2 Optimierung der Nahrstoffverfligbarkeit des Mediums zur Coccolithenproduktion

die Zellmembran diffundieren kann, muss die Aufhahme von Ammonium durch die Ammonium-
transporter an der Plasmamembran reguliert [59, 98, 132]. AnschlieRend kann das Ammonium in
Aminosduren und stickstoffhaltige Metaboliten eingebaut werden [204].

Auch wenn der Energiebedarf der Stickstoffaufnahme nicht der ausschlaggebende Punkt fiir die
geringere Coccolithenbildung ist, so kdnnte die Aufnahme der beiden Stickstoffverbindungen die
Kalzifizierung doch anderweitig beeinflussen. So entstehen bei der Aufnahme von Nitrat tber-
schussige OH™-lonen, wéhrend bei der Aufnahme von Ammonium Uberschissige H*-lonen ent-
stehen [121, 187, 193]. Um den intrazellularen pH-Wert nicht zu versauern und um die Ladungs-
bilanz auszugleichen, muss das H* aus der Zelle transportiert werden [121]. Wie in Kapitel 2.2
bereits ausfuhrlich beschrieben wurde, entsteht im Coccolithvesikel durch die Umwandlung von
HCOs zu CO3z? ebenfalls H* [5, 28, 153]. Wird dieses H* nicht entfernt, wiirde der pH-Wert des
Coccolithvesikels sinken und eine Ausfallung von CaCO3; hemmen [5]. So kénnte durch die Am-
moniumaufnahme ein H*-Uberschuss in der Zelle vorliegen, wodurch die Kalzifizierungsrate re-
duziert wird.

Da die Zellen das tiberschiissige OH" und H* aus der Zelle schleusen, um den intrazellul&ren pH-
Wert aufrechterhalten zu kénnen, andert sich der pH-Wert des Mediums bei einer Kultivierung
mit Nitrat ins alkalische, wéahrend er bei Ammonium ins saure umschlégt [105, 182, 193]. Durch
die CO.-Begasung wahrend der Kultivierung kommt es jedoch ebenfalls zu einer Verringerung
des pH-Wertes (siehe Gleichung 4.1, [92]), so wiirde eine Kultivierung mit Nitrat zwei Stellmittel
bendtigen, wéhrend bei einer Kultivierung mit Ammonium eines ausreichen wirde.

CO,(g+H,0=2C 04 HH,0=2H,CO; 4.1)

Wie die nachfolgende Tabelle 4.9 zeigt, anderte sich der pH-Wert im Laufe der Kulturen entgegen
der Erwartungen.

Tabelle 4.9:  Veradnderung des pH-Wertes wahrend der Kultivierung mit NaNOs und NH4Cl

Stickstoffquelle pH-Wert zu Beginn pH-Wert am Ende
NaNQO3 7,79 7,61
NH.CI 8,01 7,73

Es ist zu erkennen, dass in beiden Kultivierungen der pH-Wert absinkt. Bei einer Kultivierung
mit Nitrat betragt die Abnahme 0,18 pH-Stufen, wahrend es bei einer Kultivierung mit Ammo-
nium 0,28 Stufen sind. Dies l&sst vermuten, dass wéhrend einer Kultivierung mit Nitrat der ver-
ringernde Effekt auf den pH-Wert durch CO; starker war.

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung des ESAW-Mediums beinhaltet es viele Komponen-
ten, die einen Nahrstoffnachweis verfalschen kénnen. So lieferten auch die getesteten Ammo-
nium-Nachweismethoden (Messungen mit Hilfe des Photometers und Reflektometers) keine zu-
verlassigen Ergebnisse. Somit kann leider keine Aussage Uber die aufgenommene
Stickstoffmenge aus der Versuchsreihe mit Ammoniumchlorid getroffen werden.
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Variation der elementaren Zusammensetzung des ESAW-Mediums

Aufgrund der bisher niedrigen erreichten Zell- und Coccolithen-Konzentrationen sollte das
ESAW-Medium fir die folgenden Reaktorkultivierungen modifiziert werden. Das ESAW-Me-
dium simuliert Meerwasser, wodurch die Néahrstoffverfligbarkeit fiir eine moglichst hohe End-
konzentration der Biomasse und Coccolithenausbeute nicht ausreichend ist [77]. Daher wurden
in den folgenden Versuchen nacheinander die Konzentrationen aller Elemente im Medium erhoht.
Dabei sollten zum einen die Elemente bestimmt werden, die direkt an der Biomasse- und Cocco-
lithenbildung beteiligt sind und zum anderen die Elemente, welche die Umgebungsbedingungen
bestimmen.

Die Versuche wurden jeweils in Dreifachbestimmung im Schittelkolben (250 ml) mit dem
Stamm CCMP3266 durchgefihrt. Bei jedem Ansatz wurden mehrere Modifikationen gleichzeitig
getestet. So wurden beispielsweise in Ansatz 1 drei Konzentrationserhéhungen (25-, 50- und 100-
fach) an Stickstoff, Phosphor, den Spurenelementen (enthalten unter anderem Zn, Co, Mn, Ni und
andere) und Vitaminen parallel getestet. Aufgrund der Menge an Daten werden in den folgenden
Kapiteln aus jeder Versuchsreihe nur die Kurvenverldufe mit den besten Ergebnissen dargestellt.
Die ausfiihrlichen Diagramme sowie eine Tabelle in der alle Konzentrationsverdanderungen dar-
gestellt sind, befinden sich im Anhang (Kapitel 7.2.2, Tabelle 7.5 sowie Kapitel 7.3.3, Abbildung
7.12-Abbildung 7.17). Die folgende Tabelle 4.10 gibt eine Zusammenfassung der Modifikations-
ansdtze. Dabei wird der Ansatz mit einer Nummer bezeichnet, der auch in der grafischen Darstel-
lung dquivalent eingesetzt wird. Des Weiteren wird die Veranderung des Mediums aufgefiihrt,
sowie die Versuchsreihe, die in Abbildung 4.10 dargestellt wird. Stockldésungen, die in dem An-
satz nicht aufgelistet sind, wurden in der ESAW-Konzentration zugesetzt.

Tabelle 4.10:  Uberblick der verschiedenen Versuchsansitze zur Optimierung des ESAW-Mediums
Ansatz Veranderung | In Abbildung 4.10 dargestellt
0 Unverdndertes ESAW-Medium
1 Erhéhung der Konzentration an | 25x Stickstoff-, Phosphor-, Spurenelement-
Stickstoff, Phosphor, den Spuren- | und Vitamin-konzentration
elementen und der Vitamine
2 Reduktion der Spurenelemente 25x Stickstoff-, Phosphor- und Vitamin-Kon-
zentration, 5x Spurenelement-Konzentration
3 Erhéhung der Vitaminkonzentra- | 25x Stickstoff-, Phosphor- und Spurenelement-
tion Konzentration, 50x Vitamin-Konzentration
4 Erhoéhung der Eisenkonzentration | 25x Stickstoff-, Phosphor- und Spurenelement-
Konzentration, 50x Vitamin-Konzentration, 5x
Eisen-Konzentration
5 Erhohung der Siliziumkonzentra- | 25x Stickstoff-, Phosphor- und Spurenelement-
tion Konzentration, 50x Vitamin-Konzentration, 1x
Eisen-Konzentration, 12,5x Silikat-Konzentra-
tion
6 Erhdhung aller Elemente der | 25x Stickstoff-, Phosphor- und Spurenelement-
Salzlésung | und Il Konzentration, 50x Vitamin-Konzentration, 1x
Eisen-Konzentration, 12,5x Silikat-Konzentra-
tion, 2x Salzldsung I und Il (mit Ausnahme von
NaCl)

62



4.2 Optimierung der Néhrstoffverfiigbarkeit des Mediums zur Coccolithenproduktion
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Abbildung 4.10: Darstellung der héchsten Zell-und Coccolithen-Konzentrationen der sechs Modifikationsansatze des ESAW-Medi-
ums zur Wachstums- und Kalzifizierungsoptimierung

Abbildung 4.10 zeigt die maximal erreichten Zell- (griin) und Coccolithen-Konzentrationen
(grau). In keiner der getesteten Versuchsansétzen kam es zu einer Limitierung an Stickstoff, Phos-
phor oder Calcium (siehe Kapitel 7.3.3, Tabelle 7.16).

Bei der Verwendung des unverdnderten ESAW-Mediums werden Zell-Konzentrationen
von 8,4-107 Zellen-ml erreicht. Von allen Versuchsansatzen ist dies die niedrigste erreichte Zell-
zahl. Auch der Wert der Coccolithen-Konzentration ist mit 3,1-:10% Coccolithen-ml* der ge-
ringste.

Erhohung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat, den Spurenelementen und Vitaminen

Durch die 25-fache Erh6hung der Phosphor-, Stickstoff-, Spurenelement- und Vitamin-Konzent-
ration kann die maximale erreichte Zell-Konzentration auf 1,4-108 Zellen-ml* erhéht werden.
Auch die Kalzifizierung scheint positiv stimuliert zu werden. So steigt die Coccolithen-Konzent-
ration auf 1,1-10° Coccolithen-ml* an.

Stickstoff ist notwendig fur die Biomassenbildung und besitzt dadurch als logische Konsequenz
einen positiven Einfluss auf das Wachstum von Mikroalgen [178]. In Versuchen mit der Griinalge
Chlorella vulgaris konnte gezeigt werden, dass je niedriger die Nitratkonzentration in dem Kul-
tivierungsmedium war, desto friiher erreichte die Kultur die stationdre Phase [256]. Auch die
Wachstumsrate wird durch die verfiigbaren Nitratkonzentrationen beeinflusst. So beobachtete die
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Arbeitsgruppe von Feng et al. [57], dass die Wachstumsrate mit steigender Nitratkonzentration
(3,7-50 pM) zunahm (0,1-0,8 d). So zeigte sich auch in dieser Arbeit eine Erhéhung der gemit-
telten Wachstumsrate in der exponentiellen Wachstumsphase. Bei der Verwendung des unveran-
derten ESAW-Mediums wurde eine Rate von 0,5 d* erreicht, wahrend sie bei dem Modifikati-
onsansatz 1 bei 0,8 d* lag.

Auch Phosphor besitzt einen enormen Einfluss auf das Wachstum. Es ist ein essentieller Makro-
nahrstoff fur alle lebenden Zellen und macht etwa 1 % der durchschnittlichen Mikrobe aus [16].
Es spielt eine wichtige Rolle bei der Energiespeicherung und wird in der Zelle beispielsweise in
Form von ATP oder Polyphosphaten gefunden [16]. Auf den ersten Blick kommt Phosphor relativ
héufig vor, da es das hdufigste Element im Universum ist, die Haufigkeit in der Erdkruste ist
jedoch gering [52]. In Gewassern liegt es hauptséchlich als Phosphat vor [62]. Es wird vermutet,
dass Algen Phosphor bevorzugt als Orthophosphat aufnehmen, dessen Verfligbarkeit Uber den
pH-Wert reguliert wird [62, 193]. Wird wahrend einer Kultivierung der Phosphor aus dem Me-
dium aufgebraucht, sinken die Wachstumsraten augenblicklich ab und es kommt zu einem Still-
stand der Zellteilung [169]. Eine Erhdhung der Phosphatkonzentration im Medium (0,5-20 pM)
fahrt jedoch nicht zu einer Steigerung der Wachstumsrate, diese bleibt tiber den gesamten Kon-
zentrationsbereich konstant [57]. Dies bedeutet im Umkehrschluss auch, dass das Wachstum von
E. huxleyi bei niedrigen Phosphatkonzentrationen nicht negativ beeinflusst wird. So gelten nied-
rige Phosphatkonzentrationen sogar als ein Ausloser flir die Algen-Bliten von E. huxleyi. Im Golf
von Maine wurden, an einer Messstation innerhalb der Blte, niedrigere Phosphatkonzentrationen
(0,02-0,16 uM) gemessen als an einer Station auf3erhalb der Bliute (0,21-0,49 uM) [234]. In der
Nordsee konnte durch Van der Wal et al. [242] ebenfalls eine geringere Phosphatkonzentration
beobachtet werden (0,1 UM im Vergleich zu 0,3 uM). Diese niedrigen Konzentrationen schienen
das Wachstum von E. huxleyi jedoch nicht zu limitieren. Dies kdnnte daran liegen, dass die Alge
das Enzym ,,alkalische Phosphatase® synthetisieren kann [113, 195]. Dadurch kénnen Phosphat-
Gruppen von geldsten organischen Molekiilen entfernt werden, wodurch die Alge einen Vorteil
gegeniiber anderen Mikroorganismen besitzt, deren Wachstum bei einem Mangel an anorgani-
sches Phosphat begrenzt ist [238].

Der Einfluss von Stickstoff und Phosphor auf die Kalzifizierung ist umstritten. So beobachteten
Feng et al. [57] durch die Erhohung der Nitratkonzentration eine Zunahme der Kalzifizierungs-
rate. Bei einer Konzentration von 50 uM Nitrat erreichte sie das Maximum der Rate mit einem
Wert von etwa 0,5 pg C-Zelle-d*. Bei einer weiteren Steigerung der Nitratkonzentration blieb
die Kalzifizierungsrate konstant [57]. Begrindet wurde diese Beobachtung damit, dass Stickstoff
bedeutsam fiir die Nukleinséure- und Proteinbiosynthese ist. Eine Erhéhung der Nitratkonzentra-
tion konnte die Herstellung von Proteinen geférdert haben, die als wichtige Transporter bei der
Kalzifizierung fungieren, wodurch eine héhere Coccolithen-Konzentration erreicht werden kann
[57, 188]. Weiterhin ist Stickstoff das Element fur die Synthese der organischen Matrixmateria-
lien der Coccolithen, weshalb eine Stickstofferhdhung in diesem Versuch zu einer Erhéhung der
Coccolithen-Konzentration um 353 % gefuhrt haben kénnte [57, 160, 206]. Bei einer Erhéhung
der Phosphorkonzentrationen blieb die Kalzifizierungsrate jedoch konstant [57].

Gegen diese Beobachtungen sprechen jedoch die Versuche von Paasche [169]. Diese zeigten,
dass die Anzahl der neu produzierten Coccolithen pro Zelle, in P-und N-limitierten Medium, von
34+36 auf 100+120 anstieg [169]. In der P-limitierten Kultur war die Mehrzahl der Coccolithen
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Uberverkalkt, wéahrend eine N-Limitierung zu einer Unterverkalkung fuihrte [169]. Einer N-Limi-
tierung fuhrte zudem zu einem Riickgang des Calciumgehaltes der Coccolithen um 20 %, wéh-
rend eine P-Limitierung zu einem Anstieg von 15 % fiihrte [169]. Diese Ergebnisse werden in
den Versuchen von Linschooten et al. [125] bestatigt. Sie zeigten, dass eine Nitrat- und Phosphat-
limitierung zu einer Zellgeneration fiihrte, die mehrere Coccolithenschichten besal3. Eine erhéhte
Coccolithenproduktion bei Nahrstoffmangel konnte fiir die Zellen den Vorteil haben, dass sie im
Ozean schneller absinken und so in tiefere, nahrstoffreichere Gewésser gelangen wiirden [125].
Dieser Effekt muss jedoch nicht ausschlieBen, dass die Kalzifizierung bei einem Uberschuss an
Stickstoff und Phosphor ebenfalls positiv beeinflusst wird.

Erniedrigung der Spurenelementkonzentration

Da in den Versuchen aus Ansatz 1 beobachtete werden konnte, dass ab einer 50-fachen Erhéhung
der Phosphat-, Nitrat, Spurenelement- und Vitaminkonzentration das Wachstum stark einge-
schrankt wurde, wurde in Ansatz 2 der Anteil an den Spurenelementen reduziert. So sind Spuren-
elemente fur das Wachstum essentiell, wirken aber in zu hohen Konzentrationen toxisch [37].

Bei der Verwendung einer 25-fachen Konzentration an Phosphat, Nitrat und den Vitaminen sowie
einer 5-fachen Konzentration der Spurenelemente, wurde eine maximale Zell-Konzentration von
1,1-108 Zellen-ml* erreicht. Die Coccolithen-Konzentration erreicht einen maximalen Wert von
9,1-108 Coccolithen-ml™. Im Vergleich zu der ersten Modifikation sind jedoch die Zell- und vor
allem die Coccolithen-Konzentrationen geringer. Auch ist die gemittelte Wachstumsrate mit ei-
nem Wert von 0,3 d* im Vergleich zu 0,8 d* deutlich niedriger. Dies lasst darauf schlieRen, dass
es zu einer Limitierung eines Elementes kam, das sich in der Spurenelement-Stocklésung befand
(siehe Tabelle 7.2).

In dieser Stockldsung befinden sich sechs verschiedene Elemente, somit ist eine gezielte Aussage,
welches Element limitierend gewirkt haben kénnte, schwierig. Tabelle 4.11 gibt einen Uberblick
der Spurenelementzusammensetzung vier verschiedener Mikroalgen. Diese beinhaltet drei der
sechs Elemente und gibt keine Angaben tber die Konzentrationen an Co, Mo und Ni.

Tabelle 4.11:  Spurenelementzusammensetzung verschiedener Mikroalgen (mg pro kg Trockenmasse) [232]

Chlorella Micractinium Nannochloris ba- Tetracvstis s
vulgaris reisseri cillaris y P-
Mangan 346+0,6 32,0+0,5 174+0,4 19,4+05
Selen 0,6+0,1 0,5+0,2 n.v. 0,6+0,2
Zink 25,4+0,3 11,5+0,3 10,9+0,2 11,0+0,4

n.v.: Nicht verfiighar

Dabei ist zu erkennen, dass Mangan den grofiten Anteil der drei Spurenelemente ausmacht. Man-
gan wird fir die Photosynthese bendtigt und dient dort als Metalloenzym [218]. Es ist ein Cofak-
tor des Photosystem 11 und Bestandteil des Sauerstoff entwickelnden Prozesses [218]. Es fungiert
zudem als Cofaktor in enzymatischen Antioxidanten [218]. Im ersten Modifikationsansatz waren
im Medium 3,0 mg-L* an Mangan vorhanden. In diesem Versuchsansatz sind es lediglich
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0,6 mg-L™*. Mangan ist laut den Ergebnissen von Jakob et al. [93] zudem das einzige Element der
Spurenelementldsung, das in den Coccolithen vertreten ist. Dadurch wird der Verdacht einer
Manganlimitierung verstéarkt und konnte den enormen Riickgang der Coccolithen-Konzentration
im Vergleich zum ersten Modifikationsansatz erklaren.

Neben Mangan sind noch einige andere Elemente mit wichtigen Funktionen in der Spurenele-
mentlosung vorhanden. So wird fiir die Stickstofffixierung beispielsweise Molybdéan benétigt.
Aufgrund der Fahigkeit Valenzzustéande zu veréndern, spielt es eine grofle Rolle bei Redoxreak-
tionen [62]. Cobalt ist hingegen fiir die Vitamin B12-Produktion unentbehrlich [193]. Doch Spu-
renelemente bringen haufig unvorhersehbare Probleme fur die Kultivierung mit sich. So neigen
sie dazu, sich mit anderen Bestandteilen des Mediums zu verbinden, was zur Ausfallung fhrt.
Dadurch stehen die gebundenen Elemente nicht mehr zur Verfigung [193]. Die Zugabe von Me-
tallchelatoren wie EDTA konnen dieses Problem verringern [193]. Zum anderen knnen sich
Schwermetalle an funktionelle Gruppen auf der Zelloberflache binden [137]. In den Versuchen
von Maznah et al. [137] aggregierten die Zellen daraufhin. Dies wird vermutlich durch die Sek-
retion von Polysachcariden als Reaktion auf die gebundenen Schwermetalle induziert [137].
Diese Polysaccharide besitzen Hydroxyl-, Sulfat- und Carboxylgruppen, die als starke lonenaus-
tauscher wirken und somit Komplexierungsstellen fur Metallkationen darstellen [267].

Wie im Anhang unter Kapitel 7.3.3, Abbildung 7.13 gezeigt ist, konnte in dieser Versuchsreihe
auch bei einer 50-fachen Erhéhung an Nitrat, Phosphat und den Vitaminen ein Zellwachstum
beobachtet werden. Dieses verlief jedoch langsamer und auch die maximal erreichten Zell- und
Coccolithen-Konzentrationen waren niedriger als bei einer 25-fachen Konzentration. Aufgrund
dieses Ergebnisses lasst sich jedoch vermuten, dass im ersten Modifikationsansatz tatsachlich der
toxische Einfluss der Spurenelemente das Wachstum begrenzt hat.

