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There are known knowns:

There are things we know that we know.

There are known unknowns: that is to say

There are things that we now know we don’t know.

But there are also unknown unknowns:

There are things we do not know we don’t know.

And each year we discover

A few more of these unknown unknowns.

Donald Rumsfeld

Aus dem “Lexikon des Unwissens”
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Die Endlichkeit fossiler Rohstoffe und das Ziel einer nachhaltigen Entwicklung der mensch-
lichen Gesellschaft und der Umwelt erfordern eine Verdnderung der aktuellen Rohstoffquellen
hin zu biobasierten Ausgangsstoffen. Es muss eine vom Erdol unabhéangige Wertschopfungskette
aufgebaut werden, um die enorme Bandbreite der in der Weltwirtschaft verwendeten Ausgangs-
stoffe bereitzustellen. Eine einzige Technologie wird dies nicht bewerkstelligen kénnen, die zu-
kiinftige Rohstoffbeschaffung muss auf mehreren Losungswegen beruhen.

Einer dieser zukunftsorientierten Wege ist die Photobiotechnologie, welche sich mit der Kulti-
vierung phototropher, d.h. Photosynthese betreibender, Organismen in der technischen Umge-
bung, dem Photobioreaktor, befasst. Cyanobakterien, Algen, pflanzliche Zellkulturen und héhere
Pflanzen verwenden die weitreichend zur Verfiigung stehenden Ressourcen Licht als Energie-
quelle und Kohlendioxid als Kohlenstoffsubstrat um Biomasse aufzubauen. Sie konnen somit
einen wesentlichen Beitrag zur Entwicklung einer biobasierten und nachhaltigen Okonomie
liefern. Durch die enorme Artenvielfalt phototropher Organismen, die verschiedenste Metabolite
synthetisieren, ergeben sich vielfiltige Moglichkeiten zum Einsatz in industriellen Prozessen.
Die erzeugte Biomasse enthilt u.a. nutzbare Proteine, Polysaccharide, Lipide und weitere
sekundire Inhaltsstoffe wie Vitamine oder Farbstoffe. Klassische Beispiele sind das Geliermittel
Agar-Agar aus Braunalgen und die als Farbstoff verwendeten Carotinoide aus Rotalgen.

In allen Produktionsprozessen wird stets eine hohe Produktivitit, charakterisiert durch die Raum-
Zeit-Ausbeute, angestrebt, um in einem gegebenen Reaktionsvolumen in moglichst kurzer Zeit
eine hohe Produkt- bzw. Biomassemenge zu erzeugen. Dieses Zellwachstum wird sowohl von
der spezifischen Wachstumsrate als auch der Biomassekonzentration bestimmt. Je grofer beide
Parameter sind, umso hoher wird die Produktivitiit des Prozesses. Die spezifische Wachstumsrate
wird maBgeblich von der Verfiigbarkeit der Energiequelle und des Kohlenstoffsubstrats,
weiteren Néahrstoffen, Temperatur und dem pH-Wert bestimmt. Der Wachstumsrate sind
allerdings biologische Grenzen gesetzt (Umax), selbst wenn alle beeinflussenden Parameter
optimal sind. In bioverfahrenstechnischen Prozessen wird hdufig submers in Suspension
kultiviert, was auch fiir die Kultivierung von Cyanobakterien, Mikroalgen und pflanzlichen
Zellkulturen zutrifft. Die folgenden Betrachtungen beschrinken sich daher auf die submerse

Kultivierung des phototrophen Modellorganismus Arthrospira platensis.
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1.2 Problemstellung

In der Photobiotechnologie bedeutet eine photoautotrophe Kultivierung, dass die Energiequelle
Licht und das Kohlenstoffsubstrat Kohlendioxid die spezifische Wachstumsrate bestimmen. In
vielen Prozessen muss das erforderliche gasformige Kohlendioxid wihrend der Kultivierung
permanent zugefiithrt werden, was ein prozesstechnisches Problem sein kann, jedoch nicht
Gegenstand dieser Arbeit ist, da das Kohlenstoffsubstrat gelost in Form von Carbonat vorliegt.
Licht kann, wie andere Energiequellen auch, bei geringer Intensitédt limitierend und bei hoher
Intensitit inhibierend auf das Wachstum phototropher Organismen wirken. Deshalb ist die Un-
tersuchung der spezifischen Wachstumsrate in Abhédngigkeit von der Lichtintensitét fiir die reak-
tionskinetische Charakterisierung photosynthetischer Organismen von praktischer Bedeutung.
Licht ist eine besondere Energiequelle, welche nicht, wie z.B. Glucose, dem Kulturmedium
gelost zugefiigt werden kann, sondern die von auflen in den Reaktionsraum eingestrahlt werden
muss. Folglich ist die Lichtintensitdt im Reaktionsraum heterogen verteilt. Ein weiteres Problem
ist, dass das Licht mit steigender Biomassekonzentration verstiarkt durch die Photosynthese-
pigmente absorbiert wird und die Lichtintensitdt mit der Eindringtiefe abnimmt. Dieser Effekt,
die s.g. Selbstbeschattung, spielt bei praxisrelevanten Biomassekonzentrationen immer eine
Rolle. Die heterogene Beleuchtung bewirkt schlieBlich eine rdumlich variable Photosynthese.
Die heterogene Beleuchtung findet man sowohl in natiirlichen Gewdssern, als auch in Photobio-
reaktoren. In letzteren kommt noch ein weiteres, mit der Durchmischung der Zellsuspension zu-
sammenhingendes Problem hinzu. Die stindige Ortsdnderung in Kombination mit der Selbstbe-
schattung fiihrt, bezogen auf einzelne Zellen, zu einer zeitlich variierenden Lichtintensitét. Diese
Fluktuation des Lichts muss sich auf die Reaktionskinetik auswirken.

Die experimentelle Untersuchung der lichtabhéngigen Photosynthese- und Wachstumsrate von
phototrophen Organismen gestaltet sich auf Grund der genannten Fakten als auferordentlich
schwierig. Folglich sind die dazu bisher publizierten Ergebnisse schwer vergleichbar und oft
widerspriichlich. Viele Probleme konnen auf eine unzuldngliche Versuchstechnik zuriickgefiihrt
werden; das betrifft eine unzureichende Charakterisierung des Kultivierungssystems und eine
heterogene Lichtintensitdt durch ungiinstige und unzureichend charakterisierte Beleuchtungs-
systeme und Selbstbeschattung (hohe Biomassekonzentration und / oder Schichtdicke).
Hauptziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Kultivierungssystems, in dem die Wachstums-
kinetik phototropher Organismen unter definierten und gleichzeitig variabel einstellbaren
Lichtbedingungen untersucht werden kann. Reaktionskinetische Erkenntnisse bilden eine
wertvolle Grundlage fiir die konstruktive Auslegung von Photobioreaktoren. Das betrifft z.B. die
Schichtdicke planar aufgebauter Photobioreaktoren und die giinstige Durchmischung der

Zellsuspension bei moglichst homogener Beleuchtung des Reaktionsraumes.
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2  Grundlagen

2.1 Modellsystem Cyanobakterium Arthrospira platensis

Das Cyanobakterium Arthrospira platensis (Abbildung 1A) diente in dieser Arbeit als
Modellorganismus. Dieses Bakterium wird schon lange vom Menschen genutzt, erste Belege
dafiir finden sich in Aufzeichnungen der Azteken, die Arthrospira-Biomasse als Nahrung ver-
wendeten (Sili et al. 2012). Bis heute stellt A. platensis fiir einige afrikanische und
siidostasiatische Volker ein proteinreiches Nahrungsmittel dar (Sili et al. 2012; Ciferri 1983).
A. platensis bildet eine Vielzahl industriell nutzbarer Inhaltsstoffe und besitzt zudem den
Unbedenklichkeitsstatus (GRAS). Damit geht weder von dem Organismus selbst, noch von den
aus A. platensis hergestellten Produkten eine Gefahr aus(Gershwin und Belay 2008).

Ein wichtiger Inhaltsstoff ist Phycocyanin, das als blauer Farbstoff in der Lebensmittel- und
Kosmetikindustrie =~ Verwendung  findet  (Eriksen  2008a). Ebenso  wird die
Aminosidurezusammensetzung des Cyanobakteriums als sehr wertvoll, dhnlich derer von Soja
und Hiihnerei beschrieben (Becker 2007). Die Verwendung als Nahrungsergénzung ist dadurch
sowie durch den Gehalt an ungesittigten Fettsduren verstidndlich (Hoseini 2013; Belay 2008).
Weitere Informationen zum Gehalt und der Verwendung der Inhaltstoffe von A. platensis sind
im Anhang 1.1 zu finden. A. platensis ist im Labor relativ leicht kultivierbar und war schon
hiufig Gegenstand mikrobiologischer und wachstumskinetischer Untersuchungen.
Cyanobakterien werden heute noch oft als Blaualgen bezeichnet, neue Untersuchungen belegen
jedoch, dass es sich bei Cyanobakterien um Prokaryoten und nicht, wie bei Algen, um
Eukaryoten handelt (Esser 2000). Cyanobakterien als auch Algen betreiben Photosynthese, aber
sie gehoren zwei vollkommen verschiedenen taxonomischen Gruppen an (Esser 2000).

A. platensis und daraus hergestellte Nahrungsergénzungsmittel werden auch als ,,Spirulina® be-
zeichnet. Dies riihrt von einer fritheren taxonomischen Einordnung in die Gattung Spirulina und
der Name Spirulina platensis ist auch heute noch in Gebrauch (Sili et al. 2012; Vonshak 1997).
Dies muss bei der Literaturrecherche zu A. platensis beachtet werden. In dieser Arbeit wird stets

der Name A. platensis verwendet, auch wenn die zitierte Literatur S. platensis referenzierte.

2.1.1 Morphologie

A. platensis bildet mit bloBem Auge sichtbare Zellverbinde, die aus bis zu 500 Einzelzellen
bestehenden Trichome (Vonshak 1997). Bei mikroskopischer Betrachtung zeigen die Trichome
eine Spiralform (Abbildung 1A). Die einzelnen Zellen sind durch Querwinde voneinander
getrennt, stehen aber {iber Kandle miteinander in Verbindung (Abbildung 1B). Chemisch-
physikalische Anderungen der Umgebungsbedingungen modifizieren die Morphologie der

Trichome von A. platensis; dies betrifft insbesondere die Stirke der Spiralbildung und ihre
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Orientierung, d.h. der Wechsel von links- zu rechtsgiingig und umgekehrt (Vonshak 1997; Van
Eykelenburg 1980).

— Querwand mit Kanélen
N

Te i H— gram-negative
; ~1 Zellwand

— Thylakoid-

'membran

Phycobilisom

L} i

- DNA
Photosystem
mit Chl a

Lichtmikroskopische Aufnahme des verwendete Stamms A. platensis PCC 9108 (Mikroskop Zeiss Axiostar, Durch-
licht, ohne Phasenkontrast) (A); schematischer Aufbau von Cyanobakterien nach Esser (2000) mit vergrofertem
Ausschnitt der Thylakoidmembran mit Phycobilisom von A. platensis mit Chlorophyll a (Chl a), Allophycocyanin
(APC) und Phycocyanin (PC) nach (Glazer 1999; Cohen 1999) (B)

Die Vermehrung findet asexuell innerhalb des Trichoms durch vegetative Zellteilung der Einzel-
zellen statt, wodurch sich das Trichom verlidngert. Ab einer kritischen Lange bricht dieses dann
durch Ausbildung einer nekrotischen Zelle auseinander, so dass zwei Trichome entstehen (Sili et
al. 2012; Vonshak 1997). Der zelluldre Aufbau von A. platensis entspricht dem der Prokaryoten
(Abbildung 1B, (Esser 2000)) mit einer gram-negativen Zellwand und der ohne Kernhiille frei
im Zytoplasma vorliegenden DNA (Van Eykelenburg 1977). Weitere Zellbestandteile wie z.B.
DNA und Organellen aufler dem Photosyntheseapparat werden hier nicht weiter betrachtet.

Der Photosyntheseapparat von A. platensis (Abbildung 1B) ist in den Thylakoidmembranen lo-
kalisiert (Falkowski und Raven 1997; Glazer 1987). Die Zellen enthalten als Pigmente Chloro-
phylla (Chla) und die Phycobiliproteine Allophycocyanin (APC) und Phycocyanin (PC)
(Boussiba und Richmond 1979). Die Phycobiliproteine wirken zusitzlich zum Chlorophyll als
Lichtsammelmolekiile (Eriksen 2008a) und Carotinoide agieren als Schutzsubstanzen gegeniiber
photooxidativem Stress. Die in A. platensis vorkommenden Phycobiliproteine PC und APC be-
stehen aus einem Proteingrundkorper sowie einer unterschiedlichen Anzahl an chromophoren
Molekiilen, den Phycocyanobilinen (Glazer 1999). APC und PC absorbieren Licht im Bereich
von 560 - 660 nm und leiten die Energie zu den Photosystemen. Chlorophyll a (Absorption von
400 - 460 nm und 660 - 700 nm) absorbiert in diesem Bereich nur wenig Licht und A. platensis
nutzt somit die vom Chlorophyll a nicht absorbierten Wellenlidngenanteile (Eriksen 2008a;
Glazer 1987). Phycobiliproteine bilden stapelartige Komplexe (Phycobilisomen, Ausschnitt
Abbildung 1B), die mittels Linkerproteinen am Photosystem fixiert sind (Glazer 1987).
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Das Absorptionsspektrum einer Zellsuspension von A. platensis (Abbildung 2A) ergibt sich aus
der Uberlagerung der Absorptionsspektren der einzelnen Pigmente. Die Absorptionsspektren der
einzelnen Pigmente stammen aus Literaturdaten (Chl a, Carotinoide nach Wagner (2009a)) und
eigener Messung (PC) und sind farbig dargestellt. Die Summe der Absorption der Pigmente
ergibt nicht komplett die Absorption der Zellsuspension, da die Zellen noch weitere
Chromophore enthalten und Lichtstreuung und Fluoreszenz ebenfalls das Absorptionsspektrum
beeinflussen.

Die zu Grunde liegende chemische Struktur der Pigmente B-Carotin, Chlorophyll a und des
Phycocyanobilins sind in Abbildung 2B dargestellt. Alle Pigmente von A. platensis sollten in
einem Photobioreaktor mit Photonen versorgt werden, um ausreichend Energie fiir die Photo-

synthese und das Wachstum bereit zu stellen.
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Abbildung 2: Absorptionsspektrum und Struktur der Pigmente von A. platensis

Absorptionsspektrum einer Zellsuspension von A. platensis PCC 9108 (Messung mit UV/VIS-Spektrometer
Beckman DU 640, Beckman-Coulter, Brea, USA) in Kombination mit Absorptionsspektren einzelner Pigmente
(Wagner 2009a) (A); chemische Struktur verschiedener Chromophore in A. platensis (B)

2.1.2 Wachstumsbedingungen

Die Anspriiche von A. platensis zu kennen ist von groBem Nutzen, wenn der Organismus im
Photobioreaktor kultiviert werden soll. Einer der wichtigsten, das Wachstum beeinflussenden
Faktoren ist das von phototrophen Organismen fiir die Photosynthese bendtigte Licht. Aufgrund
der groBen Bedeutung des Lichts wird dieser Parameter im gesonderten Kapitel 2.2 behandelt
und im Folgenden die Wachstumsbedingungen fiir A. platensis hinsichtlich Medium, Néhrstoffe,

pH-Wert und Temperatur erldutert.
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A. platensis ist in tropischen Gewéssern wie z.B. dem Tschad- und Kossorom-See (Afrika), dem
Texcoco-See (Mexiko) und Vulkanseen in Myanmar (Siidostasien) als dominante Spezies zu
finden (Sili et al. 2012; Ciferri 1983). Diese Gewisser sind stark basisch (pH 9-11,5) und
weisen eine hohe Salinitit auf (8,5-270 g L™). A. platensis wird deswegen auch als alkalo- und
halophil bezeichnet (Seckbach 2007). Ein fiir A. platensis geeignetes Kulturmedium muss also
einen basischen pH-Wert und eine hohe Salinitdt aufweisen.

Fiir das autotrophe Wachstum muss einen anorganische Kohlenstoffquelle zur Verfiigung stehen.
Weiter werden mineralische Nihrstoffe bendtigt, die eine Versorgung mit den Elementen
Stickstoff, Phosphor, Schwefel sowie eine Reihe von Spurenelementen gewihrleisten. Die ersten
detaillierten Untersuchungen zu den Wachstumsbedingungen von Arthrospira fiihrte Zarrouk
(1966) durch. Das von ihm fiir Arthrospira entwickelte Kulturmedium hat sich zu einem
Standardmedium zur Kultivierung von A. platensis herausgebildet (Sili et al. 2012; Eriksen
2008a; Vonshak 1997). Dieses Medium enthilt Natriumcarbonat (Na,CO3;) und Natrium-
hydrogencarbonat (NaHCO3) in einem solchen Verhiltnis, dass der pH-Wert 9,6 betrigt. Die
Verwendung dieses Puffersystems ist sinnvoll, weil Carbonat in den meisten natiirlichen Ge-
wissern als Puffer dominiert (Sigg und Stumm 2011). AuBerdem bewirkt die hohe
Konzentration an Na,CO3; und NaHCOs3 eine hohe Salinitiat und das Carbonat der beiden Salze
dient als Kohlenstoffquelle, so dass wéhrend der Kultivierung kein Kohlendioxid zugefiihrt
werden muss. Der hohe pH-Wert sorgt ebenfalls dafiir, dass eine Beliiftung des Mediums nicht
zum Verlust von anorganischem Kohlenstoff fiihrt (Falkowski und Raven 1997). Zarrouks
Medium enthilt weiterhin NaNOs3, K,SO4, K;HPO,4, MgSQO,, NaCl, CaCl, und Spurensalze als
Quelle fiir die erforderlichen mineralischen Nihrstoffe.

Als optimaler Temperaturbereich wird fiir A. platensis 30 - 36 °C angegeben (Sili et al. 2012;
Vonshak 1997). Temperaturen iiber 45 °C fithren zu Trichombriichen und Zelllyse (Babu et al.
1992; Ciferri 1983). Auch wurden Anderungen in der Zellzusammensetzung von Arthrospira-
Spezies bei Variation der Temperatur wie der Abbau von Proteinen und Pigmenten und die
Akkumulation von Kohlenhydraten und Fettsduren beschrieben (Sili et al. 2012; Torzillo et al.

1986; Torzillo et al. 1984).

2.2 Licht als Energiequelle fiir phototrophe Organismen
2.2.1 Definition, Quantifizierung und Nutzbarkeit fiir die Photosynthese

Licht wird im Rahmen des Welle-Teilchen-Dualismus definiert. Es stellt einerseits den vom
menschlichen Auge erfassbaren Wellenlidngenbereich von ca. 390 - 770 nm dar und ist somit ein
Teilbereich des elektromagnetischen Spektrums (Kuchling 1991). Andererseits kann Licht

quantenphysikalisch als Strom von Photonen angesehen werden, wobei jedem Photon ein dis-
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kreter Energiebetrag zugeordnet ist. Die Energie eines Photons ist das Produkt aus dem
Planck’schen Wirkungsquantum und seiner Schwingungsfrequenz (Glg. 1) und die Frequenz

steht wiederum iiber die Lichtgeschwindigkeit mit der Wellenldnge in Verbindung (Glg. 2).

E=h-f Glg. 1
f= < Glg. 2
_A g.

Formeln mit: Energie E in J, Planck sches Wirkungsquantum h = 6,626 - 10°* J s, Frequenz f in Hz, Lichtgeschwin-
digkeit im Vakuum c = 2,998 - 108 m s’l, Wellenlidnge A in nm.

Photonen besitzen demzufolge entsprechend ihrer Wellenlidnge einen unterschiedlichen Energie-
betrag. Je geringer die Wellenlinge, umso hoher der Energiegehalt. Phototrophe Organismen
sind durch ihre Photosysteme in der Lage, Photonen aufzunehmen und die Strahlungsenergie in
chemische Energie umzuwandeln. Der von A. platensis genutzte Wellenldngenbereich des Lichts
(400 - 700 nm, photosynthetic active radiation, PAR) entspricht interessanterweise dem, der vom
menschlichen Auge wahrgenommen werden. Licht mit geringer Wellenlinge ist zu energiereich
und schédigt die Photosysteme, wihrend Licht mit groBen Wellenldngen zu energiearm ist, um
die an der Photosynthese beteiligten Molekiile anzuregen (Beer et al. 2014; Bjorn und

Vogelmann 1994).

Quantifizierung von Licht

Es ist notwendig, die Intensitit und das Spektrum des verwendeten Lichts zu erfassen, um die
Abhingigkeit der Wachstumsrate phototropher Organismen vom Licht zu untersuchen. Zur
Ermittlung der Lichtintensitit kommen Messgerite mit Lichtsensoren zum Einsatz, welche das
zu detektierende Licht in ein elektrisches Signal umwandeln. Solche Lichtsensoren sind z.B.
Photodioden und Photowiderstinde, denen Photomultiplier nachgeschaltet sein konnen. Es wird
bei der Messung der photoelektrische Effekt genutzt, wobei Photonen Elektronen aus dem
Atomgitter eines lichtempfindlichen Materials im Sensor herauslosen. Die Zahl dieser
Elektronen ist dabei zur Photonenmenge des Lichts proportional und kann somit zur
Quantifizierung genutzt werden (Biggs et al. 1971).

Ublicherweise besteht das zur Kultivierung verwendete Licht aus Photonen verschiedener Wel-
lenldngen. Das Spektrum des Lichts wird mit UV-VIS-Spektrometern quantifiziert, wobei das
Licht nach der Wellenldnge mittels Prisma bzw. Beugungsgittern aufgetrennt und dann fiir
differentielle Wellenldngenbereiche mit der oben beschriebenen Sensorik detektiert wird.

Die Charakterisierung des in Photosyntheseexperimenten verwendeten Lichts ist dullerst wichtig
fiir die Interpretation der Messergebnisse. Dies wird jedoch in vielen Publikationen nur unzu-

reichend beachtet; sehr oft werden die verwendeten Lichtquellen nicht klar definiert, das Licht-
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spektrum nicht angegeben, die Lichtintensitdt nur an einem, teilweise nicht nidher erklérten,
Messort bestimmt (z.B. in Godoy Danesi et al. 2011; Hemlata und Fatma 2009; Chen und Zhang
1997). Eine prizise Quantifizierung des in Photobioreaktoren angewandten Lichts bedeutet eine
Erfassung des Spektrums der Lichtquelle und eine rdumlich aufgeldste Messung der Licht-
intensitdt. Aufgrund der vektoriellen Ausbreitung des Lichts geben Lichtquellen ihre Photonen
oft rdumlich heterogen ab (Bjorn und Vogelmann 1994). Weiter nimmt die Lichtintensitit
exponentiell mit dem Abstand zur Lichtquelle signifikant ab; typischerweise bewirkt eine Ver-
dopplung der Entfernung eine Verminderung der Intensitit um den Faktor vier (Gockel 2012).

All dies muss bei den Messungen zur Quantifizierung des Lichts beachtet werden.

GroBen und Einheiten des Lichts

Die Lichtintensitit kann in verschiedenen physikalischen als auch physiologischen Groflen an-
gegeben werden (Kuchling 1991). In der neueren Literatur wird in Experimenten mit Licht als
Energiequelle fiir phototrophe Organismen die Lichtintensitit meist als Bestrahlungsstirke in
W m? oder als Photonenflussdichte (PFD) in pumol m?s’! angegeben. Die Bestrahlungsstirke
und die Photonenflussdichte reprédsentieren die iiber das sichtbare Lichtspektrum von 400 -
700 nm gemittelte Lichtintensitit. Allerdings werden bei der Photosynthese in Abhédngigkeit der
vorhandenen Pigmente nur bestimmte Anteile des gesamten Spektrums genutzt (Kapitel 2.1).

In der vorliegenden Arbeit wird die Lichtintensitit bevorzugt als PFD fiir den
Wellenldngenbereich von 400 - 700 nm angegeben. Zur Orientierung: es herrscht auf der
Erdoberfliche eine durchschnittliche Lichtintensitit von ca. 1560 umol m™s™” und an einem
wolkenlosen Tag am Aquator ca. 4700 pmol m~s™ (Burgess 2009). Der Sonnenstand und die
Witterung (insbesondere die Wolkenbildung) beeinflussen zusétzlich die Lichtintensitéit. Ebenso
kommt es innerhalb von Gewissern noch durch Absorption des Lichts zu einer Verringerung des
auf phototrophe Organismen einwirkenden Lichts.

Eine Umrechnung zwischen der Bestrahlungsstirke und der PFD ist nicht ohne weiteres mog-
lich, weil Photonen verschiedener Wellenldngen eine unterschiedliche Energie aufweisen
(Glg. 1). Wihrend die PFD allein die Anzahl der Photonen pro Flidche und Zeit im Bereich von
400 - 700 nm angibt, spielt bei der Bestrahlungsstirke die Energie der Photonen eine grofle
Rolle. Zur priazisen Umrechnung kommen Wichtungsfunktionen zur Anwendung, in denen sich
der Umrechnungsfaktor mit der Wellenldnge &ndert (Bjorn und Vogelmann 1994).
Néherungsweise Umrechnungen mit fixen Faktoren basieren meist auf dem Maximum der
Empfindlichkeit des menschlichen Auges bei einer Wellenldnge von 555 nm (Gockel 2012). Fiir
die empirische Umrechnung der PFD in umol m™ s in die Bestrahlungsstirke in W m™ wird in

dieser Arbeit ein Faktor von 4,6 angenommen (Xue et al. 2011; Lalli und Parsons 1993).
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2.2.2 Sauerstoffbildung und Wachstum wihrend der oxygenen Photosynthese

A. platensis betreibt, dhnlich den phototrophen Eukaryoten, eine oxygene Photosynthese (Gantt
2011). Dabei wird Lichtenergie in chemische Energie umgewandelt, indem iiber die Licht- und
Dunkelreaktion Wasser gespalten und mit Hilfe der freigewordenen Elektronen Energie zur
Kohlenstofffixierung fiir hohermolekulare Kohlenstoffverbindungen bereitgestellt wird. Als
vereinfachte Summenformel gilt: CO; + H,O = (CH,0) + O, (Falkowski und Raven 1997).
Zum phototrophen Wachstum werden auch mineralische Nihrstoffe wie Stickstoff, Phosphor,
Schwefel und Spurenelemente bendtigt. Der detaillierte Ablauf ist in der Literatur beschrieben
(Harris 2014; Stryer 2012; Falkowski und Raven 1997; Karlson et al. 1994; Lawlor 1990).

Der bei der Photosynthese freigesetzte Sauerstoff kann leicht mittels Sauerstoffsensoren ge-
messen werden. Die Geschwindigkeit der Photosynthesereaktion wird berechnet, indem die
Sauerstoffmenge auf die Zeitspanne der Messung sowie auf die Menge des Chlorophylls, der
Biomasse oder Zellzahl bezogen wird (Einheit: mol O, rngcm'1 h'!' oder mol O, mgBiomasss'1 h'l).
Diese Geschwindigkeit wird Photosyntheserate P genannt und typischerweise in
Kurzzeitmessungen ermittelt (Vejrazka et al. 2011; Brindley et al. 2010; Park et al. 2000; Nedbal
et al. 1996; Vonshak et al. 1988).

Die bei der Photosynthese gebildete Glucose wird von den phototrophen Organismen zum Auf-
bau von Biomasse genutzt. Damit bestimmt die Photosyntheserate indirekt die Geschwindigkeit
des Wachstums. Da die Wachstumsraten phototropher Organismen gering sind, muss das
Wachstum durch wiederholte Messung der Biomasse iiber einen langen Zeitraum von Stunden
bis Tagen verfolgt werden (Xue et al. 2011; Lee et al. 1987).

Das photoautotrophe Wachstum ist mit der spezifischen Wachstumsrate p direkt an die Photo-
synthese mit der Photosyntheserate P gekoppelt (u proportional P). Wirkt ein mineralischer
Néhrstoff limitierend auf das Wachstum oder werden Speicherstoffe verstoffwechselt, kann die
Photosynthese vom Wachstum partiell entkoppelt sein und die Photosyntheserate ist dann nicht
mehr proportional zur Wachstumsrate (Mishra 2004). In diesem Fall wird Sauerstoff auch ohne
Wachstum gebildet. Bei A. platensis kann dies z.B. durch den Abbau von PC geschehen
(Boussiba und Richmond 1980). Ebenso geschieht dies, wenn neben Licht noch eine zusitzliche
Energiequelle, z.B. ein leicht verwertbares Saccharid, vorhanden ist und es zum photomixo-
trophen Wachstum kommt. Dabei wird die Photosynthese und die damit verbundene Sauerstoft-
bildung verringert, obgleich sich das Wachstum beschleunigt (P wird kleiner und pu grofer). Fiir
A. platensis ist dies auch in der Literatur beschrieben (Chojnacka und Zielinska 2012; Vonshak
1997; Marquez et al. 1995).

Zur reaktionskinetischen Charakterisierung des phototrophen Wachstums ist die Abhéngigkeit

der spezifischen Wachstumsrate p von der Lichtintensitdt I von auferordentlichem Interesse
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(u = f(I)). Die Bestimmung der spezifischen Wachstumsrate gestaltet sich jedoch im Vergleich
zur Kurzzeitmessung der Photosyntheserate schwieriger, da iiber viele Stunden hinweg Bio-
massekonzentrationen bestimmt werden miissen (Mishra 2004). Deshalb wird die Messung der
Photosyntheserate zur Untersuchung phototropher Organismen oft bevorzugt. Da sich jedoch
Photosynthese und Wachstum unter bestimmten o.g. Bedingungen partiell entkoppeln konnen,
kann die gemessene Photosyntheserate nicht automatisch mit der spezifischen Wachstumsrate
gleichgesetzt werden. Am sichersten, aber aufwindigsten ist es, das Wachstum direkt zu
verfolgen. Dabei muss jedoch sichergestellt sein, dass kein anderer Faktor auBer Licht das

Wachstum limitiert oder inhibiert.

2.2.3 Abhiingigkeit der Wachstumsrate von der Lichtintensitéit

Typischer Verlauf der u(I)-Kurve

Phototrophe Organismen weisen eine typische Abhingigkeit der Wachstumsrate von der
Lichtintensitédt auf, die in die Bereiche Respiration, Lichtlimitation, Lichtséittigung und Photo-
inhibition (Abbildung 3A) untergliedert wird (Mishra 2004; Nielsen 1975). Ohne Licht oder bei
nur sehr geringer Lichtintensitit wird Respiration auf Basis intrazelluldrer Speicherstoffe
betrieben. Die Lichtintensitit ist zu gering, um die im Erhaltungsstoffwechsel benétigte Energie
durch Photosynthese zur Verfiigung zu stellen. Die Biomassezehrung kann dann als negative
Wachstumsrate interpretiert werden (Zelitch 1971). Am Kompensationspunkt ist die
Lichtintensitédt gerade so grof3, dass die Photosynthese die zur Erhaltung erforderliche Energie
bereitstellen kann (u = 0) (Vonshak 1997). Meist ist die Kompensationslichtintensitit so gering,
dass sie unbeachtet bleibt. Ist die Lichtintensitdt groler als die Kompensationslichtintensitit,
wachsen die phototrophen Organismen (u >0). Mit steigender Lichtintensitit nimmt die
Wachstumsrate zunichst annidhernd linear und dann degressiv zu (Bereich der Limitation), bis
die Steigerung der Lichtintensitdt zu keiner weiteren Erhohung der Wachstumsrate fiihrt; die
Siattigung ist erreicht (Mishra 2004). Nun wird so viel Lichtenergie eingestrahlt, dass der
Photosyntheseapparat ausgelastet und die maximale Wachstumsrate erreicht ist (U = tmax)-
Steigert sich die Lichtintensitdt weiter, konnen die phototrophen Organismen durch die hohe
Energie der Photonen geschiadigt und die Wachstumsrate verringert werden (Photoinhibition,
0 <u < umax) (Nielsen 1975). Bei Photoneniiberschuss bewirken insbesondere die kurzwelligen
Photonen die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, die zu Schiden an der Zellmembran und

DNA, zu Zelllyse und zu Trichombruch fiihren (Ma und Gao 2010; Gao et al. 2008).

10
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Verlauf der u(I)-Kurve von A. platensis

Das Wachstum von A. platensis in Abhingigkeit der Lichtintensitdt wurde bereits untersucht
(Sili et al. 2012; Xue et al. 2011; Cogne et al. 2003; Vonshak 1997; Kebede und Ahlgren 1996;
Olaizola und Duerr 1990; Lee et al. 1987). Ein typischer u(I)-Verlauf fiir A. platensis ist in
Abbildung 3B dargestellt (Xue et al. 2011). Die publizierten Daten sind jedoch oft nur schwer
miteinander vergleichbar, weil die Versuchsbedingungen stark variierten (Tabelle 1). Teils sind
die Versuchsparameter, insbesondere die Beleuchtung, nicht prizise angegeben.