Erhohung der Vitaminkonzentration

Die Zell- und Coccolithen-Konzentration war im ersten Modifikationsansatz héher als im zwei-
ten. Daher wurde fir die weitere Optimierung des Mediums eine 25-fache Konzentration an Phos-
phat, Nitrat und den Spurenelementen gewahlt und mit der 50-fachen Konzentrationen an Vita-
minen versehen. Dieser Ansatz fuihrte zu einer maximalen Zellzahl von 2,3-108 Zellen-ml* und
einer Coccolithen-Konzentration von 5,1-10% Coccolithen-ml™. Im Vergleich zum ersten Modifi-
kationsansatz zeigt sich somit, dass die Zellzahl deutlich hoher, die Coccolithen-Konzentration
jedoch fast um den Faktor 5 geringer ist.

In der Vitaminldsung des ESAW-Mediums sind drei Vitamine vertreten: Thiamin, Biotin und
Cobalamin. Thiamin wird von der Zelle zu dem Coenzym Thiamindiphosphat umgewandelt, wel-
ches an der Acteyl-Coenzym-A-Synthese beteiligt ist und dariiber Einfluss auf den Citratzyklus
ausuben kann [97, 139]. Biotin ist ein Coenzym fir viele Carboxylierungsreaktionen und scheint
im Zellkern an der Genregulation beteiligt zu sein [78, 126]. Cobalamin wird fiir die Durchfiih-
rung des Folat-Zyklus bendtigt, welcher wiederum eine wichtige Rolle fur die DNS-Synthese
spielt [259]. Somit kdnnen zwei der drei eingesetzten Vitamine mit dem Zellzyklus in Verbindung
gebracht werden, wodurch das Wachstum der Kultur positiv stimuliert werden kénnte.
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Des Weiteren sind Algen dazu befahigt mit Hilfe von periplasmatischen Aminosdureoxidasen
Aminosduren zu desaminieren, wodurch Ammonium entsteht [114]. Vitamine sind keine Amino-
séuren. Jedoch beinhalten Thiamin sowie Cobalamin eine Aminogruppe (-NH.). So kénnte auch
hier durch eine Desaminierung die Aminogruppe abgespalten werden, wodurch Ammonium ent-
stinde. Wie bereits ausflhrlich beschrieben wurde, gilt Ammonium als bevorzugte Stickstoff-
quelle [245]. Zudem wird keine andere Stickstoffquelle verwendet, bis das gesamte Ammonium
aus dem Medium verbraucht wurde [122]. Im Falle von Nitrat als zweite Stickstoffquelle wurde
beobachtet, dass die Nitrataufnahme stark reduziert wurde, sobald Ammonium fiir die Zelle vor-
handen war [121, 245]. Bei E. huxleyi zeigte sich, dass eine Ammoniumkonzentration von 0,2 pM
bereits die Nitrataufnahme halbiert und eine Konzentration von 2,2 uM die Aufnahme vollstandig
hemmt [245]. In diesem Modifikationsansatz wére die Ammoniumkonzentration durch eine
Desaminierung der Vitamine deutlich geringer (~ 0,01 uM). Somit ware der hemmende Effekt
des Ammoniums auf die Nitrataufnahme geringer als in der Arbeit von Varela und Harrison [245].
Dies wird durch die eigenen Ergebnisse dieser Arbeit gestutzt. In den Versuchen mit dem Aus-
tausch der Stickstoffquelle ist zu sehen, dass die Kalzifizierung mit Ammonium als alleinige
Stickstoffquelle stark eingebrochen ist. In dieser Versuchsreihe sank die Coccolithen-Konzentra-
tion im Vergleich zum ersten Modifikationsansatz zwar ebenfalls erheblich ab, jedoch war dieser
Abfall nicht so signifikant wie in den Versuchen mit Ammonium als Stickstoffquelle.

Erhéhung der Eisenkonzentration

Aufgrund des enormen Anstiegs der Zell-Konzentration im dritten Modifikationsansatz wurde
das ESAW-Medium fiir die vierte Modifikation mit der 25-fachen Konzentration an Phosphat,
Nitrat und Spurenelementen sowie der 50-fachen Konzentration an den Vitaminen versehen.
Waurde daruiber hinaus die Eisenkonzentration verfunffacht, so konnte eine maximale Zellzahl von
2,4-108 Zellen-ml? erreicht werden. Die Coccolithen-Konzentration betrug 6,2-:108 Coccolit-
hen-ml=.

Eisen ist ein essentieller Mikronahrstoff fur alle aeroben Organismen [68]. In Gewassern liegt es
in seinen zwei Oxidationsstufen Fe?* und Fe3* vor [62]. Dort liegt Fe** gebunden an Salzen am
héaufigsten vor [62]. Eisen ist Bestandteil vieler Proteine, die am Energiestoffwechsel beteiligt
sind [68]. Zusammen mit Schwefel kann Eisen Fe-S-Gruppen sowie Ferrosulfatproteine bilden
[68]. Diese Eisen-Schwefel-Proteine dienen als anorganische Cofaktoren, die in Proteinen bei
verschiedenen Stoffwechselwegen, wie der Photosynthese und der Atmung beteiligt sind [68].
Zudem finden sie Einsatz bei der Regulation der Genexpression, der Proteintranslation und bei
Stoffwechselwegen im Zusammenhang mit der Assimilation von Stickstoff [8, 68, 124]. So be-
notigt die Nitritreduktase zwei Cofaktoren: Ein (4Fe-4S)-Eisen-Schwefel-Cluster und ein Siro-
ham. Eisen-Schwefel-Cluster wirken in Enzymen als Elektronentransferreaktanden. Aerobe eu-
karyotische Organismen stellen die Fe-S-Gruppen in den Mitochondrien her, wéhrend
photosynthetische aerobe Organismen diese in den Chloroplasten synthetisieren [9, 68]. Das Siro-
h&m besitzt ein zentrales Eisenatom und wird fir die sechs-Elektronenreduktion von Nitrit zu
Ammonium benétigt. Die beiden Cofaktoren bilden eine Elektronentransportkette und Gibertragen
Elektronen vom Elektronendonor Ferredoxin auf das Nitrit. Flr eine vollstdndige Reduktion von
Nitrit missen sechs Elektronen tibertragen werden [204]. Durch eine Erh6hung der Eisenkonzent-
ration in diesem Modifikationsansatz konnte die Zellzahl geringfugig gesteigert werden. Die Ei-
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senkonzentrationen im Ozean sind sehr gering [19]. Dadurch hat E. huxleyi das Wachstum ver-
mutlich an die limitierenden Bedingungen angepasst, wodurch keine signifikante Verbesserung
durch eine Erhéhung der Eisenkonzentration herbeigefihrt werden konnte.

Bei einer weiteren Steigerung der Eisen-Konzentration auf das 25-fache der Ausgangskonzentra-
tion konnte beobachtet werden, dass die Zellzahl deutlich geringer ausfiel (siehe Anhang Kapitel
7.3.3, Abbildung 7.15). Eisen wirkt in zu hohen Konzentrationen toxisch und verursacht oxidati-
ven Stress sowie Schaden an zellularen Makromolekilen [68]. Des Weiteren kann Eisen mit
Phosphor Komplexe bilden, wodurch beide Elemente nicht mehr bioverfiigbar sind [35]. Ein
Phosphormangel wirde, wie bereits beschrieben, das Wachstum stark negativ beeinflussen. Da
die Eisenkonzentrationen im Ozean sehr niedrig sind, fiihrte dies vermutlich dazu, dass marine
Mikroorganismen keine Regulationsmdglichkeiten fiir die Eisenaufnahme entwickelt haben [19].
Durch solch eine ungehemmte Eisenaufnahme kann es in der Zelle dann zur Bildung von Hydro-
xyl-Radikalen durch die Fenton-Reaktion kommen [73]. Diese Hydroxyl-Radikale sind sehr re-
aktiv und kénnen enormen Schaden in der Zelle anrichten. Jedoch muss berlicksichtigt werden,
dass in den Kolben dieser Versuchsreihe enorme Zellaggregate gefunden wurden, wodurch die
tatsachliche Zellzahl stark verfélscht wurde (siehe Abbildung 7.18).

Die Coccolithen-Konzentration wurde im Vergleich zur dritten Modifikationsansatz ebenfalls nur
geringfligig gesteigert. Da Eisen ein Bestandteil der Coccolithen ist (etwa 0,15 %), kdnnte eine
hohere Verfugbarkeit zu einer verbesserten Kalzifizierung gefiihrt haben [93]. Wird die erreichte
Coccolithen-Konzentration der Versuchsreihe mit einer 25-fachen Eisenkonzentration mit einbe-
zogen, so scheint dieser stimulierende Effekt auf die Coccolithen noch ausgeprégter zu sein (siehe
Kapitel 7.3.3, Abbildung 7.15). Dabei wurde mit einem maximalen Wert von 5,4-108 Coccolit-
hen-ml™ fast dieselbe Konzentration erreicht, wie bei der VVerwendung der 5-fachen Eisenkon-
zentration, obwohl die maximale Zellzahl deutlich geringer war. Jakob et al. [94] konnten in ihren
Versuchen beobachten, dass eine Verringerung der Eisenkonzentration zu unterkalzifizierten
Coccolithen fiihrte, wahrend eine Erhdhung den gegenteiligen Effekt bewirkte. Dieser Effekt
konnte eine Reaktion von E. huxleyi auf die Toxizitdt des Eisens sein. So konnte beobachtet wer-
den, dass bei einer Erhthung des Zink/Calcium-Verhaltnisses im Kultivierungsmedium auch das
Zink/Calcium-Verhéltnis in den Coccolithen zunahm [202]. Dies lasst vermuten, dass der erhdhte
Einsatz von Eisen im Medium denselben Effekt mit sich bringt. Die Coccolithen kdnnten durch
Steigerung des Schwermetallanteils zur Entgiftung der Zelle beitragen [202].

Erhohung der Siliziumkonzentration

Da eine Erhohung der Eisenkonzentration keine merkliche Verbesserung der Zell- und Coccolit-
hen-Konzentration herbeifiihrte, die negativen Aspekte wie Zellaggregation und Komplexierung
mit anderen Elementen jedoch (iberwogen, wurde fiir die weitere Modifikation des ESAW-Me-
diums auf eine Erhdhung der Eisenkonzentration verzichtet. Somit wurde die 25-fache Konzent-
ration an Phosphat, Nitrat und Spurenelementen, die 50-fache Konzentration der Vitamine und
eine 2,5- beziehungsweise 12,5-fache Konzentration an Silizium verwendet (siehe Kapitel 7.3.3,
Abbildung 7.16).
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Durch die Erhéhung der Siliziumkonzentration um das 12,5-fache konnte eine maximale Zell-
Konzentration von 6,1-108 Zellen-ml* erzielt werden. Die Coccolithen-Konzentration erreichte
einen Wert von 1,0-10° Coccolithen-ml-.

In Feldversuchen wurde beobachtet, dass die Si-Konzentration wahrend der Algenbliite von
E. huxleyi gering war (etwa 0,46 uM) [215]. Dies flihrte schnell zu der Annahme, das Coccolitho-
phoriden Si-armes Gewasser als biologische Nische gegeniiber den Kieselalgen nutzen wiirden
[50, 85]. Fur Kieselalgen ist Silizium ein essentieller Nahrstoff, da sie Silikat fiir ihre Zellwénde
benotigen [112]. Die Kalzifizierung der Coccolithophoren entwickelte sich zu einer Zeit, in der
die Siliziumkonzentrationen im Ozean deutlich héher waren als heute [229]. Erst durch die fol-
gende Ausbreitung der Kieselalgen sanken die Konzentrationen ab [118, 213, 229].

Kieselalgen nehmen Silizium durch hochaffine Na*-gekoppelte Si-Transporter (SITs) in ihrer
Plasmamembran auf [229]. Solche Transporter wurden auch in der Coccolithophore Scyphos-
phaera apsteinii gefunden sowie SIT-dhnliche Proteine in drei weiteren Coccolithophoren [50].
Bei der Verwendung des Si-Analogen Ge, der als kompetitiver Inhibitor der Si-Aufnahme wirkt
und einer geringen Siliziumkonzentration im Medium, produzierten die Zellen stark abweichende
Coccolithen [50]. Dies lasst die Vermutung zu, dass Silizium fir die Kalzifizierung dieser Coc-
colithophoriden notwendig ist [50, 229]. Die Untersuchungen zeigten jedoch auch, dass E. huxleyi
keine SITs oder SIT-ahnliche Proteine besitzt [50, 229]. Interessanterweise konnten die Untersu-
chungen von Jakob et al. [93] an E. huxleyi jedoch zeigen, dass Silizium mit 6,6 % einen erheb-
lichen Anteil der Coccolithen ausmacht. Auch in den Coccolithen anderer Coccolithophoren
konnte Silizium als Bestandteil ausgemacht werden [18]. Eine Verringerung der Siliziumkonzent-
ration im Kultivierungsmedium flhrte zudem dazu, dass die Coccolithen von E. huxleyi Fehlbil-
dungen aufwiesen und fragiler waren [95]. Dies bedeutet jedoch, dass E. huxleyi eine alternative
Madglichkeit zur Siliziumaufnahme besitzen muss. Kieselalgen kénnen bei hohen Siliziumkon-
zentrationen die Aufnahme auch tber diffusiven Transport ins Zellinnere stattfinden lassen [231].
So ware vorstellbar, dass diese Mdglichkeit auch bei E. huxleyi vorzufinden ist.

Bei der Verwendung der 25-fachen Siliziumkonzentration wirde auf Grund der Coccolithen-
Konzentration eine theoretische Coccolithenmasse von 2,5 g-L* erreicht werden. Wird davon
ausgegangen, dass die Coccolithen zu 86 % aus Calciumcarbonat bestehen, wiirde ein Bedarf von
861 mg Calcium-L* vorliegen [93]. Allerdings wurden wahrend der Kultivierung lediglich
277 mg-L* verbraucht. Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben wurde, konnte durch Er-
hoéhung des Zink/Calcium-Verhaltnis im Medium auch ein erhdhtes Zink/Calcium-Verhéltnis in
den Coccolithen beobachtet werden [202]. Dieser Effekt zeigte sich auch bei der Verwendung
von Strontium und Barium [116, 117, 150]. Auch wenn in dieser Versuchsreihe die Calciumkon-
zentration nicht erhéht wurde, kann auf Grund der Ergebnisse vermutet werden, dass der Silizi-
umanteil an den Coccolithen durch die gesteigerte Verfugbarkeit zugenommen haben konnte.

Die erreichte Zell-Konzentration in diesem fiinften Modifikationsansatz ist um das 2,5-fache ho-
her als die Zellzahl, die bei der vierten Modifikation erreicht wurde. Der Einfluss von Silizium
auf das Wachstum ist nicht bekannt, dennoch enthalten 0,2 % der Biotrockenmasse der Cocco-
lithophore Syracosphaera carterae Silizium [177]. Bei einer theoretisch erreichten neu produ-
zierten Biomassekonzentration von 352 mg-L* wiirde die Kultur somit einen Siliziumbedarf von
lediglich etwa 0,07 mg-L* besitzen (Berechnung mit den Werten aus Tabelle 7.16). Da durch die
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Konzentrationserhéhung im Medium 32 mg-L™* Silizium vorliegen, wird der Bedarf fir das
Wachstum vollstandig gedeckt (siehe Tabelle 7.5). Wahrend der Kultivierung von E. huxleyi
durch Jakob et al. [95] konnte durch die Verringerung der Siliziumkonzentrationen keine negative
Auswirkung auf das Wachstum beobachtet werden. Dort betrug die Siliziumkonzentration jedoch
noch immer 0,3 mg-L* und die erreichte Zell-Konzentration war mit etwa 107 Zellen-ml* deutlich
geringer, sodass die verfugbare Siliziummenge das Wachstum vermutlich nicht beschrénkt hat.

Neben Calcium sind noch einige weitere Elemente Bestandteil der Coccolithen, wie beispiels-
weise Magnesium [93]. Wenn die Vermutung, dass der Siliziumanteil der Coccolithen erhdht
werden kann zutreffend wére, so kénnte dies dazu fihren, dass der Anteil anderer Elemente re-
duziert werden konnte. Durch eine erhohte Verfiigbarkeit von Magnesium konnte das Wachstum
positiv beeinflusst werden, da es als Zentralatom von Chlorophyll eine enorme Rolle bei der Pho-
tosynthese spielt.

Erhéhung der Elemente in den Salzlésungen

Aufgrund des positiven Wachstums aus dem fiinften Modifikationsansatz wurde fur den letzten
Optimierungsversuch eine 25-fache Konzentration an Phosphat, Nitrat und Spurenelementen,
eine 50-fache Konzentration der Vitamine sowie eine 12,5-fache Siliziumkonzentration verwen-
det. AnschlieBend wurden alle Salze mit Ausnahme von Natriumchlorid in den Salzldsungen |
und Il (siehe Kapitel 7.2.2) verdoppelt beziehungsweise vervierfacht. Darin befinden sich die
Elemente Kalium, Brom, Bor, Fluor, Magnesium, Calcium und Strontium. Die besten Ergebnisse
lieferte eine Verdopplung der Salze. So wurde eine Zellzahl von 3,0-108 Zellen-ml* und eine
Coccolithen-Konzentration von 1,9-10° Coccolithen-ml erreicht. Im Vergleich zur vorherigen
Versuchsreihe nahm die Zellzahl um die Hélfte ab, aber die Coccolithen-Konzentration verzeich-
nete anndhernd eine Verdopplung. Dies konnte, wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben wurde,
daran liegen, dass die Zellen nicht zeitgleich den Zellzyklus und die Kalzifizierung durchfiihren
kdnnen.

Durch die Verdopplung der Salzldsungen | und Il wurde die Calciumkonzentration verdoppelt.
Calcium gelangt durch Verwitterung ins Wasser und liegt dort in kationischer Form (Ca?*) oder
in anderen ionischen Verbindungen vor [62]. Generell ist der Bedarf der Algen an Calcium gering
[62]. Fiir Coccolithophoriden ist es jedoch essentiell zur Produktion der Kalkpartikel. Da die Cal-
ciumkonzentrationen der Ozeane zur Kreidezeit deutlich hoher waren, als sie es heute sind, kdnnte
die Entwicklung der Coccolithenbildung ein evolutionares Uberbleibsel sein [149]. Die Kalzifi-
zierung konnte so den Nutzen fir die Zelle haben, hohe extrazellulare Calciumkonzentrationen
tiberleben zu kdnnen [149]. Je nach Salinitat des Mediums liegt der Calciumgehalt einer Cocco-
lithe bei 0,67 pg [55, 172].

Durch die Erhéhung der Calcium- und auch der Hydrogencarbonat-Konzentration aus den Salz-
I6sungen | und Il wurden beide Reaktanden der Kalzifizierungsreaktion gesteigert (siehe Kapitel
2.2). Eine Erhdhung der Calciumkonzentration (0-20 mM) korreliert laut Literaturangaben positiv
mit der Kalzifizierung [80, 149]. Bei Calciumkonzentrationen von tiber 50 mM wurde die Photo-
synthese- sowie Kalzifizierungsrate stark gehemmt und fuhrten bei langer Inkubation sogar zum
Zelltod [80]. In dieser Versuchsreihe lag die Calciumkonzentration bei 16 mM und somit im Be-
reich der positiven Korrelation. Dies kdnnte bedeuten, dass durch eine weitere Steigerung der
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Calciumkonzentration die Kalzifizierung moglicherweise weiter zunehmen koénnte. Jedoch muss
der Nutzen abgeschatzt werden, da eine zu hohe intrazelluldre Calciumkonzentration zytotoxisch
ist und zur Aggregation von Proteinen und Nukleinsauren filhren kann sowie die Ausfallung von
Phosphaten induziert [34]. Diese toxische Konzentration kann auch unter 50 mM liegen und das
Wachstum friiher negativ beeintréchtigen.

In dieser Versuchsreihe wurde auch die Magnesiumkonzentration des ESAW-Mediums erheblich
gesteigert. Als Zentralatom von Chlorophyll und als Co-Faktor von RuBisCO ist Magnesium ein
bedeutsames Element fiir die Photosynthese und somit essentiell fiir das Uberleben der Algen-
zelle. Es wird zudem fur die Bildung des Enzymes Katalase benétigt und fungiert als Coenzym
in diversen enzymatischen Reaktionen, wie beispielsweise der Reduktase und bei der Carboxy-
lierung [62]. Wahrend eine Erh6hung der Calciumkonzentrationen einen positiven Effekt auf die
Kalzifizierung zeigt, scheint dies nicht auf Magnesium zuzutreffen. So zeigten die Ergebnisse von
Herfort et al. [80], dass die Verkalkung sehr empfindlich auf die Magnesiumkonzentration im
Medium reagiert. Niedrige Konzentrationen fiihren zu Missbildungen von Coccolithen und hohe
Konzentrationen verursachten neben einer generellen Missbildung zudem eine Unterverkalkung
[80]. Makellose Coccolithen konnten nur mit Magnesiumkonzentrationen gebildet werden, die
den Konzentrationen von Meerwasser entsprechen [80]. Im Meer liegt die Konzentration bei etwa
1280 mg-kg™ [222]. Die Dichte des ESAW-Mediums stimmt mit der von Meerwasser Uberein.
Somit liegt die Magnesiumkonzentration dieser Arbeit bei etwa 1994 mg-kg?, was nach den Er-
gebnissen von Herfort et al. [80] bereits zu einer Unterkalzifizierung gefiihrt haben kénnte. Auf-
grund der Morphologie, die die Coccolithen bei der Verwendung dieses Modifikationsansatzes
im Bag-Reaktor besaBen, kdnnte diese Vermutung durchaus zutreffen (siehe Abbildung 4.12).
Diese Misshildung erfolgt vermutlich daraus, dass Magnesium (wie eventuell auch Silizium), an-
stelle von Calcium in die Coccolithen eingebaut werden kdnnte. Magnesium macht nach Calcium
und Silizium den groBRten Anteil der Coccolithen aus [93]. Magnesium ist mit 24 g-mol™ im Ver-
gleich zu Calcium mit 40,1 g-mol™ leichter, jedoch ist der Atomradius mit 150 pm im Vergleich
zu 180 pm deutlich kleiner, was zur Missbildung der Coccolithen fuhren kénnte [217].

Ein weiteres Element, welches durch eine Verdopplung der Konzentration einen nennenswerten
Effekt auf die Kalzifizierung besitzen kdnnte, ist Strontium. Die Arbeitsgruppe von Jakob et al.
[95] konnte durch die Erhéhung der Strontiumkonzentration in ihren Reaktorversuchen eine ge-
steigerte Coccolithenausbeute von >5 g-L™ erreichen. Strontium ist mit 0,6 % Bestandteil der
Coccolithen und besitzt keinen negativen Einfluss auf die Coccolithenmorphologie [93, 116].
Dies Uberrascht, da Strontium mit 200 pm einen gréReren Atomradius als Calcium besitzt [217].
Versuche von Jong et al. [101] haben gezeigt, dass Sr?* mit Ca?* bevorzugt vom Coccolith-Poly-
saccharid gebunden wird. Dies lasst auch hier vermuten, dass der Strontiumgehalt in den Cocco-
lithen kein starrer Wert ist und flexibel an die Umgebungskonzentrationen angepasst werden
kann. Da kein negativer Einfluss auf die Coccolithen bekannt ist, kann eine Erhéhung der Stron-
tiumkonzentration durchaus zu einer verbesserten Kalzifizierung gefiihrt haben.

Bei einer Vervierfachung der Salzlgsungen | und Il sind die maximalen Konzentrationen der Zell-
sowie Coccolithenzahl stark reduziert (siehe Kapitel 7.3.3, Abbildung 7.17). Die Calciumkon-
zentration betrug in dieser Versuchsreihe 32 mM. Auch wenn erst ab einer Konzentration von
50 mM ein Absterben der Zellen beobachtet wird, so kdnnte diese Konzentration fur das optimale
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Wachstum und die Kalzifizierung bereits zu hoch gewesen sein [80]. Die in dieser Arbeit einge-
setzte Calciumkonzentration konnte bereits zur Ausfallung von Phosphaten gefiihrt haben,
wodurch das Wachstum stark eingeschrankt werden wirde [34]. Auch die Magnesiumkonzentra-
tion befand sich in einem Bereich, in dem die Coccolithen Misshildungen und eine Unterkalzifi-
zierung zeigten [80]. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Konzentrationen zu hoch waren, um
die Kalzifizierung zu unterstitzen. Gleiches lasst sich fur das Wachstum der Zellen vermuten.
Die maximal erreichte Zell-Konzentration lag bei 1,7-10° Zellen-ml* und ist somit niedriger als
bei unverandertem ESAW. Es wird stark vermutet, dass es sich bei diesen Zellen um die des
Inokulums handelte und kein Wachstum stattgefunden hat.

4.3 Kultivierung von Emiliania huxleyi in vier
Reaktorsystemen

In diesem Versuchsteil sollte E. huxleyi im PilotmaRstab kultiviert werden. Dabei wurden bereits
bekannte Reaktoren (Rihrkesselreaktor (1,6 L), Bag-Reaktor (14 L)) sowie neue Systeme
(Schlauchreaktor (14 L) und Membranreaktor (1,8 L)) verwendet. Die verwendeten Reaktoren
unterschieden sich beispielsweise in ihrer Begasungsart (Oberflachen-, Blasen- und Membranbe-
gasung) oder in ihrer Durchmischung (Ruhrer, Blasen oder Wellen). So sollte eine umfangreiche
Einschatzung der optimalen Bedingungen fur die Kultivierung der Kalkalge geschaffen werden.

Wéhrend der Kultivierung wurden das Wachstum und die Kalzifizierung untersucht sowie der
Néhrstoffverlauf protokolliert. Da die Kultivierungen parallel zu den Versuchen der Optimierung
des Mediums stattfanden, wurde im ersten Kultivierungsversuch mit dem fiinften Modifikations-
ansatz und, im zweiten mit dem sechsten Modifikationsansatz kultiviert. In der zweiten Kultivie-
rung wurden zudem einige Modifikationen an den Reaktoren durchgefihrt, um Probleme, die in
dem ersten Kultivierungsversuch auftraten, zu beheben (siehe Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.12:

1. Kultivierung

Unterschiede zwischen der ersten und zweiten Reaktorkultivierung

2. Kultivierung

Medium:
Finfter Modifikationsansatz (siehe Kapitel
7.2.2)

Ruhrkesselreaktor:

Eingebaute Stromstorer
Ruhrerdrehzahl von 150 rpm
Makromischzeit: 4,7 s
Begasungsrate: 0,05
CO»-Anteil der Begasung: 1%

Bag-Reaktor:

Schittelfrequenz von 50 rpm
Makromischzeit: 4,5 s
Begasungsrate: 0,05
COz-Anteil der Begasung: 1%

Schlauchreaktor:

e Geringer Blasendurchmesser
e Makromischzeit: -

e Begasungsrate: 0,05

o COy-Anteil der Begasung: 1%

Membranreaktor:

e Schiittelfrequenz von 50 rpm
o Makromischzeit: -

e Begasungsrate: 0,05

o CO2-Anteil der Begasung: 1%

Medium:
Sechster Modifikationsansatz (siehe Kapitel
7.2.2) ohne NaHCO3

Ruhrkesselreaktor:

e Entfernung der Stromstorer

e Verringerung der Rihrerdrehzahl
100 rpm

e Makromischzeit: 5,2 s

auf

Bag-Reaktor:
e Keine weiteren Modifikationen

Schlauchreaktor:
e GroBerer Blasendurchmesser
e Makromischzeit: 3h<x<16h

Membranreaktor:

e Schittelfrequenz von 75 rpm
e FEinbau eines Zuluftfilters

e Makromischzeit: -

Abbildung 4.11 fasst die Ergebnisse der Kultivierungen zusammen. In der Grafik werden die
maximalen Zell- (griin) und Coccolithen-Konzentrationen (grau) der Versuchsreihen dargestellt.
Die detaillierten Kurvenverlaufe sind im Anhang unter Kapitel 7.3.4 zu finden.
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Abbildung 4.11: Uberblick der Ergebnisse aus den Reaktorversuchen. Abkiirzungen stehen fiir R: Riihrkesselreaktor, B: Bag-Reak-
tor, S: Schlauchreaktor, M: Membranreaktor

In keiner Kultivierung kam es zu einer Limitierung an Phosphat, Nitrat und Calcium (siehe An-
hang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.20 und Abbildung 7.22). Sobald die Nahrstoff-Konzentrationen
von Phosphat und Nitrat unter 10 % der Ausgangskonzentration fiel, wurden sie auf 110 %,
120 % beziehungsweise 130 % dieser Konzentration aufgefllt.

4.3.1 Der Ruhrkesselreaktor

Tabelle 4.13 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Kultivierungen im Riihrkesselreak-
tor. Da die Kultur in der ersten Kultivierung weder Wachstum noch Kalzifizierung zeigte, konn-
ten keine Wachstumsrate und Coccolithen-Produktivitat oder die Coccolithenmasse bestimmt
werden.
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Tabelle 4.13:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Ruhrkesselreaktor

1. Kultivierung | 2. Kultivierung

Maximale Zell-Konzentration [Zellen-ml] 6,3-107 4,4.107
Gemittelte Wachstumsrate [d?] - 0,03
Maximale Coccolithen-Konzentration [Coccolithen-mi™?] 1,0-108 1,5-108
Gemittelte zelluldre Coccolithen-Produktivitét ) 186
[Coccolithen-Zellet-d?] ’
Maximale Coccolithenmasse [g-L?] - 1,07
Gemittelte volumetrische Coccolithen-Produktivitét

[g-L"d7] ) )

Wihrend der ersten Kultivierung mit dem Rihrkesselreaktor konnte eine maximale Zellzahl von
6,3-107 Zellen-ml* erreicht werden. Dieser Wert wurde am zweiten Kultivierungstag verzeichnet.
Am darauffolgenden Tag sank die Konzentration bereits, wodurch ein Wachstum ausgeschlossen
werden kann. Ahnliche Ergebnisse lieferte die Auswertung der Coccolithen-Konzentration. Die
maximale Konzentration wurde am Tag des Inokulierens bestimmt. Dennoch wurde die Kultivie-
rung fir insgesamt 14 Tage durchgefiihrt, um eine verléngerte Lag-Phase auszuschlie3en. Dabei
konnte beobachtet werden, dass sich ab Kultivierungstag 11 vermehrt Ablagerungen innerhalb
des Reaktors gebildet hatten (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.23). Diese befanden sich
vorwiegend zwischen den Stromungsbrechern und der Reaktorwand sowie zwischen der po2-
Sonde und den Stromstorern. Ein Grund flr diese Aggregatbildung kénnte an der Bauweise des
Reaktors mit vielen engen Spalten sein, die eine Anhaftung der Zellen beginstigt. Eine weitere
Madglichkeit fiir die Agglomeration kénnte der herrschende Scherstress in einem gerlihrten Bio-
reaktor sein. So gewaéhrleisten die verbauten Rushton-Ruhrer und Stromstérer zwar eine gute
Durchmischung und Vermeidung von Totzonen, erh6hen dadurch jedoch auch die Scherbelastung
[119]. In den Rihrkesselversuchen wurde eine Kopfraumbegasung verwendet, weshalb der Ein-
bau von Ruhrelementen unausweichlich war. Fur Organismen, die empfindlich auf mechanische
Belastung reagieren, wozu auch E. huxleyi gehort, flihrt dies oft zu einem verschlechterten
Wachstum [144]. Algen, die Scherbelastungen ausgesetzt sind, kdnnen extrazellulare polymere
Substanzen (Glykoproteine und Enzyme) synthetisieren, die zu einer Anhaftung an Oberflachen
beitragen [268]. Auch Emiliania huxleyi ist in der Lage diese Substanzen herzustellen [36]. Zu-
sétzlich fordern auch freie Coccolithen die Agglomeration [36]. Durch diese Zellablagerungen
kann das Eindringen der Lichtstrahlen reduziert werden, was in Folge die Biomasse-Produktivitat
verringern kann [268]. Dieser Effekt ist fir andere Kultivierungen relevant, kann jedoch auf
Grund der geringen Zellkonzentration im Riihrkesselreaktor vernachléssigt werden. Ein groferes
Problem besteht darin, dass angehaftete Zellen durch das Probenahmeventil nicht mehr erfasst
werden kdnnen, wodurch sich die rasch sinkende Zellzahl dieses Versuches erkléren Iasst.

Um die Scherbelastung auf die Algen zu reduzieren, wurden in der zweiten Kultivierung die
Stromstorer entfernt und die Rihrerdrehzahl verringert. Die erreichte Zell-Konzentration war mit
4,4-107 Zellen-ml* sogar niedriger als in der ersten Versuchsreihe, dennoch konnte eine Wachs-
tumskurve beobachtet werden (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.21). Ab dem 3. Kulti-
vierungstag konnten schwarze Aggregate in der Kulturbriihe beobachtet werden, die bis zum Ende
der Kultivierung bestehen blieben (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.24). Vermutlich han-
delte es sich dabei um eine Kontamination mit einem Schimmelpilz. Es ist bereits bekannt, dass
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Schimmelpilze in Meerwasser nachgewiesen werden konnen, jedoch ist ihr Einfluss auf Cocco-
lithophoriden bisher nicht genauer untersucht worden [175, 246].

In den Versuchen von Jakob et al. [95] konnten bei der Verwendung eines Rihrkesselreaktors
ahnlich hohe Zell-Konzentrationen erreicht werden. Dort zeigte die Kultur einen typisch mikro-
biellen Wachstumsverlauf [95]. Auch in dieser Arbeit wurde in Kapitel 4.1 ein Ruhrkesselreaktor
fur die Untersuchung des Wachstums in Hell-Dunkel-Zyklen verwendet. Die dabei erreichte Zell-
Konzentration war geringfligig héher als in diesen Versuchen und es wurden keine Zellablage-
rungen beobachtet. Aufgrund der Entfernung der Stromstdrer und der Erniedrigung der Ruhrer-
drehzahl sowie der Verwendung des modifizierten Mediums wurde ein verbessertes Wachstum
erwartet. Durch die Modifikation des Reaktors lag die Reynoldszahl bei etwa 6107 und war somit
um ein Drittel niedriger als in der ersten Kultivierung. Der volumetrische Leistungseintrag lag in
der zweiten Kultivierung bei etwa 6,4 W-m= und somit noch unterhalb des Bereiches eines ge-
riihrten Bioreaktors fir die Kultivierung von tierischen Zellen (10-40 W-m), die ebenfalls als
scherempfindlich gelten [58, 96, 110].

Die hochste Coccolithen-Konzentration der ersten Kultivierung wurde am Tag der Inokulation
gemessen. Hieraus lasst sich ableiten, dass keine aktive Kalzifizierung stattfand. Obwohl die er-
reichte Zell-Konzentration in der zweiten Kultivierung niedriger ausfallt, ist die maximale Coc-
colithen-Konzentration dennoch hoher als in der ersten Kultivierung. Sie wird an Tag 15 erreicht
und lasst vermuten, dass die Zellen kalzifiziert haben. So konnte auch eine Coccolithenmasse von
1,1 g-L* bestimmt werden. Diese Ergebnisse sind jedoch anzuzweifeln. Aufgrund der Kontami-
nation wurde zum einen die Bestimmung der Coccolithen-Konzentration und zum anderen auch
die der Coccolithenmasse negativ beeinflusst. Darlber hinaus bildeten sich durch die Kontami-
nation Pellets, die auch durch die Aufreinigung nicht entfernt werden konnten.

Der Aufbau des Ruhrkesselreaktors ist im Vergleich zu den anderen Reaktortypen zeitintensiv
und somit aus dem wirtschaftlichen Blickwinkel kostenintensiv. Dennoch besitzt er aufgrund der
Madglichkeit zur Autoklavierung einen klaren Vorteil. Des Weiteren ist der Reaktor durch die
Konstruktion aus Stahl und Glas sehr leicht zu reinigen und kann fur unzahlige Kultivierungen
wieder verwendet werden. Der Scale-Up dieser Reaktorgeometrie ist zudem industriell bereits
etabliert. Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse eignet sich der Riihrkesselreaktor fiir die
Kultivierung von E. huxleyi.
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4.3.2 Der Bag-Reaktor

Die folgende Tabelle 4.14 gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse, die wahrend der Kultivie-
rungsversuche im Bag-Reaktor erreicht wurden.

Tabelle 4.14:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Bag-Reaktor

1. 2.
Kultivierung | Kultivierung

Maximale Zell-Konzentration [Zellen-mI™] 1,2-10° 1,1-10°
Gemittelte Wachstumsrate [d?] 0,26 0,22
Maximale Coccolithen-Konzentration [Coccolithen-mi™?] 5,8-10° 6,7-10°
Gemittelte zelluldre Coccolithen-Produktivitét 0.39 0.41
[Coccolithen-Zellet-d?] ’ ’
Maximale Coccolithenmasse [g-L?] 3,03 3,80
Gemittelte volumetrische Coccolithen-Produktivitat 011 017
[g-L*d7] ’ '

Jakob et al. [95] etablierten die Kultivierung in diesem Reaktorsystem bereits 2018 und fiihrten
erste Vorversuche durch. Die Arbeitsgruppe verwendete dafiir ein eigenes, modifiziertes ESAW-
Medium. Die Konzentrationen an Nitrat, Phosphat sowie Calcium wurden von ihnen téglich ge-
messen und individuell nachgefillt [95]. Dabei erreichten sie eine maximale Wachstumsrate von
0,62 d* und eine Zellzahl von 1,6-107 Zellen-ml* [95]. Bei einem direkten Vergleich der Ergeb-
nisse zeigt sich, dass in dieser Arbeit wéahrend der ersten Kultivierung eine 75-fache Erhéhung
der Zellzahlen erreicht wurde. Auch im Vergleich zur bisher héchsten erreichten Zell-Konzent-
ration von 3,0-107 Zellen-ml2, ist sie fast um den Faktor 40 hoher [75, 95].

Bei der Verwendung von Reaktoren mit solch hohen Schichtdicken, wie es bei dem Bag-Reaktor
der Fall ist, bilden sich, bezogen auf die Lichtverfligbarkeit, mehrere Schichten. Am oberen Re-
aktorduReren entsteht eine Zone, in der die volle Lichtintensitit auf die Oberfl&che trifft (photi-
sche Zone). Im Reaktorinneren herrschen dann Schwachlichtbedingungen. Ganz unten entsteht
eine Zone mit volliger Dunkelheit (aphotische Zone) [211, 258]. Wie in Kapitel 4.1 bereits aus-
flhrlich beschrieben wurde, kann der Einsatz von Hell-Dunkel-Zyklen das Wachstum von vielen
Mikroalgen, so auch E. huxleyi, positiv beeinflussen [168]. Die Hell-Dunkel-Zyklen, welche die
Zellen, abhéngig von der Durchmischung, in einem Photobioreaktor erfahren liegen in einem Be-
reich von 0,1-2 Hz und sind somit zu kurz, als dass intrazelluldre Energiespeicher eine Wirkung
besitzen. Sie sind zudem keinesfalls vergleichbar mit den Zyklen, die in dieser Arbeit getestet
wurden. Dennoch scheinen auch solche kurzen Lichtimpulse einen Einfluss auf das Wachstum
von Mikroalgen zu besitzen. Die Arbeitsgruppe von Xue et al. [258] konnte in ihren Versuchen
beobachten, dass die spezifische Wachstumsrate von S. platensis bei hochfrequenten (>0,1 Hz)
Hell-Dunkel-Zyklen héher war als bei niedrigen Frequenzen (<0,1 Hz). Von allen Reaktoren, die
in dieser Arbeit untersucht wurden, besitzt der Bag-Reaktor mit 4,5 s die geringste Makromisch-
zeit, was einer Hell-Dunkel-Frequenz von 0,22 Hz entspricht. Da der Bag-Reaktor trotz hoher
Schichtdicke eine bemerkenswerte Zellzahl erreicht, konnte diese Hell-Dunkel-Frequenz das
Wachstum durchaus positiv beeinflusst haben.
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Von allen Reaktoren erreicht der Bag-Reaktor die hochste Coccolithen-Konzentration. Zudem
wurde in der zweiten Kultivierung eine Coccolithenmasse von 3,8 g-L* gemessen. Die Kalzifi-
zierung ist ein lichtabhéngiger Prozess und profitiert von einer kontinuierlichen Belichtung [125,
167]. Aufgrund der hohen Schichtdicke und Zell-Konzentration konnte die Frage aufkommen, ob
das verfiigbare Licht reicht, um den hohen Energiebedarf der Kalzifizierung zu decken (siehe
Kapitel 4.1). Aufgrund der hohen Coccolithen-Konzentrationen, die im Bag-Reaktor erreicht
wurden, scheint dies durchaus mdglich gewesen zu sein. Wie bereits schon in Kapitel 4.1 disku-
tiert wurde, ist die Funktion der Coccolithen ungeklart. So existiert die Vermutung, dass die Coc-
colithen als Lichtschattierer beziehungsweise Lichtsammler fungieren konnten [143]. Aufgrund
der Ergebnisse des Bag-Reaktors ware eine Funktion als Lichtsammler vorstellbar, welche das
spdrlich verfiigbare Licht bindeln und somit eine héhere Lichtnutzungseffizienz erzielen konn-
ten. Davon abgesehen besitzt auch die Reaktorkonstruktion selbst einen Einfluss auf die Kalzifi-
zierung. Die durch den Rotationsschuttler erzeugten Wellen erh6hen zum einen die Turbulenzen
in dem Reaktor, um Sedimentation zu verhindern und den Gaseintrag Uber die Oberflache zu
unterstiitzen, zum anderen konnen sie bei vereinzelten Coccolithophoren zu einer erhéhten Kal-
zifizierung fuhren [229]. Der Energieeintrag im Bereich kleiner L&ngenskalen (Micro-Eddies) ist
gering. Dies fuhrt zu einem wesentlichen schonenderen Verhalten im Vergleich zum Rihrkessel-
beziehungsweise Schlauchreaktor. Da die Turbulenzen im Bag-Reaktor durch Wellen erzeugt
werden, konnte so die Kalzifizierung geférdert werden, ohne die Coccosphére oder die Zellen zu
schadigen.