Haufig weichen die ermittelten kinetischen Parameter so betrdchtlich voneinander ab, dass dies
nicht allein durch unterschiedliche A. platensis-Stimme erkldrbar wire. Es ist eher zu vermuten,
dass Unterschiede in der Untersuchungsmethodik verantwortlich sind. Insbesondere betrifft das
die Lichtintensitit am Kompensationspunkt und die Uberginge der Bereiche der Sittigung und

Photoinhibition (Tabelle 1).
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Abbildung 3: Abhéngigkeit der Wachstumsrate von der Lichtintensitit

Schematische Darstellung mit den Bereichen Photolimitation, Séttigung und Photoinhibition (A) und Verhalten von
A. platensis in Zarrouk-Medium bei 30 °C und LED-Beleuchtung nach Xue et al. (2011) (B)

Zarrouk (1966) gibt fiir das Wachstum von A. maxima in dem von ihm eingefiihrte Mineral-
medium eine maximale Wachstumsrate von 1,2 d! bei 360 - 540 pumol m?2s! an. Vonshak
(1997) fasst seine Untersuchungen in einem kontinuierlichem System zusammen und gibt fiir die
maximale Wachstumsrate von A. platensis bei 35 °C und 120 pmol m™ s einen Bereich von
1,15-2,08 d" an. Xue et al. (2011) erreichten dagegen erst bei ca. 400 pmol m?s” maximales
Wachstum (ca. 1,9 d” bei 30 °C). Eine besonders hohe Wachstumsrate von 2,64 d' bei 33 °C

und ca. 160 umol m~> s’ fanden Lee et al. (1987) in einem Flat-Panel-Reaktor; dieser Wert
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scheint aufgrund der giinstigen Versuchsbedingungen glaubwiirdig. Es wird vermutet, dass

niedrigere Wachstumsraten durch das Problem der Selbstbeschattung entstanden (Kapitel 2.3).

Tabelle 1: Lichtintensitiiten fiir Kompensation, Sittigung und Inhibition von A. platensis
Literaturdaten zur Lichtintensitdt fiir die Kompensation und Bereiche der Sittigung und Photoinhibition von
A. platensis unter den angegebenen Kultivierungsbedingungen (Beleuchtung, Temperatur, Medium)

Bedingungen Lichtintensitiit

. 2 -1 Referenz
(Beleuchtung, Temperatur, Medium) pmol m™ s
Kompensation
nicht angegeben, 36 °C, Zarrouk-Medium 5-23 Cogne et al. 2003
Leuchtstoffrohren, 30 °C, Zarrouk-Medium 17 -53 Kebede und Ahlgren 1996
LED-Beleuchtung, 30 °C, Zarrouk-Medium 0-153 Xue et al. 2011
Séttigung
Leuchtstoffrohren, 33 °C, Zarrouk-Medium > 160 Lee et al. 1987
nicht angegeben 150 - 200 Vonshak 1997
nicht angegeben 340 - 400 Sili et al. 2012
Leuchtstoffrohren, 30 °C, Zarrouk-Medium > 330 Kebede und Ahlgren 1996
LED-Beleuchtung, 30 °C, Zarrouk-Medium > 435 Xue et al. 2011
Leuchtstoffrohren, 36 °C, ¥2 Zarrouk-Medium > 450 Olaizola und Duerr 1990
Inhibition
Leuchtstoffrohren, 33 °C, Zarrouk-Medium > 230 Lee et al. 1987
Leuchtstoffrohren, 30 °C, Zarrouk-Medium > 350 Kebede und Ahlgren 1996
nicht angegeben > 430 Sili et al. 2012
LED-Beleuchtung, 30 °C, Zarrouk-Medium > 1300 Xue et al. 2011

Modelle fiir die u(I)-Kurve

Es wurden zur mathematischen Beschreibung der Kurve p = f(I) verschiedene Modelle publi-
ziert; eine Ubersicht geben z.B. Jassby und Platt (1976), Grima et al. (1994), Mishra (2004) und
Béchet et al. (2013). Einige grundlegende Modelle sind in Tabelle 3 aufgelistet, wobei die
Modelle sowohl in originaler als auch in transformierter Form angegeben sind, um den Vergleich
zu erleichtern. Dabei ist zu beachten, dass nicht alle aufgelisteten Modelle zur Beschreibung des
photosynthetische Wachstums p sondern zum Teil zur Modellierung der Photosyntheserate P in
Abhingigkeit der Lichtintensitit aufgestellt wurden. In diesem Fall wurde das P(I)-Modell in ein
pu(I-Modell iiberfiihrt. Dies ist sinnvoll, da P(I) fiir gewohnlich mit u(I) korreliert, wie oben
bereits erwdhnt wurde. Die in Tabelle 3 als Original bezeichneten Modelle sind bereits formal
vereinheitlicht (u anstatt P; Lichtintensitét als I).

Die transformierten Modelle in Tabelle 3 besitzen eine verstindlichere Struktur und enthalten,
soweit moglich, einheitliche Modellparameter: pm.x entspricht der maximal erreichbaren
spezifischen Wachstumsrate, Kgy ist die Halbsittigungskonstante mit p = 0,5 pmax bei 1= Kgy,

und Kg; ist eine beliebige Affinititskonstante, die diese Bedingung nicht erfiillt.
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Ausgewihlte u(I)-Modelle wurden zur Veranschaulichung in Abbildung 4 dargestellt. Die fiir
die Berechnung der p(I)-Kurven verwendeten Modellparameter sind in Tabelle 2 aufgelistet und
die fiir A. platensis geltenden Parameter wurden der Literatur entnommen.

Anfang des 20. Jahrhunderts begannen Forscher, sich mit der mathematischen Beschreibung der
in Abhéngigkeit der Lichtintensitit gemessenen Wachstums- bzw. Photosyntheseraten zu be-
schiftigen. Fine erste Approximation lieferte Blackman (1905), dessen Modell einen linearen
Anstieg der Rate mit steigender Lichtintensitédt bis zu einem Maximalwert beschreibt, der dann
bei weiterer Steigerung der Lichtintensitdt konstant bleibt. Diese lineare Approximation wurde
spiater wiederholt aufgegriffen z.B. von Van Oorschot (1955), liefert aber nur eine grobe
Anndherung an das reale Verhalten. 1935 stellte Baly eine hyperbolisches Modell fiir die Photo-
syntheserate auf (Baly 1935), das formal betrachtet dem Monod-Modell entspricht, welches
Monod spiter fiir die Beschreibung substratlimitierten Wachstums von Mikroorganismen
entwickelte (Monod 1949). Das Baly-Modell gibt das tatsdchliche Verhalten realistischer als die
lineare Regression wieder. Tamiya (1953), Jeon et al. (2005) und Garcia-Malea et al. (2005)
publizierten und nutzten u.a. weitere u(I)-Modelle, welche jedoch formal dem Baly-Modell ent-
sprechen.

Smith (1936) und Bannister (1979) erweiterten das Baly-Modell, indem sie einen zusétzlichen
Exponenten einfiihrten, der die Kriimmung der p(I)-Kurve beeinflusst. Grima et al. (1994)
erweiterten wiederum das Modell von Bannister um einen Koeffizienten m zur Beriicksichtigung
des Erhaltungsstoffwechsels. Dieser bewirkt eine Verschiebung der p(I)-Kurve um den Betrag
von m. Im dargestellten Fall (Abbildung 4) hat dies zur Folge, dass unterhalb einer Licht-
intensitit von ca. 10 pmol m™ s negative u-Werte auftreten, aber die maximale spezifische
Wachstumsrate nicht mehr erreicht wird. Diese Verschiebung kann als Lichtintensitdt am Kom-
pensationspunkt gedeutet werden. Die logarithmische Skalierung der x-Achse in Abbildung 4B
zeigt sehr deutlich diesen Unterschied der Modelle von Bannister (1979) und Grima et al.
(1994).

Neben diesen hyperbolischen Modellen wurden auch p(I)-Modelle entwickelt, die eine expo-
nentielle bzw. quadratische Struktur aufweisen (Cullen 1990; Jassby und Platt 1976).

Mit den bisher diskutierten Modellen kann die Abhéngigkeit der Wachstumsrate von der Licht-
intensitdt beschrieben werden, jedoch wird der Zusammenhang nur fiir kleine bis mittlere Licht-
intensitdten hinreichend genau wiedergegeben. Die Inhibierung bei sehr hohen Lichtintensitéiten
wird nur von wenigen Autoren beriicksichtigt (Bernard und Remond 2012; Megard et al. 1984;
Peeters und Eilers 1978; Steele 1962). Steele (1962) beriicksichtigt die Photoinhibierung durch
die Einfiihrung einer Exponentialfunktion, wihrend Peeters und Eilers (1978), Megard (1984)

und Bernard und Remond (2012) dies durch einen zusitzlichen Term im Nenner des Baly-
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Modells erreichen (einen sogenannten Haldane-Term in Anlehnung an die Enzyminhibierung
(Haldane 1930)). Diese Inhibierungskinetiken besitzen jedoch den Nachteil, dass sie eine
degressive Hemmung implizieren (mit steigender Lichtintensitit vermindert sich die
Wachstumsrate weniger stark); tatsdchlich ist Hemmung in der Regel ein progressiver Prozess
(Urit et al. 2013), so dass eine steigende Lichtintensitdt die Wachstumsrate zunehmend verrin-
gert (Abbildung 3). Zudem wird im Modell von Peeters und Eilers (1978) durch den starken Ein-
fluss des Inhibierungsterms die maximale spezifische Wachstumsrate nicht erreicht.

Ein weiteres Problem bei der Nutzung dieser Modelle besteht darin, dass die Lichtintensitét in
Kultivierungssystemen nicht in jeder Eindringtiefe gleich ist, sondern sich durch die Absorption
mit der Eindringtiefe des Lichts verringert (Béchet et al. 2013). Mit einer einheitlichen Licht-
intensitdt des einfallenden Lichts darf folglich eigentlich nur gearbeitet werden, wenn die Ein-
dringtiefe oder die Biomassekonzentration gering ist. Haufig wird daher bei groeren Biomasse-
konzentrationen (relevante Absorption) mit einem gewichteten Mittelwert der Lichtintensitit ge-
rechnet. Diese Methode ist jedoch auch nicht prizise; tatsdchlich muss eine iiber die Ein-
dringtiefe des Lichts gemittelte spezifische Wachstumsrate bestimmt werden (Kapitel 2.3).
Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine ganze Reihe an Modellen fiir u = f(I) mit Vor- und

Nachteilen existieren und die jeweils ans Untersuchungssystem angepasst werden miissen.

Tabelle 2: Parameter fiir die grafische Darstellung der u(I)-Modelle in Abbildung 4

Parameter Symbol | Wert | Einheit Referenz

Maximale spezifische Wachstumsrate Minax 2 d! Vonshak 1997
Halbsittigungskonstante K 80 [umolm?®s’ Xue et al. 2011
Affinitdtskonstante KSI* 80 umol m?s! Xue et al. 2011
Inhibierungskonstante Ky 400 |umol m?s Sili et al. 2012, Vonshak 1997
Empirischer Faktor n 2 - Bannister 1979

Koeffizient fiir Erhaltungsstoffwechsel m 0,09 |d’ Grima et al. 1994
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Berechnung mit Modellgleichungen in Tabelle 3 und Modellparametern in Tabelle 2
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2.3 Lichtverhiltnisse in phototrophen Kulturen

Es wurde im vorhergehenden Kapitel gezeigt, dass die Lichtintensitit einen grolen Einfluss auf
das Wachstum phototropher Organismen hat. Biotechnologisch interessante phototrophe Orga-
nismen werden in der Regel submers kultiviert. Diese Suspensionen haben die Eigenschaft, Licht
durch ihre Photosynthesepigmente zu absorbieren. Das von aullen eingestrahlte Licht wird durch
die Absorption mit der Eindringtiefe zunehmend verringert. Dadurch sind einzelne Individuen
einer unterschiedlichen Lichtintensitidt ausgesetzt und besitzen damit eine rdumlich unter-
schiedliche photosynthetische Aktivitit und spezifische Wachstumsrate. Bei praktisch relevanten
Biomassekonzentrationen fiihrt die Absorption zu einer starken Verringerung der Wachstumsrate

der Population und somit zu einem ineffizienten biotechnologischen Prozess.

2.3.1 Absorptionsmodelle

Die Abschwichung des Lichts geschieht durch die Absorption der Photonen durch die suspen-
dierte Biomasse, wobei den Photosynthesepigmenten der phototrophen Organismen eine
besondere Bedeutung zukommt. Je hoher die Biomassekonzentration und je stirker die Zellen
das von auen eingestrahlte Licht absorbieren (groBBe Extinktionskoeffizienten) desto geringer ist
die in einer bestimmten Eindringtiefe vorherrschende Lichtintensitdt. Dieser Sachverhalt wird
Selbstbeschattung genannt.

Absorptionsmodelle mit praktischer Bedeutung fiir das betrachtete Thema sind in Tabelle 4 auf-
gelistet. Diese Modelle gelten fiir eindimensionale Betrachtungen, wobei sich das Licht parallel
ausbreitet und senkrecht auf das absorbierende Medium trifft. Es wird eine homogene Suspen-
sion angenommen, d.h. dass die Biomassekonzentration ortsunabhéngig ist.

Das ilteste und einfachste Absorptionsmodell geht auf Bouguer, Lambert und Beer zuriick (Beer
1852; Lambert 1760; Bouguer 1729). Dieses Modell wird in der Fachliteratur auch als Lambert-
Beersches Gesetz bezeichnet (Lottspeich und Engels 2012). Die Lichtintensitiit verringert sich
exponentiell mit der Eindringtiefe (hier als Schichtdicke d bezeichnet), wobei der Grad der Ver-
ringerung vom Extinktionskoeffizienten ¢ des Mediums und von der Biomassekonzentration cy
bestimmt wird. Dieses Modell gilt streng genommen nur fiir klare gefarbte Losungen, kann aber
auch auf Suspensionen angewandt werden, solange das Produkt aus Extinktionskoeffizient, Bio-
massekonzentration und Schichtdicke im Exponent der Exponentialfunktion nicht zu grof ist.
Luo und Al-Dahhan (2004) erweiterten das Lambert-Beersche Modell um einen Term, der die
Absorption der, die Biomasse umgebenden, Losung beriicksichtigt. Die Gesamtabsorption wird
dabei als eine Uberlagerung der Absorption der suspendierten Biomasse und der Absorption der
Losung betrachtet. Der Parameter k,, entspricht dabei dem Produkt aus der Konzentration des

gelosten absorbierenden Stoffes und seinem Extinktionskoeffizienten. Béchet et al. (2013) erwei-
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terten das Lambert-Beersche Gesetz auch um einen Term, der den Einfluss der Lichtstreuung in
Suspensionen beriicksichtigt. Je hoher die Biomassekonzentration ist, umso groBer ist der Effekt
der Streuung. Fiir kleine Biomassekonzentrationen geht dieses Modell in das Lambert-Beersche
Modell iiber.

Ein hyperbolisches Absorptionsmodell wurde von Reynolds und Pacala (1993) zur Beschreibung
der Selbstbeschattung bei Pflanzen entwickelt. Dieses Modell zeigt, verglichen mit dem
Lambert-Beerschen Modell, eine geringere Intensititsabnahme mit der Eindringtiefe. Die
Autoren postulieren eine bessere Handhabbarkeit dieses Modells im Vergleich zum Lambert-
Beerschen Modell, was jedoch nicht nachvollziehbar ist.

Abbildung 5 dient dem Vergleich der erorterten Absorptionsmodelle. Die zur Berechnung der
Modellkurven verwendeten Parameter sind in Tabelle 5 aufgelistet. Es wurde bei der Kalkulation
mit einheitlichen Modellparametern gearbeitet und fiir A. platensis ein tiblicher
Extinktionskoeffizient genutzt, um realistische Ergebnisse zu erhalten. Die von der Schichtdicke
abhéngige relative Lichtintensitét (Ig/Ip) wurde fiir zwei verschiedene Biomassekonzentrationen
(0,2 und 2 g L") berechnet, um den Einfluss dieses Prozessparameters auf die Absorption zu de-
monstrieren. Eine Biomassekonzentration von nur 2 g L' (Abbildung 5B) fiihrt bereits zu einer
starken Absorption des Lichts, so dass schon nach 2 cm Eindringtiefe nur noch eine geringe
Lichtintensitédt vorhanden ist.

Das Modell von Luo und Al-Dahhan (2004), das die zusitzliche Absorption des Lichts in gefirb-
ten Medien beachtet, liefert eine Modellkurve, die unterhalb des Lambert-Beer-Modells liegt.
Das Modell von Béchet et al. (2013), das die Lichtstreuung in der Suspension beriicksichtigt,
beschreibt dagegen eine Modellkurve, die iiber der Kurve nach Lambert-Beer liegt. Das Mal} der
Abweichung hingt stark von der Biomassekonzentration ab. Das Modell von Reynolds und
Pacala (1993) zeigt einen anderen Verlauf als das Modell nach Lambert-Beer, wobei ersteres bei
Verwendung gleicher Modellparameter eine geringere Absorption liefert.

Es hiangt vom Untersuchungssystem ab, welches dieser Modelle nutzbar ist. Konkret muss die
Absorption einer realen Suspension mit dem Photometer gemessen werden. Allerdings ergibt
sich hierbei das Problem, dass Photometer heute iiblicherweise eine feste Schichtdicke von
d=1cm aufweisen. Bei hoheren Biomassekonzentrationen muss dieser Parameter bei der
photometrischen Messung ebenfalls variiert werden, um den Effekt gefiarbter Medien und der
Lichtstreuung zu beriicksichtigen. Die bisher besprochenen Modelle behandeln nur die Absorp-
tion des Lichts, welches sich eindimensional ausbreitet. In vielen Photobioreaktoren breitet es
sich dagegen in verschiedene Richtungen aus. Fiir beleuchtete Riihrreaktoren wurden daher
spezielle Absorptionsmodelle entwickelt (z.B. Evers 1991; Cornet et al. 1992a; Cornet et al.

1992b, Franco-Lara et al. 2006), auf die hier nicht weiter eingegangen wird.
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Darstellung ausgewihlter I(d)-Modelle fiir eine Biomassekonzentration von 0,2 gL'1 (A) bzw. 2gL'1 (B);

Berechnung mit Modellgleichungen in Tabelle 4 und Modellparametern in Tabelle 5
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2.3.2 Einfluss der Durchmischung

Zellsuspensionen konnen unterschiedlich stark durchmischt sein. Nicht durchmischte Populatio-
nen phototropher Organismen findet man z.B. in stehenden Gewissern und in offenen Kultur-
teichen (Open ponds). Diese Systeme erfahren aber streng genommen, iiber einen ldngeren Zeit-
raum betrachtet, ebenfalls eine geringfiigige Durchmischung. Diese wird z.B. durch thermische
Effekte, Wind und bei Kulturteichen zusitzlich durch mechanische Umwilzung bewirkt.

In Photobioreaktoren wird dagegen durch Energieeintrag wie Riihren oder Begasen aktiv durch-
mischt. Damit werden verschiedene Ziele verfolgt: erstens Homogenisieren geloster Néhrstoffe,
zweitens Suspendieren um Sedimentation zu vermeiden, und drittens Phasentransfer von gebil-
detem Sauerstoff und bendtigtem Kohlendioxid. AuBlerdem wird vermutet, dass die Durch-

mischung eine giinstigere Versorgung mit Licht bewirkt (Posten 2009).

Nicht durchmischte Zellsuspension

Durch die Absorption des Lichts in der Suspension bildet sich ein rdumlicher Gradient der Licht-
intensitét aus, welcher schlieBlich zu einer rdumlich unterschiedlichen Wachstumsrate der photo-
trophen Organismen fiihrt (Kapitel 2.2). In nicht durchmischten Suspensionen &dndern die
einzelnen Individuen ihren Aufenthaltsort nicht und sind somit stets der gleichen Lichtintensitét
ausgesetzt und zeigen eine dieser Intensitit entsprechenden Wachstumsrate.

Mit zunehmender Eindringtiefe des Lichts nimmt die Lichtintensitdt ab, wodurch sich auch die
Wachstumsrate verringert. Ist die Lichtintensitit bis zum Kompensationspunkt reduziert, reicht
das Licht gerade aus, um den Erhaltungsstoffwechsel zu gewihrleisten. Daran schlie3t sich die
Dunkelzone an, in der die phototrophen Organismen nicht mehr wachsen, sondern nur noch
Erhaltungsstoffwechsel durch Respiration auf Basis von Speicherstoffen betreiben. Bei lang-
fristigem Aufenthalt in dieser Dunkelzone kann es auch zur Lyse kommen, wobei negative
Wachstumsraten beobachtet werden (Lee und Pirt 1981).

Die Ausdehnung der beschriebenen Bereiche wird stark von den konkreten Gegebenheiten des
Systems bestimmt. Sowohl die Lichtabsorption als auch die Kinetik des lichtabhingigen
Wachstums haben einen Einfluss. Von besonderer Bedeutung sind dabei die eingestrahlte Licht-
intensitdt und die Biomassekonzentration. Je nach Intensitit des eingestrahlten Lichts und der
vorliegenden Biomassekonzentration bilden sich unterschiedliche I(d)- und p(d)-Profile aus
(Abbildung 6). Es werden vier Szenarien dargestellt, wobei die Verhiltnisse jeweils fiir zwei
verschiedene Biomassekonzentrationen (0,2 und 2 g L") sowie fiir eine niedrige und eine hohe
eingestrahlte Lichtintensitit (300 bzw. 1500 umol m?s™) berechnet wurden. Bei stark
bedecktem Himmel bzw. an einem sommerlichen Tag in Mitteleuropa treten diese Licht-

intensititen von 300 bzw. 1500 pmol m?s” auf (Burgess 2009).
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Abbildung 6: Lichtintensitit und Wachstumsrate in Abhiingigkeit der Schichtdicke

Profile der Lichtintensitit (schwarze Linie) und der relativen spezifischen Wachstumsrate p/p, (Strichlinie) in
Abhingigkeit der Schichtdicke in nicht durchmischten Systemen bei verschiedenen Biomassekonzentrationen
(cx=0,2 bzw. 2 g L) und der eingestrahlten Lichtintensitit (I, = 300 bzw. 1500 umol m™ s™); Berechnungen der
Absorption nach dem Modell von Lambert-Beer mit einem Extinktionskoeffizienten &=1,8Lg"' cm’ und
Wachstumskinetik nach Baly (1935) mit Kg; = 80 pmol m™s™

Die Lichtintensitidt vermindert sich bei hohen Biomassekonzentrationen, wie sie in Produktions-
prozessen angestrebt werden, mit zunehmender Schichtdicke sehr stark und die Wachstumsrate
fillt deshalb ebenfalls rasch ab (Abbildung 6C, D). Eine fiinffach hohere Lichtintensitit fiihrt
nicht zu einer entsprechenden Steigerung der Wachstumsrate. Diese Beispielrechnung macht die
bei der Malistabsvergroerung von Photobioreaktoren auftretenden Probleme deutlich.

Die Lichtintensitidt und die Wachstumsrate fallen bei geringeren Biomassekonzentration mit zu-
nehmender Eindringtiefe des Lichts nicht so stark ab (Abbildung 6A, B). Génzlich vermeiden
lasst sich ein Intensitédtsverlust tiber die Schichtdicke jedoch nie, sobald Licht auf suspendierte

Partikel trifft.
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Fiir wachstumskinetische Untersuchungen sollte ein moglichst homogenes Lichtprofil angestrebt
werden. Geringe Biomassekonzentrationen und geringe Schichtdicken im System minimieren
damit den Unterschied zwischen eingestrahlter und wirksamer Lichtintensitt.

Ein weiterer, in Abbildung 6 vernachlissigter Sachverhalt besteht darin, dass hohe Licht-
intensitdten zu einer Photoinhibierung des Wachstums fithren (Kapitel 2.2). Dies gilt es bei der
Wahl der eingestrahlten Lichtintensitit zu beachten. Es ist also nicht ohne weiteres moglich, eine
intensive Lichtschwédchung durch Absorption mittels extrem hoherer eingestrahlter Licht-
intensitit zu kompensieren. Die Wachstumsrate wiirde sich bei Ip-Werten, welche im Bereich der
Photoinhibition liegen, mit zunehmender Schichtdicke zuerst erhdhen und nach Erreichen eines
Maximalwerts wieder verringern. Dadurch wird ebenfalls keine Erhohung der mittleren Wachs-

tumsrate erreicht.

Durchmischte Zellsuspension

Das vorherige Kapitel beschreibt die Verteilung der Energiequelle Licht in phototrophen
Kulturen jedoch nur sehr stark vereinfacht. In realen Systemen gestalten sich die Verhiltnisse
komplizierter. Selbst in stehenden Gewissern existiert, wie oben bereits angesprochen, eine
gewisse Durchmischung, die auf den Energieeintrag durch Wind und auf thermische Effekte
zuriickzufiihren sind. Diese Durchmischung fiihrt zu einem Transport von Organismen und somit
zu einer wechselnder Beleuchtung bezogen auf das Individuum. In technischen Systemen zur
Kultivierung phototropher Organismen wird ebenfalls aktiv Energie eingetragen, um eine
Durchmischung zu erreichen. Ublicherweise herrschen turbulente Stromungsbedingungen,
wodurch die phototrophen Organismen zufillig ihre Position im Lichtgradienten &ndern
(Abbildung 7A). Die phototrophen Organismen sind einem zufilligem Muster der Lichtintensitit
tiber der Zeit, einer s.g. intermittierenden Beleuchtung, ausgesetzt (Abbildung 7B). Die
Geschwindigkeit der Anderung der Lichtintensitit hingt von der Turbulenz im System ab und
liegt im Bereich von Sekunden und Millisekunden (Luo und Al-Dahhan 2004). Untersucht und
simuliert werden diese zeitlichen Wechsel der Lichtintensitét z.B. mittels ,,Computer Automated
Radioactive Particle Tracking* (Bitog et al. 2011) bzw. ,,Computational Fluid Dynamics* (CFD,
Kapitel 2.5).

Die phototrophen Organismen sind aufgrund der Durchmischung stindig unterschiedlichen
Lichtintensitdten ausgesetzt. Dadurch schwankt auch die Photosyntheserate zeitlich, was sich
schlieBlich auch auf die spezifische Wachstumsrate auswirkt (Kapitel 2.2). Die beschriebene
Durchmischung muss bei der Kultivierung in Photobioreaktoren als gegeben akzeptiert werden,
es kann jedoch durch die Intensitit der Durchmischung Einfluss auf die Frequenz der

Anderungen genommen werden.
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A B

Lichtintensitit
Lichtintensitét

Schichtdicke Zeit

Abbildung 7: Phototropher Organismus und Lichtintensitit im durchmischten System

Bewegung eines phototrophen Organismus im Lichtgradienten bei eindimensionaler Betrachtung (A); Verlauf der
Lichtintensitdt, dem dieser Organismus tiber der Zeit ausgesetzt ist (B) nach Luo und Al-Dahhan (2004)

Es wird allgemein angenommen, dass eine Mindestdauer der Beleuchtung notwendig ist, damit
der Photosyntheseapparat funktionieren kann. Diese Mindestdauer wird im Bereich weniger
Millisekunden vermutet (Falkowski und Raven 1997). Bei zu kurzen Hellphasen und bei einer
Lichtintensitét unterhalb des Kompensationspunktes kommt es nicht zum Anregungszustand und
somit auch nicht zur Photosynthese (Luo und Al-Dahhan 2004).

Die Kenntnis iiber das Verhalten von phototrophen Organismen bei schwankender Licht-
intensitit ist somit von grofer praktischer Bedeutung fiir die Konstruktion und den Betrieb von
Photobioreaktoren. Deshalb war das Verhalten phototropher Organismen bei intermittierender

Beleuchtung wiederholt Gegenstand experimenteller Untersuchungen in der Literatur.

2.3.3 Intermittierende Beleuchtung

In natiirlichen Okosystemen wechselt die Lichtintensitit durch den Tag-Nacht-Rhythmus. Aber
auch in Photobioreaktoren kommt es, wie oben bereits beschrieben, aufgrund der Durch-
mischung der Zellsuspension zu einer stetig schwankenden Lichtintensitit, bezogenen auf das
einzelne Individuum. Die Konsequenzen dieser Intensitdtsschwankungen fiir die Photosynthese
und das photoautotrophe Wachstum sind noch nicht erschopfend geklart. Die in Photo-
bioreaktoren mit durchmischter Suspension herrschenden Lichtverhéltnisse lassen sich durch
Kultivierung unter intermittierender Beleuchtung simulieren (Rubio et al. 2003).

Experimente mit intermittierender Beleuchtung sind in der Literatur zahlreich beschrieben
(Tabelle 6), obwohl die Intention dieser Versuche oft der Nachweis der Existenz des

sogenannten ,flashing light effect war. Unter dem ,flashing light effect” versteht man eine
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Steigerung der Photosynthese- und Wachstumsrate durch gepulste Beleuchtung im Vergleich zur
Photosynthese und Wachstum bei kontinuierlicher Beleuchtung (Rubio et al. 2003; Nedbal et al.
1996; Phillips und Myers 1954). Die gepulste Beleuchtung erfolgt entweder diskret in Form
eines Rechtecksignals (Park et al. 2000; Merchuk et al. 1998) oder kontinuierlich dndernd z.B. in
Form von sigmoidalen Schwingungen (Brindley et al. 2011; Phillips und Myers 1954). Fiir einen
realistischen Vergleich ist es wichtig, dass die mittlere Lichtintensitdt des intermittierenden
Lichts mit der kontinuierlichen Lichtintensitit iibereinstimmt (Park et al. 2000).

Damit phototrophe Organismen effektiv Photosynthese betreiben konnen, ist eine permanente
Beleuchtung offensichtlich nicht erforderlich. Das ist damit zu erkldren, dass das photo-
synthetische Wachstum eine Kaskade einzelner Reaktionen ist, die mit der Lichtreaktion beginnt
und mit der Synthese von Makromolekiilen endet. Wihrend der erste Schritt sehr schnell und
effizient ist, erfolgt die Synthese der Makromolekiile langsam und ist damit der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des phototrophen Wachstums (Wilhelm 2014).
Chmiel (2006) und Béchet et al. (2013) nennen fiir die Frequenz des intermittierenden Lichts
eine Obergrenze von 10 Hz, damit der ,flashing light effect” wirksam werden kann, weil die
Photosynthesereaktion sonst nicht folgen kann. Der Photosyntheseapparat bendtigt ca. 100 ms,
um die Lichtquanten in chemische Energie umzuwandeln (Luo und Al-Dahhan 2004; Grobbelaar
et al. 1992).

In Kulturen mit hoherer Biomassekonzentration wird angenommen, dass der ,,flashing light
effect” folgendermaflen fiir ein hoheres Wachstum der Gesamtpopulation von Nutzen sein kann.
Die Zellsuspension wird hochfrequenten Hell-Dunkel-Zyklen mit gesteigerter Lichtintensitét
wihrend des Hellzyklus ausgesetzt, dabei dringen die Photonen tiefer in die Zellsuspension ein
und ein groBeres Volumen wird dadurch beleuchtet (Posten 2009). Durch die nachgeschalteten
Dunkelphasen wird einen Schidigung der Zellen durch Inhibition vermieden, da iiber den Hell-
Dunkel-Zyklus gemittelt eine mittlere Lichtintensitidt im Bereich der Sittigung herrscht. Die
Wachstumszone wird dadurch vergréBert und die Selbstbeschattung scheinbar verringert, woraus
hohere Wachstumsraten resultieren sollen (Park et al. 2000; Terry 1986). Es wurde sogar ein

spezieller Photobioreaktor zur Nutzung des ,,flashing light effect entwickelt (Degen et al. 2001).
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Die experimentellen Befunde sind jedoch widerspriichlich. Einige Autoren publizierten eine
positive Wirkung des intermittierenden Lichts auf das Wachstum (Cerff und Posten 2012; Xue et
al. 2011; Brindley et al. 2011; Vejrazka et al. 2011; Rosell Sastre 2009; Ohira et al. 2000; Park
et al. 2000; Terry 1986; Lee und Pirt 1981; Phillips und Myers 1954), wihrend andere keine oder
negative Auswirkungen beschrieben (Katsuda et al. 2006; Merchuk et al. 1998; Milligan und
Cosper 1997; Nedbal et al. 1996; Grobbelaar et al. 1992). Die unterschiedliche Wirkung der
intermittierenden Beleuchtung ist sicherlich auch auf die Verwendung sehr verschiedenartiger
Organismen und Kultivierungssysteme, verschiedener Lichtquellen und auf unterschiedliche
Biomassekonzentrationen zuriickzufiihren (Tabelle 6). Zum Teil liegt es wahrscheinlich auch an
ungiinstig gewdhlter Lichtintensitdt und insbesondere unpassender Frequenz der Hell-Dunkel-

Zyklen.