Da in der zweiten Kultivierung keine Modifikationen des Reaktors durchgefiihrt wurden, sondern
nur ein Austausch des Mediums stattfand, sind die verbesserten Ergebnisse auch alleinig auf des-
sen positiven Effekt zuriickzufihren. Wahrend der zweiten Kultivierung wurden insgesamt
409,6 mg-L* an Calcium verbraucht (siehe Abbildung 7.22). Fr die erreichte Coccolithen-Kon-
zentration und einem theoretischen Coccolithengewicht von 2,5 pg wére jedoch ein Bedarf von
fast 6 g-L* notwendig gewesen. Fir eine Erklarung dieser Diskrepanz sind mehrere Ansétze vor-
stellbar. Das Coccolithengewicht wird haufig mit einem Wert zwischen 2 und 3 pg angegeben
[95, 241, 262]. Dies scheint jedoch variabel zu sein. So wurden auch Massen von 0,6 pg und
1,8 pg gefunden [55, 262]. In dieser Arbeit wiirde so eine Coccolithenmasse von 0,6 pg erreicht
werden. Dies wiirde den Calciumbedarf deutlich verringern, dennoch ware er mit 1,4 g-L* noch
immer zu hoch. Wie in Kapitel 4.2.2 bereits beschrieben wurde, bestiinde die Mdglichkeit, dass
Calcium durch andere Elemente wie Strontium, Silizium und Magnesium ausgetauscht werden
konnte. Dafir sprechen einige Indizien. Da das Molekulargewicht von Silizium und Magnesium
nur etwa halb so groB ist wie das von Calcium, wirde ein Austausch dazu fuhren, dass das Ge-
wicht der Coccolithen abndhme. Des Weiteren besitzen die drei Elemente Einfluss auf die Coc-
colithenmorphologie. Durch eine Erhdhung der Magnesiumkonzentration konnten Missbildun-
gen und eine Unterkalzifizierung beobachtet werden [80]. Eine Erhdhung der
Strontiumkonzentration zeigte keinen negativen Einfluss auf die Morphologie [93, 116]. Eine
Verringerung der Siliziumkonzentration fiihrte dagegen zu Fehlbildungen und vermutlich zu Un-
terkalzifizierung [95]. Die Coccolithen dieser Kultivierung wurden mit einem Rasterelektronen-
mikroskop untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.12 gezeigt.
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Abbildung 4.12: Links: E. huxleyi-Zellen und Coccolithen in unbehandelten ESAW-Medium. Rechts: Coccolithen aus der zweiten
Kultivierung im Bag-Reaktor (Fotos von: Dr. Birgit Hetzer, Institut fiir Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik,
Max Rubner-Institut, Karlsruhe)

So ist zu erkennen, dass die Coccolithen, die aus dem Bag-Reaktor isoliert wurden, deutlich fi-
ligraner waren. Dies l&sst auf eine Unterkalzifizierung schlieRen. Da die Siliziumkonzentration
durch den fiinften Modifikationsansatzes des ESAW-Mediums stark erhdht wurde, kann ein Man-
gel ausgeschlossen werden. Somit gilt ein Austausch von Calcium durch Magnesium als wahr-
scheinlich.

Diese Theorie zeigt jedoch Widerspriiche. So sind die Coccolithen aus der ersten Kultivierung
mit 0,52 pg noch leichter. Dies wirde bedeuten, dass Silizium anstelle von Calcium eingebaut
worden waére, da weder Magnesium und Strontium in dem verwendeten Medium erhéht wurden.
Dies konnte zwar erklaren, warum nur 156 mg Calcium-L™* anstelle von 1 g-L* verbraucht wur-
den, jedoch wirde die eingesetzte Silziumkonzentration dies nicht decken kénnen. Somit kann
das Element, dass die Coccolithenmorphologie negativ beeinflusst durch die Messmethoden nicht
eindeutig identifiziert werden. Es ist zudem nicht unwahrscheinlich, dass dies auch ein Resultat
der Wechselwirkung verschiedener Elemente miteinander ist.

Der Bag-Reaktor kann von allen hier verwendeten Reaktoren am schnellsten aufgebaut werden.
Durch das Anbringen beliebiger Anschliisse kann er stets optimal an den Prozess angepasst wer-
den und ist somit in seinem Einsatz flexibel. Auch seine Grundflachenausnutzung mit 95,2 L-m-
2 ist optimal. Ein Scale-Up hingegen ist, wie bei anderen Photobioreaktoren nur durch Num-
bering-Up mdglich. Bei der Verwendung von kiinstlicher Beleuchtung ist eine Anordnung der
Reaktoren tbereinander vorstellbar. Es sind zudem auch Mechanismen fiir die Durchmischung
vorstellbar, die weit weniger aufwandig sind, wie der benutze Rotationsschiittler.

79



4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3 Der Schlauchreaktor

Eine Kultivierung von E. huxleyi in einem Schlauchreaktor wurde bisher noch nicht publiziert.
Tabelle 4.15 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse, die wahrend der Kultivierungen mit
diesem Reaktortyp erreicht wurden. Da der Begasungsschlauch aus der ersten Kultivierung ent-
sorgt wurde, konnte fur diesen Aufbau keine Mischzeit bestimmt werden.

Tabelle 4.15:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Schlauchreaktor

1. Kultivierung | 2. Kultivierung

Maximale Zell-Konzentration [Zellen-ml] 2,1.10° 3,7-10°
Gemittelte Wachstumsrate [d?] 0,30 0,31
Maximale Coccolithen-Konzentration [Coccolithen-ml] 1,3-107 1,7-10°

Gemittelte zellulare Coccolithen-Produktivitat
[Coccolithen-Zelle?-d?]

Maximale Coccolithenmasse [g-L?] - -

Gemittelte volumetrische Coccolithen-Produktivitét
[g-L ]

Die im Schlauchreaktor erreichten Zell-Konzentrationen, sind sehr viel hoher als die aus dem
Ruhrkessel- und Bag-Reaktor. Wahrend der ersten Kultivierung konnte in den ersten 21 Tagen
keine Zunahme der Zellzahl beobachtet werden. Bei einer Uberpriifung der Ursachen wurde fest-
gestellt, dass sich die Zellen unter dem Begasungsschlauch gesammelt hatten. Dabei bildete sich
ein Sediment von mehreren Zentimetern Hohe (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.25).
Aufgrund der Hohe der Ablagerung handelte es sich vermutlich nicht nur um die Zellen des In-
okulums, sondern auch um neugewachsene Biomasse. Dies wurde wahrscheinlich durch die nied-
rige Begasungsrate von 0,05 vvm verursacht [144]. Um dieses Problem zu I8sen, wurde an Tag
16 der Reaktor aufgewirbelt. Die Zellzahl stieg daraufhin an und es hatte gegebenenfalls die Lag-
Phase schon friiher beendet sein konnen.

Wihrend der zweiten Kultivierung begann das Wachstum deutlich friiher, obwohl der Reaktor
nicht aufgewirbelt wurde. Von Tag 13 bis 17 wurde eine quasi-stationdre Phase beobachtet. Da-
nach stieg die Zellzahl bis zum Maximalwert weiter an. Solch eine Verzégerung des Wachstums
ist ungewohnlich und lasst oft auf eine N&hrstofflimitierung schlieBen [200]. Wie in Abbildung
7.22 zu sehen ist, war an Tag 13 und 15 das vorhandene Phosphat vollstandig aufgebraucht. Die
Konzentration wurde noch am selben Tag aufgefullt, jedoch kénnte daraus die beobachtete Ver-
zbgerung des Wachstums resultiert sein. Eine weitere Ursache, die dieses Plateau erzeugt hat,
kénnte auch die Auszahlmethode mit der Thoma-Kammer sein. Im Laufe der Kultivierung wurde
beobachtet, dass sich viele Zellen fiir die Auszahlung in der falschen Ebene befanden und daher
nicht berlicksichtigt wurden. Ab Tag 20 wurden die Proben vor dem Auszdhlen 2 Minuten ruhen
gelassen, wodurch sich die Zellen absetzen konnten. Dies lasst vermuten, dass die Zellzahl in den
Tagen zuvor héher gewesen ware und eventuell sogar ein hoheres Maximum friher erreicht wor-
den wére.

Die verwendete Blasenbegasung scheint einen enorm positiven Effekt auf das Wachstum der Alge
zu besitzen. Der Blasendurchmesser wéhrend der ersten Kultivierung war sehr gering, was zu
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einer grofReren Gasaustauschflache flhrte als beispielsweise eine Kopfraumbegasung wie im Bag-
oder Rihrkesselreaktor. So kénnte im Gegensatz zu den anderen Reaktortypen eine verbesserte
CO,-Versorgung vorliegen. Aufgrund des guten Wachstums der Zellen besal der Reaktor zu Be-
ginn der Kultivierung eine typische gelbliche Verfarbung. Ab Tag 25 fand ein Farbumschlag in
ein deutliches Grun statt (Siehe Anhang 8.3.2, Abbildung 7.26). Diese Beobachtung lasst vermu-
ten, dass die Zellen vermehrt Chlorophyll produziert haben. Hariskos et al. [76] stellten die Hy-
pothese auf, dass E. huxleyi mehr Chlorophyll synthetisieren kann, um eine Abschattung durch
umliegende Zellen auszugleichen (Akklimatisation), was in Anbetracht der hohen Zell-Konzent-
ration eine realistische Moglichkeit ware.

Wéhrend der ersten Kultivierung zeigte sich die schlechte Kalzifizierung bereits frih unter dem
Mikroskop. Dort wurden viele Zellen ohne Coccolithen beobachtet (siehe Anhang Kapitel 7.3.4,
Abbildung 7.27). Diese nicht-kalzifizierten Zellen wurden aus dem Reaktor entnommen und fur
18 Tage in einem Schittelkolben inkubiert, doch auch hier konnte keine erneute Kalzifizierung
der Zellen beobachtet werden (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.28). Verschiedene Ar-
beitsgruppen beobachteten, dass kalzifizierende Zellen sich zu einem N (nackt)-Morphotyp um-
wandeln kénnen. Eine Riickkehr in die kalzifizierende Form wurde bisher jedoch nicht bewiesen
[63, 106, 107, 133, 171].

Bei dem Versuch die Coccolithen-Konzentration zu bestimmen, fiihrte die hohe Zellzahl zu un-
erwarteten Problemen, da es zu keiner kompletten Trennung der Zelltrimmer und den Coccolit-
hen kam. AuRerdem wurden unter dem Mikroskop Kristalle gefunden, die das Auszdhlen der
Coccolithen zusatzlich erschwerten. Wird davon ausgegangen, dass jede Zelle durchschnittlich
10 Coccolithen besitzt, wurden in dieser Arbeit nur 0,06 % der erwarteten Coccolithen-Konzent-
ration mit einem Wert von etwa 2,0-10* Coccolithen-ml? erreicht [75]. Die geringen Coccolit-
hen-Konzentrationen kénnen zum einen dadurch erklart werden, dass die E. huxleyi nicht zeit-
gleich die Zellteilung und Kalzifizierung durchfiihren kann [125]. Zum anderen wirkte sich
vermutlich auch die Blasenbegasung negativ auf die Kalzifizierung aus. Es ist bereits bekannt,
dass durch das Zerplatzen von Blasen an der Oberflache des Kultivierungsmedium die Zellen an
der Blasengrenzflache besch&digt oder sogar zerrissen werden konnen [144]. Aufgrund der hohen
Zell-Konzentrationen im Schlauchreaktor scheint dieser Effekt auf die Algen nicht signifikant
gewesen zu sein. Dies kann jedoch nicht pauschal auf die Coccosphére Ubertragen werden. Da
nach Beendigung der Kultivierung bei der Reinigung des Reaktors unter dem Begasungsschlauch
weile Ablagerungen gefunden wurden und sich unter dem Mikroskop herausstellte, dass es sich
dabei um Coccolithen handelte, scheint diese Erkl&rung plausibel zu sein. Ein weiterer negativer
Aspekt ist, dass aufgrund der groReren Gasaustauschflache und der dadurch resultierenden erhéh-
ten CO,-Konzentration die Kalzifizierungsrate verringert wird [54]. Hohe CO.-Konzentrationen
kénnen die Grolie der Coccolithen und Coccosphare verringern und fiihren zu einem geringeren
Coccolithengewicht [54].

Fur die zweite Kultivierung wurde der Begasungsschlauch ausgetauscht, wodurch grofiere Blasen
entstanden und der so entstehende Druck beim Platzen reduziert wird [20]. Zudem sollte die
Durchmischung verbessert werden, um zu verhindern, dass die Algen auf den Reaktorboden ab-
sinken. Biomasse, die sich in diesen Totzonen ansammelt, kdnnte durch Zerfallsprodukte das
Wachstum von Fremdorganismen fordern [69]. Da der Schlauchreaktor ein unsteriles System ist,
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sollte dieses Problem vorzeitig beseitigt werden. Durch die Modifikation wurde das Problem der
Sedimentation wahrend der zweiten Kultivierung behoben.

Die Modifikation des Reaktors zeigte einen positiven Effekt auf das Wachstum der Algen. Dies
hatte jedoch zur Folge, dass der Zelldurchmesser mit 2,7 um (mikroskopische Vermessung, n=50)
deutlich geringer war als der der Zellen aus der Stammhaltung. Dort lag der Durchmesser bei
7 um (elektronenmikroskopische Messung, durchgefiihrt von Dr. Birgit Hetzer, Max-Rubner-
Institut, Bundesforschungsinstitut fir Erndhrung und Lebensmittel im Institut fiir Lebensmittel-
und Bioverfahrenstechnik, Karlsruhe). Bei den beobachteten Zellen kdnnte es sich um Tochter-
zellen handeln, die gerade den Zellzyklus durchlaufen haben. So finden in der linearen Wachs-
tumsphase etwa 1,1 Teilungszyklen pro Tag statt. Dies entspricht anndhernd den Teilungszyklen
(1,3), die die Zellen wahrend eines Tag-Nacht-Zyklus in der Dunkelphase erreicht haben (siehe
Kapitel 4.1.2). Eine weitere Mdglichkeit ware, dass kleinere Zellen ein gréeres Oberflachen-zu-
Volumenverhéltnis besitzen, was die Diffusion zwischen der Zelle und dem Medium verbessert
[203].

Der vergrofierte Blasendurchmesser zeigte nicht den gewinschten Effekt auf die Coccosphére.
Die maximal ermittelte Coccolithen-Konzentration war so niedrig, dass sich vermuten lasst, dass
es sich dabei um die Coccolithen des Inokulums handelte.

Der Schlauchreaktor kann sehr schnell aufgebaut und je nach Belieben und verfligbaren Platz
konnen auch mehrere Schlauchreaktoren nebeneinander aufgeh&ngt werden. Aufgrund der vielen
Falten im Kunststoff ist dieser Reaktor sehr schwer zu reinigen und daher ehr als Wegwerfprodukt
gedacht. Der Schlauchreaktor besitzt die beste Grundflachennutzung aller in dieser Arbeit ver-
wendeten Reaktoren. Wenn zukunftig das Problem der fehlenden Kalzifizierung in diesem Reak-
tortyp geldst wird, besitzt er aufgrund der hohen Zell-Konzentrationen ein vielversprechendes
Potential.

4.3.4 Der Membranreaktor

Die maximalen Zell- und Coccolithen-Konzentrationen, die wéhrend den Kultivierungen im
Membranreaktor erreicht wurden, sind in Tabelle 4.16 zusammengefasst. Um die Membran des
Membranreaktors nicht zu verschmutzen, wurde fir diesen Reaktor keine Makromischzeit be-
stimmt. Da der Membranreaktor ein &hnliches Durchmischungs-Prinzip wie der Bag-Reaktor be-
sitzt, die Schichtdicke jedoch wesentlich geringer ist, fallt die Mischzeit dadurch wesentlich kir-
Zer aus.
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Tabelle 4.16:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Membranreaktor

1. 2.

Kultivierung | Kultivierung
Maximale Zell-Konzentration [Zellen-ml*] 5,0-108 4,3-10°
Gemittelte Wachstumsrate [d?] 0,26 0,19
Maximale Coccolithen-Konzentration [Coccolithen-mi™?] 1,1-10° 3,2:10°
Gemittelte zelluldre Coccolithen-Produktivitét 013 169
[Coccolithen-Zellet-d?] ’ ’
Maximale Coccolithenmasse [g-L™] - 1,90
Gemittelte volumetrische Coccolithen-Produktivitét
[g-L ] ' 0.2

Werden die Ergebnisse der beiden Kultivierungen mit den anderen Reaktoren verglichen, so
scheint sich der Membranreaktor neben dem Bag-Reaktor am ehesten fir die Kultivierung von
E. huxleyi zu eignen. Der Einsatz eines Membranreaktors fir die Kultivierung von E. huxleyi ist
bisher noch nicht publiziert worden.

In der ersten Kultivierung konnten ab Kultivierungstag 15 deutliche Zellansammlungen zwischen
der Reaktorwand und der Kuhlschlange festgestellt werden (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbil-
dung 7.31). Auf Grund dessen konnte die ermittelte Zell-Konzentration ab Tag 16 geringer aus-
gefallen sein. Zusatzlich konnte ab Tag 11 eine Kontamination in der Kulturbriihe beobachtet
werden (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.32). Vermutlich handelte es sich dabei um ei-
nen Schimmelpilz. Dieser hétte dann zu einer geringeren Zell-Konzentration gefihrt, wie es die
Ergebnisse der zweiten Kultivierung vermuten lassen. Um die Zellablagerungen zu verhindern,
wurde die Schiittelfrequenz auf 75 rpm erhéht. Zudem wurde ein Zuluftfilter eingebaut, um einer
erneuten Kontamination entgegenzuwirken. Durch diese Modifikation konnte in der zweiten Kul-
tivierung die hdchste Zellzahl aller Reaktoren erreicht werden. Die Kultivierung dauerte jedoch
mit 42 Tagen am langsten an. Ab Tag 16 wechselte die Farbe der Kulturbrithe von gelb zu griin
(siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.35). Zu diesem Zeitpunkt tberschritt die zweite Kulti-
vierung die Zellzahl, die in der ersten Kultivierung das Maximum darstellte. Wie bereits erwahnt
wurde, scheint dies auf eine erhdhte Chlorophyllsynthese der Zellen hinzudeuten, um den Verlust
von Photonen durch Abschattung zu kompensieren [76]. Hieraus folgt zudem die Annahme, dass
es in der ersten Kultivierung zu einer Limitierung von Elementen kam, die in direkter Verbindung
zur Photosynthese stehen, wie beispielsweise Magnesium. Die Magnesiumkonzentration wurde
jedoch erst im sechsten Modifikationsansatz (siehe Kapitel 7.2.2) erhoht, das dem Medium in der
zweiten Kultivierung entspricht. In der Literatur konnte bisher kein Farbumschlag der Kultur-
briihe von Emiliania huxleyi beobachtet werden, allerdings lag das bisher erreichte Zellmaximum
nur bei 3,0-107 Zellen-ml™ und in den tblich publizierten Versuchen in Schiittelkolben liegt sie
noch wesentlich niedriger [75, 95].

Wéhrend der ersten Kultivierung wird die maximale Coccolithen-Konzentration bereits an Tag 9
erreicht. Diese sinkt am darauffolgenden Tag rapide ab und liegt am Ende der Kultivierung ledig-
lich bei einem Wert von 1,1-10” Coccolithen-ml*. Durch die Kontamination konnte die Cocco-
lithen-Konzentration nicht zuverlassig bestimmt werden, da es zu einer Fixierung der Algenzellen
in einem Schimmelpilz kam (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.33). Da der Reaktor auto-

83



4 Ergebnisse und Diskussion

klaviert geliefert und nur unter der Sterilbank getffnet wurde, erfolgte die Kontamination ver-
mutlich durch die ungefilterte Zuluft. In einer 3-jahrigen Studie von Papadakis et al. konnte die
Existenz von vielen Schimmelpilz-Arten wie beispielsweise Aspergillus spp, Penicillium spp und
Alternaria spp in Meerwasser nachgewiesen werden [175]. Eine Kontamination mit Aspergil-
lus niger kann dazu flihren, dass das Medium, durch die Bildung von organischen Séauren, in kdir-
zester Zeit auf einen pH-Wert unter 2 angeséuert wird [4]. Das Prozessleitsystem zeigte keinen
Ausschlag des pH-Wertes in den sauren Bereich (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.34),
jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass der pH-Wert lokal angeséuert wurde, woraus eine
Auflosung der Coccolithen resultieren kdnnte. Dies kdnnte zudem den Anstieg der Calciumkon-
zentration ab Tag 11 erkléren (siehe Abbildung 7.20). Aufgrund der Kontamination konnte zudem
die Coccolithenmasse nicht bestimmt werden. Laut Hariskos et al. [75] entspricht eine Zellzahl
von 5,0-10® Zellen-ml* etwa 1,5 g-L™* aufgereinigter Coccolithen. Mit diesem angenommenen
Wert wére die Ausbeute etwa halb so hoch wie die erreichte Coccolithenmasse im Bag-Reaktor.

Die Coccolithen-Konzentration wahrend der zweiten Kultivierung konnte erheblich gesteigert
werden. Das Maximum wurde an Tag 14 erreicht, anschlieBend nahm die Coccolithen-Konzent-
ration ab, bis ab Tag 21 keine Coccolithen mehr nachgewiesen werden konnten. In diesem Zeit-
raum konnten mehrere Effekte in der Kultur beobachtet werden. Zum einen nahm die Konzent-
ration, kurz bevor die Kulturbriihe des Reaktors griin wurde, ab. Somit kénnte der Farbumschlag
auch durch ein Ab- oder Auflsen der Coccolithen stattgefunden haben. An Tag 16 sank der pH-
Wert fur 3 Minuten auf einen Bereich zwischen 7,1 und 7,5 (siehe Anhang Kapitel 7.3.4, Abbil-
dung 7.34). Untersuchungen haben gezeigt, dass bei diesen pH-Werten die Kalzifizierung verrin-
gert ist, es konnte jedoch keine Auflosung von Coccolithen beobachtet werden [160]. Eine weitere
Maglichkeit fur die niedrige Coccolithen-Konzentration kdnnte die mutmafliche Funktion der
Coccolithen sein, die Zelle vor zu hohen Lichtintensitaten schiitzen [170, 257]. Bei den erreichten
Zelldichten ist ihre Funktion hinfallig, was zu einem mdglichen Abbau der Coccolithen fiihren
konnte. Auch das Wachstum der Kultur kdnnte einen Effekt auf die Kalzifizierung haben. So
wurde das Maximum der Coccolithen-Konzentration an dem Tag gemessen, an dem die Kultur
in die lineare Wachstumsphase ubergeht (siehe Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.21). Indes wére das
weiterer Beweis, dass die Kalzifizierung zugunsten des Zellwachstums herunter reguliert wird.
Jedoch ist das Ausmal3 in diesem Versuch stérker, sodass in der gesamten restlichen Kultivie-
rungsdauer keine Coccolithen mehr gebildet wurden.

Die schonende Membranbegasung hat sich auferst positiv auf das Wachstum der Zellen ausge-
wirkt und die groRe Membranoberflache erméglichte eine gute Gasversorgung [64]. Da der Re-
aktor vorwiegend aus Plexiglas besteht, lasst er sich zudem sehr gut reinigen. Jedoch muss hier
im Vergleich zum Ruhrkesselreaktor vorsichtiger gearbeitet werden, da es sonst leicht zu Rissen
kommen kann, zumindest bei dem eingesetzten kommerziellen Exemplar. Die Membran muss
nach 10 Sterilisationsvorgangen beziehungsweise 10 Wochen Benutzung ausgetauscht werden,
was dementsprechende Ausgaben bedeutet. Da der Reaktor mit einer Grundflache von 0,25 m2
lediglich 2 L Fillvolumen, dafir eine geringe Schichtdicke besitzt, kénnen pro Quadratmeter nur
8 L kultiviert werden. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen ware gegebenenfalls eine
gestapelte Anordnung der Reaktoren, um den verfligbaren Platz bestmdglich auszunutzen.
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4.3.5 Kultivierung von Emiliania huxleyi im semi-kontinuierlichen Betrieb

Die Versuche aus Kapitel 4.3 zeigen, dass die Massenkultivierung von E. huxleyi grundsatzlich
mdglich ist. Besonders der Bag- und Membranreaktor zeigten enormes Potential. Beide Reakto-
ren besitzen dabei unterschiedliche Vorteile: Der Bag-Reaktor zeigte die beste Coccolithenaus-
beute, wahrend der Membranreaktor die hochste Zellzahl erzielte. Zur Annéherung an einen in-
dustriellen kontinuierlichen Prozesses, wurde eine semi-kontinuierliche Fahrweise etabliert.
Diese reduziert unproduktive Zeiten in Form von Lag-Phasen und niedriger Biomasse. Zudem
werden Medienlimitierungen und Adaption beziehungsweise Akklimatisation vermieden. Durch
den Einsatz dieser Betriebsweise fiir beide Reaktoren sollten unterschiedliche Ziele erreicht wer-
den. In der Versuchsreihe mit dem Bag-Reaktor sollte trotz regelméRiger Verdinnung der Kultur
ein stabiler Prozess erzeugt werden, wodurch eine mdglichst hohe Coccolithenausbeute erzielt
wird. Im Membranreaktor konnte beobachtet werden, dass zwar eine enorm hohe Zellzahl erreicht
wurde, die Kalzifizierung jedoch herunter reguliert wurde. Da die Kultur zudem einen Farbwech-
sel aufwies und griin wurde, liegt die Vermutung nahe, dass die verwendete Lichtintensitat nicht
ausreichend war. So sollte in der folgenden Versuchsreihe die PFD stufenweise erhdht werden,
um die Kalzifizierung zu unterstitzen.
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4.3.5.1 Bag-Reaktor

Abbildung 4.13 stellt zusammenfassend die Ergebnisse wahrend der Kultivierung im Bag-Reak-
tor dar. Wahrend der Kultivierung wurde keine Limitation an Phosphat beobachtet (siehe Anhang
Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.36).
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Abbildung 4.13: Oben: Verlauf der approximierten Zellzahl (griin), der gemessenen Zellzahl (blau) und der Wachstumsrate (grau).
Unten: Verlauf der approximierten Coccolithen-Konzentration (griin), der gemessenen Coccolithen-Konzentration
(blau) und der zelluléren Coccolithen-Produktivitét (grau)
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An den Kultivierungstagen 11, 18 und 25 wurde etwa die Hélfte des Reaktorvolumens entnom-
men und durch frisches Medium ersetzt. An diesen Probenahme-Tagen reduziert sich die Bio-
massekonzentration entsprechend auf die Hélfte. Wéhrend der Phasen zeigt sich, wie zu erwarten,
ein lineares Wachstum. Zur besseren Ermittlung der spezifischen Raten wurde diese anhand der
linearen Ausgleichkurven ermittelt. Die gemittelte Wachstumsrate nach jeder Verdiinnung des
Reaktors liegt bei 0,1 d* und ist somit nur halb so hoch wie in den Versuchen aus Kapitel 4.3.2.
Da dies jedoch bei wesentlich htheren Konzentrationen eintritt ist die volumetrische Coccolithen-
Produktivitét deutlich hoher. Wie in dieser Arbeit in verschiedenen Versuchen beobachtet werden
konnte, fihren hohe Wachstumsraten scheinbar zu geringeren Coccolithen-Konzentrationen. Da
die Wachstumsrate in dieser Versuchsreihe niedriger war, fiihrte dies zur 1,7-fachen Coccolithen-
Konzentrationen, verglichen zu den vorherigen Versuchen im Bag-Reaktor (Wert approximiert).
Die Kultur produziert bis auf den Medienwechsel an Tag 18 weiterhin Coccolithen und dies mit
4uRerst hohen Raten im Bereich von 1,11 bis 4,05 Coccolithen-Zelle!-dt. Die maximal erreichte
Coccolithenmasse war mit 3,5 g-L* etwas geringer (siehe Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.37). Die
volumetrische Coccolithenproduktion liegt in der semi-kontinuierlichen Kultivierung bei 0,3 g-L
L.d? (im Vergleich von 0,18 g-L*-d™* wahrend der zweiten Kultivierung in Kapitel 4.3.2).

Dennoch flihrte die regelmaRige Ernte in Summe zu einer héheren Coccolithenausbeute bei der-
selben Kultivierungsdauer. So wurde in dieser Versuchsreihe eine Ausbeute von 82 g erreicht,
wahrend die Kultivierung aus Kapitel 4.3.2 eine Ausbeute von 53 g ergab. Dies ist ein grofer
Vorteil fiir zukunftige industrielle Anwendungen. Da in der Produktion, im Vergleich zum Batch-
Betrieb, kein Stillstand auftritt, kdnnen die Betriebskosten gesenkt und héhere Raum-Zeit-Aus-
beuten erreicht werden [11, 191]. So kdnnen in kurzer Zeit Coccolithenmengen im dreistelligen
Gramm-Bereich erhalten werden.
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4.3.5.2 Membranreaktor

Die folgende Abbildung 4.14 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse wéhrend der semi-kontinu-
ierlichen Kultivierung im Membranreaktor. Es kam zu keinem Zeitpunkt dieser Kultivierung zu
einem vollstandigen Verbrauch der Phosphatkonzentrationen (siehe Kapitel 7.3.4, Abbildung

7.36).
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Abbildung 4.14: Oben: Verlauf der Zellzahl (griin) und der Wachstumsrate (blau). Unten: Verlauf der Coccolithen-Konzentration

(grun) und der zelluléren Coccolithen-Produktivitat (blau). Die Erhéhung der PFD ist durch die verschiedenen

Hintergrundfarben markiert
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4.3 Kultivierung von Emiliania huxleyi in vier Reaktorsystemen

Wéhrend des Versuches im Membranreaktor wurden 900 ml der Kulturbriihe an Tag 8 und 13
entnommen und mit der aquivalenten Menge an frischem Medium ersetzt. Zudem wurde an Tag
5 und 13 die Lichtintensitat erhoht. So wurde die Kultivierung mit einer PFD von 153 pumol-m-
2.s1 begonnen und dann auf 636 pumol-m2-s* und 1330 umol-m2-s* erhoht (markiert durch die
Veranderung der Hintergrundfarben). Dieses Vorgehen scheint einen unterschiedlichen Einfluss
auf das Wachstum und die Kalzifizierung auszutiben.

Bei der Verwendung einer PFD von 153 pmol-m2.s? wird eine maximale Zellzahl von
1,0-10° Zellen-ml* erreicht. Die gemittelte Photonenabsorptionsrate liegt bei 3,6-10° pumol Pho-
tonen-Zelle-d*. Wird die Lichtintensitat auf 636 pmol-m2-st gesteigert, so nimmt auch die Zell-
Konzentration zu, bis sie auf einen Wert von 1,5-10° Zellen-ml* steigt. Durch die Erh6hung der
Lichtintensitaten kann einer Lichtlimitierung der Zellen entgegen gewirkt werden, die durch die
steigenden Biomassekonzentrationen zwangslaufig entsteht [69]. Die gemittelte Photonenabsorp-
tionsrate lag nun bei 8,5-10 umol Photonen-Zelle*-dX. Obwonhl die Zellen nun fast die 2,5-fache
Menge an Photonen erhalten, sind die gemittelten Wachstumsraten mit einem Wert von 0,2 d*
gleich und befanden sich im selben Wertebereich, wie auch in den Kultivierungen aus Kapitel
4.3.4. Bei einer weiteren Steigerung der Lichtintensitat auf 1330 umol-m2-s fallen die Zellzahl
und die Wachstumsraten stetig ab. Die gemittelte Photonenabsorptionsrate stieg in dieser Phase
auf 2,6-10* pumol Photonen-Zelle*-d*. Ahnliche Ergebnisse, erhielt die Arbeitsgruppe von Ha-
riskos et al. [76]. Sie zeigten eine positive Korrelation der Wachstumsrate und der PFD. Ab einer
PFD von 100 pmol-m2.s? zeigte der Stamm RCC1216 (entspricht Stamm CCMP3266) eine
Lichtsattigung und es wurde eine maximale Wachstumsrate von 0,9 d* erreicht [76]. Ab einer
Lichtintensitat von 800 pmol-m2.s't war die Wachstumsrate nur noch etwa halb so hoch und sank
mit steigender PFD weiter ab [76].

Wird der Verlauf der Coccolithen-Konzentration betrachtet, so scheint ein gegenteiliger Effekt
stattzufinden. Bis Tag 2 kann eine Zunahme der Konzentration auf einen Wert von 1,1-10* Coc-
colithen-ml* verzeichnet werden. Dabei handelt es sich um die hochste Coccolithen-Konzentra-
tion, die jemals erreicht wurde. Die Coccolithen-Konzentration sinkt anschlieRend jedoch wieder
ab. Diese Abnahme wird auch nicht durch die Erhéhung der PFD an Tag 5 oder durch den Medi-
enwechsel an Tag 8 aufgehalten. Wird die PFD jedoch auf 1330 pmol-m2-s? erhéht, also auf die
Lichtintensitat, bei der kein Wachstum mehr stattfindet, so nimmt die Coccolithen-Konzentration
und vor allem die zellulare Coccolithen-Produktivitét zu. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
die Coccolithen zum Schutz vor zu hohen Lichtintensitaten gebildet werden kénnten. So konnte
Paasche [170] in seinen Versuchen zeigen, dass eine erhOhte Lichtintensitdt bei manchen
E. huxleyi-Stammen zu mehr Coccolithen pro Zelle fuhrten. Die PFD lag jedoch im Bereich von
8-330 umol-m2-s! und ist somit nicht vergleichbar mit denen aus diesem Versuch. Viele Arbeits-
gruppen argumentieren jedoch gegen diese Theorie, da nicht-kalzifizierende Stdimme Licht in
gleicher oder hoherer Intensitét tolerieren kbnnen [76, 154, 173, 238]. Vielleicht ist die erhohte
Coccolithenbildung auch keine direkte Folge der Lichtintensitét, sondern eine Fluchtstrategie der
Coccolithophoren. Durch eine voll ausgebildete Coccosphéare erhdhen die Zellen ihre Dichte,
wodurch sie schwerer als das Wasser werden und absinken. In den Ozeanen wirde dies dazu
fUhren, dass die Zellen in tiefere Wasserschichten mit geringeren Lichtintensitaten absinken. Dies
wirde vor schédlichen Lichteinflissen wie der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und dem
daraus resultierenden oxidativen Stress schiitzen [123, 211].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieser Versuch zeigt, dass die Kultur durch Anpassung der Lichtintensitét zur Kalzifizierung an-
geregt werden kann. Es konnte erneut beobachtet werden, dass die Kalzifizierung bei einer Kultur
mit hoher Wachstumsrate herunterreguliert wird. Die Erhéhung der Lichtintensitat auf
1330 pmol-m2-s flihrte zwar zu einem Absterben der Zellen, jedoch zu einer gesteigerten Coc-
colithenproduktion. So konnte wéhrend einer 16-tdgigen Kultivierung eine Coccolithenausbeute
von 8 g erreicht werden (siehe Kapitel 7.3.4, Abbildung 7.36).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, die Kultivierbarkeit der Coccolithoporide Emiliania huxleyi zu optimie-
ren, um moglichst hohe Coccolithenausbeuten zu erhalten. Durch die Tag-Nacht-Vorversuche im
Schuttelkolben zeigte sich, dass eine hohe Wachstumsrate zu einem Einbruch der Kalzifizierungs-
rate fuhrt. So wurden durch den Einsatz eines 15:9-Zyklus Zell-Konzentrationen von 2,0-108 Zel-
len-ml* mit einer Wachstumsrate von 0,9 d* erreicht, wahrend die Coccolithen-Konzentration
lediglich bei einen Wert von 4,2-108 Coccolithen-ml lag. Bei einer permanenten Beleuchtung
mit 220 pmol-m2-s* hingegen lag die erreichte Zell-Konzentration bei 1,4-108 Zellen-ml*. Auch
die Wachstumsrate war mit 0,6 d* geringer, dennoch wurden Coccolithen-Konzentrationen von
6,1-108 Coccolithen-ml? erzielt. Diese Ergebnisse konnen durch mehrere Moglichkeiten erklart
werden: Zum einen kann die Zelle nicht simultan die Zellteilung und Coccolithenproduktion
durchfihren. Dariiber hinaus teilen sich die Zellen bevorzugt in der Nacht, wenn sie keine Pho-
tosynthese betreiben kdnnen, um so kein Licht zu verlieren. Zellen unter permanenter Beleuch-
tung missen wahrend der Zellteilung die Photosynthese einstellen, was zu einem Photonenverlust
flr die Dauer der Mitose (~ 2 Stunden) flhrt. Ein weiterer Grund besteht darin, dass die Kalzifi-
zierung einen enormen Energiebedarf besitzt, der scheinbar nur durch eine permanente Lichtver-
flgbarkeit zufriedenstellend gedeckt werden kann (siehe Kapitel 4.1). Aufgrund des Riickgangs
der Kalzifizierungsrate und der Tatsache, dass die verwendeten Photobioreaktoren dieser Arbeit
nicht abgeschirmt werden kénnen, wurden die Hell-Dunkel-Zyklen in dieser Arbeit nicht weiter
eingesetzt. Ein zweistufiges Verfahren hatte jedoch groRes Potential. So konnte in einer ersten
Phase die Zellzahl durch den Einsatz der Zyklen gesteigert werden. In einer zweiten Phase kdnnte
auf eine permanente Beleuchtung gewechselt werden, wodurch die Coccolithenproduktion ange-
regt und die Ausbeute erhdht werden konnte.

Das verwendete ESAW-Medium simuliert in seiner Nahrstoffzusammensetzung natirliches
Meerwasser mit nur leicht erhéhten Werten flr die Makroelemente. Dies fuhrt dazu, dass die
enthaltenen Elemente fir eine Massenkultivierung mit hohen Zell- und Coccolithen-Konzentra-
tionen zu gering dosiert sind. So wurden in dieser Arbeit schrittweise alle Elemente des Mediums
erhoht (siehe Kapitel 4.2.2). Nach insgesamt sechs Modifikationsansétzen konnte so die Zellzahl
sukzessiv auf einen Wert von 3,0-108 Zellen-ml erhoht werden, was im Vergleich zu dem un-
verdnderten Medium fast einer Vervierfachung der Ausgangskonzentration entspricht. Auch die
Coccolithen-Konzentration zeigte eine massive Steigerung. So konnte im letzten Modifikations-
ansatz eine Konzentration von 1,9-10° Coccolithen-ml* erreicht werden, was einer Steigerung um
das sechsfache entspricht.

Mit diesem modifizierten ESAW-Medium wurden anschliefend Kultivierungen in vier verschie-
denen Photobioreaktoren durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um zwei flr E. huxleyi bereits be-
schriebene aber nicht optimierte Reaktortypen (Ruhrkessel- und Bag-Reaktor) sowie zwei bisher
nicht publizierte (Schlauch- und Membranreaktor) Systeme. Die Reaktoren unterschieden sich in
ihrer Begasungsart (Oberflachen-, Membran oder Blasenbegasung), ihrer Durchmischung (durch
Wellen, Begasung oder Rihrelemente), ihrem Reaktorvolumen (1,6-14 L) und ihrer Geometrie.
Alle Kultivierungen wurden mit folgenden Prozessparametern durchgefiihrt: T: 19 °C, pH: 8,
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Pcoz: 1%, vwm: 0,05 und PFD: 350 umol-m-s, Die Ergebnisse zeigen, dass der Riihrkesselre-
aktor von allen Systemen das ungeeignetste fur die Kultivierung von E. huxleyi ist. Es kam zu
starken Zellablagerungen, welche in Folge zu geringen Zell- und Coccolithen-Konzentrationen
flhrten. Zudem ist der Scherstress durch die verbauten Ruhrer sehr hoch. Da E. huxleyi gegeniiber
mechanischer Belastung als empfindlich gilt, ist anzunehmen, dass dies ebenfalls die Ergebnisse
negativ beeinflusste.

Die Zell-Konzentration im Schlauchreaktor schien durch die Blasenbegasung positiv beeinflusst
worden zu sein. Mit einer Wachstumsrate von 0,3 d* erreicht dieses System den héchsten Wert.
Wie bereits erwéhnt wurde, fiihrte das gute Wachstum auch hier dazu, dass in dieser Kultur keine
Coccolithenproduktion stattfand. Wenn zukiinftig ein Mechanismus entschliisselt werden kdnnte,
um die Coccolithenproduktion gezielt anzuregen, so besélRe der Schlauchreaktor grofies Potential.
Davon ausgehend, dass jede Zelle 10-15 Coccolithen produzieren wirde, so kénnten mit einem
theoretischen Coccolithengewicht von 2,5 pg Ausbeuten von bis zu 14 kg in 14 L erreicht werden
[93, 241]. Dennoch kénnte der Schlauchreaktor auch ohne Coccolithenproduktion industrielles
Potential besitzen. So kann E. huxleyi je nach Lichtbedingungen einen Fucoxanthin-Gehalt von
0,011-0,028 pg-Zelle* erreichen [205]. Dies wiirde im Idealfall zu einer Ausbeute von 10,3 g-L-
! fihren. Fucoxanthin kann als Nahrungserganzungsmittel eingenommen werden und soll die
Fettreduktion unterstlitzen [129]. Bei einer Dosierung von 5 mg Fucoxanthin pro Tablette mit
einem Stickpreis von 30 Cents, kénnte die Kultur im Schlauchreaktor einen Gewinn von 86 €
erzielen (Berechnungen anhand der Angaben des Produktes Fucoxanthin der Firma Kos, Stand
2023). Fur den Einsatz als Chlorophyll-Tabletten kdnnten zusétzlich 26 € erwirtschaftet werden
(Berechnungen anhand der Angaben des Produktes Chlorophyll Tabletten der Firma Hirundo
Products, Stand 2023). Allerdings sind die Kosten der Kultivierung deutlich héher. Dazu z&hlt
die einmalige Anschaffung der Phytobags mit einem Kaufpreis von 240 €. Die Kosten des Medi-
ums liegen insgesamt bei 17 € (Berechnungen anhand der Chemikalienpreise der Carl Roth
GmbH & Co. KG). Der Strompreis der Beleuchtung betrégt fiir die Kultivierung 123 € (96 LEDs,
6 W und einem Strompreis von 28,7 Cents pro kWh, Stand 2023). Bei einer grof3skaligen Pro-
duktion wirden die Kosten wesentlich niedriger liegen, wie es die Erfahrungen bei gréfieren An-
lagen im ha-Bereich zeigen. Dies wirde durch eine Anpassung der maschinellen Produktion der
Phytobags und der Verwendung natiirlicher oder angepasster Beleuchtung erreicht werden.