2.4 Photobioreaktoren als beleuchtete Kultivierungssysteme

Die Kultivierung von phototrophen Organismen in Photobioreaktoren (PBR) stellt ein dullerst
komplexes System aus der Energiequelle Licht, dem Stoffwechsel der Organismen sowie der
Hydrodynamik des Reaktors dar (Luo und Al-Dahhan 2004; Nedbal et al. 1996) (Abbildung 8).
Die Verfiigbarkeit des Lichts fiir einzelne Individuen der Zellpopulation (Kapitel 2.3) ist von der
Hydrodynamik des Reaktors abhédngig, wobei diese von der Geometrie und Prozessfiihrung des
PBR abhingt (Posten 2009). Die Photosyntheseaktivitit und das Wachstum sind wiederum von
der Verfiigbarkeit des Lichts bestimmt (Kapitel 2.2).

Hydrodynamik
Heterogene Intermittierende
Katalyse Beleuchtung
Realer
Prozess
Bioreaktion Licht

Kinetik der

Photosynthese

und Wachstum

Abbildung 8: Uberlagerung von Teilprozessen im Photobioreaktor nach Posten (2009)

Die wichtigste Funktion eines PBR ist die Bereitstellung der Energiequelle Licht fiir die Photo-

synthese neben den oben bereits genannten iiblichen Anforderungen Homogenisieren (Nihr-
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stoffe, Temperatur), Suspendieren (Biomasse) und Dispergieren (Zu- bzw. Abfuhr von Kohlen-
dioxid und Sauerstoff) (Eriksen 2008b). Generell ist es schwierig, die verschiedenen an die PBR
gestellten Anforderungen gleichzeitig zu erfiillen. Der ideale PBR existiert folglich nicht, was

vielleicht die Entwicklung der Vielzahl an verschiedenen Kultivierungssystemen erklrt.

Kommerzielle Photobioreaktorsysteme

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines PBR, der sich fiir reaktions-
kinetische Untersuchungen eignet. Es wurde zunichst recherchiert, welche PBR kommerziell
verfiigbar sind. Die Palette an erhéltlichen PBR-Laborsystemen reicht von herkémmlichen
Schiittelkolben und Riihrkesseln mit interner oder externer Beleuchtung iiber Rohrreaktoren,
Blasensdulen und Airlift-Reaktoren, Flat-Panel-Reaktoren, bis hin zu Einweg-Wave-Bag-
Systemen. Die PBR bestehen oft aus Glas oder Kunststoff und es werden verschiedenste
Lichtquellen wie LED oder Leuchtstoffrohren eingesetzt, einige Beispiele sind in Abbildung 9

dargestellt.

Schiittelkolben Riihrreaktor Rohrreaktor

%i

|
T - 2
- ';
- »
- »
: »
»
- - L]
Qi) al i
Bildquelle 1 Bildquelle 2 Bildquelle 3
Blasenséiule Flat-Panel-Reaktor Wave-Bag
.
S|, %

Bildquelle 4 Bildquelle 5 Bildquelle 6
Abbildung 9: Grundformen von Photobioreaktoren fiir Laborexperimente
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Photobioreaktorsysteme im Labormaf3stab und Beispiele fiir Hersteller sind u.a.:

= Schiittelinkubatorsysteme: Infors HT, Bottmingen, Schweiz (Leuchtstoffrohren); Adolf
Kiihner AG, Birsfelden, Schweiz (LED); Sartorius AG, Gottingen, Deutschland (LED);
Eppendorf, Hamburg, Deutschland (Leuchtstoffrohren)

= Riihrreaktoren: Labfors 5 Lux, Infors HT, Bottmingen, Schweiz (LED)

= Rohrreaktoren: XCUBIO, bbi biotech, Berlin, Deutschland (LED)

= Blasensdulen: MS Photo 15, Molsurf, Dresden, Deutschland (Leuchtstoffrohren)

= Flat-Panel-Reaktoren: Labfors 5 Lux LED, Infors HT, Bottmingen, Schweiz (LED)

=  Wave-Bag-Reaktoren: Applikon PhotoBioSU, Applikon, Delft, Niederlande (LED)

Alle Systeme weisen, wie oben bereits angedeutet, verschiedene Vor- und Nachteile auf, welche
im Ergebnisteil (Kapitel 5.2) ausfiihrlich dargestellt und diskutiert werden.

Beleuchtete Schiittelinkubatoren erlauben eine relativ einfache Kultivierung von phototrophen
Organismen, verfiigen jedoch {iiber keinerlei weitere Sensorik und unvorteilhafte
Beleuchtungsmoglichkeiten (Winkler et al. 2014). Das Schiittelinkubatorsystem Respiration
Activity MOnitoring System® (RAMOS, Hi Tec Zang GmbH, Herzogenrath, Deutschland,
Abbildung 10A) ermoglicht dagegen eine online-Messung, indem die Gaszusammensetzung im
Kopfraum von acht Kolben parallel analysiert wird (Anderlei und Biichs 2001) (Abbildung 10B).
Es ist deshalb fiir reaktionskinetische Laboruntersuchungen von Interesse; allerdings ist dieses

System noch nicht kommerziell mit Beleuchtung verfiigbar.

Steuer-
und
Regel-
einheit

Sensoren ‘
~ Ly

Steril \
-filter v v2

M

Schiittler

Abbildung 10: Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS)

Innenansicht des Schiittelinkubators (Foto: TU Dresden) (A); schematischer Aufbau des RAMOS mit Messkolben
mit angeschlossenen Sensoren fiir Gesamtdruck und Sauerstoffpartialdruck (griin bzw. blau), Zu- (V1) und
Abluftstutzen (V2) (Hi Tec Zang GmbH 2014) (B)
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Konzepte in der Literatur

Neben den kommerziell erhéltlichen Photobioreaktoren finden sich in der Literatur viele Eigen-
entwicklungen fiir die Kultivierung phototropher Organismen. Es kann in extern beleuchteten
(von oben, unten und innen) Schiittelkolben (Cerff und Posten 2012; Cerff et al. 2009; Wang et
al. 2007; Rechmann et al. 2007), Blasensidulen (Nedbal et al. 1996), Riihrkesselreaktoren
(Krujatz et al. 2015; Chen und Zhang 1997), Flat-Panel-Reaktoren (Xue et al. 2011; Tamiya et
al. 1953) oder Rohrreaktoren (Merchuk et al. 1998) unterschieden werden. Auch neuartige
Konzepte mit interner Beleuchtung durch z.B. drahtlose LED-Kugeln wurden entwickelt
(Heining und Buchholz 2015).

Die Grundkonstruktion, die verwendete Lichtquelle, die Prozessfiihrung und verwendete
Sensorik orientierte sich dabei stark an den konkreten Versuchszielen der einzelnen Forscher.
Oft wurden Schiittelkolben und kommerziell erhéltliche Laborreaktoren einfach mit externen
Beleuchtungseinheiten aus LED oder Leuchtstoffrohren ausgestattet (Cerff und Posten 2012;
Cerff et al. 2009; Zhang et al. 1998; Chen und Zhang 1997). Teils wurden die Reaktionsgefille
selbst entwickelt, um das Licht optimal in den Reaktionsraum einzubringen (Xue et al. 2011;
Qiang et al. 1998; Qiang und Richmond 1996; Tamiya et al. 1953). Fiir Experimente mit
intermittierender Beleuchtung wurden z.B. Flat-Panel-Reaktoren mit rotierenden Lochscheiben
(Xue et al. 2011) oder Rohrreaktoren mit Abdeckung von Teilsegmenten (Merchuk et al. 1998)
aufgebaut.

Inwieweit sich die kommerziellen Laborphotobioreaktoren und die Eigenentwicklungen aus der
Literatur fiir kinetische Untersuchungen des Wachstums phototropher Organismen eignen, wird

in Kapitel 5.2 diskutiert.

2.5 Numerische Stromungssimulation
Die numerische Stromungssimulation (Computational Fluid Dynamics, CFD) ist ein Hilfsmittel
zur Analyse von Stromungen von Fluiden innerhalb technischer Systeme wie Bioreaktoren und
soll deshalb auch in dieser Arbeit zum FEinsatz kommen. Stromungen werden durch die
Erhaltungssitze fiir Masse, Energie und Impuls beschrieben, welche mathematisch als partielle,
nichtlineare Differentialgleichungen dargestellt werden. Diese werden dann mit Hilfe
numerischer Methoden geldst (Schwarze 2013). Ubliche Programme zur CFD-Simulation sind
ANSYS oder COMSOL Multiphysics (Werner et al. 2014).
Grundlegend wird fiir eine CFD-Simulation eines Reaktionsraumes wie folgt vorgegangen:

1) Geometrieanalyse und Erstellung eines rdumlichen Modells des zu untersuchenden

Reaktionsraumes, oft direkt aus Konstruktionsdateien (CAD)

31



Grundlagen Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

2) Erstellung des Rechengitters zur Angabe der bzgl. der Stromung zu untersuchenden
Punkte innerhalb dieser Geometrie (bestimmt von Stabilitdtsforderungen des genutzten
numerischen Losungsverfahrens, von den rechentechnischen Moglichkeiten und der
gewiinschten Prizision)

3) Aufstellung des mathematischen Modells fiir die Beschreibung der Stromung
(stromungsphysikalische  Grundgleichungen gekoppelt an die rheologischen
Eigenschaften des vorliegenden Fluids, Modellerweiterungen z.B. fiir Turbulenz und
Mehrphasensysteme (Oertel et al. 2011))

4) Eingabe der Stoffparameter fiir das Fluid (z.B. Dichte, Viskositit)

5) Festlegung der Rand- und Simulationsbedingungen (z.B. Volumenstréme in
durchstromten Systemen)

6) Losung der Gleichungen fiir die mit dem Rechengitter festgelegten Punkte durch
numerische Diskretisierung (Differenziale werden zu Differenzen)

7) Verifikation des Modells (Suche nach Implementierungsfehlern und Abschitzung
numerischer Prizision)

8) Validierung des Modells durch Vergleich der Simulationsergebnisse mit experimentellen
Resultaten

Bei Abweichungen zwischen der Modellsimulation und den gemessenen Resultaten miissen
ausgewdhlte Schritte in veridnderter Weise wiederholt werden.

Die CFD fiir unbeleuchtete Reaktorsysteme (meist Betrachtung von Zweiphasensystemen aus
Luft und Wasser, wenige Betrachtungen zu Dreiphasensystemen mit Partikeln in Form von
Biomasse) ist besonders fiir Blasensdulen bereits sehr gut etabliert (Ziegenhein et al. 2013; Wu
2013; Bitog et al. 2011). Der Gasgehalt und die Geschwindigkeit von Gas und Fliissigkeit im
Reaktionsraum konnen bereits rdumlich und zeitlich aufgelost gut bestimmt werden und die
Simulation deckt sich mit der Realitit.

Bei Photobioreaktoren muss neben der Stromung auch die rdumliche Verteilung des Lichts
simuliert werden. Die CFD wurde bereits genutzt, um das Design von Photobioreaktoren und die
Prozessfiithrung zu optimieren (Pruvost et al. 2008; Perner-Nochta und Posten 2007; Luo und Al-
Dahhan 2004). Eine iibersichtliche Darstellung zur CFD in Photobioreaktoren mit den noch nicht
gelosten Problemen, die hier jedoch nicht ndher erortert werden sollen, geben z.B. Bitog et al.
(2011) sowie Wu (2013).

Insgesamt betrachtet ist die CDF ein hilfreiches Tool fiir das Design und die Optimierung von

Bioreaktoren.
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3 Zielsetzungen
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Entwicklung eines definiert beleuchteten
Kultivierungssystems zur reaktionskinetischen Untersuchung des Wachstums in Abhingigkeit
der Lichtintensitit.
Da eine grofle Vielfalt an kommerziell verfiigbaren Photobioreaktoren existiert, sollen zunichst
die verschiedenen Grundformen dieser Systeme miteinander verglichen und hinsichtlich der
Eignung fiir reaktionskinetische Untersuchungen bewertet werden. Licht ist eine sehr spezielle
Energiequelle, die den phototrophen Organismen zur Verfiigung gestellt werden muss. Fiir
kinetische Untersuchungen ist es wichtig, dass das Licht im Reaktionsraum homogen verteilt ist
und dass die Lichtintensitét variiert werden kann.
Zwei zur Verfiigung stehende klassische und kommerzielle Photobioreaktoren (Schiittelkolben
und Blasensdule) sollen dann mit dem Modellorganismus A. platensis auf ihre Eignung fiir
wachstumskinetische Untersuchungen getestet werden.
Da bereits hier abzusehen ist, dass sich die kommerziell erhiltlichen Photobioreaktoren aus
verschiedenen Griinden fiir reaktionskinetische Untersuchungen wenig eignen, soll ein eigenes
beleuchtetes Kultivierungssystem entwickelt werden, das folgende Kriterien erfiillt:
» Homogenitdt im Reaktionsraum hinsichtlich Biomasse und mineralischer Nihrstoffe
durch entsprechende Durchmischung
= Moglichkeit der kontinuierlichen Kultivierung zur Schaffung stationédrer Verhéltnisse, zur
Verhinderung der Akkumulation von Biomasse im System und zur Gewinnung von
Proben
* Austrag des gebildeten Sauerstoffs zur Verhinderung von Inhibierungseffekten
= Installation von Sensorik zur messtechnischen Verfolgung des Prozesses
» Homogenitit der Lichtintensitidt im Reaktionsraum durch eine giinstige Reaktorgeometrie
und durch die Verwendung einer geeigneten Lichtquelle
= Minimierung des Effekts der Selbstbeschattung durch eine geringe Schichtdicke und
Biomassekonzentration
=  Moglichkeit zur Variation des eingestrahlten Lichts zur Untersuchung des Wachstums in
Abhingigkeit der Lichtintensitidt von der Kompensation bis zur Photoinhibition
=  Mboglichkeit fiir intermittierende Beleuchtung
In Veroffentlichungen zu Experimenten in Photobioreaktoren wird hédufig nur die Intensitit des
eingestrahlten Lichts angegeben. Die Kinetik wird aber vom Licht innerhalb des Reaktions-
volumens bestimmt. Es ist daher notig, die Lichtintensitdt innerhalb des Reaktionsraumes
rdaumlich aufgelost zu quantifizieren. Dies bedeutet konkret, die Lichtintensitdt in allen

verwendeten Systemen im Detail zu charakterisieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Mikroorganismus und Schiittelkolbenkultivierung

4.1.1 Arthrospira platensis PCC 9108

Das Cyanobakterium A. platensis PCC 9108 (identisch mit A. platensis CCMP 1295) wurde von

der Pasteur Culture Collection (PCC, Paris, Frankreich) erhalten. In Vorversuchen wurde dieser
Stamm ausgewihlt, da er sich aufgrund seines homogenen Wachstums und geringer Neigung zu

Wandbewuchs als geeignet erwies.

4.1.2 Zarrouk-Medium

In allen Versuchen wurde das fiir Arthrospira-Stimme empfohlene Zarrouk-Medium verwendet.
Die detaillierte Zusammensetzung und Herstellung ist im Anhang 2.1 zu finden. Zur Verhinde-
rung von Prizipitationen wurde das Medium zur Sterilisation nicht autoklaviert, sondern filtriert
(Celluloseacetat-Filtermembranen mit 0,45 um Porengrof3e, Sartorius, Gottingen, Deutschland).
Das Medium wies einen pH-Wert von 9,6 auf und enthielt eine hohe Konzentration an Carbonat
und Hydrogencarbonat, weshalb bei der Kultivierung kein Kohlendioxid zugefiihrt wurde.

Im Kultivierungsversuch im RAMOS mit CultiLux-Einheit unter photomixotrophen Bedingun-
gen in Kapitel 5.5.3 wurde das hergestellte Zarrouk-Medium mit einer sterilfiltrierten Glucose-

Stammlosung versetzt, so dass die finale Konzentration an Glucose 1,5 g L' im Medium betrug.

4.1.3 Vorkultur und Kultivierung im kommerziellen Schiittelinkubator

Zur Bereitstellung notwendiger Biomasse zur Inokulation fiir die RAMOS- und Blasensiulen-
Kultivierung und fiir die Versuche in Kapitel 5.3.1 wurde A. platensis PCC 9108 submers in
Zarrouk-Medium im Weithalsschiittelkolben (300 mL Nominalvolumen) mit Zellstoffstopfen
kultiviert. In einen autoklavierten Kolben wurden 50 mL steriles Medium und 5 mL Zell-
suspension eingefiillt. Der Kolben wurde in einem beleuchteten Schiittelinkubator (Minitron mit
Photosyntheseeinheit und 25 mm Schiitteldurchmesser, Infors HT, Bottmingen, Schweiz; Be-
leuchtung durch sechs Leuchtstoffrohren Grolux 15 W, Osram Sylvania, Danvers, USA) bei
110 rpm, einem Hell-Dunkel-Zyklus von 16 h/8 h und 30 °C kultiviert. Die Beleuchtungseinheit
wurde durch den Hersteller im Kopfteil des Inkubatorraumes in ca. 40 cm Entfernung vom
Schiitteltablar angebracht. Die auf die Zellsuspension einwirkende Lichtintensitédt betrug durch-

schnittlich 21 pmol m™ s (detaillierte Angaben in Kapitel 5.3.1).
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4.2 Extern beleuchtete Blasensiaule

4.2.1 Aufbau und Funktionsweise

Es wurde eine kommerzielle Blasensidule aus Borosilikatglas mit 1,5 L Gesamtvolumen mit
Controller (MS Photo 15, Umex GmbH, Dresden, Deutschland) genutzt. Die Blasenséule ist in
Abbildung 11 dargestellt und deren Einzelkomponenten in Anhang 2.2 detailliert aufgelistet. Die
Hohe der Blasensidule betrug 620 mm und der Innendurchmesser 65 mm. Die Temperatur wurde
iber einen Doppelmantel mit angeschlossenem Thermostat geregelt (Kreislaufkiihler KK 4 TBE,
MedingLab, Freital, Deutschland). Die Blasensdule wurde iiber einen Massenflussregler mit
Druckluft begast. Die sterilfiltrierte Luft (Midisart PTFE Begasungsfilter, Porengrée 0,45 um,
Sartorius, Gottingen, Deutschland) stromte iiber eine Fritte im unteren Bereich der Blasensaule
ein. Das Abgas wurde durch einen Intensivkiihler aus Glas auf 10 °C mittels eines Kryostaten
(DC 10 mit Kiihlaggregat K10, Thermo Scientific, Waltham, USA) gekiihlt, um die Verdunstung

Zu minimieren.

Abbildung 11: Klassisches System Blasensiule

Schema (A) und Foto (B) des verwendeten Blasensidulenreaktors (MS Photo 15, Umex GmbH, Dresden, Deutsch-
land) mit 1 - GlasgefiB, 2 - Leuchtstoffrohren mit Lichtsensor, 3 - Thermostat, 4 - Massenflussregler fiir Begasung
mit Druckluft, 5 - Dreiwegeventil fiir sterile Probenahme mit angeschlossenem Probegefifl und Sterilfilter, 6 - Ab-
gaskiihler, 7 - pH-Sensor, 8 - pO,-Sensor mit integriertem Temperatursensor, 9 - Controller zur Datenerfassung und
-tibertragung zum Computer, 10 - Computer mit Datenaufzeichnung

Verschlossen wurde die Blasensidule mit einem Deckel aus Edelstahl, welcher mit Durchfiih-
rungen und entsprechenden Ports fiir Zu- und Abluft, Probenahme, Medienzugabe und Inokulum

sowie pH- (pH-Gelelektrode AppliSens, Applikon, Foster City, USA) und pO;-Elektrode (inpro
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6900 (i) Sensor, Mettler Toledo, Giellen, Deutschland) ausgestattet war. Die Temperatur wih-
rend der Kultivierung wurde mittels des in der pO;-Elektrode integrierten Temperatursensors
gemessen. Alle Sensorsignale wurden mit dem Controller erfasst und mittels Computer aufge-
zeichnet. Um Sedimentation der Biomasse zu verhindern, wurde die Blasensdule mit einem

Magnetriihrgerit (2mag AG, Miinchen, Deutschland) im Bodenbereich durchmischt.

4.2.2 Lichtquelle

Die Beleuchtung wurde durch vier symmetrisch um die Blasensdule angeordnete Leuchtstoff-
rohren realisiert (Lumoflor mit je 15 W, Osram Sylvania, Danvers, USA). Diese Lichtquelle lie-
ferte insgesamt eine Lichtintensitit von bis zu 150 umol m™s” (Details in Kapitel 5.3.2) und
war durch ein Potentiometer stufenlos dimmbar. Die Leuchtstoffrohren waren in einem
aufklappbaren Gehiduse aus Edelstahl montiert, das gleichzeitig als Reflektor diente. Ein in
diesem Lichtmantel in ca. 5 cm Entfernung von der Blasensdule befestigter Lichtsensor (S-PAR-

Sensor, Mesa Systemtechnik, Konstanz, Deutschland) erfasste permanent die Lichtintensitét.

4.2.3 Kultivierung

Die Blasensdule wurde mit einem Magnetrithrstab und den o.g. Einbauten versehen und alle
Schlauchenden der Zu- und Abluft sowie der Probenahme mit Sterilfiltern verschlossen. Die pH-
Elektrode wurde vor dem Einbau kalibriert. Danach wurde die Blasensédule zur Sterilisation auto-
klaviert (121 °C, 20 min). Nach Abkiihlung der Apparatur wurde diese mit 1,2 L sterilfiltriertem
Zarrouk-Medium {iiber o.g. Port mit Sterilkupplung befiillt. Danach wurden alle Sonden, die Be-
gasung mit Druckluft (45 NL h'l, 293,1 K und 103 kPa), der Magnetrithrer und die
Abgaskiihlung in Betrieb genommen sowie der Reaktor auf 30 °C temperiert. Das System wurde
tiber mehrere Stunden #quilibriert, dann die pO,-Sonde kalibriert. AnschlieBend wurde die

Datenaufzeichnung am Computer gestartet und inokuliert.

4.2.4 Probenahme

Die Probenahme erfolgte iiber ein Steigrohr, welches bis knapp iiber den Boden der Blasenséule
reichte. Am oberen Ende war ein Dreiwegeport angebracht, der die sterile Probenahme ermog-
lichte. Die sich nach der Probenahme im Steigrohr befindliche Fliissigkeit wurde durch die iiber
den Sterilfilter zugefiihrte Luft aus dem Rohr in den Reaktionsraum zuriickgefiihrt. Bei jeder
Probenahme wurden zuerst 5 mL Zellsuspension entnommen und verworfen, bevor die
eigentliche Probe von 2 mL entnommen wurde. Die Proben wurden zur pH-Messung und Bio-

massebestimmung genutzt (Kapitel 4.5.2).
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4.3 RAMOS mit CultiLux

4.3.1 Aufbau und Funktionsweise

Das Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS, Hi Tec Zang GmbH, Herzogenrath,
Deutschland) dient dem Monitoring der Respiration von Organismen wiéhrend ihrer Kultivierung
im Schiittelkolben. Das RAMOS ermoglicht die gleichzeitige Messung der Respiration in acht
Schiittelkolben, die jeweils durch einen speziellen Sensorkopf verschlossen sind (Abbildung 10).
Um das RAMOS zur Messung der Sauerstoffbildung bei phototrophen Kultivierung von
A. platensis nutzen zu konnen, wurde eine Beleuchtungseinheit mit dem Namen CultiLux
entwickelt. Die Entwicklung der CultiLux-Einheit ist in Kapitel 5.4 detailliert beschrieben.

Bei der Kultivierung im RAMOS wechseln sich Spiil- und Messphasen kontinuierlich ab. In den
Spiilphasen wird der Kopfraum der Kolben von Luft durchstromt, und in den Messphasen
werden die Zu- und Abluftzuginge verschlossen und dann der Gesamtdruck und der Sauerstoff-
partialdruck mittels der Sensorkopfe zeitabhingig gemessen. Die erfassten Messdaten dienen der
Berechnung der Sauerstoff- und Kohlendioxid-Transferraten (Berechnungsgrundlagen in
Kapitel 4.6.2). Bei der phototrophen Kultivierung von A. platensis diente die Spiilphase dem
Abtransport des durch die Photosynthese gebildeten Sauerstoffs und dem Riicksetzen des
Gesamtdruckes auf Umgebungsbedingungen. Die zum Spiilen verwendete Luft wurde bei
Reaktionstemperatur mit Wasser gesittigt, um Wasserverluste und Konzentrierungseffekte durch
Verdunstung in den Schiittelkolben zu vermeiden. Diese Luft wurde nicht mit Kohlendioxid
angereichert, da das Kulturmedium ausreichend Carbonat enthielt. Der hohe pH-Wert des

Mediums verhindert ebenfalls den Austritt von Kohlendioxid aus dem Medium.

4.3.2 Lichtquelle
Zur Beleuchtung des RAMOS mit der Beleuchtungseinheit CultiLux wurden je Kolben sechs

warmweille Hochleistungs-LED (CRI 90+PowerBar LED, Nichia, Tokushima, Japan) verwen-
det, welche in Reihe geschaltet und auf eine kreisformige Edelstahlplatte mit Wirmeleitkleber
fixiert wurden. Diese Baueinheit wird als LED-Panel bezeichnet. Die LED-Panel wurden unter
die Kolben auf das Schiitteltablar montiert. Jeder der 14 Schiittelkolben-Stellplitze im RAMOS
wurde mit einem LED-Panel ausgestattet, wobei immer zwei LED-Panel durch eine Spannungs-
quelle versorgt wurden (LED-Konverter Plus V1 2 x 350 mA, Voltcraft, Wollerau, Schweiz).
Durch Variation der Spannung kann Einfluss auf die Lichtintensitit in den Kolben genommen
werden (Schaltplan Abbildung 26B). Um die Lichtintensitit weiter zu vermindern, kénnen
Scheiben aus Dimmmaterial zwischen LED-Panel und Kolben eingebracht werden. Das LED-
Panel und seine Eigenschaften (Spektrum, Lichtintensitit) sind im Kapitel 5.4 detailliert

beschrieben.
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4.3.3 Kultivierung
Die Kultivierung von A. platensis im RAMOS mit CultiLux ist detailliert in Socher et al. (2014)

beschrieben. Es wurden stets acht Messkolben gleichzeitig betrieben. Zuerst wurden die LED-
Panel auf die gewiinschte Lichtintensitit eingestellt. Dann wurden die Messkolben mit jeweils
ca. 300 mL Fassungsvermdogen entsprechend der Vorschriften des Geréteherstellers vorbereitet
(Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C, Trocknung bei 100 °C, Einbau der Kolben ins RAMOS,
Aquilibration fiir 2 h unter Kulturbedingungen, Drucktest, Sensorkalibration). AnschlieBend
wurden die Kolben mit jeweils 30 mL inokuliertem Medium befiillt, wieder im RAMOS einge-
setzt und die Kultivierung gestartet. Die im Ergebnisteil gezeigten RAMOS-Experimente wurden
unter immer gleichen Bedingungen durchgefiihrt (Schiittelfrequenz 110 rpm, Schiitteldurchmes-
ser 25 mm, 30 °C, Dauer der Spiilphase 20 min, Spiilung mit wassergesittigter Luft, in Hoch-
spiilphase mit 60 mL min™', ansonsten 10 mL min”', Dauer der Messung 10 min). Nur die
Medienzusammensetzung und die Beleuchtung wurden in den Versuchen variiert und in
Doppelbestimmung angesetzt. Die Probenahme aus den Kolben zur Bestimmung der

Biomassekonzentration erfolgte iiber eine Pipette unter einer Sterilwerkbank.

4.3.4 Untersuchung der Temperierung

Die Resultate der im RAMOS mit CultiLux durchgefiihrten Experimente wiesen darauf hin, dass
die von den LED freigesetzte Warme die Temperatur in den Kulturkolben erhoht. Dies war
Anlass fiir die Untersuchung der Temperatur in den Messkolben in Abhéngigkeit der Licht-
intensitdt, Inkubatortemperatur und Beleuchtungsdauer. Dabei wurde die Temperatur im
RAMOS-Inkubator auf einen definierten Wert geregelt und die Temperatur in einem Schiittel-
kolben {iiber drei Hell-Dunkel-Zyklen gemessen (Sensor in 30 mL entionisiertes Wasser einge-
taucht; USB-Thermometer Elektasia, China) und mit einem PC aufgezeichnet. Alle anderen
Parameter (Schiittelfrequenz, Mess- und Spiilzeit, Gasstrome usw.) wurden wie wihrend der
Kultivierung belassen. Bei diesen Messungen wurde kein Dimmmaterial eingesetzt. Die
Auswertung der Daten und die Modellregression erfolgten mit dem frei im Internet verfiigbaren

Excel-Makro ,,Essential Regression and Essential Experimental Design®.

4.4 Flat-Panel-Photobioreaktor

44.1 Aufbau

Die Kultivierungen in den klassischen Photobioreaktoren sowie im RAMOS mit CultiLux
demonstrierten die Unzuldnglichkeit dieser Systeme fiir reaktionskinetische Untersuchungen.
Deshalb wurde ein Photobioreaktorsystem entwickelt, das aus einem Flat-Panel-Reaktor (FPR)

und zwei separaten LED-Beleuchtungseinheiten besteht. Zuerst wurde der Aufbau des FPR mit-
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tels CAD (Solid Works, Dassault Systems Deutschland GmbH, Stuttgart, Deutschland) konstru-
iert (Aufbau des Systems in Kapitel 5.6, Konstruktionszeichnungen in Anhang 3.4). Anschlie-
Bend wurde mit diesem CAD-Design die numerische Stromungssimulation durchgefiihrt
(Kapitel 5.6.3) und Optimierungen an der Konstruktion vorgenommen. SchlieBlich wurde der
FPR aus Edelstahl (Materialkennung 1.4404, Toleranzfeld IT11, unbehandelte Oberfliche, Otto
& Schneider Werkzeuginstandsetzung, Dresden) gefertigt.

4.4.2 Lichtquelle

Zur Variation der Lichtintensitit iiber einen groBlen Bereich kamen zwei verschiedene warm-
weille Dioden-Lichtquellen zum Einsatz. Fiir den Bereich niedriger Lichtintensititen wurde eine
flichige, rechteckige organische Leuchtdiode in den Abmessungen 70 x 100 mm® verwendet
(OLED, TABOLA® OF157W3 PCV, Fraunhofer COMEDD, Dresden, Deutschland). Die OLED
wurde durch eine Konstantstromquelle versorgt (TABOLA® Treiber V4 S/N; 2012-0034, 250
mA, 9,2 V DC, Fraunhofer COMEDD, Dresden, Deutschland). Hohere Lichtintensitidten wurden
mittels eines LED-Panels in den Abmessungen 30 x 160 mm’ realisiert. Dieses LED-Panel
bestand aus insgesamt 27 LED (LED-Streifen flexibel, vergossen und selbstklebend, Conrad
Electronics, Hirschau, Deutschland), die in drei Reihen zu je 9 LED angeordnet wurden. Das
LED-Panel wurde durch eine Spannungsquelle versorgt (LED-12V60W-IP67, 12 V DC, Dehner
Elektronik, Oestrich-Winkel, Deutschland). Durch Variation der Spannung mittels Potentiometer
kann bei beiden Lichtquellen Einfluss auf die Lichtintensitit genommen werden. Beide

Beleuchtungseinheiten sind in Kapitel 5.6.4 detailliert charakterisiert.

4.4.3 Untersuchung der Temperierung

Da bereits im RAMOS mit CultiLux eine Erhohung der Temperatur in der Kultivierungsfliissig-
keit durch die Strahlung der Beleuchtungseinheit detektiert wurde, wurde auch am FPR unter-
sucht, ob die LED-Lichtquelle bei Bestrahlung mit hohen Lichtintensititen eine Temperatur-
erhohung in der Kultivierungsfliissigkeit bewirkt. Dazu wurde die Kultivierungskammer mit
45 mL Wasser gefiillt (entspricht 90 % Befiillung), mit 12 NL h'! (273,1 K und 103 kPa)
Druckluft begast (Massendurchflussregler GFC 17, Aalborg, Orangeburg, USA) und auf 30 °C
temperiert (Kreislaufkiihler KK 4 TBE, Medinglab, Freital, Deutschland). Dann wurde der
Reaktor mit der hochsten Lichtintensitiit des LED-Panels von 1200 umol m™ s™ bestrahlt und die
Temperatur in der fiir die Temperaturmessung vorgesehenen Bohrung mittels USB-Thermometer

gemessen (Elektasia, China).
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4.5 Analytik

4.5.1 Charakterisierung der Beleuchtungseinheiten

Spektrum
Das Spektrum der Lichtquellen wurde mit einem USB-Spektrometer (Red Tide USB 650, Ocean

Optics, Dunedin, USA) untersucht. Dabei wurde das Lichtleitkabel des Spektrometers direkt auf
die Oberflache der jeweiligen Lichtquelle arretiert und die Intensititsdaten bei Wellenldngen von
350 - 850 nm auf einem PC aufgezeichnet. Die Lichtintensitédt der jeweiligen Lichtquelle wurde
dabei jeweils so eingestellt, dass der Detektor des Spektrometers ausreichend mit Photonen

versorgt wurde, jedoch nicht iibersittigt war.