Die besten Ergebnisse erreichen die Kultivierungen im Bag- und Membranreaktor. Die Versuche
im Bag-Reaktor zeigen, dass trotz der hohen Schichtdicke eine gute Zellzahl und vor allem Coc-
colithen-Ausbeuten im Bereich von etwa 4 g-L* erreicht werden. Auch der Membranreaktor
zeigte zu Beginn der Kultivierung eine gute Kalzifizierung. Diese brach jedoch ein, sobald die
Zellzahl einen Wert von 3,4-108 Zellen-ml™* tiberschritt und die Kulturbriihe mutmaRlich zu dicht
wurde. Die Zellzahl stieg jedoch weiter auf einen Wert von 4,3-10° Zellen-ml* an und erreichte
damit die hochste Zellzahl aller Versuche. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden beide
Reaktoren fiir eine semi-kontinuierliche Kultivierung eingesetzt. Dort zeigte sich, dass die Kulti-
vierung im Bag-Reaktor trotz regelméRiger VVolumenentnahme stabil iber einen langeren Zeit-
raum lief und eine enorme Coccolithenausbeute von insgesamt 82 g erreichte. Wéhrend der Kul-
tivierung im Membranreaktor wurde die Photonenflussdichte stufenweise erhoht, um einer
Lichtlimitierung entgegen zu wirken. Durch dieses Verfahren konnte iber den gesamten Kulti-
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5 Zusammenfassung und Ausblick

vierungsverlauf eine Coccolithenproduktion beobachtet werden, wodurch eine Coccolithenaus-
beute von insgesamt 8 g erreicht werden konnte. Somit waren in beiden Kultivierungen die Coc-
colithenausbeuten hoher als die, die jemals in der Literatur erreicht wurden. Auch wenn die Pro-
duktion der Coccolithen noch immer sehr kostspielig ist, konnte diese Arbeit eine Grundlage fir
zukunftige Kultivierungen im industriellen MaRstab liefern.

Das Ziel der Arbeit, eine Produktion im Pilot-Malstab zu etablieren wurde erreicht. So kdnnen
flr verschiedene Anwendungen zumindest zu Testzwecken Coccolithen-Mengen in kg-Mal3stab
produziert werden. Zusétzlich wurde ein medizinisches Einsatzgebiet der Coccolithen untersucht.
So wurden die Coccolithen aus der ersten Kultivierung im Bag-Reaktor aufgereinigt und an das
Institut fur Anatomie und Zellbiologie des Universitatsklinikum der RWTH Aachen versandt.
Unter der Leitung von Dr. Mersedeh Tohidnezhad wurde dort an dem Einsatz der Coccolithen als
Knochenersatzmaterial geforscht (Daten noch nicht verdffentlicht). Dabei konnte beobachtet wer-
den, dass eine Coccolithen-Konzentration von 0,1 mg-ml* die Viabilitat der Zellen der MC3T3-
E1-Osteoblasten-Zelllinie im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht negativ beeinflusst.
Zudem konnte ein Anstieg des Runx2-Transkriptionsfaktors beobachtet werden. Dieser Faktor
spielt eine wichtige Rolle bei der osteoblastaren Differenzierung. Allerdings konnte eine verrin-
gerte alkalische Phosphatase-Aktivitat (ALP) gemessen werden. Bei der ALP handelt es sich um
einen Knochenmarker, der bereits in einem friihen Stadium des Knochenstoffwechsels nachge-
wiesen werden kann. Auch die Farbung mit Alizarin Red, zum Nachweis von Calciumablagerun-
gen, zeigte keine Unterschiede. Diese Ergebnisse zeigen, dass es keinen eindeutig negativen -
aber auch keinen positiven Einfluss der Coccolithen auf die Osteoblastenzellen gibt. Dies wiirde
grundsétzlich den Einsatz der Coccolithen als Knochenersatzmaterial nicht ausschlieRen, sondern
lediglich Modifikationen wie beispielsweise ein Beschichten der Coccolithen mittels Tissue-En-
gineering erfordern [157].

Die moglichen Einsatzgebiete der Coccolithen scheinen grenzenlos zu sein. Auch wenn diese
Arbeit nicht die Losung einer wirtschaftlichen Produktion von Coccolithen hervorbringt, so kann
sie zukunftigen Forschern als Stutze auf dem Weg dorthin dienen.
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7 Anhang

7.2 Material und Methoden

7.2.1 Verwendete Geréte und Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Promega Corp. (Madison, USA),
Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) oder VWR International LLC (Radnor, USA) erworben

[22].
Tabelle 7.1:  Auflistung aller verwendeten Geréte und Assays
Material Hersteller Model/Artikelnummer
Sick Maihak AG
Abgasanalysator Deutschland Multor 610
Kern & Sohn GmbH
Analysewaage Deutschland ABJ 320-4NM
SHP Steriltechnik AG,
Autoklav Deutschland Laboklav ECO
Satorius 20 L STD Flexboy (Sarto-
Bag-Reaktor Deutschland pore/OPTA)
Calcium-Test Merck KgaA 1.14815.0001
Deutschland
Calcium-Test _Sallfert Ca Profi Test
Niederlande
Inkubator Flohr Instruments MKK 1200
Niederlande
Kuhlaggregat Huber Unichiller UC022
gareg Deutschland
Zeiss

Lichtmikroskop

Deutschland

Axio Scope.Al

Lichtsensor

LI-COR Biosciences Corp.,
USA

LI-190SA mit LI-250 Lichtme-
ter

Lebensmittelfarbe

Wilton
USA

leaf green

LED-Mantel

KIT-Entwicklung
Deutschland

LED-Modul

KIT-Entwicklung
Deutschland

LED-Panel

KIT-Entwicklung
Deutschland

Massen-Durchflussregler

MKS Instruments Inc
USA

MKS 1179B01311CSA
MKS 1179B01312CSA

Membranreaktor

CellDeg
Deutschland

HDC 1.1500, Model T
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7.2 Material und Methoden

. . Merck KgaA .
Nitrat-Standardldsung Deutschland Certipur
. Supelco Nitrat-Test in Seewasser
Nitrat-Test Deutschland 1.14942.0001
Supelco
Phosphat-Test Deutschland Phosphat Test 1.14848.0001
Photometer PerkinElmer UV/VIS Spectrometer Lambda
USA 35
pH-Sonde Hamilton Company Polylite Plus Arc 225
USA
Poz-Sonde Hamilton Company Visiferm DO Arc 120
USA
Rotationsschdittler KS 501 digital IKA Werke GmbH
Deutschland
Ruhrkesselreaktor BloEnglne_erlng KLF 2000
Schweiz
Schlauchreaktor Phytolutions GmbH Phytobags

Seifenblasen-Durchfluss-

Sensidyne LP.

Gilian Gilibrator-2

messer USA
Sterilbank Fisher Scientific GmbH, Thermo Scientific™ Safe 2020
Deutschland
Trockenschrank Memmert Gilian Gilibrator-2
Deutschland
Vortex Bender & Hopeln AG Vortex-Genie 2
Schweiz
Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & ROTINA 420R

Co. KG, Deutschland
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7 Anhang

7.2.2 ESAW-Medium

ESAW-Medium fir die Stammbhaltung

Tabelle 7.2:  Zusammensetzung des ESAW-Mediums nach [6, 17]
Salzlésung | - Wasserfreie Salze
Komponente Einwaage Konzentration im Medium
[9-L7] [mM]
NaCl 21,1900 362,60
Na2SO4 3,5500 25,00
KCI 0,5990 8,04
NaHCOs 0,1740 2,07
KBr 0,0863 725-10°%
H3BO3 0,0230 372-10°%
NaF 0,0028 65,7-10°°
Salzlésung Il - Hydrate
Komponente Einwaage Konzentration im Medium
[9-L7] [mM]
MgCl..6H:0 9,5920 47,18
CaCl,.2H,0 1,3440 9,14
SrCl,.6H,0 0,0218 82-10°%
Stocklésungen
Komponente Einwaage | Konzentration im Medium | Zugabe
[9-L7] [mM] [mi]
1 - Nitrat NaNO3 46,7 549,5-10°3 1
2 - Phosphat NaH:PO4-H,0O 3,09 22,4-10°° 1
3 - Silikat Na2SiO3.5H.0 11,2 106-10°3 2
4 - Eisen FeEDTA 2,408 7,00-103 1
5 - Spurenelemente | ZnSO,.7H,0 0,073 254.10°
C0S04.7H.0 0,016 5,69-10°
MnSO4.H.0 0,409 2,42-10°
Na,M0042H,0 | 1,48-103 6,1-10° 1
Na,SeOs 1,73-10* 1-10°®
NiCl,.6H,0 1,49-10° 6,3-10°°
Na,EDTA-2H,0 3,09 8,29-10°°
6 - Vitamine Thiamin-HCI 0,1 297-10
Biotin 0,002 4,09-10° 1
B2 0,001 1,47-10°
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7.2 Material und Methoden

Die Salzlgsungen | und 1l werden zusammen gel6st. AnschlieRend werden jeweils von den Stock-
lésungen 1, 2, 3 und 4 1 ml in das Salzlésungsgemisch gegeben. VVon der Stockldsung 3 werden
2 ml hinzugegeben. Die Mischung wird dann auf 1 L aufgeftllt und autoklaviert. Wahrenddessen
wird die Stocklosung 6 steril filtriert. Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf Raumtempera-
tur wird 1 ml der Vitaminlésung in das Medium gegeben und gut gemischt.
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7 Anhang

ESAW-Medium fur die Reaktorkultivierungen

Erster Optimierungsversuch

Tabelle 7.3:  Medium fir die Kultivierungen in den Reaktoren
Salzlésung | - Wasserfreie Salze
1. Optimierung 2. Optimierung
Komponente | Einwaage Konzentration im Einwaage Konzentration im
[9-L7Y] Medium [mM] [g-LY] Medium [mM]
NaCl 21,1900 315,30 21,1900 315,30
Na,SO4 3,5500 21,73 7,1000 43,47
KCI 0,5990 6,99 1,1980 13,97
NaHCOs 0,1740 1,80 - -
KBr 0,0863 6,31-10* 0,1726 1,26
H3BOs 0,0230 3,23-10 0,046 6,47-10*
NaF 0,0028 5,80-10 0,0056 1,16-10*
Salzlésung Il - Hydrate
1. Optimierung 2. Optimierung
Komponente | Einwaage Konzentration im Einwaage Konzentration im
[9-L7Y] Medium [mM] [9-LY] Medium [mM]
MgCl..6H:0 9,592 41,03 19,1840 82,05
CaCl,.2H,0 1,344 7,95 12,6880 15,90
SrCl,.6H,0 0,0218 7,11-10 0,0436 1,42-10*
Stocklésungen
Komponente Einwaage Konze_ntration im | Zugabe
[g-L7Y] Medium [mM] [mi]
1 - Nitrat NaNO3 46,7 11,95 25
2 - Phosphat NaH,PO4-H,0 3,09 0,49 25
3 - Silikat Na,SiO3.5H,0 11,2 1,15 25
4 - Eisen FeEDTA 2,408 6,09-103 1
5 - Spurenelemente | ZnS0..7H,0 0,073 5,52.10°
Co0S04.7H.0 0,016 1,24-10°3
MnSO4.H.0O 0,409 5,26-107
Na:Mo004.2H,0 1,48x10°® 1,33-10* 25
Na,SeOs 1,73x10* 2,17-10°
NiCl,.6H0 1,49x10°® 1,28-10*
Na,EDTA-2H,0 3,09 1,80-10%
6 - Vitamine Thiamin-HCI 0,1 6,45-10°
Biotin 0,002 1,78-10* 50
B12 0,001 1,60-10°
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7.2 Material und Methoden

Die Salzlosungen | und Il wurden zusammen geldst. AnschlieRend wird 1 ml der Stockldsung 4
zugegeben und das Gemisch wurde auf 1 L aufgefiillt. Der Mediumansatz sowie die Stockldsun-
gen 1, 2, 3 und 5 werden dann autoklaviert. Danach werden jeweils 25 ml dieser Stockldsung in
das Salzlosungs-Gemisch gegeben. Zuletzt werden 50 ml der sterilfiltrierten Vitaminldsung (6)

zugegeben.

ESAW-Medium zum Nachflttern der Reaktoren

Tabelle 7.4:  Zusammensetzung des Mediums zum nachfiillen der Reaktoren
Salzlésung | - Wasserfreie Salze
Komponente Einwaage Konzentration im Medium
[9-L7] [mM]
NaCl 21,1900 315,30
Na>SO4 14,2 86,93
KCI 2,396 27,95
KBr 0,3452 2,52
H3BO3 0,092 1,29
NaF 0,0112 2,32:10
Salzlésung Il - Hydrate
Komponente Einwaage Konzentration im Medium
[g-L7] [mM]
MgCl,.6H.0 38,368 164,11
CaCl,.2H,0 5,376 31,80
SrCl,.6H,0 0,0872 0,28
Stocklésungen
Komponente Einwaage | Konzentration im Medium | Zugabe
[9-L7] [mM] [mi]
1 - Nitrat NaNO3 46,7 11,95 25
2 - Phosphat NaH,PO.-H,0 3,09 0,49 25
3 - Silikat Na,Si0s.5H,0 11,2 1,15 25
4 - Eisen FeEDTA 2,408 6,09-103 1
5 - Spurenelemente | ZnS0,.7H,0 0,073 5,52-103
C0S0,4.7H,0 0,016 1,24-10°3
MnSQO4.H,0O 0,409 5,26-107
Na;Mo004.2H,0 | 1,48x103 1,33-10* 25
Na,SeOs 1,73x10* 2,17-10°
NiCl,.6H,0 1,49x10°® 1,28-10*
Na,EDTA-2H,0 3,09 1,80-10*
6 - Vitamine Thiamin-HClI 0,1 6,45-10°%
Biotin 0,002 1,78-10* 50
Bi2 0,001 1,60-10°
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7 Anhang

Die Salzlosungen | und Il wurden zusammen geldst. Anschliefend wird 1 ml der Stocklésung 4
zugegeben und das Gemisch wurde auf 1 L aufgefiillt. Der Mediumansatz sowie die Stockldsun-
gen 1, 2, 3 und 5 werden dann autoklaviert. Danach werden jeweils 25 ml dieser Stocklésung in
das Salzlosungs-Gemisch gegeben. Zuletzt werden 50 ml der sterilfiltrierten Vitaminldsung (6)
zugegeben.
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Konzentrationsveranderungen aller Elemente des ESAW-Medium wahrend der Modifikation

Tabelle 7.5:  Anderung aller Elementkonzentration wihrend der Modifizierungsversuche des ESAW-Mediums. Alle Angaben sind in mg-LL. Die Bezeichnung der Ansitze entspricht
denen, wie sie in Kapitel 3.3.3 in Tabelle 3.3 zusammengefasst sind
Meerwasser ESA 1 2 3 7
[10] [46] w Nal\lo N|_||4C 25x 50x | 100x 5x 10x 20x 1x 50x 5x 25x 5x 25x 2X 4x
Mg | 1300 | 1312 1147 1147 1147 1043 956 819 1062 989 869 1066 1019 1015 997 1015 997 1994 3989
S 935 307 802 802 802 731 672 579 743 692 609 747 715 712 699 712 699 1396 2790
Ca | 431 422 367 367 367 333 305 262 339 316 278 341 326 324 | 3187 | 324 319 637 1275
K | 410 409 343 343 343 311 285 245 317 295 260 318 279 303 273 303 298 596 1191
Br 72 69 58 58 58 53 48 41 54 50 44 54 52 51 50 51 50 101 202
N 0,1 0,1 8 8 8 181 186 568 180 335 588 184 177 177 177 176 173 173 173
Sr 8 8 7 7 7 7 6 5 7 6 5 8 6 6 6 6 6 13 25
B 4,6 1 4 4 4 4 3 3 4 4 3 4 4 4 4 4 4 7 14
Si 3 1 3 3 3 3 3 2 3 3 2 3 3 3 3 7 32 32 32
F 1,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 4
P | 0,01 0,02 0.7 0.7 0.7 16 29 50 16 30 53 16 15 15 15 15 15 15 15
Fe - 2-10° 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 1.7 8.5 0.3 0.3 0.3 0.3
Mn - 2-10° 0.1 0.1 0.1 3.0 55 9.5 0.6 11 2.0 3.1 3.0 2.9 29 29 29 29 29
Zn - 4.10% | 0,02 0,02 0,02 0.4 0.7 1.2 0.1 0.1 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Co - 7-107 | 3-10% | 3-10° | 3:-10°% 0.1 0.1 0.2 0,02 0,03 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Mo | 0,01 0,01 | 6-10% | 6-10* | 6-10* | 0,01 | 0,024 | 0,042 | 0,003 | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0.01 0.01 0.01
Ni - 5.10* | 4-10% | 4.10* | 4-10* | 0,008 | 0,014 | 0,025 | 0,002 | 0,003 | 0,005 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0.008 | 0.008 0.008
Se - 2-10% | 8-10° | 8-10° | 8-10° | 0,002 | 0,003 | 0,006 | 0,0004 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0.002 | 0.002 0.002
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7.3 Ergebnisse

7.3.1 Einsatz von Hell-Dunkel-Zyklen

Schuttelkolbenversuche - Wachstum und Kalzifizierung

CCMP3266
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Abbildung 7.1:  Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration (unten) wahrend der Kultivierung unter vier
verschiedenen Lichtbedingungen mit dem Stamm CCMP3266. Rechts: Verlauf der Wachstumsrate p (oben) und
zellularen Coccolithen-Produktivitaten (unten)
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7.3 Ergebnisse

CCMP371
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Abbildung 7.2:  Links: Verlauf der Zellzahl (oben) und Coccolithen-Konzentration (unten) wéhrend der Kultivierung unter vier
verschiedenen Lichtbedingungen mit dem Stamm CCMP371. Rechts: Verlauf der Wachstumsrate p (oben) und
zelluldre Coccolithen-Produktivitat (unten)
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Schittelkolbenversuche - Nahrstoffverbrauch

CCMP3266
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Abbildung 7.3:  Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium

waéhrend der Kultivierung des Stammes CCMP3266 bei verschiedenen Lichtbedingungen
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CCMP371
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Abbildung 7.4:  Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium
wahrend der Kultivierung des Stammes CCMP371 bei verschiedenen Lichtbedingungen

Tabelle 7.6:  Zusammenfassung des Néhrstoffverbrauches der kalzifizierenden Stamme

CCMP3266
12:12 15:9 350 220
Phosphatverbrauch [mg-L?] 2 1,9 1,8 1,9
Nitratverbrauch [mg-L?] 30,4 31,1 29,9 30,7
Calciumverbrauch [mg-L%] 67,5 58,9 59,2 83,5
CCMP371
Phosphatverbrauch [mg-L?] 2,1 1,9 2,0 2,1
Nitratverbrauch [mg-L] 33,7 32,4 335 33,6
Calciumverbrauch [mg-L%] 148,7 83,4 80,0 127,9
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Schuttelkolbenversuche — Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen
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Abbildung 7.5:  Anteil an nicht-kalzifizierten Zellen wéhrend der Kultivierung bei unterschiedlichen Lichtregimen des Stammes

CCMP3266 (links) und CCMP371 (rechts). Die Sterne markieren den Kultivierungstag, der die hochste Zell-Kon-
zentration erreicht hat

Abbildung 7.6:  Zellen des Stammes CCMP3266 ohne Coccolithen
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Schuittelkolbenversuche — Der nicht-kalzifizierende Stamm RCC1217

RCC1217
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Abbildung 7.7:  Links: Verlauf der Zellzahl wahrend der Kultivierung unter vier verschiedenen Lichtbedingungen mit dem Stamm
RCC1217. Rechts: Verlauf der Wachstumsrate p

Der hoch-kalzifizierende Stamm CCMP3266 erreichte die hochste Zell-Konzentration bei einem
15:9-Hell-Dunkel-Zyklus. Wie bereits in Kapitel 4.1 ausgefihrt, wird dieses Ergebnis auf eine
vermutete zeitliche Trennung von Wachstum, Photosynthese und Kalzifizierung zuriickgefihrt.
Die Kalzifizierung benétigt Lichtenergie und kann daher nur in der Hell-Phase stattfinden. Zudem
kann die Zelle nicht gleichzeitig kalzifizieren und die Zellteilung durchfiihren. Ungeklart ist je-
doch, was diese zeitliche Trennung auslost. So gibt es zwei Moglichkeiten: Zum einen kann eine
,innere Uhr* dazu fiihren, dass sich die Zelle bevorzugt in der Nacht teilt. Zum anderen kénnte
die Zelle ,,keine Wahl*“ haben, da tagsiiber die Kalzifizierung stattfinden muss und dabei die Zell-
teilung nur vermindert moglich ist. Aus diesem Grund sollte das Wachstumsverhalten des nicht-
kalzifizierenden Stammes RCC1217 untersucht werden um diese Frage klaren zu kénnen. Da das
Wachstum im Vergleich zu den kalzifizierenden Stdimmen stark reduziert ist, wurden die Ergeb-
nisse aus der Diskussion aus Kapitel 4.1 herausgezogen. Im Folgenden befindet sich eine kurze
Interpretation der Ergebnisse.