Lichtintensitét

Die Lichtintensitdt wurde mit einem PAR-Lichtsensor (deka Sensor und Technologie GmbH,
Teltow, Deutschland) quantifiziert. Der Sensorkopf erfasst photosynthetisch aktive Strahlung im
Bereich von 400 - 700 nm iiber ein planares, rundes Sichtfenster (Durchmesser 10 mm). Die
Intensitédt der auftreffenden Photonen ist der entstehenden elektrischen Spannung proportional,
welche an einem digitalen Multimeter (Voltcraft 91, Conrad Electronics, Hirschau, Deutschland)
abgelesen und iiber die vom Hersteller gegebenen Kalibrierwerte in die Photonenflussdichte
(PED) in der Einheit ymol m™ s™ umgerechnet wird. Fiir rdumlich héher aufgeldste Messungen
wurde der Sensorkopf mittels einer Blende partiell abgedeckt. Die Blendenoffnung hatte eine
quadratische Form mit 5 mm Seitenldnge. Die realisierten Positionen bei rdumlich aufgeldsten
Messungen sind im Ergebnisteil der Arbeit dargestellt. Die Lichtintensitdt wurde stets am Ort

des Lichteintritts in die Zellsuspension in den nicht befiillten Kultivierungssystemen gemessen.

4.5.2 Charakterisierung der Proben aus den Kultivierungen

Bestimmung der Biomassekonzentration

Zur Bestimmung der Biomassekonzentration wurde die optische Dichte der Zellsuspension bei
750 nm und 1 cm Schichtdicke in einem UV/VIS-Spektrometer (Beckman DU 640, Beckman-
Coulter, Brea, USA) als OD750 nm ermittelt. Bei Extinktionswerten > 0,5 wurde die Suspension
mit entionisiertem Wasser verdiinnt. Die gemessenen Extinktionen wurden folgendermalen in

die Biomassekonzentrationen umgerechnet (Anhang 2.3): cx =0,82 g L' OD750 im

Messung des pH-Wertes

Der pH-Wert der Zellsuspension wurde mit einem pH-Meter (inoLab pH level 2, WTW, Weil-

heim, Deutschland) bestimmt.
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4.6 Berechnungen
4.6.1 Spezifische Wachstumsraten

Die spezifische Wachstumsrate p wurde wihrend der exponentiellen Wachstumsphasen aus den
Biomassekonzentrationen und bei den Schiittelkolbenversuchen im RAMOS zusitzlich aus den

durch das RAMOS ermittelten Sauerstofftransferraten mittels folgender Formeln berechnet:

In cx(t + At)

b o= — a© Glg.3
X At

cx(t =0) - Yoz + OT(t + At)
— . l CX
HOTR =3¢ ™| T et = 0) - Yoz + OT(D)

X

Herleitung im Anhang 2.4 Glg. 4

Bei linearem Wachstum wurde die spezifische Wachstumsrate mit folgender Formel berechnet:

C (t+ At) — ¢ (t 1 — i (t+At) — (¢
W= x( )~ &0 mit ¢ (t...t + At) = x( )~ (0

——— Glg. 5
At cx(t...t + At) 2 8

Formeln mit: spezifische Wachstumsrate p in h”', Biomassekonzentration zum Zeitpunkt t c,(t) in g, L', Zeit t in h,
Sauerstofftransferrate OTR in mmol L’ h’l, Sauerstofftransfer OT in mmol L™,

4.6.2 Sauerstoff-, Kohlendioxidtransferraten und Sauerstofftransfer

Die Transferraten von Sauerstoff (OTR) und Kohlendioxid (CTR) sowie der akkumulative
Sauerstofftransfer (OT) wurden von der RAMOS-Software (Softwareversion 5.0.0.4, Hi Tec
Zang GmbH, Herzogenrath, Deutschland) aus den zeitlichen Anderungen des Sauerstoffpartial-

drucks Apo; und des Gesamtdrucks Ap wie folgt berechnet (Hi Tec Zang GmbH 2014):

—ApO0, Vg Ty
OTR = .G, .
At V. T po-Vmo Glg. 6

Ap — ApO, Vg To
CTR = — 722,76, 0 .
At Vi T Po Vimo Glg. 7

t n

OTR, + OTR

OT = fOTRdtzz( s n+1) p Glg. 8
0 i=0

Formeln mit: Sauerstofftransferrate OTR in mol L™ h!, Kohlendioxidtransferrate CTR in mol L' h'!, Sauerstoff-
transfer OT in mol L™, Sauerstoffpartialdruckdifferenz ApO, in bar, Gesamtdruckdifferenz Ap in bar, Messzeitinter-
vall At in h, Gasraumvolumen des Kolbens Vg in L (Gesamtvolumen - Fliissigkeitsvolumen), Fliissigkeitsvolumen
im Kolben V| in L, Temperatur unter Standardbedingungen T, in K (273,15 K), Kultivierungstemperatur T in K,
Druck unter Standardbedingungen py in bar (1,01325 bar), Normvolumen Vo in m’ mol™ (0,022414 m’ mol'l).
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4.7 Modellierung

4.7.1 Modellierung der Kultivierungsverliufe

Zur Modellierung der Verldufe von Biomassekonzentration, spezifischer Wachstumsrate und
Lichtintensitdt wurde das Programm Berkeley Madonna (R. Macey und G. Oster, University of
California, Berkeley, USA) genutzt. Die verwendeten Modellgleichungen werden in Kapitel 5.1
erldutert. Die detaillierten Quelltexte der einzelnen Programme einschlieBlich der Modellpara-

meter finden sich im Anhang zu den jeweiligen Kapiteln der Ergebnisse.

4.7.2 Numerische Stromungssimulation

Der Reaktionsraum des entworfenen Flat-Panel-Photobioreaktors wurde mittels CFD-Simulation
hinsichtlich seiner hydrodynamischen Eigenschaften untersucht. Die zugrundeliegenden Modell-
gleichungen (Erhaltungsgleichungen, Turbulenzmodell, Modell fiir Blasenkrifte) sind in Liao
(2013) detailliert ausgefiihrt. Die einzelnen Arbeitsschritte sind hier nur kurz aufgelistet.

1) Geometrieanalyse des Flat-Panel-Reaktors als zweiphasiges System (Wasser und Luft)

2) Festlegung der Simulationsbedingungen (Variation der Begasungsposition entsprechend
Abbildung 12 und des Gasvolumenstromes in den Reaktor von 0,1 bis 0,5 vvm)

3) Implementation der Geometrie in ein am Helmholtz-Zentrum Dresden Rossendorf
entwickeltes Baseline-Modell fiir disperse Blasenstromungen in der Software CFX
(ANSYS, Canonsberg, USA) welches das zugrunde liegende Stromungsmodell der
Reaktorgeometrie mittels der Finite-Elemente-Methode 16st

4) Verifikation des verwendeten Modells fiir Begasungsposition A des Reaktionsraumes

5) Simulation der verschiedenen Begasungspositionen und Volumenstréme

6) Euler-Euler- und Euler-Lagrange-Simulation fiir ein dreiphasiges System (Wasser, Luft,
kugelformige Partikel) zur Uberpriifung des Verhaltens von Zellsuspensionen

7) Veridnderung des Designs auf Basis der erhaltenen Simulationsergebnisse (Anpassung
der FPR-Konstruktion im verwendeten CAD Programm)

Es handelte sich dabei um eine s.g. Pretest-Simulationsstudie, da lediglich am Computer experi-

mentiert und keine Validierung des Modells direkt am Reaktor durchgefiihrt wurde.

C

Gas

Abbildung 12: Begasungspositionen Flat-Panel-Photobioreaktor fiir die CFD-Simulation

Simulierte Positionen im Reaktionsraum (Abmaf3 150 x 25 x 10 mm3): in einer Ebene mit Reaktorwand seitlich (A),
seitlich in Reaktionsraum hineinragend (5 mm (B) und 12,5 mm (C)), und in einer Ebene mit Reaktorwand von
unten (D); Durchmesser Gaszufithrung M3
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S Ergebnisse und Diskussion

5.1 Modellierung des phototrophen Wachstums

Die Entwicklung eines definierten Photobioreaktorsystems zur wachstumskinetischen Unter-
suchung stand im Mittelpunkt dieser Arbeit. Daneben sollte ein Modell aufgestellt werden, um
die bei der Kultivierung phototropher Organismen beobachteten Prozesse, insbesondere das
Wachstum in Abhéngigkeit der Lichtintensitédt, zu simulieren. Eine solche Prozesssimulation
erlaubt Aussagen zum phototrophen Wachstum in Photobioreaktoren und unterstiitzt die Planung
und Auswertung von Kultivierungen. Das hier dargestellte Modell beruht auf bereits bekanntem

publiziertem Wissen zum lichtabhéngigen Wachstum phototropher Organismen (Kapitel 2.2).

5.1.1 Prozessmodell

Das Prozessmodell setzt sich aus dem reaktionskinetischen Modell und dem Bioreaktormodell
zusammen. Ersteres beschreibt die Kinetik der Bioreaktion in Abhéngigkeit Einfluss nehmender
Parameter (hier das von der Lichtintensitit beeinflusste Wachstum phototropher Cyano-
bakterien), wihrend letzteres den Reaktionsraum charakterisiert und dabei den Einfluss des
Stofftransports und rdumlicher Heterogenitidt beriicksichtigt. Folgende Bedingungen sollen
konkret gelten:
* im Reaktionsraum existieren keine raumlichen Konzentrationsgradienten
» der Prozess wird kontinuierlich als Chemostat betrieben, wobei die Verdiinnungsrate D
dem Verhiltnis aus zeitlich konstantem Durchfluss und dem Liquidvolumen im Reaktor
entspricht (fiir batch-Prozesse wie z.B. zugrunde liegende Modellierung fiir Abbildung
17 und Kultivierungen in Blasensiule und Schiittelkolben in Kapitel 5.3 gilt D=0h")
= der Reaktionsraum hat die Form eines Quaders, und das Licht wird nur iiber eine Fldche
des Quaders senkrecht in den Reaktionsraum eingestrahlt, wodurch eine einheitliche
Schichtdicke angenommen werden kann
= die Zellsuspension absorbiert das eingestrahlte Licht, wobei die Absorption vom
Extinktionskoeffizienten, der Biomassekonzentration und der Eindringtiefe des Lichts
bestimmt wird
= von den verschiedenen in der Literatur beschriebenen Absorptionsmodellen (Kapitel 2.3)
wird hier das Lambert-Beer-Modell verwendet, da ein transparentes Kulturmedium ver-
wendet und die Streuung vernachlissigt wird
» rein photoautotrophes Wachstum mit Licht als einzige Energiequelle
= Kohlendioxid ist Kohlenstoffsubtrat und stets ausreichend vorhanden (das verwendete
basische Zarrouk-Medium enthélt eine hohe Konzentration an Carbonaten)

* mineralische Nihrstoffe (Stickstoff, Phosphor usw.) sind im Uberschuss vorhanden
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= gebildeter Sauerstoff wird durch Begasung mit Luft ausgetragen, damit dieser nicht zu
toxisch wirkenden Konzentrationen akkumuliert (zur Hemmung durch Sauerstoff siehe
Stryer 2012; Kohl und Nicklisch 1988)

= pH-Einfliisse bleiben unberiicksichtigt (das basische Zarrouk-Medium ist durch seinen

hohen Gehalt an Carbonat und Hydrogencarbonat stark gepuffert).

Damit ist die Biomassekonzentration die einzige im Prozessmodell zu betrachtende abhiingige

Variable, fiir die folgende Beziehung gilt:

dc
d_tX:H(I)'CX_D'CX Glg9

Formel mit: Biomassekonzentration c, in g L™, spezifische Wachstumsrate p in h™, Verdiinnungsrate D in h™.

Die zeitliche Anderung der Biomassekonzentration wird vom autokatalytischen Wachstum und
vom Biomasseaustrag aus dem Reaktor bestimmt. Die spezifische Wachstumsrate wird allein
von der Lichtintensitdt bestimmt. Die Lichtintensitit im Reaktionsraum kann mit der einge-
strahlten Intensitit gleichgesetzt werden, solange die Biomassekonzentration sehr gering ist und
die Lichtabsorption praktisch keine Rolle spielt. Bei praxisrelevanten Biomassekonzentrationen
spielt die Absorption jedoch eine Rolle; das eingestrahlte Licht wird auf seinem Weg durch die
Zellsuspension zunehmend geschwicht. Dadurch herrschen im Bioreaktor heterogene
Lichtverhiltnisse, womit die Wachstumsrate ortsabhiingig wird. Wie oben dargelegt, wird die

Lichtabsorption hier mit dem Modell nach Lambert-Beer formuliert:

Iq =1 eC&xd Glg. 10

Formel mit: Lichtintensitit in Schichtdicke d Iy in pmol m™s™, eingestrahlte Lichtintensitit I in umol m~s”,
Extinktionskoeffizient € in L g'1 cm’l, Schichtdicke d in cm, Biomassekonzentration c, in g L.

In den folgenden Kapiteln werden die Entwicklung des reaktionskinetischen sowie des Bio-

reaktormodells detailliert vorgestellt.

5.1.2 Reaktionskinetik: Abhingigkeit Wachstumsrate von Lichtintensitéit u = f(I)

In den publizierten Modellen (Tabelle 3) wurden einerseits oft nicht beide Faktoren Limitation
und Inhibierung des Lichts auf das Wachstum gemeinsam beriicksichtigt. Andererseits wurde
versucht, beide Einfliisse mit einem mathematischen Term auszudriicken, was ebenfalls nachtei-
lig ist. Hier sollen die Lichtlimitation und die Photoinhibierung als zwei voneinander unabhingig

wirkende Faktoren in Form des Gamma-Konzepts betrachtet werden.
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Das Gamma-Konzept

Das Gamma-Konzept wurde von Zwietering et al. (1993) entwickelt, um den Einfluss physika-
lischer GroBen wie Temperatur und pH-Wert auf die spezifische Wachstumsrate mathematisch
zu beschreiben. Dabei wird angenommen, dass alle einflussnehmenden Parameter unabhéngig
voneinander auf das Wachstum einwirken. Dazu werden s.g. Gamma-Funktionen eingefiihrt, die
jeweils den Einfluss eines individuellen Parameters beriicksichtigen. Die Gamma-Funktionen
nehmen jeweils einen Wert zwischen O und 1 an und sind multiplikativ mit der maximalen

spezifischen Wachstumsrate p . verkniipft:

M = Hmayx - Y(PH) - y(T) - v(...) Glg. 11

Formel mit: spezifische Wachstumsrate p in h™', maximale spezifische Wachstumsrate p in h”, Gammafunktion y
von Temperatur T und pH-Wert.

Diese Methode ermoglicht es, verschiedene Einfliisse auf die Wachstumsrate unabhingig vonei-
nander zu beriicksichtigen und auch zu untersuchen. Das Gamma-Prinzip wurde in dieser Arbeit
genutzt, um den limitierenden als auch inhibierenden Einfluss des Lichts auf die spezifische
Wachstumsrate zur Modellierung der p(I)-Kurve zu beriicksichtigen. Dies ist sinnvoll, weil die
Lichtlimitation und die Photoinhibierung iiber verschiedene Mechanismen wirken (Limitation
durch einen Mangel an Photonen im Photosynthesesystem, und Inhibierung aufgrund von Zell-
schiden durch die Wirkung reaktiven Stauerstoffs (Wu et al. 2011; Gao et al. 2008; Mishra
2004)). Konkret wird fiir die Reaktionskinetik hier festgelegt:

1 (D) = Wmax - Y(Lichtlimitation) - y(Lichtinhibierung) Glg. 12

Formel mit: spezifische Wachstumsrate p in h™', maximale spezifische Wachstumsrate p in h”, Gammafunktion y
von Lichtlimitation und Lichtinhibierung.

Im Folgenden werden die zwei Gamma-Funktionen zur Beriicksichtigung des limitierenden als

auch des inhibierenden Einflusses von Licht betrachtet.

Lichtlimitation

Die Literaturrecherche ergab, dass alle bisher publizierten u(I)-Modelle die Lichtlimitation ohne
Beriicksichtigung der  Kompensationslichtintensitdt  beschreiben  (Kapitel 2.2).  Am
Kompensationspunkt ist die Lichtintensitdt gerade so grof3, dass die zur Erhaltung notwendige
Energie bereitgestellt wird. Kohl und Nicklisch (1988) gaben in einer Zusammenstellung von

u(I)-Modellen (Tabelle 2-9, S. 84) ein Modell mit Beriicksichtigung dieses Phdnomens an und
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schrieben es Baly (1935) zu. Baly (1935) publizierte tatsichlich eine zum Monod-Modell dqui-
valente Gleichung zur Beschreibung der Lichtlimitation, ohne auf die Kompensation einzugehen.
Die von Kohl und Nicklisch (1988) angegebene Beziehung iiberzeugt und soll hier zur Formulie-

rung der y(Lichtlimitation)-Funktion verwendet werden (Glg. 13).

y(Lichtlimitation) = 0 fiirI < Ky

[ Ky Glg. 13
y(Lichtlimitation) = [~ K + Ko —Ka fir [ > Ky

Formeln mit: Gammafunktion y von Lichtlimitation und Lichtinhibierung, Lichtintensitit I in pmol m? s’l,
Kompensationslichtintensitit Ki; in pmol m™ s™', Halbsittigungslichtintensitit Kg; in pmol m™?s™.

Ein dhnliches Modell zur Beschreibung des limitierenden Effekts mineralischer Substrate wie
Nitrat auf das Wachstum von phototrophen Organismen wurde von Caperon und Meyer (1972)
entwickelt; wobei die Autoren bereits mutmalBten, dass fiir phototrophe Organismen dieselben
limitierenden Bedingungen gelten wie fiir heterotrophe (Caperon 1967).

In Abbildung 13 sind die y(Lichtlimitation)-Funktionen fiir das einfache und das um die
Kompensation erweiterte Baly-Modell dargestellt. Es wird deutlich, dass die Beriicksichtigung
der Kompensationslichtintensitdt zu einer Verschiebung der Kurve fiihrt. Im urspriinglichen
Baly-Modell beginnt die Wachstumsrate bereits ab Lichtintensititen von 1 umolm?s” zu
steigen. Im Modell mit Beriicksichtigung der Kompensation (im Bsp. Kg; =20 pmol m?s™)
steigt die Kurve erst ab der zur Kompensation notwendigen Lichtintensitit an. Besonders

sichtbar wird dies in der logarithmischen Darstellung der Lichtintensitit (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: y(Lichtlimitation)-Funktion mit und ohne Kompensation

Berechnung der Gamma-Funktion y (Lichtlimitation) in Abhingigkeit der Lichtintensitit nach dem Baly-Modell
und nach dem erweiterten Baly-Modell (Glg. 13) mit Halbsittigungskonstante Kg =80 umol m”s”,
Kompensationslichtintensitit Ki;= 20 pmol m? s mit linearer (A) und logarithmischer (B) Skalierung
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Lichtinhibierung
Steele (1962) als auch Peeters und Eilers (1978) formulierten u(I)-Modelle, die die Inhibierung

des Wachstums bei hohen Lichtintensititen beriicksichtigen (Kapitel 2.2). Diese zwei Modelle
konnen jedoch nicht auf A. platensis angewendet werden, weil sie im Bereich mittlerer
Lichtintensitidten die maximale Wachstumsrate nur in einem duflerst schmalen Bereich (Steele
1962) bzw. gar nicht (Peeters und Eilers 1978) erreichen. Die p(I)-Kurve von A. platensis weist
jedoch bei mittleren Lichtintensititen ein ausgeprigtes Plateau auf, und bei hohen Licht-
intensititen féllt die Wachstumsrate steil ab (Abbildung 3B). Es wurde deshalb nach weiteren
Inhibierungsfunktionen recherchiert (Tabelle 7) und diese auf ihre Brauchbarkeit zur Formulie-
rung der y(Lichtinhibierung)-Funktion iiberpriift. In Abbildung 14 sind diese ausgewihlten
Inhibierungsmodelle graphisch dargestellt (Modellparameter entsprechend

Abbildungsbeschriftung).

Tabelle 7: Vorgeschlagene y(Lichtinhibierung)-Modelle
Modelle in chronologischer Reihenfolge ihrer Publikation mit der Lichtintensitit I und der Inhibitionskonstante Ki,
die Koeffizienten in den originalen Modellen wurden formal iibernommen

y(Lichtinhibierung)

Bemerkung Referenz

K

K +1

= hyperbolisch

= fiir die Inhibierung des Wachstums von Hefen durch Ethanol

Jerusalimsky und
Nerenova 1965

= exponentiell

= fiir die Inhibierung des Wachstums von Hefen durch Ethanol

Aiba et al. 1968

= parabolisch

(1 - —) = fiir die Inhibierung des Wachstums von Hefen durch Ethanol Levenspiel 1980

= exponentiell
1 — e(m-Kp) = fiir die Inhibierung des Wachstums von Mikroorganismen durch
hohe Temperaturen

Zwietering et al.
1993

Die Modelle von Jerusalimsky und Nerenova (1965) und Aiba et al. (1968) zeigen einen
degressiven Verlauf, was impliziert, dass hohere Lichtintensititen einen abnehmenden
inhibierenden Einfluss auf die Wachstumsrate haben (dy/dI wird mit steigenden I kleiner). Die
Modelle von Levenspiel (1980) und Zwietering et al. (1993) weisen dagegen ein progressives
Verhalten auf; steigende Lichtintensititen fithren zu einer immer intensiveren Inhibierung (dy/dI
wird mit steigenden I groBer), welcher bei Inhibierungen generell wahrscheinlicher ist. Die
wenigen Daten, die fiir die Inhibierung durch Licht vorliegen, scheinen dies zu bestitigen (Sili et

al. 2012; Xue et al. 2011; Vonshak 1997).
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Abbildung 14: Vergleich y(Lichtinhibierung)-Funktionen

Berechnung der y(Lichtinhibierung)-Funktionen in Abhéngigkeit der Lichtintensitit nach den vorgeschlagenen
Modellen in Tabelle 7 mit einer Inhibierungskonstante K;= 2000 pumol m? s n=0,1 fir das Modell von
Levenspiel (1980) bzw. n = 0,01 pmol™ m” s fiir das Modell von Zwietering et al. (1993)

Kombination der Teilmodelle fir Lichtlimitation und Lichtinhibierung

Die Betrachtungen zum lichtabhingigen Wachstum phototropher Organismen in Kultivierungs-
systemen sollten mit Modellrechnungen vorgenommen werden, wofiir eine mathematische
Beziehung zur Formulierung der spezifischen Wachstumsrate in Abhingigkeit der Lichtintensitét
erforderlich war. Zu diesem Zweck wurde hier ein solches kinetisches Modell aufgestellt, das
sowohl die Limitierung als auch die Inhibierung des Wachstums durch Licht beriicksichtigt. Die
in diesem Modell enthaltenen kinetischen Parameter sollten durch Anpassung an publizierte
Daten ermittelt werden. Das kinetische Modell sollte dann genutzt werden, um die
Lichtverhéltnisse und das Wachstum im Photobioreaktor darzustellen und um eigene Messdaten
zu bewerten und zu interpretieren.

Zur Beschreibung des limitierenden und inhibierenden Effekts des Lichts auf das Wachstum von
A. platensis wurden ein Limitations- und ein Inhibierungsmodell entsprechend des Gamma-
Konzepts miteinander verkniipft. Die Lichtlimitation soll mit dem erweiterten Baly-Modell
formuliert werden, da dies auch die Lichtkompensation beriicksichtigt. Fiir das Inhibierungs-

modell wurde aus o.g. Griinden eine Modellgleichung mit progressiver Charakteristik genutzt.
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Die von Xue et al. (2011) fiir A. platensis gemessenen u(I)-Daten (Abbildung 3B) lieBen sich mit
dem Inhibierungsmodell von Zwietering et al. (1993) besser als mit dem Modell von Levenspiel
(1980) beschreiben, weil mit ersterem das Plateau bei mittleren Lichtintensititen besser

nachgebildet werden kann (Abbildung 14). Das verwendete u(I)-Modell lautet:

u(@) = 0 firl < KgyundI > K;

[~ Ky Glg. 14
n(D) = Pmax ° —Ke T Ko — K (1 — e(™=KD)) fiir [ > Ky und I < K;

Formeln mit: spezifische Wachstumsrate p in h™', Lichtintensitit I in pmol m” s™', Kompensationslichtintensitit Ky,
in pmol m™ s, Halbsittigungslichtintensitiit Kg; in pmol m™ s™', Inhibierungskonstante K; in pumol m™s™.

Diese Modellgleichung wurde an die p(I)-Daten von Xue et al. (2011) angepasst, indem ein
optimaler Parametersatz mit der Methode der Minimierung der Summe der relativen quadrati-
schen Abweichungen ermittelt wurde (Abbildung 15). Diese Anpassung lieferte folgende Werte:

» maximale spezifische Wachstumsrate pp,x = 2 d'l,

»  Kompensationslichtintensitdt Kg; = 30 pmol m> s'l,

= Halbsittigungslichtintensitit Kg; = 70 pmol m> s'l,

* Inhibierungslichtintensitit K; = 2400 umol m> s'l,

= Koeffizient n = 0,004 umol'1 m’s.

Die bei der Modellanpassung erhaltene maximale spezifische Wachstumsrate von 2 d’ liegt im
Bereich der fiir 30 °C angegebenen Werte von 1,9 d! (Zarrouk 1966) bzw. 2,08 d’ (Xue et al.
2011; Zarrouk 1966). Die ermittelte Kompensationslichtintensitit befindet sich mit
30 umol m 25" im Bereich der in der Literatur angegeben Werte von 5 bis 153 umol m?s? (Xue
et al. 2011; Cogne et al. 2003; Kebede und Ahlgren 1996), wobei zu beachten ist, dass dieser
Wertebereich dullerst weit gefasst ist. Die Lichtséttigung (u nahe pn,x) wird fiir A. platensis mit
150 bis 400 pmol m?2s! angegeben (Sili et al. 2012; Vonshak 1997; Lee et al. 1987), wobei der
von Sili et al. (2012) angegebene Wert von 400 pmol m~ s mit den Daten von Xue et al. (2011)
und der Modellanpassung gut iibereinstimmt. Die ermittelte Inhibierungslichtintensitiit Ix von
2370 umol m~s™' deckt sich nur zum Teil mit Daten aus der Literatur. Einige Autoren gaben K;
bereits bei geringeren Lichtintensititen im Bereich von ca. 600 pmol m™ s an (Sili et al. 2012;
Lee et al. 1987); wobei andere Publikationen bei diesen Werten der Lichtintensitidt noch kein
Erliegen des Wachstums beobachten konnten (Kebede und Ahlgren 1996). Auch zeigte sich bei
Xue et al. (2011) deutlich, dass bei Kultivierungstemperaturen von 30 °C und LED-Beleuchtung
die Inhibierung erst bei sehr hohen Lichtintensititen von iiber 1300 pmol m™ s einsetzt und

schlieBlich wurde das entwickelte Modell auch an diese Werte angepasst. Qiang et al. (1998)
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beobachteten ebenfalls bis zu sehr hohen Lichtintensititen von 2500 umol m? s in einem Flat-
Panel-Photobioreaktor mit geringer Schichtdicke keine Inhibition der Sauerstoffproduktion, was

dafiir spricht, dass A. platensis erst bei sehr hohen Lichtintensitédten inhibiert wird.
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Abbildung 15: Reaktionskinetisches u(I)-Modell fiir A. platensis

Angepasstes Modell nach Glg. 14 an die Daten von Xue (2011); Modellparameter nach Methode der Minimierung
der Summe der relativen quadratischen Abweichungen bestimmt

Insgesamt betrachtet finden sich in der Literatur nur wenige zuverldssige Daten zum photo-
trophen Wachstum von A. platensis. Dafiir gibt es im Wesentlichen drei Griinde. Lichtlimitiertes
Wachstum erfolgt langsam, insbesondere nahe des Kompensationspunktes; und die Experimente
zur Quantifizierung der Wachstumsrate sind langwierig; die erhaltenen Messergebnisse stark
fehlerbehaftet. Fiir die Untersuchung der Photoinhibierung werden hohe Lichtintensitdten beno-
tigt, die viele verwendete Beleuchtungssysteme, insbesondere die hidufig verwendeten Leucht-
stoffrohren (Sili et al. 2012; Kebede und Ahlgren 1996; Lee et al. 1987) kaum erreichen kénnen.
Ebenso ist die pridzise Quantifizierung der Lichtintensitdt nicht trivial und in Publikationen

hiufig unzureichend dokumentiert.

5.1.3 Bioreaktormodell: Lichtintensitit und Wachstum im Reaktionsraum

Phototrophe Organismen absorbieren Licht und bewirken damit eine rdumlich heterogene

Lichtintensitdt im Reaktionsraum, was die Wachstumsrate beeinflusst. In diesem Kapitel sollen
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nun verschiedene Bioreaktormodelle zur Beschreibung des zeitabhidngigen Wachstums photo-
tropher Organismen im Photobioreaktor aufgestellt und diskutiert werden, die den Effekt der
Selbstbeschattung auf unterschiedliche Weise einbeziehen.

Erstens kann im Bioreaktormodell bei der Berechnung einfach die von der Lichtquelle auf den
Reaktionsraum eingestrahlte Lichtintensitét I eingesetzt werden, ohne dass die Selbstbeschat-
tung beriicksichtigt wird (Referenz ohne Selbstbeschattung). Weiter kann in der Modellierung
die Selbstbeschattung auf zwei verschiedene Arten beriicksichtigt werden. Einerseits kann die
Lichtintensitédt abhidngig von der jeweils vorherrschenden Biomassekonzentration gemittelt tiber
den Reaktionsraum einflieBen (Fall 1). Andererseits besteht die Moglichkeit, die Wachstumsrate
in Abhingigkeit der Lichtintensitdt in der jeweiligen Schichtdicke zu berechnen und anschlie-
Bend iiber den Reaktionsraum einen Mittelwert zu berechnen (Fall 2). In der Literatur finden sich
dhnliche Ansitze zur Berechnung einer mittleren Photosyntheserate, indem die von der Licht-
intensitidt abhdngige Photosyntheserate iiber das Reaktionsvolumen integriert wird (Béchet et al.
2013). Der Autorin sind allerdings keine Quellen bekannt, in denen die mittlere Wachstumsrate,

wie fiir Fall 2 beschrieben, berechnet wurde.

Ohne Beriicksichtigung der Selbstbeschattung

Im einfachsten Fall kann die von der Lichtquelle eingestrahlte Lichtintensitit I, ins
Bioreaktormodell eingesetzt werden. Wie in Kapitel 2.2 diskutiert wurde, darf diese einheitliche
Lichtintensitit jedoch nur verwendet werden, wenn die Schichtdicke oder die
Biomassekonzentration und die daraus resultierende Absorption sehr gering ist. Ebenso muss
beachtet werden, dass jene Lichtintensitit in der Modellierung genutzt wird, welche auch im
Reaktionsraum eindringt. Die verwendete Lichtintensitdt sollte deshalb moglichst direkt im
Reaktionsraum (Beriicksichtigung der Absorption der Reaktorwand) und unter den
Kultivierungsbedingungen (Beriicksichtigung der Absorption des Mediums) gemessen werden
(Kapitel 4.5 und 5.2). Der Vorteil dieser Variante besteht darin, dass schnell und einfach
modelliert werden kann, weshalb sie auch von Autoren genutzt wird (Jeon et al. 2005; Carvalho
und Malcata 2003). In Kultivierungen mit hoheren Biomassekonzentrationen, bei denen die
Absorption durch die Biomasse in einen relevanten Bereich riickt, weicht die real vorherrschende
Lichtintensitdt jedoch zunehmend stirker von der eingestrahlten Lichtintensitit ab. Damit
einhergehend kommt es ebenfalls zu einer zunehmenden Abweichung der berechneten
Wachstumsrate und es werden bei hohen Biomassekonzentrationen hohe Wachstumsraten
erreicht, was unrealistisch ist. Damit wiirde es zu einem unlimitierten exponentiellem Verlauf
der Biomasse kommen. Deshalb sollte zur Modellierung realer Prozesse im Photobioreaktor

immer die Selbstbeschattung, wie im Folgenden beschrieben, beriicksichtigt werden.
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Beriicksichtigung der Selbstbeschattung

Die Selbstbeschattung der Biomasse kann mit zunehmender Kultivierungszeit in Abhéngigkeit
der im Reaktionsraum vorherrschenden Biomassekonzentration beriicksichtigt werden. Die
raumlich unterschiedliche Lichtintensitit im Reaktionsraum wird dann iiber ein Absorptionsmo-
dell (z.B. Lambert-Beer-Modell) beschrieben. Durch Integration iiber die Eindringtiefe wird der
Mittelwert der Lichtintensitit in Abhédngigkeit der Biomassekonzentration {iber den
Reaktionsraum berechnet. Diese Methode wird in der Literatur sehr oft beschrieben (Béchet et
al. 2013) und ist fiir das Lambert-Beer-Modell im Folgenden dargestellt und kann angewendet
werden, wenn das Produkt aus Extinktionskoeffizient, Biomassekonzentration und Schichtdicke
im Exponent der Exponentialfunktion nicht grof ist (Kapitel 2.3).