Die hochste Zellkonzentration mit 5,6-107 Zellen-ml™* wird bei der Verwendung eines 15:9-Zyk-
lus verwendet. Dabei erreicht auch die gemittelte Wachstumsrate mit 0,44 d* den héchsten Wert.

Bei dem Stamm RCC1217 handelt es sich um eine haploide Form, die aus dem diploiden Stamm
RCC1216 (entspricht Stamm CCMP3266) isoliert wurde [28]. Haploiden Zellen kdnnen nicht
kalzifizieren [44]. Diese nackten Zellen (N-Zellen) bilden sich in Langzeit-Kultivierungen von E.
huxleyi spontan [37]. So kénnen sogar gesamte Populationen von einem kalzifizierenden (C-Zell)
zu einem N-Zell-Morphotyp wechseln [24, 27, 36]. Bisher wurde jedoch nicht beobachtet, dass
sie wieder in die kalzifizierende Form zurtickkehren konnen [14, 23]. Der Ubergang von kalzifi-
zierenden Zellen (C-Zellen) zu N-Zellen wird durch stickstoff- und phosphorreiche Medien be-
gunstigt [27, 36].
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Stamm RCC1217 erreicht genau wie sein diploides Gegenstiick Stamm CCMP3266 bei einer
permanenten PFD von 350 pmol-m2-s die geringste Zell-Konzentration. So kénnte vermutet
werden, dass dieser Stamm aufgrund der fehlenden Coccolithen keine Toleranz gegeniiber hohe
Photonenflussdichten besitzen kénnte. Die Ergebnisse von Hariskos et al. zeigen jedoch, dass
dieser Stamm problemlos hohe PFD tolerieren kann [16]. Da beide Stdmme jedoch bei einem
15:9-Zyklus die maximale Zell-Konzentration erreichen, scheint auch das Wachstum des nicht-
kalzifizierenden Stammes von der Verwendung von Hell-Dunkel-Zyklen zu profitieren. Untersu-
chungen haben gezeigt, dass sich die haploiden Zellen an Hell-Dunkel-Phasen synchronisieren
konnen [9]. So befinden sich die Zellen wahrend der Hellphase in der Gi-Phase und wechseln
eine Stunde nach Einbruch der Dunkelheit in die S-Phase [9]. Das Maximum der G.-Phase errei-
chen die Zellen dann 3-4 Stunden nach Einbruch der Dunkelheit und teilen sich dann mitotisch
[9, 14]. Somit scheint die Frage, ob eine ,,innere Uhr oder die Kalzifizierung den Zeitpunkt der
Zellteilung festlegt, beantwortet. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass beide Stdimme ge-
netisch identisch sind. So liegen die ESTs zwischen dem Stamm RCC1216 (entspricht
CCMP3266) und RCC1217 bei 99,9 % [9]. So kann Stamm RCC1217 zwar keine Coccolithen
produzieren, ob der Einfluss der Kalzifizierung auf das Wachstum jedoch komplett herunter re-
guliert wurde, kann nicht ausgeschlossen werden. N-Zellen besitzen trotzdem alle Komponenten,
die zur Coccolithenproduktion bendtigt werden, wie beispielsweise das Coccolithvesikel [36].
Diese Strukturen konnen allerdings in einem deformierten Zustand vorliegen [24]. Wie aber in
dieser Arbeit gezeigt wurde, reagieren E. huxleyi-Stamme unterschiedlich auf Hell-Dunkel-Zyk-
len, was in der Literatur ebenfalls beobachtet wurde [8, 34, 35, 40, 49]. Dies festigt die Vermu-
tung, dass das Wachstumsverhalten mit Hell-Dunkel-Zyklen von einer genetischen Komponente
kontrolliert wird.

Im Vergleich zu Stamm CCMP3266 féllt auf, dass die erreichten Zell-Konzentrationen des Stam-
mes RCC1217 deutlich geringer sind. So erreicht der kalzifizierende Stamm bei einem 15:9-Zyk-
lus etwa drei Mal so hohe Zell-Konzentrationen. Auch die gemittelten Wachstumsraten sind um
das 2,5-fache niedriger. In den Versuchen der Arbeitsgruppe von Mausz und Pohnert [28] konnten
zwischen der haploiden und diploiden Form keine Unterschiede in den Wachstumsraten beobach-
tet werden. Diese Beobachtung unterstiitzen auch andere Ergebnisse [9]. Jedoch finden sich auch
gegenteilige Beobachtungen. Diese zeigen, dass die Wachstumsrate von N-Zellen im Vergleich
zu C-Zellen um etwa 15% geringer ausfiel [37]. In dieser Arbeit liegt die Abweichung jedoch bei
etwa 42 %. Es ist jedoch zu beachten, dass Stamm RCC1217 im Gegensatz zu Stamm CCMP3266
nicht axenisch war, wodurch eine Beeinflussung der Wachstumsraten durch Fremdorganismen
nicht ausgeschlossen werden kann.
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Schittelkolbenversuche — Nahrstoffverbrauch
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Abbildung 7.8:  Startkonzentration im ESAW-Medium (Balken links) und Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium

wahrend der Kultivierung des Stammes RCC1217 bei verschiedenen Lichtbedingungen

Tabelle 7.7:  Zusammenfassung des Néhrstoffverbrauches des nicht-kalzifizierenden Stammes

RCC1217
12:12 15:9 350 220
Phosphatverbrauch [mg-L?] 2,1 2,1 0,9 2,1
Nitratverbrauch [mg-L™] 30,1 30,5 28,3 29,7
Calciumverbrauch [mg-L%] 74,4 76,2 79,6 77,9

Wird der Phosphatgehalt pro Zelle betrachtet, so féllt auf, dass dieser mit Werten zwischen 0,04-
0,67 pg-Zelle* im Vergleich zu den kalzifizierenden Stammen, relativ hoch ist. Hierfir sind zwei
Erklarungsansate naheliegend. Zum einen wird fur die Herstellung der Coccolithen Phosphor be-
nétigt [20]. Da der Stamm jedoch nicht kalzifizieren kann, aber alle Komponenten zur Coccolit-
henbildung besitzt, kdnnte sich der Phosphor in der Zelle angesammelt haben. Zum anderen kénn-
ten die Fremdorganismen durch Phosphataufnahme den Messwert verfalscht haben [36]. Wenn
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es dadurch in den Kulturen zu einer Phosphatlimitierung kam, konnten somit die niedrigen Zell-
Konzentrationen erklart werden, die der Stamm RCC1217 erreicht hat.

Die Kultur mit der hochsten Zell-Konzentration zeigt auch den hochsten Nitratverbrauch. Dieser
Verbrauch nimmt in absteigender Reihenfolge auf die Zellzahl bezogen ab und passt sich somit
vollstdndig an das Wachstum der Kulturen an. Werden die erreichten Zell-Konzentrationen mit
einbezogen, so wirkt der Verbrauch an Nitrat sehr hoch, da die kalzifizierenden Stdmme Kon-
zentrationen in ahnlichen Mengen verbraucht haben. Wird davon ausgegangen, dass E. huxleyi
ein Zellgewicht von 20 pg besitzt und davon wiederum 50 % durch Kohlenstoff eingenommen
werden, sind die Nitratgehalter von 0,55-12,60 pg-Zelle! unrealistisch hoch. Daher wird auch
hier angenommen, dass Fremdorganismen den Nitratverbrauch erhoht haben.

Obwohl Stamm RCC1217 keine Coccolithen bilden kann, wird je nach Versuchsparameter ein
Calciumverbrauch von 74-80 mg-L* beobachtet. Wird von einem Calciumgehalt von 0,92 % an
der Biomasse ausgegangen, so wirden fiir die erreichen Zellzahlen Calciumkonzentrationen im
Bereich von 0,1-0,2 mg-L* benétigt werden [39]. Das zeigt, dass die Zellen viel mehr Calcium
aufnehmen, als sie bendtigen wirden. Dies unterstreichen auch die Calciumgehdlter in den Zellen
die im Bereich von 1,36-35,36 pg-Zelle liegen. Stamm RCC1217 besitzt alle nétigen Kompo-
nenten fir die Kalzifizierung [36]. Somit kdnnten die Zellen Calcium aufgenommen und in den
daflr vorgesehenen Vesikeln angesammelt haben. Die Arbeitsgruppe von Muller et al. konnte
beobachten, dass nicht-kalzifizierende Zellen bei hohen Calciumkonzentrationen ein verschlech-
tertes Wachstum zeigten, wahrend das Wachstum von kalzifizierenden Zellen nicht negativ be-
einflusst wurde [30]. Die Autoren vermuteten, dass die Zellen aufgrund der fehlenden Fahigkeit
Coccolithen zu bilden, keine Mdglichkeit besaflen einer zelluldren Calciumvergiftung entgegen
zu wirken [30].
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Ubertragen auf einen Ruhrkesselreaktor
Molekulare Betrachtung des Wachstums unter Hell-Dunkel-Zyklen

Um der anstehenden Diskussion besser folgen zu kénnen, werden einige molekularbiologische
Begriffe im nachfolgenden erklart.

e Cyclin A: Cyclin A ist in der S-Phase und bei dem Ubergang von der G,-Phase in die M-
Phase involviert [4]. Es wird zu Beginn der S-Phase synthetisiert und stimuliert die DNS-
Synthese [2, 33]. In der Mitose unterstiitzt es die Chromosomenkondensation und den
Abbau der Kernhlle [33].

Cyclin B: Cyclin B steuert die Mitose. Durch Komplexbildung und Phosphorylierung be-
stimmter Proteine wird die Mitose gestartet. Zudem ist ein Abbau von Cyclin B notwen-
dig, damit die Zelle die Mitose beenden kann [38].

Cyclin D: In der frihen Gi-Phase flhrt Cyclin D zu der Phosphorylierung der Re-
tinoblastom-Proteine (Rb), wodurch es an dem Ubergang von der G:- zur S-Phase betei-
ligt ist [33, 41].

CDKA: Cyclin-abhangige Kinasen (CDKSs) sind regulatorische Proteine, die an ganz be-
stimmten Punkten des Zellzyklus aktiviert werden [33]. CDKA ist ortholog zu CDK1 [2].
CDKA wird zum Ende der Gi-Phase aktiv und phosphoryliert anschlieBend mehrere
Komplexe an den Replikationsurspriingen, wodurch die DNS-Replikation initiiert wird
[12]

CDKB: Wird zusammen mit CDKA fiir die Regulation der Go/M-Aktivitat benotigt [21].

Rb: Im nicht phosphorylierten Zustand unterdriicken Rb-Proteine die Zellproliferation, da
sie den Transkriptionsfaktor E2F binden und somit gehemmt werden [26, 47]. Durch die
Phosphorylierung in der spaten Gi-Phase wird E2F freigesetzt und initiiert die Gene die
fur das Fortschreiten des Zellzyklus notwendig sind [33, 47]. Fiir die Phosphorylierung
werden mindestens drei verschiedene CDKs bendtigt [47].

Die Zellen fuhren ihre Teilung bevorzugt in der Dunkelphase durch. Allerdings ist unklar,
welcher Mechanismus die Teilung in der Hellphase unterdriickt. In tierischen Zellen kann
p53 als Transkriptionsfaktor fungieren und aktiviert beispielsweise das Gen fiir das p21-Pro-
tein [25]. Das Protein p21 kann verschiedene cyklinabhangige Proteinkinasen inhibieren und
somit den Zellzyklus in der G:-Phase anhalten [25]. Obwohl die Zahl an Algengenomsequen-
zierungsprogrammen zunimmt, wurde bisher kein p53-Homolog gefunden [32]. Eine weitere
Madglichkeit der Beeinflussung des Zellzyklus kénnten Mitosehemmer sein. Bei der Verwen-
dung niedriger Konzentrationen der Hemmer Amiprophos Methyl, Griseofulvin und Oryzalin
wurde die Mitose bei Monostroma angicava gestoppt, da sie vermutlich die Mikrotubuli in
den Gametophytenzellen depolymerisieren [19]. Andere Inhibitoren, wie Colchicin und 8-
Hydroxychinolin zeigten hingegen keinen Effekt [19]. So kdnnte eine Mdglichkeit darin be-
stehen, dass E. huxleyi und andere Algenarten, die sensitiv auf Hell-Dunkel-Zyklen reagieren,
eigene Mitosehemmer synthetisieren kdnnen, wodurch sie tber die Mdglichkeit zur Kontrolle
der Zellteilung verfiigten.
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Wie bereits vermutet wurde, kdnnte die Zellteilung jedoch auch von einer spezifischen ,,in-
neren Uhr* kontrolliert werden. So wurde herausgefunden, dass die Lichtintensitét einen Ein-
fluss auf die Lange der Gi-Phase besitzt [29]. Bei niedrigen Intensitaten wurde die Dauer der
Gi-Phase verlangert und bei hohen Intensitdten wurde ein gegenteiliger Effekt beobachtet
[29]. Dies ist soweit sinnvoll, da die Zelle wéhrend der Gi1-Phase die Bausteine der Nuklein-
biosynthese herstellt und dieser Prozess bei zu geringer Lichtenergie verlangert werden kann.
Die Lichtintensitat beeinflusst den Beginn der S-Phase jedoch nicht. So kultivierten Moulager
et al. [29] die Alge Ostreococcus tauri unter einem 12:12-Hell-Dunkel-Zyklus. Zu dem Zeit-
punkt, in dem das Licht eingeschaltet wurde, befanden sich die Zellen in der G;-Phase. An-
schliefend wurde die Lichtintensitat und die Dauer der Hell-Phase variiert [29]. Doch unab-
héangig von den gewéhlten Parametern, trat ein Grofteil der Zellen nach 6 Stunden in die S-
Phase ein [29]. Dies lieR die Autoren vermuten, dass der Eintritt in die S-Phase zeitlich ge-
steuert wird [29]. Um diese Vermutung zu festigen, untersuchten Moulager et al. anschlie-
Rend die Transkriptionsmuster einiger Gene, die fir das Fortschreiten der Gi1-Phase notwen-
dig sind [29]. Dabei beobachteten sie, dass die mMRNS-Level der Zellzyklusgene Cyclin A,
Cyclin D, CDKA, CDKB und Rb bei niedrigen und hohen Lichtintensitaten &hnlich waren,
was die Vermutung einer zeitlichen Regulation unterstutzt [29]. Die Level all dieser Gene
stiegen im Verlauf der Gi-Phase an und erreichten in der S-Phase ihr Maximum. Eine &hnli-
che Beobachtung konnte auch die Arbeitsgruppe von Zachleder et al. machen. Sie untersuch-
ten die CDK-Aktivitaten von Desmodesmus quadricauda bei unterschiedlichen Tageslangen
[50]. Dabei wurde beobachtet, dass die CDK-Aktivitat nach einer 15-stiindigen Lichtphase
nach Eintritt in die Dunkelphase anstieg [50]. Interessanterweise stieg die Aktivitat ebenfalls
nach 15 Stunden an, auch wenn die Hellphase auf 22, 27 und 39 Stunden erhéht wurden [50].
Leider ist nicht bekannt, in welcher Zellzyklusphase sich die Zellen befanden. Aber auch bei
Desmodesmus quadricauda scheint ein zeitlicher Aspekt die Regulierung der Enzyme zu
steuern. Die Arbeitsgruppe fand zudem heraus, dass die CDK-Aktivitaten geringer sind, wenn
die Hellphase langer als 15 Stunden andauert [50]. Da CDKA durch Phosphorylierung die
DNS-Replikation initiiert, konnte eine geringere Aktivitat den Prozess der Zellproliferation
verlangsamen, wodurch die geringere Zell-Konzentration bei der Kultivierung mit permanen-
ten Licht erkléart werden kdnnte. Doch eine reine zeitliche Regulierung scheint nicht vorzu-
liegen. So steigt das cAMP-Level nach Einschalten des Lichtes an, sinkt jedoch auf den Aus-
gangswert, bevor die Zellen in die S-Phase (ibergingen [29]. Wird die Kultur mit einer
niedrigen Lichtintensitat kultiviert, so bleibt der cAMP-Spiegel gering, was daflir spricht,
dass die CAMP-Synthese ein lichtabhangiger Prozess ist. Um die Auswirkungen des cAMP-
Levels auf den Zellzyklus zu untersuchen, hemmten Moulager et al. in ihren Versuchen die
cAMP-Synthese. Dabei zeigte sich, dass es keinen Ubergang der Zellen in die S-Phase gab
und auch die Cyclin A-Menge aufRerst gering war [29]. Somit ist CAMP fiir den Eintritt in die
S-Phase sowie flir die Cyclin A-Synthese erforderlich [29]. Das entstehende Cyclin A-Protein
kann dann an CDKA und Rb binden, wodurch es zur Freisetzung des E2F-Transkriptionsfak-
tors nach Phosphorylierung von Rb fiihrt [29]. Es ist vorstellbar, dass Cyclin A/ICDKA der
hemmenden Wirkung von Rb entgegenwirken kann [29]. Anschlielend verhindert ein ande-
rer Zeitmechanismus den Eintritt in die S-Phase vor 6 Stunden nach dem Einschalten des
Lichtes [29]. Ob es sich dabei jedoch um eine zirkadiane Uhr handelt ist bisher unbekannt
[29]
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10 ym

Abbildung 7.9:  Aggregierte Zellen im Schiittelkolben

7.3.2 Einfluss niedriger Photonenflussdichten auf das Wachstum und die Kalzifizierung
von Emiliania huxleyi

In den Versuchen von Hariskos et al. wurde durch Erhéhung der Photonenflussdichte (PFD) die
Auswirkung auf die Wachstumsrate von E. huxleyi untersucht [16]. Jedoch wurden die Einfliisse
der PFD auf die Kalzifizierung nicht beriicksichtigt. Nachdem die Ergebnisse der Versuche mit
Hell-Dunkel-Zyklen (siehe Kapitel 4.1) gezeigt haben, dass der Stamm CCMP3266 seine héchste
Coccolithen-Konzentration bei einer Photonenflussdichte von 220 umol-m2-s? erreicht hat,
sollte in dieser Versuchsreihe der Einfluss der PFD auf die Kalzifizierung bei niedrigeren Lichtin-
tensitaten untersucht werden. Daher wurden Versuchsreihen mit permanenten Licht bei einer PFD
von 60 pmol-m2-s und 100 pmol-m2-s?t durchgefiihrt. Die Daten der Versuchsreihen, die mit
einer PFD von 350 und 220 pmol-m2-s? behandelt wurden, sind aus den Versuchen mit dem
Stamm CCMP3266 aus Kapitel 4.1.1 Gilbernommen.

Die folgende Tabelle 7.8 stellt eine Zusammenfassung der Ergebnisse dar.

Tabelle 7.8:  Zusammenfassung der Ergebnisse wéhrend der Kultivierung mit unterschiedlichen PFDs

60 100 220 350
umol-m2-st | umol-m2-s? | ymol-m2-s* | umol-m2.s*!

Maximale Zellzahl 7,5-107 8,2-10" 1,4-10° 1,2-10°
[Zellen-mI™]
Elc_a?ntelte Wachstumsrate 0,68 0,72 0,76 0,77
Maximale Coccolithen-
Konzentration 5,1-107 6,8-107 6,1-108 3,5-108
[Coccolithen-ml?]
Gemittelte zellulare Cocco-
lithen-Produktivitat 0,7 15 3,2 51
[Coccolithen-Zellet-d!]
I'Photonen, abs 106 106 106 106
[umol Photonen-Zelle*-d?] 2,4-10 3,6-10 4,710 8710
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Als eine Theorie der moglichen Ausloser fur die Algenbliten von E. huxleyi gelten hohe Lichtin-
tensitaten. So konnte von Mai bis Juni 1955 in einem Fjord in Norwegen mit 115-10° Zellen-L™*
die héchsten Zell-Konzentrationen, die jemals wahrend einer Algenblite erreicht wurden, gemes-
sen werden [5]. Aufgrund der Jahreszeit wurde schnell geschlussfolgert, dass die hohen Lichtin-
tensitaten dieses Phanomen ausgeldst haben. Diese Vermutung wurde durch die Mesokosmos-
Versuche von Egge und Heimdal unterstitzt. Dabei wurden Proben aus einem Fjord in der Nahe
von Bergen entnommen und verschiedenen Nahrstoff- und Lichtbedingungen ausgesetzt. Ihre Er-
gebnisse zeigten, dass die E. huxleyi-Bllte oft nach hohen Oberflachenbestrahlungsintensitaten
auftraten [11]. Ein weiteres stlitzendes Argument lautet, dass die Bliten stets in stark geschichte-
tem Gewasser mit einer Mischtiefe von etwa 10-20 m auftreten, wodurch die durchschnittlichen
Lichtintensitaten an der Oberflache sehr hoch sind [31]. Generell gilt E. huxleyi als lichttoleranter
Organismus, weshalb solche Bedingungen einen Vorteil gegenliber anderem Phytoplankton
schaffen [48]. Eine fehlende Photohemmung bei den hdchsten Lichtintensitaten, die in der Natur
auftreten, wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen im Labor bestétigt [3, 31]. Dies ist Moglich,
da das Genom von E. huxleyi eine groRe Anzahl an Photorezeptoren und Proteinen die beim Auf-
bau und bei der Reparatur des Photosystem Il involviert codiert [43]. Dartiber hinaus werden
Gene, die Antioxidanten mit Bindung an reaktive Sauerstoffspezies (ROS) codiert. Dies erhéht
die Toleranz gegeniiber hohen Lichtintensitaten, da so oxidative Schaden verhindert werden kon-
nen [43]. Es steht jedoch fest, dass sich hohere Photonenflussdichte positiv auf das Wachstum
von E. huxleyi auswirken [45]. So nimmt die Wachstumsrate mit steigender PFD zu sowie die
Zellzahl und Coccolithenzahl pro Zelle [13, 18]. Dies zeigen auch die ausfuhrlichen Versuche
von Hariskos et al. [16]. Dort stiegen die Wachstumsraten fur den hier verwendeten Stamm bis
zu einer PFD von 100 pmol-m-s? und bleiben bis zu einem Wert von 500 pmol-m2-s nahezu
konstant [16]. Dabei handelt es sich vermutlich um den lichtgeséttigten Bereich. Die Ergebnisse
dieser Arbeit unterstiitzen die Annahme. So steigt die gemittelte Wachstumsrate von 0,68 d* bei
einer PFD von 60 pmol-m2-s* auf einen Wert von 0,77 d* bei 350 umol-m2-st an und auch die
gemittelten Raten im Bereich von 100-350 pumol-m2-s sind fast konstant. Eine mogliche Erkla-
rung hierflr kénnte ein Einfluss der Lichtintensitat auf der Lange der G;-Phase im Zellzyklus sein
[29]. So wurde die Alge Ostreococcus tauri von der Arbeitsgruppe von Moulager et al. in einem
12:12-Tag-Nacht-Zyklus kultiviert und dabei verschiedenen Lichtintensitaten ausgesetzt [29]. Sie
konnten beobachten, dass bei niedrigen Intensitaten (8 und 35 pmol-m2-s?) die Dauer der G-
Phase von 6 auf 9 Stunden verlangert wurde [29]. Auch ein umgekehrter Effekt zeigte sich [29].
So betrug die G;-Phase bei hohen Lichtintensitaten (100 und 150 pmol-m2-s1) lediglich 3 bis 4
Stunden [29]. Bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit, l1&sst sich dadurch ableiten, dass bei einer
PFD von 60 pmol-m2:s? die Gi-Phase verlangert wurde, was in dem Versuchszeitraum zu wen-
digeren Zellteilung flihrte und somit das Wachstum der Kultur verlangsamte, wahrend der gegen-
teilige Effekt bei den Kulturen mit hohere PFD eintrat. Da die gemittelten Wachstumsraten bei
den PFDs zwischen 100 und 350 pmol-m2-s? jedoch etwa konstant sind, lasst sich ein anderer
Effekt beobachten: Wird die PFD auf die Wachstumsraten bezogen, so zeigt sich, dass die Kultur
mit einer PFD von 220 pumol-m2-s im Vergleich zu der Kultur mit einer PFD von 350 pmol-m
2.5 eine verbesserte Lichtnutzungseffizienz von 37 % besitzt und die Kultur mit 100 pmol-m2-s-
! sogar einen Wert von 71 % erreicht. Werden die Kulturen mit einer PFD von 60 und 100
umol-m2-s? zeigt sich, dass obwohl die eine Kultur 40 % weniger Licht erhalten, die erreichte
Wachstumsrate nur um 5.6 % verringert ist. Dies &ndert jedoch nichts an der Tatsache, dass die
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maximale Zell-Konzentrationen bei einer Kultivierung mit 60 und 100 pmol-m2-s* nur etwa halb
so hoch sind wie bei den Kulturen mit hoheren PFDs.

In den ersten 6 Tagen zeigt keine Versuchsreihe eine merkliche Veranderung in der Konzentration
an Coccolithen. Die hochste Coccolithen-Konzentration wird mit einer Lichtintensitat von 220
umol-m2.st an Tag 12 erreicht. Nach Erreichen des Maximums sinken die Konzentrationen in
allen Anséatzen bereits einen Tag spater wieder ab. Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass
bei der Verwendung von hohen PFD in dieser Arbeit die hochsten Coccolithen-Konzentrationen
erreicht werden. Es ist jedoch sicher, dass Coccolithen nicht als Sonnenschutzmittel fur die Zelle
dienen. Dies zeigt sich, da nicht-kalzifizierende Stdmme Licht in gleicher oder sogar héherer In-
tensitat tolerieren kénnen [16, 31, 37, 48]. Jedoch konnte die Arbeitsgruppe von Feng et al. be-
obachten, dass die Kalzifizierungsrate von E. huxleyi von der Lichtintensitat abh&ngt und auch
andere Autoren konnten dhnliche Erkenntnisse gewinnen [13, 18]. Feng et al. erhéhten in ihren
Versuchen die PFD von 14 auf 650 umol-m2-s, Dabei konnten sie beobachten, wie die Kalzifi-
zierungsrate von E. huxleyi mit steigender PFD zunahm, bis sie bei 190 pmol-m2-s* einen maxi-
malen Wert erreichte [13]. Ab einem Wert von 350 pumol-m2-s? sank die Kalzifizierungsrate
[13]. Wenn die Kalzifizierungsrate bei dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm ebenfalls bei
einer PFD von 220 pumol-m2-st am hochsten ist, konnte dies erklaren, warum die Coccolithen-
Konzentration hoher ist, als bei einer PFD von 350 umol-m2-s1. Da die den Kulturen mit einer
PFD von 60 und 100 pmol-m2-s* deutlich niedrigere Coccolithen-Konzentrationen erreicht wur-
den, lasst sich vermuten, dass die gewahlten Lichtintensitaten zu gering waren, als dass sie das
Wachstum der Kultur und die Kalzifizierung energetisch versorgen konnten. Wie oben bereits
erwéhnt wurde, scheint die Lichtnutzungseffizienz bezogen auf das Wachstum bei niedrigen Pho-
tonenflussdichten besser zu sein. Jedoch wird bei hohen PFD das uberschissige Licht nicht ver-
schwendet, sondern zum Teil von der Alge fur die Produktion von beispielsweise Starkespeichern
verwendet [15]. Bei Coccolithophoren kann die iberschiissige Energie zudem fiir die Bildung der
Coccolithen verwendet werden, da die Kalzifizierung als energieabhéngiger Prozess von der Pho-
tosynthese abhangig ist. Der Energieaufwand fiir ein Mol CaCO; liegt bereits bei 4,6 Mol Photo-
nen [1, 36, 42]. Wenn davon ausgegangen wird, dass die Gesamtkosten flir photosynthetischen
Wachstum bei 24 Mol Photonen pro Mol CO: liegt, entspricht der Energieaufwand fur die Bil-
dung von CaCOs; etwa 19 % der bendtigten Energie fiir das Wachstum, was einen enormen Ener-
giebedarf darstellt [42].
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Abbildung 7.11: Endkonzentrationen an Phosphat und Nitrat der Versuchsreihen mit unterschiedlichen Photonenflussdichten

Tabelle 7.9:  Zusammenfassung des Néhrstoffverbrauches bei Veranderung der PFD

60 100 220 350

umol-m=2.s? | pumol-m2.s? | pmol-m2.s? | pmol-m?s?!
Phosphatverbrauch [mg-L?] 15 2,1 1,9 1,8
Nitratverbrauch [mg-L?] 32,1 34,4 30,7 30,0
Calciumverbrauch [mg-L%] - - 83,5 58,9

7.3.3 Optimierung des ESAW-Mediums
Berechnung der elementaren Zusammensetzung

Fur die Berechnung der elementaren Zusammensetzung wurde von folgender makromolekularen
Zusammensetzung ausgegangen:

Proteine: 38 % Pigmente: 3%
Kohlenhydrate: 20 % RNS: 8%
Lipide: 15 % DNS: 1%

Fur den elementaren Anteil an den Proteinen und auch allen anderen makromolekularen Kompo-
nenten, wurde von einer theoretischen Biomassekonzentration von 100 g ausgegangen. So konnte
mit Hilfe der Tabelle 4.7 der Anteil an Stickstoff und Schwefel berechnet werden:
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Tabelle 7.10:  Berechnung des N-und S-Anteils an den Proteinen

ps | V|G| MWAS | nas | wsas | NaAS | sanas
[%0] [9]
Asp 9.9 3.8 133.1 0.1 0.0 0.40 0.00
Thr 5.1 1.9 119.1 0.1 0.0 0.23 0.00
Ser 55 2.1 105.1 0.1 0.0 0.28 0.00
Glu 10.5 4.0 147.1 0.1 0.0 0.38 0.00
Gly 6.6 2.5 75.1 0.2 0.0 0.47 0.00
Ala 8.7 3.3 89.1 0.2 0.0 0.52 0.00
Cys 1.0 0.4 121.2 0.1 0.3 0.04 0.10
Val 5.6 2.1 117.1 0.1 0.0 0.26 0.00
Met 14 0.5 149.2 0.1 0.2 0.05 0.11
lle 3.0 1.1 131.2 0.1 0.0 0.12 0.00
Leu 8.7 3.3 131.2 0.1 0.0 0.35 0.00
Tyr 5.1 1.9 181.2 0.1 0.0 0.15 0.00
Phe 5.5 2.1 165.2 0.1 0.0 0.18 0.00
His 1.8 0.7 155.2 0.3 0.0 0.19 0.00
Lys 6.4 2.4 146.2 0.2 0.0 0.46 0.00
Arg 6.6 2.5 174.2 0.3 0.0 0.81 0.00
Trp 1.9 0.7 204.2 0.1 0.0 0.10 0.00
Orn 0.1 0.0 132.2 0.2 0.0 0.01 0.00
Pro 4.3 1.6 115.1 0.1 0.0 0.20 0.00

AS: Aminosdure, MW: Molekulargewicht, w: Massenanteil

Fur den Anteil an Stickstoff und Magnesium an den Pigmenten, wurde davon ausgegangen, dass
Cholrophyll a (Chl a) das einzige vorhandene Pigment ist.

Tabelle 7.11:  Berechnung des N-und Mg-Anteils an den Pigmenten

Chl a an Biomasse | MW Chl a N an Mg an
[q] [gmory] | WN.Chla wMg.Chla | pioent [g] | Pigment [g]
3 | 8935 | 01 | 0001 | 0.2 | 0.003

MW: Molekulargewicht, w: Massenanteil

Fur die Bestimmung der elementaren Anteile der RNS wurde davon ausgegangen, dass die Nuk-
leotide alle gleichmaRig auf den RNS-Gehalt an der Biomasse aufgeteilt sind.

Tabelle 7.12:  Zusammensetzung der Nukleotide der RNS

Strukturformel Nukleotide [g%\é\{‘l] wN,CGAU wP,CGAU
C PO4-C5H702-C4H4AN30 304.2 0.1 0.1
G PO4-C5H702-C5H4AN5S50 344.2 0.2 0.1
A PO4-C5H702-C5H4NS 328.2 0.2 0.1
U PO4-C5H702-C4H3N202 305.2 0.1 0.1
MW: Molekulargewicht, w: Massenanteil
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Tabelle 7.13:  Berechnung des N-und P-Anteils an der RNS

RNS an Biomasse [g] ‘ N an RNS [g] ‘ P an RNS [g]
8 | 1,3 | 0,8

Fur die Berechnung des Stickstoff- und Phosphor-Gehaltes an der DNS wurde mit einem GC-
Gehalt von 67 % und einem AT-Gehalt von 33 % gerechnet [7].

Tabelle 7.14:  Zusammensetzung der Nukleotide der DNS

Strukturformel Nukleotide [g!\rﬁ\é\{'l] wN,GC,AT | wP,GC AT
GC | PO4-C5H70-C4H4N30-C5H4N50-C5H70-PO4 679 0.17 0.09
AT | PO4-C5H70-C5H5N5-C5H5N202-C5H70-P0O4 680 0.14 0.09
Tabelle 7.15:  Berechnung des N-und P-Anteils an der DNS
DNS an Biomasse [g] ‘ N an DNS [g] ‘ P an DNS [g]
0,8 | 0.13 | 0,07
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Optimierungsversuch
1. Modifikationsansatz
Zellzahl Coccolithen-Konzentration
= ESAW T ESAW
1,6x10° o 25 E s ®  25x
,26%10°
o : A
E M g
£ 1.2x10° 4 3 1,00%10° -
L Lo o
S 10x10°4 * S
N, 5 , .
- = 71,50%10°
] an i o
E 6,0x107 - . . g 5,00%10° i
& 4,00107 4 . G
© . ! ' gz.wm“- . ! I o
2,00107 4 § o .' imgnn
] n
00 -nn: . ; 8 0.00 mlni I.a' '
0 10 20 0 10 20

Prozesszeit [d]

Prozesszeit [d]

Abbildung 7.12: 1. Modifikationsansatz: Erhdhung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat, den Spurenelementen und den Vitami-

nen um das 25x, 50x und 100x. Im Vergleich dazu sind die Kurvenverlaufe des ESAW-Mediums dargestellt
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Abbildung 7.13: 2. Modifikationsansatz: Erhdhung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat und den Vitaminen um das 25x, 50x
und 100x. Die Konzentration der Spurenelemente betrug das 0,25-fache
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3. Modifikationsansatz
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Abbildung 7.14: 3. Modifikationsansatz: Erhdhung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x,
50x und 100x. Die Konzentration der Vitamine lag bei der 1x und 50x
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Abbildung 7.15: 4. Modifikationsansatz: Erhdhung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x,
Erh6hung der Vitaminkonzentration um das 50x und Variation der Eisenkonzentration um das 5- und 25-fache
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Abbildung 7.16: 5. Modifikationsansatz: Erhdhung der Konzentrationen an Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x,
Erh6hung der Vitaminkonzentration um das 50x und Variation der Siliziumkonzentration um das 2,5- und 12,5-
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Abbildung 7.17: 6. Modifikationsansatz: VVerdopplung und Vervierfachung der Salzlésung | und Il. Zudem Erhéhung der Konzent-
rationen an Phosphat, Nitrat und den Spurenelementen um das 25x, Erhéhung der Vitaminkonzentration um das
50x und Erhodhung der Siliziumkonzentration um das 12,5-fache
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Verbrauch an Phosphat, Nitrat und Calcium

Tabelle 7.16:  Differenz der Start- und Endkonzentrationen an Phosphat, Nitrat und Calcium. Angaben in mg-Lt

Ansatz | Veranderung PO.* NOz Ca?
0 ESAW 1,8 34,1 414
25X 13,8 100,6 254,8
1 50x 6,7 -39,5 271,3
100x -4,1 -80,3 193,6
25x 19,3 274,8 -
2 50x 39,7 243,2 -
100x 49,5 353,6 -
1x 28,7 152,5 292,3
3 50x 33,6 297,3 285,9
4 5x 26,2 113,3 245,3
25x 32,4 279,5 253,5
5 2,5x 41,3 208,9 245,3
12,5x 34,1 178,6 277,4
5 2X 36,0 110,0 -
4x 33,8 -89,3 -

Abbildung 7.18: Aggregierte Zellen bei einer 25-fachen Eisenkonzentration
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7.3.4 Reaktorkultivierungen

Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentrationen
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Abbildung 7.19: Links: Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentration. Rechts: Verlauf der Wachstumsrate und der Coccolithen-
bilungsrate wahrend der ersten Kultivierung in vier verschiedenen Reaktorsystemen
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Abbildung 7.20: Erste Kultivierungsversuche. Links: Konzentrationsverlaufe von Phosphat, Nitrat und Calcium. Rechts: Verlauf
der Néhrstoffverbrauchsraten. Sternsymbole kennzeichnen die Tage, an denen die Néhrstoffe nachgefillt wurden.
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Wéhrend der Kultivierungen wurden regelmalig Phosphat und Nitrat bei einem Absinken unter
10 % der Ausgangskonzentration nachgefittert. Die Konzentrationen wurden dann, erst auf
110 % und danach 120 % aufgefillt. Das entnommene Fillvolumen wurde mit einer doppeltkon-
zentrierten Salzlosung ausgeglichen. Aufgrund technischer Probleme wurden die Proben von Tag
9 des Ruhrkesselreakors, Tag 18 des Membranreaktors und die Tage 35, 37 und 39 des Schlauch-
reaktors vor der Filtration eingefroren und danach erst vermessen. Dadurch kann es zu ungewoll-
ten Messabweichungen kommen.
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Abbildung 7.21: Links: Verlauf der Zell- und Coccolithen-Konzentration. Rechts: Verlauf der Wachstumsrate und der Coccolithen-
bilungsrate wahrend der zweiten Kultivierung in vier verschiedenen Reaktorsystemen
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Abbildung 7.22: Zweite Kultivierungsversuche. Links: Konzentrationsverldufe von Phosphat, Nitrat und Calcium. Rechts: Verlauf
der Néhrstoffverbrauchsraten. Sternsymbole kennzeichnen die Tage, an denen die Nahrstoffe nachgefullt wurden
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Nach einem Abfall der Nahrstoff-Konzentration unter 10 % der Ausgangskonzentration, wurden
die Konzentrationen erst auf 110 % und anschlieBend auf 120 % und 130 % erhoht.

Der Ruhrkesselreaktor

Abbildung 7.23: Zellablagerungen wahrend der Kultivierung im Riihrkesselreaktor

Abbildung 7.24: Kontamination wahrend der zweiten Reaktorkultivierung unter dem Mikroskop (10x Vergrdferung)
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Der Schlauchreaktor

Abbildung 7.26: Verénderung der Kulturbrithe wéhrend der Kultivierung im Schlauchreaktor

Abbildung 7.27: Mikroskopische Aufnahme der Zellen ohne Coccosphéare aus dem Schlauchreaktor. Freie Coccolithen konnten
beobachtet werden
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Abbildung 7.28: Mikroskopische Aufnahme der entnommenen nicht-kalzifizierte Zellen aus dem Schlauchreaktor nach 18 Tagen
Inkubation im Schiittelkolben

Abbildung 7.29: Schaumbildung und die dadurch resultierenden Zellablagerungen im Schlauchreaktor
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7.3 Ergebnisse

Abbildung 7.30: Bestimmung der Makromischzeit des Schlauchreaktors: Links: nach 3 Stunden. Rechts: Nach 16 Stunden. Die Sat-
tigung der Farben wurde verstarkt

Der Membranreaktor

Abbildung 7.31: Zellansammlungen zwischen Reaktorwand und Kuhlschlange im Membranreaktor
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Abbildung 7.32: Kontamination im Membranreaktor

Abbildung 7.33: Kontamination des Membranreaktors unter dem Mikroskop
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Abbildung 7.34: Verlauf der Temperatur, des pH-Wertes und des po.-Gehaltes wéahrend der ersten Kultivierung im Membranreak-
tor.

Abbildung 7.35: Farbumschlag wéhrend der zweiten Kultivierung mit dem Membranreaktor
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Semi-kontinuierlicher Betrieb
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Abbildung 7.36: Verlauf der Phosphatkonzentration (griin) und der Phosphataufhahmerate (blau) wéhrend der semi-kontinuierlichen

Versuche im Bag- und Membranreaktor
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Abbildung 7.37:
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Verlauf der Coccolithenmasse wahrend der semi-kontinuierlichen Versuche im Bag- und Membranreaktor

138