I=1,- e(—&cxAx)

_ fAX e(-ecxd%) gy I e(—ECxAx) Ax

[=1, x=0 Ax =—rr—
7% dx Ax —g-cy
X=0

x=0

Iy
Ax €+ cy

I - (1—eFexAx) Glg. 15

Formeln mit: eingestrahlte Lichtintensitit I, und Lichtintensitit in Zellsuspension I in pmol m?s™, Extinktions-
koeffizient € in L g”' cm™', Biomassekonzentration c, in g, L', Eindringtiefe Ax in cm.

Fall 1: Mittlere spezifische Wachstumsrate aus mittlerer Lichtintensit:it p(I(c,(t)))

Wird nun die in Glg. 15 berechnete mittlere Lichtintensitit im Reaktionsraum in die Reaktions-
kinetik nach Glg. 14 eingesetzt, kann die Wachstumsrate nach Glg. 16 berechnet werden. Der
Term fiir die Inhibierung wurde dabei ausgeschlossen, da bei den in dieser Arbeit eingesetzten
Lichtintensitiiten Iy von weniger als 1250 pmol m™ s der Einfluss des Inhibierungsterms unter

1 % betragt und damit vernachléssigt werden kann.

n( = 0 firl < Ky

I e
—0 . (1—e~®%X) —K
Ax-€-C ( KI - Glg. 16
Ivl(l) = Hmax * IO % furl > KKI 5
0 . (1_p—-ftcxX _
AX £ Cy (1—-e ) + Kg; — 2K

Formeln mit: spezifische Wachstumsrate p in d”', maximale spezifische Wachstumsrate [, in d’', eingestrahlte
Lichtintensitit I, in pmol m™ s, Halbsittigungslichtintensitit Kg; in pmol m™ s, Kompensationslichtintensitit Ky
inumol m” s, Extinktionskoeffizient ¢ in L g cm’™', Biomassekonzentration ¢, in g, L', Eindringtiefe Ax in cm.
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Mit zunehmender Kultivierungszeit und somit steigender Biomassekonzentration wird demzu-
folge die Wachstumsrate immer weiter abnehmen, da die mittlere Lichtintensitit im Reaktions-
raum durch die zunehmende Selbstbeschattung durch die Biomasse abnimmt. Fillt die mittlere
Lichtintensitit unter die Kompensationslichtintensitit, so steht nicht mehr ausreichend Energie
fiir das phototrophe Wachstum zur Verfiigung und das Wachstum kommt zum Erliegen (u=0).

Der Vorteil dieser Berechnungsweise besteht darin, dass die zunehmende Absorption der Bio-
masse iiber die Kultivierungszeit beriicksichtigt wird. Die fiir die phototrophen Organismen ver-
fiigbare Lichtintensitdt im Reaktionsraum nimmt folglich mit zunehmender Biomasse ab. Es
werden dadurch im Vergleich zur Berechnung der Wachstumsrate ohne Beriicksichtigung der
Selbstbeschattung realistische und mit zunehmender Biomassekonzentration abnehmende Werte
fir die Wachstumsrate erhalten. Dies resultiert in einem limitierten Verlauf der Biomasse-
konzentrationen und ein unlimitierter exponentieller Verlauf wird vermieden. Prozesse in Photo-
bioreaktoren mit industriell relevanten Biomassekonzentrationen kénnen somit besser beschrie-
ben werden. Diese Methode ist einfach zu berechnen und wird in der Literatur auch sehr oft zur
Beschreibung phototropher Kultivierungen angewandt (Ogbonna et al. 1995; Grima et al. 1994;
Lee et al. 1987). Es handelt sich dabei jedoch nur um eine vereinfachte Betrachtungsweise und
es kommt zu Abweichungen von realen Prozessverldufen, da selbst bei hohen Biomasse-
konzentrationen im vorderen Bereich der Schichtdicke noch Lichtintensititen auftreten, welche
ein Wachstum ermoglichen, wodurch die Wachstumsrate iiber den gesamten betrachteten Reak-

tionsraum nicht null wird.

Fall 2: Mittlere spezifische Wachstumsrate aus lokaler Lichtintensitit p(I1(x, c,(t)))

Eine wesentlich prizisere Betrachtung stellt die iiber die gesamte Schichtdicke gemittelte spezi-
fische Wachstumsrate in Abhingigkeit der von der Biomassekonzentration abhingenden
Lichtintensitdt dar. Ausgehend vom Absorptionsmodell (hier Lambert-Beer-Modell) wird dafiir
iber die Eindringtiefe hinweg je nach vorherrschender Lichtintensitét die ortlich vorherrschende
Wachstumsrate berechnet und diese anschlieBend iiber den Reaktionsraumes gemittelt.

Die Berechnung erfolgt durch Integration der von der Lichtintensitit abhingigen Reaktions-
kinetik fiir die Wachstumsrate iiber die Eindringtiefe geteilt durch die Eindringtiefe, wobei bei
der Integration die Unstetigkeitsstelle, bei der die im Reaktionsraum vorherrschende Licht-
intensitdt am Punkt Ax,x der Schichtdicke die Kompensationslichtintensitdt unterschreitet, zu

beachten ist (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Lichtintensitit und Wachstumsrate mit zunehmender Eindringtiefe

Modellierung der Lichtintensitdt I (schwarze Linie) und der spezifischen Wachstumsrate p (graue Linie) in
Abhingigkeit der Eindringtiefe Ax nach Fall 2 bei phototropher Kultivierung im Flat-Panel-Photobioreaktor fiir
Iy = 1000 pmol m?s! (Mmax =2 d! Kg; =70 pmol m?2s?, Ky =30 pmol m2s! =18 L g’1 cm’l) fiir eine Bio-
massekonzentration von 0,1 g L! (A)und 1,5 ¢g L! (B); der schwarze Pfeil markiert den Punkt an dem die Licht-
intensitdt die Kompensationslichtintensitit unterschreitet

Die analytische Losung des Integrals ergibt zwei Losungen siehe Glg. 17 und 18:

Berechnung der mittleren Wachstumsrate W:

fomax J-Axmax

o M) dx 3

(1) d

Fl:

Fl:

M = HUmax *

= Hmax - fir

Mmax ] j Ip - e(_S.CX.AX) — Kki
Ax I

2% x dx Ax

x=0

Verkniipfung des Lambert-Beer-Modells mit Reaktionskinetik nach Glg. 14 ohne

Beriicksichtigung der Gamma-Funktion der Inhibierung (Erkldrung siehe Text unten):

Axmax

dx

2o oo ee et —Ky + Ko — Ky

Analytische Losung nach Integration unter Beachtung der Unstetigkeitsstelle:

IO + KSI - ZKKI lnl_o
: e(_E.CX-AX)'i'KSI — 2Kki1 _ Kki ..

(Ksr — Kkp) .lnI
0

€ Cx- Ax - (KSI - ZKKI) KSI - ZKKI € Cx

Iy + Ko — 2Kk Iy

(Ksi — Kkp) * In

<A
€ Cx- Ax - (KSI - ZKKI) € Cx- Ax - (KSI - ZKKI) € Cx X

fur KKI 2 Ax Glg 17

Ksi =K K IRy o K Glg. 18

Formeln mit: mittlere spezifische Wachstumsrate 1 in d!, maximale spezifische Wachstumsrate [, in d! einge-
strahlte Lichtintensitit I, in pmol m?s”, Halbsittigungslichtintensitit Kg in pmol m?s”, Kompensations-
lichtintensitit Kg; in pmol m™” s, Extinktionskoeffizient & in L g cm™', Biomassekonzentration ¢, in g L, Ein-
dringtiefe Ax in cm.
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Im Modell wird die Unstetigkeitsstelle anhand der Biomassekonzentration verankert, da diese
sich liber die Zeit dndert und die Lichtintensitit im Reaktionsraum beeinflusst. Wird die
Biomassekonzentration erreicht, bei welcher die Lichtintensitit die Kompensationslichtintensitit
unterschreitet, wird Glg. 18 angewandst, in allen anderen Fillen gilt Glg. 17. Zur Vereinfachung
des Modells und der Integration wird der Term fiir die Inhibierung vernachlissigt. Dies ist
zulissig, solange die eingestrahlte Lichtintensitit I, geringer als 1250 pmol m™s™ ist, da die
Abweichung des Modells ohne die Inhibierung in diesem Bereich unter 1% verglichen mit
Berticksichtigung der Inhibierung liegt.

Die analytische Losung des Integrals wurde mit dem numerisch geldsten Ergebnis verglichen
und bestitigt. Dadurch kann die Auswirkung der sich #dndernden Lichtintensitit auf die
Wachstumsrate durch die Selbstbeschattung der Biomasse mit zunehmender Kultivierungszeit in
Abhingigkeit der Biomassekonzentration beriicksichtigt werden. Es ergibt sich im Prozessver-
lauf mit zunehmender Biomassekonzentration der real in Photobioreaktorkultivierungen beo-
bachtete lichtlimitierte lineare Wachstumsverlauf. Denn selbst bei sehr hoher Selbstbeschattung
herrscht im vorderen Bereich der Eindringtiefe eine noch ausreichende Lichtintensitit, so dass
die phototrophen Zellen in diesem Bereich wachsen konnen und somit die iiber den gesamten
Reaktionsraum gemittelte Wachstumsrate nicht auf null absinkt. Der Autorin sind keine Quellen

bekannt, welche diese Berechnung publizieren.

Vergleich der Prozessmodelle

Die Prozessmodelle wurden fiir eine Kultivierung mit einer Lichtintensitdt im Sattigungsbereich
berechnet. Die Verldufe der Lichtintensitit, der Wachstumsrate und der Biomasse sind mit und
ohne Beriicksichtigung der Selbstbeschattung iiber der Kultivierungszeit in Abbildung 17 fiir
Lichtintensitdaten von 1000 pmol m? s (Mittelwert fiir sonnigen Tag in Mitteleuropa) und in
Abbildung 18 fiir 100 pmol m™ s™ (iibliche Lichtintensitit von Leuchtstoffrohren) dargestellt.

In Abbildung 17A und 18A sind die berechneten Lichtintensititen im Reaktionsraum iiber der
Kultivierungszeit zu sehen. Wird die Selbstbeschattung nicht einbezogen, so ist die Licht-
intensitit tiber den gesamten Kultivierungszeitraum hinweg gleichbleibend der eingestrahlten
Lichtintensitédt, was nur in wenigen speziellen Fillen realistisch ist. Bei den Berechnungen mit
Beriicksichtigung der Selbstbeschattung ist die Lichtintensitit bereits zu Beginn der Kultivierung
geringer als im Referenzfall, da die Absorption der inokulierten Biomasse beriicksichtigt wird.
Mit zunehmender Kultivierungszeit nimmt bei diesen Fillen auch die Lichtintensitét stark iiber
die Kultivierungszeit ab, da die entstehende Biomasse zunehmend Photonen absorbiert. Dies

veranschaulicht den in den meisten Photobioreaktoren vorherrschenden Prozess.
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Abbildung 17: Vergleich der Bioreaktormodelle fiir Iy = 1000 pmol m? s™

Modellierung der Lichtintensitit I in umol m?s"' (A), der spezifischen Wachstumsrate p in d' (B), und der
Biomassekonzentration ¢, in gL' (C, D) in Abhingigkeit der Zeit bei phototropher Kultivierung im Flat-Panel-
Photobioreaktor fiir Iy = 1000 pmol m?s! (Mmax =2 d! Kgs; =70 pmol m2s?, K1 =30 umol m?s! Ax = 1 cm,
e=1,8L¢g" cm"); Berechnung ohne Beriicksichtigung der Selbstbeschattung (Punktlinien), mit Beriicksichtigung
der Selbstbeschattung iiber p(I(ce(t))) (Fall 1, graue Linie) bzw. iiber Ti(I(x, cx(t))) (Fall 2, schwarze Linie)

Es zeigen sich durch die unterschiedlichen Lichtintensititen wihrend der Kultivierung eine
deutliche Abweichung im Verlauf der spezifischen Wachstumsrate (Abbildung 17B, 18B) sowie
der Biomassekonzentration (Abbildung 17C, D, 18C, D). Ohne Beriicksichtigung der Selbst-
beschattung wachsen die Zellen iiber den gesamten Kultivierungszeitraum mit maximaler
Wachstumsrate, woraus ein exponentieller Verlauf mit extrem hoher finaler Biomasse-
konzentration resultiert. Unter Beriicksichtigung der Selbstbeschattung sinkt die Wachstumsrate
mit zunehmender Kultivierungszeit durch die abnehmende Lichtintensitiat im Zuge der zuneh-

menden Absorption der Biomasse ab.
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Abbildung 18: Vergleich der Bioreaktormodelle fiir I = 100 pmol m? s™

Modellierung der Lichtintensitit I in umol m?s” (A), der spezifischen Wachstumsrate p in d' (B), und der
Biomassekonzentration ¢, in g L' (C, D) in Abhingigkeit der Zeit bei phototropher Kultivierung im Flat-Panel-
Photobioreaktor fiir Iy = 100 pmol m?s! (Mpmax =2 d’l, Kg; =70 pmol m? s’l, Kk =30 pmol m? s’l, Ax =1 cm,
€ = 1,8 L/g/cm); Berechnung ohne Beriicksichtigung der Selbstbeschattung (Punktlinien), mit Beriicksichtigung der
Selbstbeschattung iiber p(I(ce(t))) (Fall 1, graue Linie) bzw. iiber H(I(X, cx(t))) (Fall 2, schwarze Linie)

Nach Berechnung nach Fall 2 zeigt sich eine stirkere Abnahme der Lichtintensitit und somit
folglich der Wachstumsrate als nach Fall 1 im Bereich der mittleren Kultivierungszeit; im
spateren Verlauf ab ca. 200 h verlduft die Wachstumsrate nach Fall 2 jedoch noch deutlich iiber
derer nach Fall 1. Dies entspricht auch dem real anzunehmenden Verlauf, da die zunehmende
Selbstbeschattung der Biomasse eine immer geringer werdende verfiigbare Lichtintensitit im
Reaktionsraum bewirkt. Es werden geringe finale Biomassekonzentrationen erreicht, wobei sich
allerdings Fall 1 und 2 ebenfalls deutlich unterscheiden. Fall 2 zeigt nach ca. 100 h Kultivierung
einen linearen, lichtlimitierten Verlauf im Gegensatz zu Fall 1, bei welchem eine degressive Zu-

nahme zu erkennen ist. Auffillig ist beim Vergleich der Abbildungen 17 und 18, dass durch die
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reduzierte Lichtintensitit in Abbildung 18 wesentlich geringere Wachstumsraten und Biomasse-
konzentrationen erreicht werden. Die Modellierung der Beleuchtung mit einer Lichtintensitét
von 100 umol m? s zeigt jedoch im Wesentlichen einen dhnlichen Verlauf der Werte wie bei
Beleuchtung mit 1000 pmol m™s™.

Zu beachten ist, dass die Wachstumsrate im spiteren Kultivierungsverlauf in realen Prozessen
wahrscheinlich durch Limitation anderer Nihrstoffe oder Einfliisse (z.B. pH-Wert) abnimmt.
Dabei wiirde es dann zu einem Abknicken des linearen Biomassewachstums in Fall 2 kommen.
Wihrend der Betrachtung all dieser Diagramme ist zu beachten, dass die Modelle nur statische
Bedingungen in der phototrophen Zellsuspension beriicksichtigen. Wird Durchmischung des
Photobioreaktors angenommen, kommt es unweigerlich dazu, dass die einzelnen Zellen durch
den rdumlichen Lichtgradienten bewegt werden. Dies fiihrt dazu, dass sie jeweils sehr individu-
ellen Lichtintensitidten bis hin zu Hell-Dunkel-Zyklen unbestimmten Ausmalles ausgesetzt sind.
Dadurch kann die Kinetik beeinflusst werden, jedoch ist der Wissensstand in diesem Bereich
sehr gering und heterogen (Kapitel 2.3), so dass keinen verlidsslichen Daten und Modelle verfiig-

bar sind und die vereinfachten statischen Modelle angenommen werden miissen.

5.14 Fazit

Es wurde ein Modell entwickelt, welches die Beschreibung der Verhiltnisse in phototrophen
Kulturen erlaubt. Die Reaktionskinetik wird mit einem erweiterten Baly-Modell beschrieben, das
die Absenkung der Wachstumsrate auf null unterhalb der Kompensationslichtintensitéit sowie die
Hemmung des Wachstums durch hohe Lichtintensititen beriicksichtigt. Der limitierende und in-
hibierende Einfluss des Lichts wurde nach dem Gamma-Prinzip miteinander verkniipft. Solange
die Lichtintensitét nicht zu hoch ist (< 1250 pmol m> s'l), ist der inhibierende Effekt vernachlés-
sigbar. In Bioreaktormodellen zur Beschreibung praxisrelevanter Situationen muss die Selbstbe-
schattung unbedingt beriicksichtigt werden, da bereits relativ geringe Biomassekonzentrationen
zu einem ausgeprigten raumlichen Lichtgradient mit lokal unterschiedlichen Wachstumsraten
fiihrt. Die Wirkung der Selbstbeschattung auf die Wachstumsrate und damit auf die Bio-
massebildung kann auf zweierlei Weise beriicksichtigt werden: p(I(cy(t))) bzw. H(I(x, cx(t))).
Entweder wird p aus der rdumlich gemittelten Lichtintensitit berechnet, oder p ergibt sich als
gemittelter Wert aus der rdumlich unterschiedlichen Lichtintensitit. Die Simulationsergebnisse
zeigen deutliche Unterschiede fiir diese zwei Modellansitze, wobei die Rechnung mit
H(I(x, ck(t))) die Realitit besser abbildet. Das Modell wird genutzt, um die experimentell
erhaltenen Kultivierungsverldufe im Schiittelkolben und der Blasensdule zu simulieren. Die
Simulationsergebnisse zeigen auch, dass bei geringen Biomassekonzentrationen im Flat-Panel-

Photobioreaktor die Selbstbeschattung vernachlissigbar ist.
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5.2 Vergleich Photobioreaktoren

Die wachstumskinetischen Untersuchungen phototropher Organismen miissen unter definierten
Bedingungen durchgefiihrt werden. Photobioreaktoren sollten deshalb eine maximale Anzahl an
Anforderungen, die in der Zielstellung bereits erldutert wurden, erfiillen. Es wurden dazu in
dieser Arbeit kommerzielle Photobioreaktorsysteme im Labormaf3stab und Entwicklungen in der
Literatur recherchiert und hinsichtlich ihrer Eignung fiir reaktionskinetische Untersuchungen

bewertet.

5.2.1 Kommerzielle Systeme

Es existiert eine Reihe von verschiedenartigen Photobioreaktorsystemen auf dem Markt, aus
denen ausgewihlt werden kann. Es wurde nach kommerziellen Photobioreaktorsystemen recher-
chiert und eine Ubersicht iiber die Moglichkeiten (Schiittelkolben in Inkubator, Riihrreaktor,
Rohrreaktor, Blasenséule, Flat-Panel-Reaktor und Wave-Bag) erstellt. Dann wurden die jeweili-
gen Systeme hinsichtlich ihrer Eignung fiir reaktionskinetische Untersuchungen mit den Ziel-
stellungen in dieser Arbeit bewertet (Tabelle 8). Diese Bewertung wurde farblich nach folgenden
Kriterien kategorisiert: griin - Vorteile, gelb - tolerierbare Nachteile, rot - nicht tolerierbare
Nachteile. Alle betrachteten Systeme wiesen verschiedene Vor- und Nachteile auf; es konnte
kein optimales Reaktorsystem ermittelt werden.

Schiittelkolben sind das Standardwerkzeug der Biotechnologie und ermoglichen sehr schnell und

einfach Biomasse zu generieren (Winkler et al. 2014). Meist werden die ersten Kultivierungs-

versuche in Schiittelkolben durchgefiihrt, weswegen sie auch fiir Untersuchungen phototropher
Organismen als Reaktionsraum in Frage kommen. Ebenso ermoglichen Schiittelkolben
besonders gut den fiir die Photosynthese notwendigen Gasaustausch (Eintrag von Kohlendioxid

und Austrag von Sauerstoff) (Socher et al. 2014). Allerdings sind Sensoren zur Erfassung

reaktionskinetischer Parameter am Schiittelkolben nur eingeschréinkt verfiigbar (Winkler et al.
2014). Ebenso gestaltet sich die Beleuchtung eines Schiittelkolbens schwierig. Erstens befindet
sich ein Stopfen auf dem Kolben, welcher Beschattung bei Beleuchtung von oben bewirken kann

(Socher et al. 2014). Zweitens bildet das Fliissigkeitsvolumen im Kolben wihrend der orbitalen

Bewegung zur Durchmischung die Form eines permanent iiberstromten Paraboloides aus (Biichs
et al. 2007), weswegen keine definierte Schichtdicke besteht. Es miissen demzufolge giinstige
Beleuchtungskonzepte gewihlt werden.

Kommerziell verfiigbare Schiittelinkubatorsysteme ermoglichen momentan nur die Beleuchtung
der Schiitteltablare von oben in herkdmmlichen Inkubatoren. Meist ist erstens nur eine einzige
und geringe Lichtintensitit einstellbar, und zweitens die Beleuchtung der Schiittelkolben an sich

und iiber das gesamte Schiitteltablar betrachtet undefiniert und heterogen. Drittens ist die Sen-
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sorik in solchen Systemen zur Untersuchung des Wachstums auf manuelle Probenahme aus den
Kolben beschrinkt und viertens eignen sie sich nur duBerst bedingt fiir kontinuierliche Kultivie-
rungen. Das Respiration Activity MOnitoring System, kurz RAMOS (Hi-Tec Zang GmbH,
Herzogenrath, Deutschland) erméglicht allerdings permanente Messungen an Schiittelkolben,
indem der Sauerstoffpartialdruck und Gesamtdruck im Gasraum des Kolbens gemessen werden
(Anderlei und Biichs 2001). Die Sauerstoffproduktion kann somit beobachtet werden, weshalb
das System zur Untersuchung phototropher Organismen von Interesse ist. Allerdings existiert
noch keine kommerziell verfiigbare Beleuchtung fiir dieses System, weshalb eine Entwicklung
einer Beleuchtungseinheit notwendig ist.

Riihrreaktoren sind ebenfalls Standardreaktoren in Laboren, in denen die Durchmischung, der
Gasaustausch sowie Sensorik gegeben sind, ebenso eignen sie sich sehr gut fiir kontinuierliche
Kultivierungen (Chmiel 2006). Allerdings fiihrt der gekriimmte Reaktionsraum mit grofem
Durchmesser zu einer sehr heterogenen Lichtverteilung, weswegen sie sich weniger fiir
reaktionskinetische Untersuchungen eignen.

Rohrreaktoren bieten geringere Schichtdicken allerdings bildet sich durch den gekriimmten
Rohrdurchmesser trotzdem ein im Innern zunehmender Lichtgradient aus und die, meist per
Umwilzung mittels Pumpe realisierte Durchmischung geht mit Konzentrationsgradienten und
hohen Scherkriften einher. Letzteres konnte sich besonders auf das Wachstum von Cyanobakte-
rien, die aus Trichomen bestehen, negativ auswirken. Ebenso ist eine Sauerstoffanreicherung
tiber die Rohrlinge denkbar, so dass toxische Effekte des akkumulierten Sauerstoffs die
Untersuchung negativ beeinflussen konnten (Carlozzi et al. 2005; Carlozzi 2000). Des Weiteren
sind eine kontinuierliche Kultivierung und der Einbau von Sensoren nur eingeschriankt moglich.
Aufgrund dieser Nachteile eignen sich Rohrreaktoren nicht fiir die in dieser Arbeit geplanten
kinetischen Untersuchungen.

Blasensdulen stellen ein oftmals fiir phototrophe Organismen genutztes Kultivierungssystem dar
(Posten 2009; Eriksen 2008b; Pulz 2001). Sie bieten aufgrund ihrer pneumatischen
Durchmischung durch Begasung einen sehr guten Gasaustausch und geringen Scherstress und
konnen kontinuierlich und mit ausreichend Sensorik betrieben werden. Wurde ein zu grofer
Durchmesser bei einer Blasensdule gewdhlt, konnen auch Nachteile wihrend der Kultivierung
entstehen, da der Reaktionsraum eine heterogene Lichtverteilung aufweist. Zudem ist der
Reaktionsraum wie bei den Riihrreaktoren gekriimmt, was die Beschreibung der Lichtverteilung
im Inneren erschwert. Blasensidulen eignen sich demzufolge bedingt fiir reaktionskinetische
Untersuchungen.

Flat-Panel-Reaktoren zeichnen sich dadurch aus, dass sie die groBtmogliche Anzahl an Zielstel-

lungen dieser Arbeit erfiillen. Eine Durchmischung durch Begasung und konstruktive Mafnah-
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men ermoOglichen Homogenitdt der Biomasse und Néhrstoffe. Sensorik ist ebenfalls in diese
Systeme leicht integrierbar und sie konnen fiir kontinuierliche Kultivierung genutzt werden. Sie
gestatten aufgrund ihrer definierten Geometrie mit geringen und einheitlichen Durchmessern
eine homogene Beleuchtung des Reaktionsraumes und sind somit fiir reaktionskinetische Unter-
suchungen sehr gut geeignet.

Wave-Bag-Reaktoren bieten in erster Linie kurze Riistzeiten, da die Bags steril angeboten
werden. Allerdings weisen sie fiir reaktionskinetische Untersuchungen eine Reihe an Nachteilen
auf. Einerseits ist die Stromungsbeschreibung bisher nur wenig untersucht, da die Bags eine
ungewohnliche und nicht orthogonale Geometrie besitzen und noch zusitzlich reziprok oder
orbital durchmischt werden (Werner et al. 2014; Onciil et al. 2010). Deshalb kann der
Reaktionsraum nicht homogen beleuchtet werden. Ebenso konnte bei phototropher Kultivierung
Photoleaching, d.h. die Migration von Stoffen aus dem Bag-Material in das Kulturmedium,
durch die Bestrahlung vermehrt stattfinden, was die Organismen negativ beeintrichtigen konnte.
Dies wurde noch nicht explizit untersucht, jedoch zeigen eine Reihe an Publikationen, dass
Migration von bioaktiven Molekiilen aus Laborplastiken vorkommt (Olivieri et al. 2012;
McDonald et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten nach Betrachtung und Abwégung der jeweiligen Vor- und
Nachteile folgende Photobioreaktorsysteme fiir kinetische Untersuchungen getestet werden.
Erstens sollen Schiittelkolben aufgrund ihrer universellen Einsetzbarkeit getestet werden, wobei
ein kommerzieller und intern mit Leuchtstoffrohren beleuchteter Schiittelinkubator und das
RAMOS zum Einsatz kommen sollen. Da fiir das RAMOS mit seiner vielversprechenden
Sensorik noch keine Beleuchtung zur Kultivierung phototropher Organismen zur Verfiigung
steht, muss eine entsprechende Einheit ausgelegt werden. Dann soll das klassische System einer
extern mit Leuchtstoffrohren beleuchteten Blasensiule eingesetzt werden.

Aufgrund seiner zahlreichen Vorteile scheint ein Flat-Panel-Reaktor fiir reaktionskinetische
Untersuchungen geeignet und soll ggf. eingesetzt werden, wenn die genannten Systeme keine
befriedigenden Ergebnisse liefern. Die Nachteile der Riihr-, Rohr- und Wave-Bag-Reaktoren
sind fiir die in dieser Arbeit geplanten Untersuchungen nicht tolerierbar, weshalb diese Systeme

ausscheiden.
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5.2.2 Nichtkommerzielle Systeme

Neben kommerziellen Photobioreaktoren existieren noch viele weitere Eigenentwicklungen,
welche ebenfalls in der Literatur recherchiert wurde. In den Publikationen wurde eine Vielzahl
von sehr unterschiedlich gebauten Systemen (Geometrie und Beleuchtungsquelle) fiir die Unter-
suchung des phototrophen Wachstums ermittelt. Oft wurden speziell angefertigte und
beleuchtete Schiittelkolben, Flat-Panel-, Zylinder-, Blasensdulen-, Rohr- und Wave-Bag-
Bioreaktoren publiziert. Diese Photobioreaktorsysteme wurden in chronologischer Reihenfolge
ithrer Veroffentlichung aufgestellt und anschlieBend wieder hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile
fir die Ziele reaktionskinetischer Untersuchungen mittels des eingefiihrten Farbschemas
bewertet (Tabelle 9).

Anfangs wurden in der Literatur Kultivierungssysteme zur Untersuchung des Lichteinflusses be-
stehend aus flachen Schichten entwickelt, wie z.B. speziell angefertigte Flachkolben aus Glas
(Tamiya et al. 1953). Spéter wurden Untersuchungen in flachen Glasflaschen (Roux-bottles wie
z.B. bei Aiba und Ogawa (1977)) oder kommerziell verfiigbare Plaste-Einweg-Zellkulturflaschen
(Yoshimoto et al. 2005) beschrieben. Der Vorteil dieser Eigenentwicklungen besteht im einheit-
lichen und geringen Durchmesser und im somit relativ gut beleuchtbaren Reaktionsraum; zudem
sind Zellkulturflaschen leicht und steril beschaffbar. Allerdings erscheint bei letzterer die Durch-
mischung des orthogonalen Reaktionsraumes iiber reziproke oder rotierende Bewegung
ungiinstig. In eigenen Voruntersuchungen in dhnlichen Zellkulturflaschen wurde auch nach-
gewiesen, dass die Biomasse nicht ausreichend durchmischt wurde; starke Agglomeration war
die Folge (Schott 2013). Des Weiteren ist die Applikation von Sensorik und kontinuierliche
Kultivierungsfithrung in Glas- oder Zellkulturflaschen fast ausgeschlossen. Deshalb scheiden
diese Systeme fiir reaktionskinetische Untersuchungen aus.

Miniaturisierter Flat-Panel-Reaktoren mit LED-Beleuchtung wurden danach zunehmend be-
schrieben (Xue et al. 2011; Brindley et al. 2011; Vejrazka et al. 2011; Brindley et al. 2010;
Katsuda et al. 2006), da diese aufgrund ihrer einheitlichen Schichtdicke iiber den beleuchteten
Kultivierungsraum dufBerst geeignet fiir die phototrophe Kultivierung erscheinen. Die Flat-Panel-
Reaktoren bieten neben homogener Durchmischung und Gasaustausch eine definierte und
geringe Schichtdicke, was wiederum eine homogene Beleuchtung erlaubt. Ebenso kénnen sie mit
Sensorik und Anschliissen fiir kontinuierliche Prozessfiihrung ausgestattet werden, weswegen sie
dullerst giinstig fiir kinetische Untersuchungen an phototrophen Organismen scheinen.

Des Weiteren wurden herkommliche und miniaturisierte Blasensdulen (Milligan und Cosper
1997; Nedbal et al. 1996), und komplizierter gebaute Rohrreaktor- (Merchuk et al. 1998; Lee
und Pirt 1981) und Doppelzylindersysteme (Miller et al. 1964) entworfen und zur Untersuchung

von Lichteinfliissen auf unterschiedlichste phototrophe Organismen verwendet. Rotierende
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Doppelzylinder bewirken angeblich eine sehr turbulente Durchmischung des Reaktionsraumes
(Miller et al. 1964). Dabei ist zu bemerken, dass es sich bei Rohr- und Doppelzylinderreaktoren
um sehr fragile und schwer zugingliche Systeme handelt. Rohrreaktoren bergen, wie oben
bereits diskutiert, ebenfalls wieder ungiinstige Bedingungen hinsichtlich Gasaustausch und
Durchmischung.

Einweg-Wave-Bag-Reaktorsysteme mit selbst entwickelter Beleuchtung wurden neben den
kommerziell verfiigbaren Systemen ebenfalls erfolgreich fiir phototrophe Kultivierungen einge-
setzt und publiziert (Ojo et al. 2014; Lehmann et al. 2013). Es bestehen dabei allerdings wieder
die oben bereits diskutierten Nachteile der Bags hinsichtlich heterogener Durchmischung und
Beleuchtung, weswegen sie erneut fiir reaktionskinetische Untersuchungen ausscheiden.

Es wurden daneben Schiittelkolben auf verschiedenen Arten beleuchtet. Einerseits wurden
einfache Schiittelkolben in kommerziell verfiigbaren Inkubatorsystemen entweder extern von
unten und der Seite (Cerff und Posten 2012; Cerff et al. 2009) oder intern (Wang et al. 2007) mit
LED beleuchtet. Phototrophe Organismen konnten so leicht in Schiittelkolben durchmischt und
kultiviert werden, wobei ein guter Gasaustausch stattfand. Jedoch konnten keine kinetischen
Parameter sensorisch erfasst werden und die Beleuchtung war heterogen. Andererseits bestiick-
ten Rechmann et al. (2007) das bereits vorgestellte RAMOS mit Leuchtstoffrohren, um die
Sensorik des Systems fiir eine phototrophe Kultivierung zu nutzen. Es ergaben sich allerdings
neben den bereits genannten Vorteilen wiederum Nachteile. Die Leuchtstoffrohren waren ober-
halb der RAMOS-Kolben angebracht, so dass es zu einer betrichtlichen Verschattung der Kol-
ben durch den Sensorikaufbau, der sich iiber den Kolben und somit zwischen Lichtquelle und
phototropher Zellsuspension befand, kam. Zudem war nur eine Lichtintensitét einstellbar.

Alle betrachteten Eigenentwicklungen der Literatur weisen ebenfalls wie die kommerziell
verfiigbaren Photobioreaktoren verschiedenste Vor- und Nachteile auf, so dass keines der be-
trachteten Kultivierungssysteme ohne weitere Modifikation fiir reaktionskinetische Unter-
suchungen nutzbar ist. Die Eigenentwicklung eines Flat-Panel-Reaktors erscheint mit entspre-
chenden Ausstattungen zur homogenen Beleuchtung und Durchmischung, zum Einbau von
Sensorik sowie Zu- und Abliufen fiir eine kontinuierliche Kultivierungsfithrung am vielverspre-
chendsten. Die Durchmischung sollte dabei wie bei Xue et al. (2011) durch Begasung und dem
daraus resultierendem Airlift-Prinzip realisiert werden. Diese Art der Durchmischung ist einfach
zu verwirklichen und bietet Homogenitidt durch Turbulenz bei entsprechenden Durchstrémungs-
geschwindigkeiten. Brechung und Reflexion durch die Blasen sollte keinen groBen Einfluss auf
die Beleuchtung haben.

Die Bewertung der Beleuchtung eines eigens entwickelten Reaktors wird aufgrund der grof3en

Bedeutung fiir eine phototrophe Kultivierung im nachfolgenden Kapitel separat erldutert.
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5.2.3 Bewertung der Lichtquellen

Arten von Lichtquellen fiir die phototrophe Kultivierung

Es kann eine Vielzahl von Lichtquellen zur Beleuchtung phototropher Organismen genutzt
werden z.B. Glith-, Halogen- oder Leuchtstofflampen oder Leuchtdioden, welche auf
organischer (OLED) oder anorganischer (LED) Photonenemission beruhen. In der Literatur und
in kommerziellen Systemen wurden in den meisten Fillen Leuchtstoffrohren (Rechmann et al.
2007; Yoshimoto et al. 2005; Nedbal et al. 1996) und LED (Cerff und Posten 2012; Xue et al.
2011; Wang et al. 2007) genutzt.

Alle Lichtquellen weisen unterschiedliche Spektren auf, fiir Cyanobakterien kommen dabei eher
Leuchtstofflampen, LED und OLED in Frage, da diese einen wesentlichen Anteil Photonen im
PAR-Bereich emittieren. Diese Lichtquellen besitzen verschiedene Eigenschaften, deren Vor-
und Nachteile in Tabelle 10 hinsichtlich verschiedener fiir kinetische Untersuchungen
geforderter Kriterien wie z.B. Abstrahlungsgeometrie, verfiigbarer Spektren und erreichbarer
maximaler Lichtintensitit gegeniibergestellt und fiir die in dieser Arbeit geforderten
Anforderungen wieder nach dem eingefiihrten Farbschema bewertet wurden.

Leuchtstoffrohren werden bereits sehr lange als Lichtquellen verwendet und stellen meist die
Standardvariante zur Beleuchtung fiir phototrophe Organismen dar. Sie sind leicht zu
installieren, giinstig und scheinen iiber ihre Linge hinweg homogen Photonen zu emittieren. Sie
konnen leicht bis zu sehr geringen Lichtintensititen unter 10 umol m™~ s™ mittels Potentiometer
gedimmt werden. Andererseits erreichen sie selbst bei Anordnung von mehreren Leuchtstoff-
rohren nebeneinander nur Lichtintensititen von bis zu 200 umol m?s™. Sie decken somit fiir
Cyanobakterien nicht den inhibierenden Bereich der Lichtintensitit ab.

LED wurden bereits zur Kultivierung von phototrophen Organismen genutzt und konnen ebenso
leicht in Kultivierungssysteme implementiert werden. Durch den Halbleiteraufbau der LED
konnen verschiedenartige Spektren emittiert werden, wodurch eine gute Anpassung an die spekt-
ralen Bediirfnisse der jeweiligen phototrophen Organismen moglich ist. Ebenso konnen LED
sehr hohe Lichtintensititen emittieren (Hochleistungs-LED bis zu 3000 pmol m?s™ (Yam und
Hassan 2005)), wodurch Untersuchungen im Bereich der Photoinhibition méglich sind. Die
stufenlose Dimmung von LED ist ebenfalls durch Potentiometer oder Modulation der Pulsweite
moglich, so dass Untersuchungen bei verschiedenen Lichtintensitdten moglich sind. Ein weiterer
Vorteil ist, dass LED dadurch auch sehr gut intermittierend zur Untersuchung des Wachstums
unter Hell-Dunkel-Rhythmen verschiedener Zeitspannen (von h bis ms) untersucht werden kon-
nen. Nachteilig wirkt sich allerdings die Punktform der meisten LED aus, so dass selbst bei An-

ordnung von LED in Rastern eine heterogene Lichtintensititsverteilung iiber die Fliche entsteht.
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OLED wurden bisher nur sehr selten fiir phototrophe Kultivierungen eingesetzt (Krujatz 2014).
Sie bieten jedoch den groBen Vorteil einer flichigen Beleuchtung im Vergleich zu punkt-
formigen LED. Ebenso wie LED konnen sie auch stufenlos durch Potentiometer oder Puls-
weitenmodulation gedimmt und mit Pulsen betrieben werden. Die nur sehr geringe erreichbare
Lichtintensitdt und der empfindliche Aufbau der OLED wirken sich momentan allerdings noch
nachteilig bei der Verwendung aus. Jedoch ist in naher Zukunft anzunehmen, dass OLED
dhnlich den LED eine rapide Weiterentwicklung durchlaufen, so dass hohere Lichtintensitdten
und robustere Aufbauten verfiigbar sein werden (Sasabe und Kido 2013; Wagner 2009b).

Besonders erwdhnenswert ist, dass keine der ausgewdhlten Lichtquellen den gesamten fiir reak-
tionskinetische Untersuchungen notwendigen Lichtintensititsbereich vom Kompensations-

bereich bis zur Sattigung und Photoinhibition abdecken kann.

Tabelle 10: Eigenschaften und Bewertung von relevanten Lichtquellen
Bewertung der zur Kultivierung von Cyanobakterien hier relevanten Lichtquellen fiir Photobioreaktorsysteme
mittels farbiger Markierung: griin - Vorteil, gelb - tolerierbarer Nachteil, rot - nicht tolerierbare Nachteile

Kriterium Leuchtstoff LED OLED

Potentiometer

Pulsweitenmodulation

Abstrahlungsgeometrie | = linglich = punktformig = flichig
Homogenitit = Bedingt moghch bei An- | * Bedingt moglich bei An- | _ Sehr grof
ordnung nebeneinander ordnung als Raster
Verfiich Spekt = Tageslicht, verschiedene |= RGB, warmweil, = RGB, warmweif,
eriugbare Spekiren Farben usw. kaltweif3, UV, IR usw. kaltweif3
Lichtintensitit = ca. 200 " ca. 3.000 " ca. 100
pmol m™ s
e = Moglich durch = Moglich durch
Dimmung Mglich durch Potentiometer oder Potentiometer oder

Pulsweitenmodulation

Charakterisierung von Beleuchtungseinheiten

In der Literatur wird der Charakterisierung der Beleuchtungseinheit verwendeter Photobio-
reaktoren oftmals viel zu wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Hiaufig wird lediglich eine Licht-

intensitdt ohne weitere Spezifikationen angegeben, was die Reproduzierbarkeit der beschriebe-
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nen Experimente stark einschriankt bzw. unmoglich macht. Auch ein Vergleich der Resultate mit
Ergebnissen aus anderen Quellen oder eigenen Untersuchungsergebnissen ist kaum moglich.
Folgende Angaben zur Charakterisierung der Beleuchtungseinheiten sind notwendig:
= Explizite Angabe zu Art und Anordnung der Lichtquelle (z.B. Leuchtstoff, LED oder
OLED mit Anzahl, Hersteller und Leistung, am besten mit Skizze der Gesamtanordnung
* Spektrum der Lichtquelle iiber den gesamten emittierten Bereich, mindestens jedoch
iiber den Absorptionsbereich, welcher fiir die kultivierten Organismen relevant ist
= Position der Lichtquelle mit riumlichem Bezug zum Reaktionsraum (Abstand zwischen
Beleuchtungskorper und Reaktionsraum, Geometrie des Kulturgefi3es, am besten mit
Skizze)
» Lichtintensitit mit expliziter Angabe der folgenden Daten
- Zur Messung der Lichtintensitit verwendeter Lichtsensor (Abmalle des
Detektorfensters, ausgegebene Einheit (umol m?s?, Wm?, wa), aufgenommener
Wellenldngenbereich (z.B. PAR), Produktbezeichnung mit Hersteller)
- Messposition des Lichtsensors (Abstand zur Lichtquelle, Position relativ zum
Kultivierungssystem, am besten mit Skizze der Anordnung)
- Zur Messung der Lichtintensitit verwendetes Medium im Reaktionsraum (Luft,
Wasser, Zellsuspension ggf. mit Konzentrationsangabe)
Alle Beleuchtungseinheiten der in dieser Arbeit verwendeten Kultivierungssysteme wurden ent-
sprechend dieser Liste und wie in Kapitel 4.5 beschrieben hinsichtlich der Lichtverteilung tiber
den Reaktionsraum charakterisiert. Dabei traten groe Schwankungen wihrend der
Quantifizierung der Lichtintensitidt mit dem verwendeten Lichtsensor auf; es wurden bis zu 10 %
Abweichung zwischen den Messungen einer einzelnen Position an einer Lichtquelle festgestellt.
In der Literatur finden sich nur wenige Angaben zu Messabweichungen wihrend der
Quantifizierung von Licht, Tedesco und Duerr (1989) geben z.B. 5,5 % an.
Griinde fiir die starke Messabweichung der Lichtintensitidt konnten u.a. folgende Gegebenheiten
sein. Der grofle Messkopf des Lichtsensors (Durchmesser 1 cm) bedingt ein groles Messraster,
wobei kleine Ortsdnderungen besonders im Bereich von punktformigen Lichtquellen wie LED
groBe Anderungen der auftreffenden Photonenmenge bewirken. Giinstiger wiren kleinere Mess-
kopfe (Durchmesser 1 mm), bzw. die Verwendung einer Blende, um den Ausschnitt zum
Photoneneintritt zu verringern, soweit es die Empfindlichkeit der Sensorelektronik zul&sst.
Dadurch kann das Messraster verkleinert werden. Die vektorielle Ausbreitung des Lichts im
Raum erschwert die Messung mit einem planaren Messkopf zusitzlich. Kleine Winkeldnderun-
gen bewirken dabei groBe Anderungen in der auftreffenden Photonenmenge. Giinstiger wire die

Verwendung eines kugelformigen Messkopfes.
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5.2.4 Fazit
Insgesamt betrachtet weisen alle recherchierten Photobioreaktoren eine Reihe von Vor- und
Nachteilen auf, so dass kein optimales System fiir reaktionskinetische Untersuchungen vorher-
sagbar ist. Mit Blick auf die in den Zielstellungen genannten Anforderungen an die Kulti-
vierungssysteme sind besonders die homogene Beleuchtung und eine einheitliche und geringe
Schichtdicke, eine homogene Durchmischung sowie Sensorik zum Monitoring von
Stoffwechselvorgingen wichtig. Sehr giinstig erscheinen deshalb Flat-Panel-Photobioreaktoren
sowie Schiittelkolben. Diese Reaktortypen besitzen viele Vorteile und tolerierbare Nachteile. Zur
Charakterisierung fiir die Eignung fiir wachstumskinetische Untersuchungen wurden folgende
Systeme ausgewdhlt:
= Das Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS) bietet sich aufgrund seiner
online-Sensorik am  Schiittelkolben an. Da das System allerdings keine
Beleuchtungsmoglichkeit bietet, war die Entwicklung einer Beleuchtungseinheit
(CultiLux) notwendig.
= Ein Flat-Panel-Photobioreaktor bietet viele Vorteile fiir reaktionskinetische Untersuchun-
gen phototropher Zellkulturen, jedoch war kein System mit geringem Volumen des
Reaktionsraumes kommerziell verfiigbar. Es wurde deshalb ein Flat-Panel-Photobio-
reaktorsystem im Kleinstmaf3stab selbst entwickelt, welches moglichst viele der in den
Zielstellungen formulierten Anforderungen erfiillt. Durchmischung durch Begasung des
Reaktionsraumes sowie Beleuchtung mittels LED und OLED wurden jeweils zum
Homogenisieren / Dispergieren / Suspendieren und Realisieren eines groflen variablen
Beleuchtungsbereiches ausgewihlt.
= Ebenso sollten die am Institut vorhandenen kommerziell verfiigbaren mit Leuchtstoff-
rohren beleuchteten Systeme zum Vergleich getestet werden (Schiittelkolbensystem
(Minitron, Infors HT, Bottmingen, Schweiz) und Blasensdulensystem (MS Photo 15 von
Molsurf, Dresden, Deutschland)), da diese die momentan in vielen Laboren verfiigbaren
klassischen Standardsysteme darstellen.
Bei allen getesteten Systemen und den Eigenentwicklungen sollten die Beleuchtungseinheiten
und die Lichtverteilung im Reaktionsraum detailliert charakterisiert werden, um eine sehr gute

Vergleichbarkeit untereinander sowie mit anderen Publikationen zu ermdoglichen.
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5.3 Kaultivierung in klassischen Systemen

Es wurden zwei klassische und kommerzielle Photobioreaktorsysteme (ein herkommlicher
Schiittelinkubator mit Leuchtstoffrohren-Beleuchtungseinheit sowie eine iibliche Blasensédule mit
externer Beleuchtung durch Leuchtstoffrohren) im Labormallstab hinsichtlich ihrer
Beleuchtungseinheit charakterisiert. AnschlieBend sollte A. platensis in beiden Systemen
kultiviert und das Wachstum analysiert werden. Anhand der Daten sollte bewertet werden, ob in
diesen kommerziellen Systemen aussagekriftige Untersuchungen zum Einfluss des Lichts auf

das phototrophe Wachstum und Ableitung reaktionskinetischer Gréen moglich sind.

5.3.1 Kommerzieller Schiittelinkubator mit Beleuchtungseinheit

Charakterisierung der Beleuchtungseinheit

Schiittelinkubatoren sind primire Standardsysteme in der Bioverfahrenstechnik (Winkler et al.
2014) und die Verwendung von Schiittelkolben in einfach zu temperierenden Inkubatoren wird
fiir die phototrophe Kultivierung angestrebt. Die Eignung eines Schiittelinkubators mit Beleuch-
tungseinheit im Inkubatorraum (Abbildung 19A) fiir reaktionskinetische Untersuchungen sollte
ermittelt werden. Die Beleuchtungseinheit besteht aus sechs iiber dem Schiitteltablar angebrach-
ten Leuchtstoffrohren, welche lediglich in Hell-Dunkel-Zyklen im Zeitraum von h und nicht in
ihrer Lichtintensitit eingestellt werden konnen. Die aus der Beleuchtung resultierende Licht-

intensitit wurde auf der Flache des Schiitteltablars quantifiziert (Abbildung 19B).

Abbildung 19: Kommerzieller beleuchteter Schiittelinkubator

Foto des beleuchteten Inkubatorinnenraums (Minitron, Infors HT, Bottmingen, Schweiz, Schiitteldurchmesser
25 mm, 6 Leuchtstoffrohren Grolux 15 W, Osram Sylvania, Danvers, USA) (A); Lichtintensitit in pmol m?s!
(£ 10 %) auf dem Schiitteltablar (420 x 440 mmz) ohne Schiittelkolbenbeladung, Punkt (x = 0; y = 0) reprisentiert
die linksseitige vordere Ecke des Schiitteltablars (B)
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Es war iiber das Schiitteltablar heterogene Verteilung der Lichtintensitdt zu verzeichnen. Die
Werte schwankten von ca. 10 bis 24 umol m™> s'l; der Mittelwert der Lichtintensitit iiber die
Schiitteltablarfliche betrug 20 pmol m?s?'. Die Lichtintensitit nimmt in den seitlichen
Bereichen (x =1 und x =5) und zur Vorderseite des Inkubatorraumes (y = 0) hin ab. Dies er-
scheint logisch, da die Leuchtstoffrohren in Richtung der x-Achse verlaufen und damit an ihren
duBeren Fassungspunkten geringere Lichtintensititen erreichen. Zudem befinden sich weitere
Einbauten z.B. zur Temperierung des Inkubators (Liifter) zwischen Leuchtstoffrohren und
Schiitteltablar und die Winde des Inkubators sind nicht reflektierend ausgekleidet, was zusétz-
lich zu Verschattung und Abnahme der Lichtintensitét fiihrt.

Die real auf die Schiittelkolben und die darin befindliche Zellsuspension wirkenden Licht-
intensitdten sind schwer abzuschitzen. Erstens ist der Schiittelkolben mit lichtundurchlidssigen
Wattestopfen versehen und zweitens rotiert das Tablar zur Durchmischung der Schiittelkolben,
so dass diese stiandig ihre Position in der heterogenen Lichtverteilung wechseln. Die Zellsuspen-
sion ist somit zwangsldufig wechselnden Lichtintensititen ausgesetzt und das resultierende
Wachstum dementsprechend undefiniert beeinflusst, die aufgenommenen Werte stellen nur einen
Mittelwert der undefinierten Wechsel an Lichtintensitit und Hell-Dunkel-Zyklen dar.

Weiterhin ist zu beachten, dass die im Inkubator herrschende Lichtintensitdt von 20 umol m?s’!
im Mittel duBerst gering ist. In der Literatur (Tabelle 1) finden sich Angaben zum Wachstum von
A. platensis bei solch geringen Lichtintensititen (Kebede und Ahlgren 1996; Lee et al. 1987),
jedoch liegt die Lichtintensitdt im Inkubator im Vergleich zu anderen Publikationen unterhalb
der fiir die Kompensation angegebenen Lichtintensitidt (Cogne et al. 2003). Ebenso wurde in der
Modellanpassung in dieser Arbeit an die Daten von Xue et al. (2011) eine Kompensations-
lichtintensitidt von 30 pmol m2s! ermittelt, welche tber der im Schiittelinkubator ermittelten
Lichtintensitédt liegt und kein Wachstum stattfinden diirfte. Es ist aufgrund der divergierenden
Literaturaussagen eine geringe Wachstumsrate und mit geringer Biomassezunahme bzw. kein

Wachstum bei Kultivierung in diesem Schiittelinkubator zu erwarten.

Kultivierung

Es wurden in diesem Schiittelinkubatorsystem mit Beleuchtungseinheit Schiittelkolben mit
A. platensis PCC 9108 in Zarrouk-Medium kultiviert. Die Kultivierungsbedingungen wurden
nach Literaturrecherche, Angaben von der Stammsammlung und eigenen Vorarbeiten (GOrner
2012) folgendermaBlen gewihlt: Temperatur 30 °C, Hell-Dunkel-Zyklus von 16/8 h. Die
Biomassekonzentration und der pH-Wert wurden in bestimmten Zeitabstdnden analysiert und die

spezifische Wachstumsrate nach Glg. 5 berechnet (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Biomasse, pH-Wert, Wachstumsrate bei Kultivierung im Schiittelinkubator

Biomassekonzentration BTM in g L', pH-Wert und spezifische Wachstumsrate p in d”' von A. platensis PCC 9108
iiber der Kultivierungszeit im Schiittelkolben, Schiittelinkubator (Minitron, Infors HT, Bottmingen, Schweiz), 30
°C, Zarrouk-Medium), Beleuchtung mit Leuchtstoffrohren im Hell-Dunkel-Zyklus von 16 h/ 8 h mit einer auf dem
Schiitteltablar resultierenden mittleren Lichtintensitit von ca. 20 pmol m™ s™

Der Verlauf der Biomassekonzentration zeigte iiber den gesamten Kultivierungszeitraum von
tiber 300 h Kultivierung ein lineares Wachstum und die erreichte finale Biomasse betrug
0,95 g L. Es wurde eine Biomasseproduktivitit von ca. 2,5 mg L™ h™ nach linearer Regression
berechnet. Die maximale Wachstumsrate u betrug zu Beginn der Kultivierung 0,27 d”' und
verringerte sich dann stetig bis zum Ende der Kultivierung auf einen Wert von 0,03 d”'. Der pH-
Wert stieg innerhalb von 150 h Kultivierungszeit von pH 9,2 auf pH 10,1 an und verweilte bis
zum Ende der Kultivierung in etwa bei diesem Wert. Die gesamten Daten der Kultivierung
finden sich tabellarisch in Anhang 3.1.

Lineares Wachstum wurde auch bei anderen Autoren beobachtet (Rodrigues et al. 2010; Sydney
et al. 2010; Levert und Xia 2001; Vieira Costal et al. 2000). Rodrigues et al. (2010) ermittelten
bei kontinuierlicher Beleuchtung héhere Zuwachsraten im Bereich von 4,5 bis 10 mg L h™' und
damit hohere finale Biomassekonzentrationen, wobei dort eine hohere Lichtintensitidt von
156 umol m™ s und ein anderes Kultivierungssystem verwendet wurde. Sydney et al. (2010)
publizierten ebenfalls hohere Werte fiir Biomassekonzentration und Zuwachsrate (2,18 gL,
10mg L' h"), arbeitete jedoch im 1 L Riihrreaktor und bei einer Lichtintensitit von ca.
40 pmol m?s”'. Andere Autoren fanden unter kontinuierlicher Lichtintensitit von ca.

20 umol m~ s einen dhnlichen linearen Verlauf wie in dieser Arbeit (Vieira Costal et al. 2000).
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Wird die ermittelte lineare Zuwachsrate ohne Beriicksichtigung der Einfliisse wéhrend der
Dunkelphase von 8 h auf kontinuierliche Beleuchtung prozentual abgeschitzt (16 h Licht
2,5 mg L! h'l, 24h Licht 3,8 mg Lt h'l), so erhoht sich der Wert etwas, reicht jedoch
wahrscheinlich aufgrund der niedrigeren eingesetzten Lichtintensitdt nicht bis an die in der
Literatur angegebenen Werte heran.

Der Vergleich der Wachstumskurven ist erschwert, da die real herrschenden Lichtbedingungen
im Schiittelkolben nicht bekannt sind und Kultivierungssystem und Beleuchtungsgegebenheiten
ebenfalls oft nicht detailliert beschrieben sind bzw. nicht denen dieser Arbeit entsprechen.
Erstaunlich ist zudem, dass es bei der im Schiittelinkubator herrschenden sehr geringen Licht-
intensitit zu einem Wachstum kam, da der Wert mit 20 pmol m™s™' nach einigen Literatur-
angaben (Xue et al. 2011; Cogne et al. 2003) und der Modellanpassung in dieser Arbeit unter-
halb der Kompensationslichtintensitit liegt und somit kein Wachstum stattfinden sollte.
Eventuell ist dies ein Hinweis darauf, dass die Kompensationslichtintensitdt noch niedriger liegt,
wie es auch andere Publikationen angeben (Kebede und Ahlgren 1996; Lee et al. 1987).
Andererseits ist nicht genau bekannt, welche Lichtbedingungen real in der Zellsuspension im
Schiittelkolben vorherrschte, weshalb keinen reaktionskinetischen Aussagen aus der Kulti-

vierung in diesem System gezogen werden konnen.

Modellierung
Mit dem entwickelten Modell (Kapitel 5.1) wurde die Kultivierung von A. platensis im Schiittel-

kolben simuliert, die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt. Alle Parameter wurden aus der
Modellanpassung in Kapitel 5.1 (Umax = 2 d”', Ksy = 70 pmol m™ s™) und aus eigenen Messungen
(e=18L g'1 cm'l) tibernommen, auBer der Kompensationslichtintensitit Kg;. Diese musste von
30 auf 6 pmol m?2 s reduziert werden, um ein Wachstum bei der im Schiittelinkubator vorherr-
schenden geringen Lichtintensitit von 20 pmol m™?s™ zu realisieren und an die gemessenen
Werte der Biomassekonzentration und Wachstumsrate anzupassen.

Der Verlauf der Biomassekonzentration konnte nach Modellberechnung sehr gut nach der
erwihnten Reduktion der Kompensationslichtintensitit an die Messwerte angepasst werden. Die
Bereiche mit stationdrer Biomassekonzentration resultieren aus den Dunkelphasen von acht
Stunden, da dort kein Wachstum stattfindet. Die Simulation der Wachstumsrate liegt, abgesehen
von den Dunkelzyklen an denen p = 0, allerdings hoher als die aus den Biomassekonzentrationen
berechneten Werte. Die Werte aus den gemessenen Biomassekonzentrationen liegen niedriger,
da diese gemittelt iiber das Probenahmeintervall berechnet wurden, in welchem sich auch

Dunkelzyklen befanden. Im Durchschnitt liegen die gemessenen Werte auch um ein Drittel
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niedriger als die simulierten, was sich aus dem Verhiltnis der Hellzyklen zum gesamten
Beleuchtungszyklus ergibt (16 h zu 24 h).

Das Modell kann demzufolge neben der Simulation von phototrophen Kultivierungen im Flat-
Panel-Photobioreaktoren auch fiir solche im Schiittelkolben eingesetzt werden. Zu beachten ist
allerdings, dass bei der Modellierung eine Schichtdicke von 1 cm angenommen wurde. Dieses
Kriterium ist durch die Paraboloidbildung der Fliissigkeit im Schiittelkolben durch die Rotation

aber eigentlich nicht gegeben, wodurch es zu Abweichungen kommen kann.
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Abbildung 21: Modellierung Biomasse und Wachstumsrate im Schiittelinkubator

Biomassekonzentration BTM in g L und spezifische Wachstumsrate u in d”' von A. platensis PCC 9108 iiber der
Kultivierungszeit im Schiittelkolben (Minitron, Infors HT, Bottmingen, Schweiz), 30 °C, Beleuchtung mit
Leuchtstoffrohren im Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 h/8h mit einer auf dem Schiitteltablar resultierenden
mittleren Lichtintensitit von 21 umol m?*s” und Modellierung nach Kapitel 5.1 mit Parametern: po.,=2d",
Kgr= 70 umol m?s! d=1cm, Kx1 = 6 umol m?2s!

Bewertung

Insgesamt betrachtet, ist der Schiittelinkubator mit Leuchtstoffrohren aus folgenden Griinden
nicht fiir reaktionskinetische Untersuchungen geeignet. Erstens ist die Lichtintensitdt auf der
Fliache des Schiittlertablars heterogen verteilt und durch die Beleuchtung von oben ist eine Be-
schattung durch die Stopfen moglich. Zweitens kann nur eine duflerst geringe Lichtintensitit von
20 umol m™” s eingestellt werden, es ist keine Variation moglich. Es herrscht keine definierte

Schichtdicke in den Schiittelkolben durch die Paraboloidbildung der Fliissigkeit im Schiittel-
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kolben durch die Rotation (Winkler et al. 2014; Biichs et al. 2007) vor. Letztlich besteht neben
der manuellen Probenahme auch keine weitere Mess- und Aufzeichnungsmoglichkeit.

Es zeigte sich wihrend der Kultivierung von A. platensis in diesem System ein lineares Wachs-
tum und die Ableitung kinetischer GroBen ist aufgrund der undefinierten und nicht einstellbaren
Lichtbedingungen nicht moglich. Das System kann lediglich fiir die Stammhaltung eingesetzt

werden, da dort undefinierte Lichtbedingungen toleriert werden konnen.

5.3.2 Extern beleuchtete Blasensaule

Es wurde eine kommerzielle, extern beleuchtete Blasensdule (MS Photo 15, Umex GmbH,
Dresden, Deutschland) fiir die Kultivierung von A. platensis PCC 9108 in Zarrouk-Medium
getestet. Die Blasensdule besal3 ein Arbeitsvolumen von 1,2 L. und einen Durchmesser von
65 mm und wurde durch Begasung mit Druckluft durchmischt. Beleuchtet wurde die
Zellsuspension von auflen durch vier konzentrisch um die Blasensdule angeordneten
Leuchtstoffrohren, welche durch ein Potentiometer dimmbar waren. Im System war eine Reihe

von Sensorik zur online-Uberwachung der Kultivierung integriert (Temperatur, pH-Wert, pO,).

Charakterisierung der Beleuchtungseinheit

Die Verteilung der Lichtintensitidt im Kultivierungsraum der Blasensdule ist in Abbildung 22

dargestellt.

B Lichtintensitit in pmol m?s™

Abbildung 22: Lichtintensitiit im klassischem System Blasensiule

Foto der verwendeten Blasensidule (A) und Lichtintensitét in pmol m?s? (B) in verschiedenen Hohen und Quer-
schnittspunkten (Ellipsen) der in dieser Arbeit verwendeten Blasensdule nach Lumani (2014); der im System inte-
grierte Lichtsensor (roter Kreis) zeigte bei geschlossenem Lichtmantel eine Lichtintensitit von 120 umol m? s an
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Es zeigte sich, dass die Lichtintensitédt innerhalb der Blasensdule stark variierte, besonders iiber
die Hohe des Reaktionsraumes. Im mittleren Bereich schien die Lichtintensitdt unter Beriick-
sichtigung einer Messwertschwankung von ca. 10 % iiber den Blasensidulenquerschnitt (Ellipsen)
ungefdhr konstant zu sein. Zum Boden und Kopfraum der Blasensédule hin nahm die Licht-
intensitit deutlich um bis zu 69 bzw. 45 % ab. Verursacht wurde dies wahrscheinlich durch den
zunehmenden verschattenden Einfluss vom Aufbau oben und unten am Reaktionsraumund
abnehmender Lichtintensitdt hin zu den Fassungspunkten der Leuchtstoffrohren. Hier nicht
dargestellt, aber unter Kultivierungsbedingungen zutreffend ist, dass ebenso zum Zentrum der
Blasensdule hin durch die zunehmende Entfernung von den Lichtquellen als auch die zu-
nehmende Biomassekonzentration die Lichtintensitdt abnimmt (Kapitel 2.3). Der im Lichtmantel
integrierte Lichtsensor (Abbildung 22 roter Kreis) zeigte zum Messzeitpunkt eine hohere
Lichtintensitdt von 120 umol m?2 s an. Dies war zu erwarten, denn der Sensor ist ca. 5 cm ent-
fernt von der AuBenhiille der Blasensdule angebracht, die gezeigten Messwerte wurden im
Inneren der Blasensédule ermittelt. Beide Lichtsensoren zeigten am selben Messpunkt unter-
schiedliche Werte an. Der integrierte Sensor zeigte einen ca. 10 % geringeren Wert an als der
transportable. Verursacht wurde dies dadurch, dass die Messkopfe unterschiedlich gestaltet sind.
Der integrierte Sensor besitzt einen halbkugelformigen Messkopf zur Aufnahme der Photonen,
der transportable einen planaren. Es werden also unterschiedliche Mengen von Photonen auf den

Detektor geleitet und unterschiedliche Messsignale sind die Folge.

Kultivierung
In Abbildung 23 und 24 ist der Verlauf der Kultivierung von A. platensis in der Blasensédule

dargestellt. Alle Messdaten sind in einer Tabelle im Anhang 3.2 zu finden. Wihrend der
Kultivierung in der Blasensdule stellte sich eine Wachstumsrate von 1,06 d' ein und ein
exponentieller Verlauf der Biomassekonzentration war bis ca. 70 h zu erkennen. Danach
verringerte sich die Wachstumsrate auf 0,02 d! und es fand lineares Wachstum mit einer
Zuwachsrate von ca. 7mgL'h’' statt. Der Effekt der Verdunstung auf die
Biomassekonzentration bei Blasensidulenkultivierungen durch die hohen Begasungsraten, die
hohe Temperatur und der lange Kultivierungszeitraum ist zu beachten, eventuell kommt es zu
geringfiigig hoheren Biomassekonzentrationen durch die Verdunstung.

Der pH-Wert stieg im Zuge des Wachstums bis 75 h Kultivierungszeit von pH 8,9 auf 10,4 an.
Danach war bis zum Ende der Kultivierung ein leichter Abstieg auf pH 10 zu verzeichnen.
Vermutlich wird die Alkalisierung durch den Verbrauch der Néhrstoffe Carbonat und Hydrogen-
carbonat hervorgerufen. Diese stehen in einem Gleichgewicht, wobei das Konzentrationsverhalt-

nis der beiden Ionen den pH-Wert beeinflusst; dieser Zusammenhang wird durch die Henderson-
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Hasselbalch-Gleichung (pH = pKg +1g

Cco2-
H

. ) beschrieben. Demnach wird mit einem
(of6]

3

pKs = 10,4 nach 75 h Kultivierungszeit der pKs-Wert erreicht und beide Carbonatformen liegen

somit in gleicher Konzentration vor.
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Abbildung 23: Biomasse, pH-Wert, Wachstumsrate der Kultivierung in der Blasenséule

Biomassekonzentration BTM in g L', pH-Wert und spezifische Wachstumsrate u in d”' von A. platensis PCC 9108
iber der Kultivierungszeit in der Blasensidule (MS Photo 15, Umex GmbH, Dresden, Deutschland), 30 °C, 45 NL h'!
Begasung mit Druckluft, Beleuchtung kontinuierlich mit Leuchtstoffrohren mit einer resultierenden mittleren
Lichtintensitit von ca. 150 umol m™s™ (gemessen mittels integriertem Lichtsensor)

Die Carbonatkonzentration wurde mittels Teststreifen liber den gesamten Kultivierungszeitraum
bestimmt und war nachweislich ausreichend hoch (Daten nicht dargestellt). Der Carbonatgehalt
des Mediums sollte zur Bildung von 4,8 ¢ L' Biomasse ausreichend sein (Tabelle 11). In der
Literatur werden Carbonatverbrauchsraten von 0,3 g L' d”! fiir A. platensis angegeben (Sydney
et al. 2010), wonach rein rechnerisch auch erst nach 37,9 Tagen das im Medium enthaltene
Carbonat verbraucht sein sollte, eine Kohlenstofflimitation kann somit ausgeschlossen werden.
Hinzu kommt noch, dass ein zusitzlicher Eintrag an Kohlenstoff durch den Kohlendioxidgehalt
der zur Begasung eingesetzten Druckluft stattfand. Gasférmiges Kohlendioxid 16st sich sehr gut
bei dem hohen vorherrschenden pH-Wert (Kohlenstoff-Carbonat-Gleichgewicht, (Sigg und
Stumm 2011; Falkowski und Raven 1997)) und es wird vermutet, dass dieser Eintrag besonders
in der linearen Wachstumsphase ab 100 h Kultivierung den Carbonatverbrauch ausglich,

weshalb der pH-Wert konstant blieb. Die Carbonationen und der pH-Wert stehen zwar in einem
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Verhiltnis zueinander, jedoch handelt es sich um ein sehr komplexes System, was bei der Inter-

pretation beachtet werden sollte.

Tabelle 11: Konzentration der Carbonatformen und erreichbare Biomasse

Aufstellung der im verwendeten Zarrouk-Medium enthaltenen Konzentrationen an Carbonatspezies Carbonat und
Hydrogencarbonat und daraus resultierende Konzentration an Kohlenstoff und Biomasse in g L™

Konzentration Kohlenstoff- Theoretisch erreichbare
Carbonatform im Medium konzentration Biomassekonzentration’
gL! gL’ gL!
Carbonat CO5* 2,3 0,46 0.9
Hydrogencarbonat HCO3 9,9 1,95 39

' Annahme Ertragskoeffizient Y. = 0,5 nach Abschiitzung aus Literaturangaben fiir A. platensis (Lodi et al. 2005;

Cogne et al. 2003; Cornet et al. 1992a) und Phytoplankton (Fraga 2001)

Das Wachstum korrelierte mit dem abnehmenden Verlauf der Lichtintensitit, welche an der
Reaktorwand der Blasensdule gemessen wurde (Abbildung 24). Diese nahm bis zu einer Kulti-
vierungszeit von ca. 100 h progressiv ab und pegelte sich dann auf einem Niveau von ca.
83 umol m? s ein. Dies entspricht dem Verlauf, wenn erst eine ausreichende Lichtintensitit fiir
ein exponentielles Wachstum herrscht bis schlieflich die Selbstbeschattung der Biomasse so
groB3 ist, dass die Zellen nur noch lichtlimitiert und damit linear wachsen kénnen. Der GelGstsau-
erstoff im Medium wurde ebenfalls wihrend der Kultivierung in der Blasensédule aufgezeichnet,
es zeigten sich jedoch keine starken Verdnderungen (Abbildung 24). Durch den hohen
Begasungsstrom mit Luft wurden hier die geringen Anderungen durch die Sauerstoffproduktion
der Zellen wihrend der Photosynthese leider nicht sichtbar. Um dieses Signal erfassen zu
konnen, wire eine Stickstoffbegasung sinnvoll. Der Gehalt an Geldstsauerstoff betrug wihrend
der gesamten Kultivierungszeit 100-103 %, wodurch eine Sauerstoffakkumulation
ausgeschlossen werden kann.

Am Ausgang der Blasensdule war zur zusitzlichen Sensorik eine Abgasanalyse angeschlossen,
um Anderungen des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehaltes im Abgas zu detektieren. Diese
Werte (nicht dargestellt) zeigten jedoch ebenfalls iiber den gesamten Kultivierungszeitraum hin-
weg keine Anderungen. Die Sauerstoffproduktion der Zellsuspension war zu klein im gewihlten
Aufbau, eine Begasung mit Stickstoff zur besseren Detektion der niedrigen Signale wire von
Vorteil gewesen. Diese Annahme kann mit spiteren Daten aus der RAMOS-Kultivierung belegt
werden. Dort wurde z.B. eine Sauerstofftransferrate von 1,5 mmol L'h'bei #hnlicher
Lichtintensitdt detektiert. Mit der in der Blasensdule zur Durchmischung hoch gewdhlten
Begasungsrate von 45 NL h™' (entspricht einer Sauerstofftransferrate von ca. 430 mmol L' h™)

erhoht sich das Sauerstoffsignal um 0,35 %. Diese geringe Signaldnderung kann bei Begasung
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mit Luft weder durch die Sauerstoffelektrode in der Zellsuspension noch durch die Abgasanalyse

detektiert werden, was die Begasung mit Stickstoff in Blasensdulen erklirt.
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Abbildung 24: Gelostsauerstoff und Lichtintensitiit der Kultivierung in der Blasensiule

Lichtintensitit I in pmol m™ s™' und Gelostsauerstoff pO, in % iiber der Kultivierungszeit wihrend Kultivierung von
A. platensis PCC 9108 in der Blasensdule (MS Photo 15, Umex GmbH, Dresden, Deutschland), 30 °C, Beleuchtung
kontinuierlich mit Leuchtstoffréhren mit einer resultierenden mittleren Lichtintensitit von ca. 150 umol m?s™
(gemessen mittels integriertem Lichtsensor)

Im Vergleich zur Kultivierung im Schiittelkolben wurde eine hdhere finale Biomassekonzentra-
tion von ca. 3,5 g Lt erreicht, da kontinuierlich mit hoherer Lichtintensitit und langer kultiviert
wurde. Im Vergleich zur Literatur ist der Verlauf des Wachstums #hnlich wie in
Blasensdulenkultivierungen anderer Autoren wie z.B. Chen und Zhang (1997). Die Zuwachsrate
von 7mg L™ h! ist geringfiigig niedriger als in anderen Publikationen von 9 mg L™ h™ (Chen
und Zhang 1997), dort wurde allerdings auch eine geringfiigig hohere Lichtintensitit von
180 pmol m?s’! eingesetzt. Andere Autoren publizierten ebenfalls hohere Zuwachsraten im
Bereich von bis zu 10 mg L™ h™', wobei dort auch eine geringfiigig hdhere Lichtintensitit von
156 umol m? s angegeben wurden (Rodrigues et al. 2010). Dem gegeniiber wurden auch
Zuwachsraten von 10mg L' h" im 1 L Riihrreaktor und bei einer Lichtintensitit von ca.
40 pumol m?s1 publiziert (Sydney et al. 2010). Es zeigt sich hier erneut, dass der Vergleich mit

Literaturdaten aufgrund der fehlenden Angaben zur Beleuchtung duferst schwierig ist.
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Insgesamt betrachtet verlief die Blasensdulenkultivierung dhnlich wie in der Literatur beschrie-
ben. Die Ableitung rektionskinetischer Groflen ist geringfiigig besser moglich als aus Schiittel-
kolbenkultivierungen. Es konnen im verwendeten Blasensdulenaufbau verschiedene Licht-
intensitdten appliziert und diverse Signale abgegriffen werden. Dem gegeniiber steht der grof3e
Durchmesser der Blasensdule sowie der gekriimmte Reaktionsraum, welche die Beschreibung

des Lichtgradienten und die Ableitung reaktionskinetischer Aussagen erschweren.

Modellierung

Die Kultivierung von A. platensis in der Blasensdule wurde mit dem entwickelten Modell
(Kapitel 5.1) simuliert, die Ergebnisse der Berechnung sind in Abbildung 25 dargestellt. Alle
Parameter wurden aus der Modellanpassung in Kapitel 5.1 (Umax =2 d'l, Ksr =70 pmol m? s'l)
und eigenen Messungen (¢ = 1,8 L g cm™) sowie der angepassten Kompensationslichtintensitit

aus der vorhergehenden Modellierung des Wachstums im Schiittelkolben (Kg; = 6 pumol m™s™)

tibernommen.
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Abbildung 25: Modellierung Biomasse und Wachstumsrate in der Blasenséule

Biomassekonzentration BTM in g L' und spezifische Wachstumsrate u in d”' von A. platensis PCC 9108 in der
Blasensdule (MS Photo 15, Umex GmbH, Dresden, Deutschland), 30 °C, kontinuierliche Beleuchtung mit
Leuchtstoffrohren mit einer mittleren Lichtintensitit von 150 pumol m™s™ und Modellierung nach Kapitel 5.1 mit
Parametern: [, = 2 d! Kg=70 pmol m?s! d=65mm, Kx1 = 6 umol m?2s!

83



Ergebnisse und Diskussion Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

Die Modellierung zeigt Abweichung zu den Messwerten. Der berechnete Verlauf der Bio-
massekonzentration liegt deutlich unter den Messwerten, da die Wachstumsrate bereits deutlich
frither abfillt. Diese Abweichung erscheint logisch, wenn man bedenkt, dass das genutzte
Modell fiir Flat-Panel-Photobioreaktoren entwickelt wurde, bei denen ein rechteckiger Reak-
tionsraum gegeben ist. In einer Blasensdule besteht der Reaktionsraum jedoch aus einem Zylin-
der mit gekriimmter Bestrahlungsfliche, so dass das verwendete Absorptionsmodell nach
Lambert-Beer keine befriedigende Beschreibung der Verhiltnisse liefert. Die Bestrahlungsflidche
nimmt bezogen auf die eingestrahlte Lichtintensitét, ohne Beriicksichtigung der Absorption, vom
Rand zur Mitte der Blasensdule hin zu. Im Inneren konnten also lokal hohere Lichtintensititen
und eine damit verbundene hohere Wachstumsrate vorherrschen. Es miissten andere Absorp-
tionsmodelle fiir zylindrische Systeme (z.B. Evers 1991; Cornet et al. 1992b; Franco-Lara et al.
2006) angewendet werden, um gezielter die Lichtverhiltnisse in der Blasensdule zu simulieren.
Ebenso sind Niahrstoff- und pH-Limitationen im Modell nicht beriicksichtigt, welche bei langen

Kultivierungszeiten wie in der Blasensédule durchaus eintreten konnen.

Bewertung

Die Blasensidule bietet Sensorik, weist jedoch Nachteile fiir wachstumskinetische Untersuchun-
gen auf. Die Sauerstoffsensorik in Kombination mit einer hohen Begasungsrate mit Luft zur
Durchmischung ist nicht befriedigend, eine Stickstoffbegasung wire notwendig. Die Leucht-
stoffrohren bieten eine variable Beleuchtung mit Lichtintensititen von bis zu 150 pmol m?s™
was keine Untersuchung im Bereich der Sattigung und Inhibition erlaubt. Die Blasenséule besitzt
einen gro3en Durchmesser, wodurch ein starker Lichtgradient im Reaktionsraum auftritt, so dass
undefinierte Hell-Dunkel-Zyklen fiir die Zellen die Folge sind. Ein weiterer Nachteil ist, dass fiir

einen kontinuierlichen Betrieb groe Volumina an Medium notwendig wiren.

5.3.3 Fazit

Die Kultivierung von A. platensis in den klassisch mit Leuchtstoffrohren beleuchteten Systemen
Schiittelinkubator und Blasensdule ist moglich. Der Schiittelinkubator bietet aber nur unzu-
reichende Analyse- und Beleuchtungsmoglichkeiten (Heterogenitidt der Lichtverteilung, keine
variable und zu geringe Lichtintensitit). Die Blasensdule realisiert ebenfalls keine Bedingungen
fiir kinetische Experimente (Heterogenitidt der Lichtverteilung, variable aber zu geringe Licht-
intensitdt). Die Lichtintensitidt im Reaktionsraum kann in beiden Systemen aufgrund der Geo-
metrie nur unter grofem Aufwand modelliert werden. Die reaktionskinetische Untersuchung
phototropher Organismen ist in den klassischen Systemen nicht moglich, es muss in weiterent-

wickelte Systeme iibergegangen werden.

84



Entwicklung Photobioreaktorsystem zur reaktionskinetischen Untersuchung Ergebnisse und Diskussion

5.4 Entwicklung des CultiLux

Das Schiittelinkubatorsystem RAMOS ist fiir Experimente mit Schiittelkolben mit online-
Analytik der Sauerstoff- und Kohlendioxidtransferraten ausgelegt. Bisher konnten aber nur
heterotrophe Organismen im RAMOS kultiviert werden, da keine Beleuchtungseinheit existiert.
In der Literatur findet sich lediglich eine Publikation zur Kultivierung eines photosynthetisch
aktiven Organismus im RAMOS, wobei eine von den Autoren selbst entworfene Beleuchtung
der RAMOS-Kolben mit Leuchtstoffrohren von oben verwendet wurde (Rechmann et al. 2007).
Diese birgt zwei wesentliche Nachteile (Kapitel 5.2): erstens wird die Zellsuspension durch die
Sensoraufbauten auf den RAMOS-Messkolben verschattet. Zweitens kann nur eine
Lichtintensitiit (580 umol m™ s™') eingestellt werden.

In dieser Arbeit sollte deshalb eine modulare Beleuchtungseinheit (CultiLux) zum Einsatz im
RAMOS entwickelt werden, welche eine variable Beleuchtung bis zu hohen Lichtintensititen
von 2000 umol m>s” erlaubt. AnschlieBend wurde die entwickelte Beleuchtungseinheit
charakterisiert und die Temperatur in der Schiittelkolbenfliissigkeit untersucht, da die Installation
einer Lichtquelle in einem geschlossenen Inkubatorraum eine zusitzliche Wiarmeenergiequelle
darstellt. Danach wurde das RAMOS mit der Beleuchtungseinheit CultiLux zur Kultivierung des
Cyanobakteriums A. platensis eingesetzt (Kapitel 5.5).

5.4.1 Konzeption

Es wurde ein neues Beleuchtungskonzept fiir das RAMOS mit den folgenden Eigenschaften ent-
worfen und anschliefend aufgebaut. Die Beleuchtung der Schiittelkolben wurde von unten
realisiert (Abbildung 26A) um Verschattung durch die Sensoraufbauten zu vermeiden und eine
moglichst groBe Fliache des Fliissigkeitsvolumens im Schiittelkolben zu beleuchten. Eine
Aussparung zwischen Kolbenboden und Schiitteltablar wurde vorgesehen, diese ermdglicht
Einsatz von Dimm- oder Diffusormaterialien sowie, wenn gewiinscht, Filtermaterialien fiir
bestimmte Wellenldngenbereiche Ebenso kann in diesem Zwischenraum Zirkulation zur
Wirmeabfuhr stattfinden.

Es wurde eine kreisformige Anordnung von sechs in Reihe geschalteten LED festgelegt
(Abbildung 26B, C), welche auf eine Edelstahlplatte durch thermisch leitenden Spezialkleber
fixiert wurden. Dies ermoglicht einen Abtransport der bei der elektrischen Versorgung der LED
entstehenden Wirme iiber das Schiitteltablar. Diese Anordnung reprisentiert ein LED-Panel.
Zwei LED-Panel konnen immer parallel iiber ein Potentiometer angesteuert werden (Abbildung
26B), was fiir Doppelbestimmungen von Vorteil ist. Die Einstellung der Lichtintensitét erfolgt

iber ein Potentiometer, welches mit einem digitalen Display versehen ist, um eine reproduzier-
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bare Einstellung zu ermoglichen. Spiter ist eine elektronische Ansteuerung iiber die RAMOS-
Software vorgesehen.

Es wurden warmweile LED zur Beleuchtung ausgewihlt, da diese Dioden Photonen iiber
nahezu den gesamten Wellenlidngenbereich emittieren, welche fiir photosynthetisch aktive Or-
ganismen von Interesse sind (PAR-Strahlung 400 - 700 nm, Kapitel 2.2). Mit den gewéhlten
LED ist es moglich, den Grof3teil der Absorptionsmaxima der existierenden Photosynthese-
pigmente wie Chlorophylle (430 - 450 nm, 640 - 690 nm) und Phycobiliproteine (500 - 650 nm)
anzuregen (Abbildung 26D). Bakterienchlorophylle, die im Bereich von 400 - 750 nm absorbie-
ren, konnen ebenfalls angeregt werden; falls Wellenldngen im Bereich von UV oder Infrarot be-
notigt werden, konnen entsprechende LED auch leicht auf diesem Panel installiert werden.

Der realisierte Gesamtaufbau der modularen Beleuchtungseinheit CultiLux fiir die acht
RAMOS-Messkolben und die sechs Referenzplitze ist in Abbildung 26F dargestellt. Die
Steuerbox (Abbildung 26E) ermdglicht die separate Einstellung fiir die jeweiligen Kolbenplitze

mit Schaltern fiir Stromzufuhr und den Potentiometern fiir die Einstellung der Lichtintensitéten.

5.4.2 Charakterisierung Beleuchtungseinheit

Bereich der Lichtintensitiit

Die Einstellung der Lichtintensitdt von zwei gekoppelten LED-Panels kann iiber das Potentio-
meter und Einsatz verschiedener Dimmmaterialien im Bereich von 0 bis zu 2300 umol m?s’
(gemittelt iber die LED-Panel-Fliche) variabel eingestellt werden. Die Halbleiterstruktur im
Aufbau der LED bedarf einer bestimmten Spannung, um Photonen zu emittieren, welche die
minimale Potentiometerstellung bedingt, woraus eine Lichtintensitit von 340 umol m™ s™ resul-
tiert. Die Lichtintensitit kann allerdings durch den Einsatz von Dimmmaterialien wie Plexiglas,
speziellen Textilien oder Papier noch weiter verringert werden (Tabelle 12). So ist es z.B. mit 2
oder 4 mm weillem Plexiglas moglich, die Lichtintensitdt bei maximaler Potentiometerstellung
um 35 bzw. 57 % zu senken. Mittels handelsiiblichem Druckerpapier ldsst sich ebenfalls eine
gute Dimmung um ca. 67 % erreichen. Bei niedriger Potentiometerstellung kann die Ausgangs-
intensitdt und den genannten Dimmmaterialien um 92 - 96 % reduziert werden, womit auch die
unteren Bereiche der Lichtintensitdt zur Untersuchung der Kompensation mit den gewéhlten
Hochleistungs-LED realisiert werden konnen. Der einstellbare Bereich der Lichtintensitit im
CultiLux deckt somit in etwa die Lichtintensitdten ab, welchen phototrophe Organismen auch in
der Natur ausgesetzt sind: von stark gedimmtem Licht unter der Wasseroberfliche bis hin zu
exponiertem Sonnenlicht. Zum Vergleich: die Solarkonstante betriigt ca. 1368 W m™, was einer

Lichtintensitiit von ca. 6000 pmol m™ s™' entspricht (Xue et al. 2011).
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Abbildung 26: CultiLux-Beleuchtungseinheit fiir das RAMOS

Seitenansicht der Anordnung mit 1 - Sensorkopf mit Sauerstoff-, Drucksensor und Gasaustausch, 2 - Zellsuspension
im Schiittelkolben, 3 - Diffusor-/Dimmelemente, 4 - Schiittelkolbenhalterung, 5 - LED-Panel (A); Schaltplan (B);
Anordnung der LED (markiert durch schwarze Kreuze) auf einem LED-Panel (C); Wellenlingenspektrum der
verwendeten warm-weiflen LED (D); Steuerbox (E); finaler Aufbau auf RAMOS-Schiitteltablar (F)
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Die Konstante ist allerdings ein langjdhriges Mittel iiber den alternierenden Abstand zwischen
Erde und Sonne ohne Beriicksichtigung von atmosphérischen FEinfliissen wie Wetter
(Bewolkung, Nebel, Smog), weshalb die real auf die phototrophen Organismen wirkende
Lichtintensitdt meist unterhalb der Solarkonstante liegt. Von Interesse ist bei Experimenten zur
Untersuchung der Photoinhibition sicherlich lediglich der untere Bereich dieser Stresssituation
bis 2000 pmol m™ s™'. Fiir Arthrospira spp. werden z.B. Lichtintensititen iiber 1300 ymol m?s™
als stark inhibierend beschrieben (Xue et al. 2011). Die Beleuchtungseinheit bietet demzufolge
ausreichend variable Lichtintensitdten zur Untersuchung des gesamten Bereichs von der
Kompensation bis zur Photoinhibition.

Zusitzlich zur Einstellung variabler Lichtintensitdten ist es mit der aufgebauten Beleuchtungs-
einheit sehr leicht moglich, zwischen dem Kolbenboden und den LED Filtermaterialien einzufii-
gen, um bestimmte Wellenldngenbereiche der von den LED emittierten Photonen zu filtern, falls
Experimente mit z.B. Rotlicht gewiinscht sind. Alternativ ist es auch moglich, die LED auf dem
Panel auszutauschen, wenn anders emittierende LED (wie z.B. farbige, UV- oder Infrarot-LED)
benotigt werden.

Lichtintensititen kommerzieller oder in der Literatur publizierter Eigenentwicklungen von Be-
leuchtungseinheiten fiir Schiittelinkubatorsysteme liegen meist, bedingt durch die Verwendung
von Leuchtstoffrohren, in Bereichen von 20 bis 580 pmol m> s"l, wobei beachtet werden muss,
dass nicht der genaue Messpunkt angegeben wurde (Kuhne et al. 2014; Rechmann et al. 2007).
Die Nutzung von LED ermdglicht weitaus hohere realisierbare Lichtintensititen sowie die Ap-
plikation der Beleuchtung vom Kolbenboden her, was einen wesentlichen Vorteil darstellt.
Andere Autoren verwenden ebenfalls bereits erfolgreich LED zur Kultivierung phototropher Or-

ganismen in Schiittelkolben (Cerff und Posten 2012; Cerft et al. 2009; Wang et al. 2007).

Tabelle 12: Dimmeffekt durch verschiedene Materialien

Mittlere erreichbarer Dimmeffekt in % bezogen auf maximal ohne Einbauten gemessene Lichtintensitét tiber einem
LED-Panel der Beleuchtungseinheit fiir das RAMOS in Abhéngigkeit verschiedener Potentiometerstellungen und
Dimmmaterialien

Potentiometer Dimm-/Diffusormaterial Dimmeffekt
%
Maximal Weilles Plexiglas 2 mm 35
Maximal Weilles Plexiglas 4 mm 57
Maximal Kommerzielles Druckerpapier 67
Minimal - 85
Minimal Weilles Plexiglas 2 mm 92
Minimal Weilles Plexiglas 4 mm 94
Minimal Kommerzielles Druckerpapier 96
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Verteilung Lichtintensitit iiber Kolbenboden

Die Verteilung der Lichtintensitdt iiber den Kolbenboden wurde charakterisiert. Die Licht-
intensitidt wurde dazu iiber einem LED-Panel direkt auf dem Boden eines leeren Schiittelkolbens
an verschiedenen Punkten iiber der Fliche gemessen. Die Resultate in Abhiingigkeit verschiede-
ner Potentiometerstellungen und Einsatz von Dimmmaterialien sind in Abbildung 27 dargestellt.
Die Verteilung der Lichtintensitit iiber der Kolbengrundfldche war sehr heterogen, besonders bei
hohen Lichtintensitdten, was daraus resultiert, dass LED punktformige Lichtquellen darstellen.
Bei minimaler Dimmung (Abbildung 27A) wird im Zentrum des Kolbenbodens (x =0; y =0)
direkt iiber der zentralen LED eine Lichtintensitit von ca. 4300 umol m™ s erreicht, welche
dann an den Positionen auf und zwischen den weiteren LED von 2500 pmol m™ s auf ca. 900 -
1500 pmol m™?s™ im #uBeren Bereich abnahm. Wihrend maximaler Dimmung (Abbildung
27B) wurden im Vergleich dazu 520, 450 und 130 - 230 umol m?s” an den 0.g. Positionen
ermittelt. Bei Einsatz von 2 mm Plexiglas (Abbildung 27C, D) wurde die Lichtintensitidt weiter
verringert und diffuser. Besonders auffillig war die Reduktion der zentralen hohen
Lichtintensitét iiber dem Zentrum der Kolbengrundfliche und Vereinheitlichung der kreisférmig
umliegenden LED.

Andere spezielle Diffusortextilien und -systeme, wie sie im Handel fiir Lichtdecken oder Foto-
grafie erhiltlich sind (z.B. Ronor™, Lidesys), konnten noch weitere Verbesserung der Homoge-
nitdt der Lichtverteilung bewirken. Ebenso wire eine Vergrolerung des Abstandes zwischen
Kolbenboden und LED-Panel denkbar, da dann der Abstrahlwinkel (120 °) der LED genutzt
wird, was jedoch mit Verringerung der Intensitit und mehr Platzbedarf einhergeht.

Es konnte festgestellt werden, dass das CultiLux wesentlich klarer definierte Bedingungen hin-
sichtlich der Beleuchtung zur Verfiigung stellt als kommerzielle Schiittelinkubatoren
(Kapitel 5.3) und die Beleuchtungsmoglichkeit des RAMOS mit Leuchtstoffrohren von oben
(Rechmann et al. 2007). In der Literatur werden nur sehr selten detaillierte Messungen zur
Lichtverteilung iiber dem Reaktionsraum angegeben wie z.B. bei Krujatz et al. (2015) oder
Krautwer (2013). Einige Autoren beschreiben wenigstens verbal den Aufbau der
Beleuchtungseinheit und schneiden das Thema der heterogenen Lichtverteilung durch die
punktformigen LED an (Cuaresma et al. 2009; Nedbal et al. 2008; Lee und Palsson 1994).
Anderen in der Literatur gezeigten LED-Beleuchtungsmoglichkeiten von unten, entwickelt z.B.
von Cerff und Posten (2012) und Cerff et al. (2009), ist das CultiLux in Verbindung mit dem
RAMOS dadurch iiberlegen, dass ein Beobachten von Wachstumsvorgéingen im Schiittelkolben

online moglich ist.
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Abbildung 27: Verteilung der Lichtintensitit im Kolben iiber einem CultiLux-LED-Panel

Lichtintensitit in pmol m?s™ von sechs kreisférmig angeordneten LED auf einem LED-Panel iiber der Kolben-
grundfliche (kreisformiger Bereich) mit Mittelpunkt (x = 0; y = 0); Potentiometerstellung maximal, kein Dimm-

material (A); Potentiometerstellung minimal, kein Dimmmaterial (B); Potentiometerstellung maximal, 2 mm Plexi-
glas (C); Potentiometerstellung minimal, 2 mm Plexiglas (D)

5.4.3 Untersuchung der Temperaturerhohung durch Beleuchtung

Nach der Charakterisierung der Beleuchtungseinheit wurde das System mit kontinuierlicher Be-
leuchtung iiber einen bestimmten Zeitraum betrieben, wobei keine Temperaturabweichungen im
Inkubatorraum durch das interne Temperaturmesssystem des RAMOS detektiert wurden. Aller-
dings wurde festgestellt, dass sich trotzdem die Temperatur der Fliissigkeit innerhalb der
Schiittelkolben erhohte. Es wurde deshalb untersucht, welchen Einfluss die Beleuchtung in
Abhingigkeit verschiedener Lichtintensititen, Inkubatortemperaturen und Hell-Dunkel-Zyklen

auf die Temperatur der Schiittelkolbenfliissigkeit hat. Dies ist von groBem Interesse, da
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Temperaturanderungen erstens Einfluss auf die Stoffwechselvorginge der Zellen sowie zweitens
auf die Druckverhéltnisse und damit verbundene Gasanalytik im RAMOS haben.

Die Untersuchung fand mit Wasser als Modellmedium statt, wobei die RAMOS-Messkolben
anhand des erstellten Versuchsplans unterschiedlichen Bedingungen bzgl. Lichtintensitit,
Inkubatorsolltemperatur und Belichtungszeit ausgesetzt wurden, wihrenddessen die Temperatur
der Kolbenfliissigkeit aufgezeichnet wurde. Abweichungen der Temperatur der
Kolbenfliissigkeit von der Inkubatorsolltemperatur (Tabelle 13) wurden ermittelt und der Verlauf
des Experiments Nr. 3 ist fiir eine Belichtungszeit von 1,5h und einer Lichtintensitit von
2300 pmol m?s’! exemplarisch dargestellt (Abbildung 28).

Es ist ersichtlich, dass erwartungsgeméll ohne Beleuchtung keine Temperaturabweichung mess-
bar war (Abbildung 28 grauer Bereich). Im Gegensatz dazu stieg bei Beleuchtung (Abbildung 28
weiller Bereich) die Temperatur in der Schiittelkolbenfliissigkeit um bis zu 4,4 K im Vergleich
zur Inkubatorsolltemperatur an. Mit abnehmender Lichtintensitdt und Beleuchtungszeit wurde
die Abweichung geringer, wobei man davon ausgehen kann, dass bei Beleuchtungszeiten von
unter 0,5 h noch kein Gleichgewicht der Erwarmung stattgefunden hat. Bei Beleuchtung stellte
sich nach ca. 1 h (mit Erwdrmung von ca. 0,08 - 0,16 K min"! im linearen Bereich) Beleuch-

tungszeit ein Gleichgewicht ein.

Tabelle 13: Temperaturabweichung im RAMOS-CultiLux

Temperaturabweichung A T in K in der Schiittelkolbenfliissigkeit im RAMOS-CultiLux in Abhéngigkeit der Para-
meter Inkubatortemperatur Ty, in °C, Beleuchtungszeit t; ., in h und Lichtintensitdten I in pmol m?s?

Tson tLicht I AT
Nr. °C h pmol m?2s™! K
1 30 0,5 0 0
2 20 0,5 2300 3,5
3 30 1,5 2300 4,4
4 25 1 1150 1,4
5 25 1 1150 1,5
6 20 1,5 1150 1,4

Es wurde anschlieBend eine Modellregression anhand des komplettierten Versuchsplans
vorgenommen und ein lineares Modell mit allen untersuchten Parametern mit hohem

Bestimmtheitsmal} von 0,97 fiir den Untersuchungsbereich festgelegt.

AT = —2,736 + 0,00871 - Ty + 0,04286 - t}icne + 0,04429 - 1 Glg. 19

Formel mit: Temperaturabweichung AT in K, Inkubatorsolltemperatur T, in °C, Beleuchtungszeit ti;, in h,
Lichtintensitit I in pmol m™s™".
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Abbildung 28: Temperaturverlauf im RAMOS-Kolben mit CultiLux-Beleuchtungseinheit

Zeitlicher Verlauf der Temperaturabweichung in K vom Sollwert in der Schiittekolbenfliissigkeit (Wasser) im
RAMOS mit Beleuchtungseinheit CultiLux ohne (grauer Bereich) und mit Beleuchtung (weiler Bereich) mit einer
Lichtintensitit von 2300 pmol m™” s™

Das Modell zeigt die groflte Beeinflussung der Zielgroe AT durch den Parameter Lichtintensi-
tat. Einen geringen Einfluss iibt die Inkubatorsolltemperatur aus (Abbildung 29). Dabei war
interessant, dass je niedriger die Solltemperatur des Inkubators war, desto niedriger war auch die
Abweichung der Kolbenfliissigkeitstemperatur. In diesem Zustand funktioniert der Wéarmeab-
transport aus dem Inkubatorraum wahrscheinlich besser. Die Temperaturregelung des RAMOS
funktioniert so, dass permanent die Luft des Inkubatorraumes iiber einen Kiihlkorper geleitet und
auf eine Temperatur, welche durch den externen Kiihlkreislauf vorgegeben ist, gekiihlt wird. Bei
Bedarf wird mit einer elektrischen Heizung die Luft erwidrmt. Wird nun im Falle einer
niedrigeren Solltemperatur als der umgebenden Raumtemperatur die meiste Zeit keine Heizung
geschaltet, sondern permanent gekiihlt, kann die durch die Beleuchtung zusitzlich eingebrachte
Wiirme besser abtransportiert werden als unter Bedingungen die iiber der Raumtemperatur liegen

und die Heizung zusitzlich in Betrieb genommen wird.
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Abbildung 29: Temperaturabweichung im RAMOS mit CultiLux

Zielgrofle Temperaturabweichung in K in der Schiittelkolbenfliissigkeit vom Sollwert in Abhéngigkeit der Para-
meter Lichtintensitit und Inkubatortemperatur (A) und Lichtintensitit und Beleuchtungszeit (B)

Die Temperaturabweichung der Kolbenfliissigkeit von der eingestellten Inkubatorsolltemperatur
ist diesen Ergebnissen nach bei Beleuchtung nicht vernachléssigbar. Eine Temperaturdifferenz
von bis zu 4,4 K wurde detektiert, was einen betrachtlichen Einfluss auf den Stoffwechsel der
phototrophen Organismen haben kann. Ebenso kann die Messung des RAMOS beeintrichtigt
werden, da der Druck von der Temperatur abhingig ist. Die vom System auf den eingestellten
Temperatursollwert abgestimmten Berechnungen fiir den Gastransfer weichen somit ab.

Grund fiir die Temperaturerhdhung ist das Einbringen der LED als eine zusitzliche Wirmequelle
ins System, was bereits friih von Autoren angemerkt wurde (Lee und Palsson 1994), jedoch
selten bei Photobioreaktoranwendungen mit LED beachtet wird. Einerseits geben die LED auf
ihrer Kontaktierungsseite Energie ab, andererseits bewirken die von den LED emittierten Photo-
nen, wenn diese auf die Wasserdampfmolekiile im Kolbenkopfraum treffen, eine Energiedissi-
pation ebenfalls in Wirme. Die resultierende Wirme steigert wiederum die Entstehung von Was-
serdampf im Kolbenraum und noch mehr Wasserdampfmolekiile treten in Wechselwirkung mit
den eingebrachten Photonen, die Aufheizung nimmt zu. Dieser Vorgang ist auch als Treibhaus-
effekt bekannt, zumal Wasserdampf als eines der entscheidendsten Gase fiir das Vorantreiben
des Treibhauseffekts gilt (Jacob 1999). Die Wirmeproduktion durch den Stoffwechsel der Zellen
kommt hinzu. Die Photosysteme sind in der Lage zum Schutz in bestimmtem Maf iiberschiissige
Energie der Bestrahlung mit Photonen in Wérme zu dissipieren (Stryer 2012). Dies wird

besonders in Experimenten mit hohen Lichtintensititen zur Untersuchung der Photoinhibition

der Fall sein.
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Die einfachste MaBBnahme wire eine entsprechende Reduktion der Inkubatortemperatur, was
jedoch nur eine temporire Hilfslosung darstellt und spitestens bei Experimenten mit Hell-
Dunkel-Zyklen werden Probleme auftreten, da sich in der Dunkelphase die Kolbenfliissigkeit auf
den niedrigeren Wert abkiihlen wiirde. Glinstiger erscheinen Verbesserungen am Design des
Kiihlsystems zum Abtransport der zusitzlich eingebrachten Wirme. Dies konnte z.B. mit einer
Verbesserung der Luftzirkulation oder durch passive (Metallkiihlkorper unter LED) oder aktive
Kiihlelemente (Kiihlkreislauf unter den LED) innerhalb des Inkubatorraumes geschehen, um den
Wiirmeabtransport iiber das Schiitteltablar zu erhohen.

Es bleibt noch zu kldren, was geschieht, wenn kiirzere Beleuchtungszeiten appliziert werden.
Rein hypothetisch sollte sich bei hochfrequenten Hell-Dunkel-Zyklen eine mittlere resultierende
Lichtintensitdt mit dementsprechender Temperaturerhohung einstellen (Kapitel 2.3).

Insgesamt betrachtet darf der Einfluss der Temperaturerhohung auf die Zellen durch die Be-
leuchtung nicht unterschitzt werden, da Anderungen der Wachstumsrate sowie Zellzusammen-
setzung die Folge sind (Sili et al. 2012; Torzillo et al. 1986; Torzillo et al. 1984, Kapitel 2.1).
Reaktionskinetische Aussagen bzgl. der Abhingigkeit des Wachstums von der Lichtintensitét

konnten durch den unbekannten Temperatureinfluss falsch interpretiert werden.

54.4 Fazit

Es wurde eine Beleuchtungseinheit (CultiLux) fiir das RAMOS mit LED zur Realisierung photo-
tropher Kultivierungen mit variablen Lichtintensititen von bis zu 2300 umol m™s™ entwickelt.
Die Lichtverteilung des CultiLux ist durch die eingesetzten punktformigen LED-Lichtquellen
jedoch heterogen iiber dem Reaktionsraum verteilt. Zusétzlich konnte eine Temperaturerh6hung
von bis zu 4,4 K in der Schiittelkolbenfliissigkeit durch die Beleuchtung mit einer Lichtintensitét

von 2300 umol m™~ s detektiert werden. Hier miissen noch GegenmaBnahmen ergriffen werden.
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5.5 Kultivierung im RAMOS-CultiLux

Das RAMOS mit der charakterisierten Beleuchtungseinheit CultiLux wurde zur Kultivierung des
Modellorganismus A. platensis eingesetzt. Die Kultivierung wurde unter kontinuierlicher Be-
leuchtung bei unterschiedlichen Lichtintensititen, sowie Hell-Dunkel-Zyklen und photomixo-
trophen Bedingungen durchgefiihrt. Es sollte dabei getestet werden, ob die Sensorik des
RAMOS zur Detektion der Photosynthese in den genannten Szenarien geeignet ist. Die Rohdaten
der jeweiligen Kultivierungen sind in Anhang 3.3 zu finden und die Daten wurden in der Fach-

literatur veroffentlicht (Socher et al. 2015; Socher et al. 2014).

5.5.1 Kultivierung von A. platensis mit kontinuierlichem Licht

Sauerstoffbildung

Die Zellen von A. platensis konnten im RAMOS mit der entwickelten Beleuchtungseinheit Culti-
Lux photoautotroph unter kontinuierlicher Beleuchtung bei verschiedenen Lichtintensititen er-
folgreich kultiviert werden. Es wurden der Sauerstofftransfer (OT) und dessen Rate (OTR) mit
der RAMOS-Sensorik erfasst. Dabei sanken die OTR und der OT gemif3 den Konventionen bei
der Beschreibung der RAMOS-Messwerte auf negative Werte ab, was einer Sauer-
stoffproduktion entspricht. Positive Werte, wie sie bei heterotrophen Kultivierungen auftreten,
bedeuten Sauerstoffverbrauch. Der Kohlendioxidtransfer (CT) und dessen Rate (CTR) wiirden
bei Verbrauch in phototrophen Prozessen ebenfalls negative Werte zeigen, da vereinbarungs-
gemill Kohlendioxidbildung wie in heterotrophen Prozessen positive Werte bewirkt. Allerdings
zeigten der CT und die CTR erwartungsgemifl keine Werte wihrend der Kultivierung von
A. platensis, da die Zellen in einem stark alkalischen (pH 9 - 11) und Carbonat-haltigen Medium
wachsen. Das Kohlenstoffsubstrat liegt gelost vor und muss nicht in Form von Kohlendioxid
zugefiihrt werden und Kohlendioxid, welches moglicherweise wihrend der Respiration entsteht,
16st sich sofort wieder bei dem hohen pH-Wert im Medium und wird nicht in die Gasphase ab-
gegeben, wodurch kein CTR-Signal messbar ist.

Es wurde die Sauerstoffbildung von A. platensis bei Lichtintensititen von 75, 140, 440, 550,
635, 960 sowie 1300 umol m™s™ untersucht. Die Sauerstoffbildung ist in Form der OTR und
des OT in Abbildung 30 dargestellt. Lichtintensitiiten unter 140 pmol m™ s generierten nur sehr
geringe OTR-Signale und kaum Beschleunigung des Signals. Die OTR zeigten bei hoheren
Lichtintensititen ab 440 pumol m~s™ einen progressiv abnehmenden Verlauf bis zu einem
minimalen Wert; die Sauerstoffbildung beschleunigte sich durch das Wachstum. Dann wurde ein
Anstieg auf 0 mmol L'h! beobachtet, was bedeutet, dass weder Sauerstoffproduktion noch
Respiration mehr stattfand. Das erreichte OTR-Minimum war mit - 3,8 mmol L'h' bei

1300 umol m™ s am geringsten und die Beschleunigung der Abnahme am groBten.
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Abbildung 30: Sauerstoffbildung A. platensis im RAMOS-CultiLux kontinuierliches Licht

Sauerstofftransferrate OTR in mmol L™ h™! (A) und Sauerstofftransfer OT in mmol L! (B) wihrend der Kulti-
vierung von A. platensis PCC 9108 im RAMOS mit CultiLux-Beleuchtungseinheit (Zarrouk-Medium, 30 °C,
110 rpm) unter kontinuierlicher Beleuchtung mit verschiedenen Lichtintensititen in pmol m™ s (siehe Legende)
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Insgesamt betrachtet stieg mit steigender Lichtintensitit die Beschleunigung der OTR-Abnahme
und es wurden niedrigere Minima erreicht. Dies bedeutet, je mehr Photonen den phototrophen
Zellen zur Verfiigung stehen, desto schneller wachsen die Zellen, was sich in der Sauerstoff-
bildung und somit der detektierbaren OTR widerspiegelt.

Die Verldufe des Sauerstofftransfers OT zeigten bei sehr niedrigen Lichtintensititen unter
140 umol m™ s eine kontinuierliche Sauerstoffbildung, welche nach 100 h Kultivierungszeit
noch nicht beendet war; wohingegen bei den hoheren Lichtintensititen der OT ab dem Erreichen
des OTR-Minimums konstant blieb, d.h. kein Sauerstoff mehr gebildet wurde. Insgesamt wurden
bei den hoheren Lichtintensititen von 440 - 1300 umol m™? s jeweils final ca. 95 mmol L™

Sauerstoff gebildet. Dies deutet im Gegensatz zu vorherigen Interpretationen (Socher et al. 2014)

auf eine Néahrstofflimitation und nicht auf die Lichtlimitation durch Selbstbeschattung hin, da
rein stochiometrisch mehr Sauerstoff gebildet werden miisste. Aus dem im Medium enthaltenen
24 ¢ L' (200 mmol L") Kohlenstoff wiirden bei vollstandigem Umsatz des vorliegenden
Carbonat-Kohlenstoffs zu Kohlenhydrat dquimolar 200 mol L™ Sauerstoff entstehen. Auch die
Modellierung im folgenden Kapitel deutet auf einen Kohlenstofflimitation hin. Der Autorin sind
allerdings keine Quellen bekannt, die jemals eine Kohlenstofflimitation des Zarrouk-Mediums
erwihnen. Neben der Kohlenstofflimitationen kdnnten auch andere inhibierenden Effekte wie
z.B. des pH-Wertes noch viele weitere Faktoren die Sauerstoffbildung beeinflussen, diese
komplexen Zusammenhidnge kénnen an dieser Stelle nicht abschlieBend gekldart werden; hier
miissten noch weitere Untersuchungen erfolgen.

Die aus der Sauerstoffbildung ermittelten Wachstumsraten sind in Abbildung 31 dargestellt. Die
erreichten maximalen Werte stiegen mit steigender Lichtintensitit und sind in den ersten
Stunden der Kultivierung am hochsten. Die hochste Wachstumsrate von 1,75 d' wurde bei
1300 pmol m? s erreicht, was den Werten von Xue et al. (2011) entspricht. Diese Beobachtung
steht den vielen Literaturangaben zu Photoinhibition bei derlei Lichtintensititen (Tabelle 1) ent-
gegen.

Durch die zunehmende Selbstbeschattung nimmt die Wachstumsrate kontinuierlich leicht ab,
bevor sie dann kurz nach Erreichen der minimale OTR-Werte, z.B. bei 1300 umol m™s™' nach
einer Kultivierungszeit von ca. 45 h stark abfillt, wahrscheinlich aufgrund der oben be-
schriebenen Kohlenstofflimitation. Bei den niedrigeren Lichtintensititen setzt der Abfall der
Wachstumsrate entsprechend dem spiteren Eintreten des OTR-Minimums ein. Bei den niedrigen
Lichtintensititen unter 140 pmol m™”s” zeigte sich analog kein starker Abfall der Wachs-
tumsrate, da dort auch noch keine Limitation des Wachstums durch Kohlenstoff auftrat, lediglich

die leichte Abnahme durch die Selbstbeschattung ist zu erkennen.
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Es wurden starke Schwankungen bei der Sauerstoffmessung festgestellt. Grund dafiir konnten
Anderungen der Luftfeuchte und Temperatur durch die Beleuchtung sein (Kapitel 5.4), da die
RAMOS-Sensoren sehr sensibel reagieren. Die Messung des Drucks und des Sauerstoffpartial-
druckes konnten beeinflusst gewesen sein.

Die ermittelten minimalen OTR von bis zu - 4 mmol L' h™! (Socher et al. 2014, Socher et al.

2015) liegen in der Groenordnung, wie sie fiir heterotrophe Pflanzenzelllinien wie Azadirachta

indica (Raval et al. 2003), Salvia fruticosa (Geipel et al. 2013) und Helianthus annuus (Geipel et

al. 2014) beobachtet wurde. Allerdings waren die Werte eine Groenordnung groBer als die
referierten Werte fiir photosynthetisch aktive Wolffia australiana (Rechmann et al. 2007) und

einer photomixotrophen Zelllinie von H. annuus (Geipel et al. 2014). Wahrscheinlich spiegeln

die unterschiedlichen Verhiltnisse der OTR die unterschiedlichen Wachstumsraten der
eingesetzten Organismen und unterschiedlich verwendeten Energiequellen (Saccharid und/oder
Licht) wieder. So besitzen phototrophe Pflanzenzelllinien ldngere Verdopplungszeiten im
Bereich von 1 - 3 Tagen (Wang 1990) verglichen mit 9 - 12 h fiir Arthrospira. Dadurch zeigen

Cyanobakterien einhergehend mit der hoheren Photosyntheseaktivitit stirkere OTR-Signale.
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Abbildung 31: Wachstumsrate A. platensis im RAMOS-CultiLux kontinuierliches Licht
Spezifische Wachstumsrate p in d”' wihrend der Kultivierung von A. platensis PCC 9108 im RAMOS mit CultiLux-
Beleuchtungseinheit (Zarrouk-Medium bei 30 °C, 110 rpm) unter kontinuierlicher Beleuchtung mit verschiedenen
Lichtintensititen in umol m~ s™ (siche Legende)

98



Entwicklung Photobioreaktorsystem zur reaktionskinetischen Untersuchung Ergebnisse und Diskussion

Modellierung

Das in Kapitel 5.1 entwickelte Modell wurde um die Sauerstoffproduktion zur Simulation der
OTR (Glg. 20) und des OT (Glg. 21) erweitert, wobei erstere aus dem Zusammenhang fiir den
Sauerstoffiibergang (Takors 2014; Chmiel 2006) hergeleitet wurde. So konnte die
Sauerstoffbildung fiir die Kultivierung im RAMOS mit CultiLux bei verschiedenen

Lichtintensitdten simuliert werden und ist in Abbildung 33 dargestellt.

dCO
2 = Ka- (couL"=Co,1) + Yo, 1
dt x
dco, 1.
TR 0d.h.OTR = OPR = Yo, " p- ¢y Glg. 20
X

t
OT = j OTR dt
0 Glg. 21

Formeln mit: Sauerstoffkonzentration in der Liquidphase ¢, in mmol L™, gesittigte Sauerstoffkonzentration in der
Liquidphase COZ,L* in mmol L, flichenbezogener Sauerstofftransportkoeffizient kja in h”', Ausbeutekoeffizient
Yoo i 02 gx’l, spezifische Wachstumsrate p in h'!, Biomassekonzentration ¢, in g L', Zeit t in h, Sauerstofftrans-
ferrate OTR in mmol L™ hl, Sauerstoffproduktionsrate OPR in mmol L'h',

Desweiteren wurde das in Kapitel 5.1 entwickelte Modell um das Kohlenstoffsubstrat erweitert
unter der Annahme, dass anorganischer Kohlenstoff der einzige mineralische Néhrstoff im

System ist, der das Wachstum limitiert (Glg. 22 und 23).

Cc

isches C) = ——— Glg. 22
y(anorganisches C) o+ Ke g
dcc B g Cc
dt — Yx cc+Kg Glg. 23

c

Formeln mit: Kohlenstoffkonzentration im Medium ccin g L™, Halbsittigungskonstante fiir Kohlenstoff K¢ in g L™,
Ausbeutekoeffizient Y,/ in g, gcoz'l , spezifische Wachstumsrate p in d!, Biomassekonzentration cing L

Das Modell beschreibt passend die zuvor gemessenen OTR- und OT-Verldufe. Allerdings
musste der Sauerstoffbildungskoeffizient stark auf 0,06 go, gx'1 reduziert werden, was im Gegen-
satz zu Literaturangaben von z.B. 1,97 gop g fiir A. platensis (Vonshak 1997) und der Her-
leitung aus der stochiometrischen Beziehung (2,2 g0, g5, Herleitung aus Biomasseformel fiir
A. platensis nach Cogne et al. (2003) CH; 50600.441No.133) steht. Entweder bildet der verwendete
Stamm extrem wenig Sauerstoff oder die Bildung oder die Messung des Sauerstoffs im RAMOS
war durch unbekannte Einfliisse reduziert. Ebenso kann die Eignung des aufgestellten Modells

fiir Schiittelkolbenkultivierungen nicht gegeben sein, wie in Kapitel 5.1 bereits diskutiert wurde.
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Das Wachstum im Schiittelkolben kann moglicherweise nicht durch das Modell hinreichend be-
schrieben werden, da im Gegensatz zum Flat-Panel-Photobioreaktor keine einheitliche Schicht-
dicke durch die rotierende Fliissigkeit im Schiittelkolben erreicht wird.

Eine Photoinhibition kann allerdings ausgeschlossen werden, da eine hohe Wachstumsrate
1,75 d” bei der hochsten untersuchten Lichtintensitit von 1300 umol m™s™ von zu Beginn der
Kultivierung bestimmt wurde (Abbildung 31).

Die bereits erwidhnte Kohlenstofflimitation konnte durch Simulation der Biomassebildung
(Abbildung 32) bestiitigt werden. Der im Medium enthaltene Kohlenstoff von 2,4 g L™ resultiert
in einer Biomassebildung von 4,8 g L', wenn man einen Kohlenstoffgehalt von 0,515 g g fiir
A. platensis (Cogne et al. 2003) annimmt. Diese maximale Biomassekonzentration wurde bei
Eintritt des OTR-Minimums erreicht, die Wachstumsrate verringerte sich ebenfalls zu diesem
Zeitpunkt stark (Abbildung 31). Andere potentiell limitierende mineralische Nihrstoffe (N, P)
wiirden keinen derart starken Abfall des Wachstums bewirken, da sie in der Biomasse
gespeichert und nur langsam aufgebraucht werden (Sunda und Huntsman 1997; Geider et al.

1997; Cembella et al. 1982).
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Abbildung 32: Modellierung Biomasse im RAMOS-CultiLux kontinuierliches Licht

Biomassekonzentration in g L' von A. platensis iiber der Kultivierungszeit im RAMOS mit CultiLux und kontinu-
ierlicher Beleuchtung mit verschiedenen Lichtintensititen in pmol m?>s” (siehe Legende), Modellierung nach
Kapitel 5.1 mit Parametern: i,y = 2 d!, K= 240 pmol m? s, d=04cm, Kk =10 pmol m?2s!
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Abbildung 33: Modellierung Sauerstoffbildung RAMOS-CultiLux kontinuierliches Licht

Sauerstofftransferrate OTR in mmol L™ h™! (A) und Sauerstofftransfer OT mmol L'in (B) von A. platensis iiber der
Kultivierungszeit im RAMOS mit CultiLux und kontinuierlicher Beleuchtung mit verschiedenen Lichtintensititen in
umol m?s! (siehe Legende), Modellierung nach Kapitel 5.1 mit Parametern: W, =2 d’, K= 240 pumol m?Zs?,
d=0,4 cm, Kg; =10 pmol m?s?
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Reaktionskinetik u(I)-Kurve

Fiir jede RAMOS-Kultivierung wurden Lichtintensititsverldufe iiber der Kultivierungszeit und
daraus die mittleren Wachstumsraten nach dem Modell aus Kapitel 5.1 berechnet und
anschliefend iiber der mittleren Lichtintensitit aufgetragen (Abbildung 34).

Die berechneten Wachstumsraten wurden an das Modell von Xue et al. (2011) angepasst, wobei
die ermittelte Kompensationslichtintensitit von 10 umol m™s™ im Bereich von Literaturwerten
(Xue et al. 2011; Cogne et al. 2003) liegt, die Halbsittigungslichtintensitit von 240 umol m™ s™
liegt allerdings hoher als erwartet (Xue et al. 2011; Kebede und Ahlgren 1996).

Im Gegensatz zu einigen Literaturangaben (Tabelle 1) konnte festgestellt werden, dass Séttigung
erst bei hoheren Lichtintensitidten als dort angegeben eintritt und bis zu einer Lichtintensitit von
1300 pmol m™?s™ keine Photoinhibition des Wachstums beobachtet werden konnte. Wie im
Grundlagenteil bereits erldutert, sind die Untersuchungen zum phototrophen Wachstum
allerdings schwer vergleichbar. Moglicherweise besteht eine Diskrepanz des beobachtbaren
phototrophen Wachstums in Abhéngigkeit der eingesetzten Lichtquelle; in der Literatur sehr oft
Leuchtstoffrohren und hier LED.

2,0
o
2 15
S
=
=
< 1,0
<
=
2
2
= 0,5
N
. .
i : : ~—— u(I(x)) Modell
0.0 | i i i i
0 200 400 600 800 1000 1200

Mittlere Lichtintensitét [umol m” s'l]
Abbildung 34: u(I)-Kurve fiir A. platensis bestimmt aus Kultivierung im RAMOS-CultiLux

Spezifische Wachstumsrate p in d”' von A. platensis PCC 9108 in Abhingigkeit der Lichtintensitit in ymol m?s™
bestimmt im RAMOS mit CultiLux, (Zarrouk-Medium, 30 °C, 110 rpm, kontinuierliche Beleuchtung)
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5.5.2 Kultivierung von A. platensis mit Hell-Dunkel-Zyklen

Nach erfolgreicher Kultivierung von A. platensis unter kontinuierlichem Licht im RAMOS mit
der CultiLux-Beleuchtungseinheit wurde anschliefend das Verhalten bei Applikation von Hell-
Dunkel-Zyklen von 16 h / 8 h untersucht.

Es konnten unter diesem Lichtregime ebenfalls Signale von OTR und OT (Abbildung 35)
generiert werden. In den beleuchteten Zyklen wurde die photosynthetische Aktivitdt der Zellen
mit einhergehender Sauerstoffproduktion deutlich, wogegen in den Dunkelphasen, wie erwartet,
keine Sauerstoffproduktion detektiert werden konnte. Die OTR in diesen Phasen verlief nahe
null und der OT blieb konstant, bzw. stieg sehr leicht an, was auf eine leichte Respiration in den
Dunkelphasen hinweist. Wiahrend der Beleuchtungsphasen verhielt sich der gesamte Verlauf der
OTR, lediglich verzogert entsprechend den eingeschobenen Dunkelphasen, wie im Experiment
mit kontinuierlicher Beleuchtung. Im dritten Beleuchtungsintervall nach ca. 64 h Kultivierung
erreichte die OTR ein Minimum von - 1,5 mmol Lt h'l, als die Biomassekonzentration im
Kolben 0,2 g L betrug, wobei die Werte vergleichbar zum vorhergehenden Experiment lagen.

Danach erhohte sich die OTR wieder und pegelte sich bei ca. - 0,5 mmol L h™' ein.
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Abbildung 35: Hell-Dunkel-Kultivierung von A. platensis im RAMOS-CultiL.ux

Sauerstofftransferrate OTR in mmol L' h' (schwarze Linie) und Sauerstofftransfer (OT) in mmol L’ (graue Linie)
wihrend der Hell-Dunkel-Kultivierung von A. platensis (Zarrouk-Medium, 30 °C, 16 h /8 h Hell-Dunkel-Zyklus.,
Lichtintensitit 180 umol m™ s™), Dunkelphasen durch graue Balken gekennzeichnet
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Der OT stieg erst vermutlich durch die Adaptionszeit mit Respiration an und sank ab ca. 40 h
Kultivierungszeit bis 160 h in den Hell-Phasen auf ca. 33 mmol L ab. Ahnlich wie in den
vorhergehenden Experimenten war bei &dhnlichen Lichtintensititen die Sauerstoffbildung
ebenfalls noch nicht abgeschlossen. Da kein konstanter OT erreicht wurde.

Zu Beginn der Beleuchtungsphasen wurden starke Fluktuationen des OTR sichtbar, was auf
Interferenzen bei der Messung durch Temperaturdnderungen hindeuten kénnte, wenn die LED
angeschaltet werden und die Kolbenfliissigkeit eine Erwdrmung erfihrt. Daneben konnte eben-
falls additiv die biologische Wirmeentwicklung wirken, da besonders zu Beginn der Beleuch-
tung eventuell iiberschiissige Photonen in Wirmeenergie in den Photosystemen der Zellen dissi-
piert werden, bis sich die Zellen an die Lichtintensitidt adaptiert haben (Stryer 2012, Vonshak
1997). Die Schwankungen dauerten meist eine RAMOS-Messphase an, bis sich in Inkubator und
Schiittelkolbenfliissigkeit wieder ein Temperaturgleichgewicht eingestellt hatte. Dies zeigte
erneut deutlich, dass der Einfluss der Beleuchtungseinheit auf die Temperierung nicht
vernachlédssigt werden kann und Verbesserungen notwendig sind. So konnte in Experimenten mit
Hell-Dunkel-Zyklen die erste Messphase nach dem Einschalten der Beleuchtung ausgelassen
werden. Der Rhythmus der Mess- und Spiilphasen konnte ebenfalls generell an die
Beleuchtungszyklen angepasst werden, um beim Start von Beleuchtung immer eine Spiilphase
zu setzen, was allerdings nur bei entsprechend zusammenpassenden Beleuchtungszyklen (z.B.
16 h hell) und Mess- und Spiil-Regime (insgesamt ganzzahliges Vielfaches des

Beleuchtungszeitraumes wie z.B. 20 min Spiilen und 10 min Messen) funktioniert.

5.5.3 Kultivierung von A. platensis unter photomixotrophen Bedingungen

AnschlieBend wurden die Zellen von A. platensis unter photomixotrophen Bedingungen im
RAMOS mit CultiLux kultiviert, um den Einfluss der zusitzlichen Kohlenstoff- und Energie-
quelle Glucose auf die Messung der OTR zu untersuchen. Dafiir wurde das eingesetzte Mineral-
medium mit 1,5 g L' Glucose supplementiert, da aus der Literatur (Chojnacka und Zielinska
2012; Vonshak 1997; Marquez et al. 1995) und eigenen Voruntersuchungen (Bach 2013) be-
kannt war, dass Zellen von A. platensis dieses Saccharid problemlos verwerten konnen.

Anfangs lag die OTR (Abbildung 36) der photomixotrophen Kultur hoher als die der
photoautotrophen, vermutlich verursacht durch die hohere Respirationsaktivitit in der lag-Phase,
bedingt durch die leicht verfiigbare Energie- und Kohlenstoffquelle Glucose. Danach war die
Abnahme der OTR der photomixotrophen Kultur geringer und es wurde lediglich ein Minimum
von - 1.5 mmol L™ h'1 erreicht im Vergleich zu - 2.0 mmol L™ h™' der photoautotrophen Kultur.

Anschlieend pegelten sich im Gegensatz dazu die OTR-Werte bis zum Ende der Kultivierung
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bei beiden Kulturen auf ca. - 0.5 mmol L™ h' ein, wie auch bei den vorherigen Beobachtungen
bei der gleichen Lichtintensitit.

Insgesamt ist die Interpretation der OTR-Kurve der photomixotrophen Kultur allerdings er-
schwert, da sich in diesem Fall der photomixotrophen Erndhrungsweise der Zellen photoauto-
trophe und heterotrophe Wachstumsanteile iiberlagern (Chojnacka und Noworyta 2004; Marquez
et al. 1995) und die gemessene OTR einen Summenparameter darstellt. Erwartungsgemif lag
die OTR bei photomixotrophem Wachstum von A. platensis durch den hoheren respirativen
Stoffwechselanteil durch die Glucoseverwertung hoher als in rein photoautotrophem Medium.
Auch der final erreichte OT lag unter photomixotrophen Bedingungen hoher (60 mmol L) als
unter rein photoautotroph (80 mmol L"), es wurde erwartungsgemiB weniger Sauerstoff gebil-
det. Es konnte gezeigt werden, dass photomixotrophes Wachstumsverhalten im RAMOS mit

CultiLux untersucht werden kann.

— OTR phototroph
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Abbildung 36: Photomixotrophe Kultivierung von A. platensis im RAMOS-CultiLux

Sauerstofftransferrate OTR in mmol L' h'wihrend photomixotropher (graue Linie) und photoautotropher (schwarze
Linie) Kultivierung von A. platensis PCC 9108 unter kontinuierlichem Licht (Zarrouk-Medium, photomixotroph mit
1,5 g L-1 Glucose supplementiert, 30 °C, Lichtintensitit 180 pmol m? st 110 rpm)
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5.5.4 Fazit

Die Kultivierung von A. platensis ist unter phototrophen (kontinuierlichem Licht unterschied-
licher Intensititen und Hell-Dunkel-Zyklen) und photomixotrophen Bedingungen im RAMOS-
CultiLux moglich. Die photosynthetische Aktivitit der Zellen und damit einhergehender
Sauerstoffproduktion ist online in Form des Sauerstofftransfers (OT) und dessen Rate (OTR)
besonders gut fiir Lichtintensititen von iiber 140 umol m™? s™ detektierbar und ermoglicht einen
erweiterten Einblick in Schiittelkolbenkultivierung phototropher Organismen im Vergleich zu
kommerziell erhiltlichen Schiittelinkubatoren. Die Ergebnisse wurden in der Fachwelt

veroffentlicht (Socher et al. 2015; Socher et al. 2014). Ebenfalls wurden bereits mit dem

RAMOS-CultiLux die Griinalgengattung Chlamydomonas reinhardtii  (Daten nicht
veroffentlicht) und die Suspensionskulturen einer Pflanzenzelllinie von Sonnenblume Helianthus

annuus (Geipel et al. 2014) erfolgreich kultiviert.

Nachteilig sind momentan noch die durch die LED bedingte heterogene Lichtverteilung und der
Wirmeintrag in den Reaktionsraum. In Kombination mit der undefinierten Schichtdicke der
Fliissigkeit bei Rotation, sind die Zellen undefinierten Hell-Dunkel-Zyklen und Temperatur-
einfliissen ausgesetzt. Dies resultiert darin, dass die gemessenen Sauerstofftransferraten nur
einen Summenparameter der schwankenden Lichtverhéltnisse darstellen und durch die Tem-
peraturerhohung beeinflusst sind. Eine Verbesserung des Wirmeabtransports sollte durch kon-
struktive Anderungen (z.B. Verbesserung der Luftzirkulation im Inkubatorraum oder aktive
Wasserkiihlung des Schiitteltablars) erarbeitet werden.

Nach Betrachtung all dieser Fakten kann festgestellt werden, dass fiir reaktionskinetische
Untersuchungen ohne diese Beeintrichtigung ein System wie z.B. ein Flat-Panel-
Photobioreaktor verwendet werden muss. Besonders geeignet erscheint das RAMOS mit
CultiLux allerdings zur definierten Kultivierung von Vorkulturen, denn eine Adaption der Zellen
an reproduzierbar einstellbares und definiertes LED-Licht kann sehr wichtig fiir nachfolgende
reaktionskinetische Experimente sein. Es wurde auch bereits eine Weiterentwicklung des
CultiLux durch die Firma Hit-Tec Zang GmbH vorgestellt, welche es ermdoglicht, die
Lichtintensitdt und verschiedenste Lichtregime {iber das Leitprogramm einzustellen.
Ausblickend muss noch fiir Kultivierungen anderer phototropher Zellen, welche gasformiges
Kohlendioxid zum Wachstum benétigen, eine Gasmischstation (z.B. GMix (Hi Tec Zang GmbH,
Herzogenrath, Deutschland)) vorgeschaltet werden. Ebenso ist die Beleuchtungseinheit CultiLux
unabhédngig vom RAMOS konstruiert, so dass sie zur definierten Beleuchtung in andere noch
unbeleuchtete oder mit einer undefinierten Beleuchtungseinheit von oben versehenen

Schiittelkolbensystemen leicht iibertragen werden kann.
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5.6 Entwicklung des Flat-Panel-Photobioreaktors

Es sollte ein Flat-Panel-Reaktor (FPR) konzipiert werden, welcher moglichst viele Bedingungen
der genannten Ziele zur definierten reaktionskinetischen Untersuchung phototropher Zellen er-
fiillt. Denn die bereits untersuchten Photobioreaktorsysteme lieBen keine wachstumskinetischen
Aussagen zu. Es sollte eine hydrodynamische Charakterisierung des Systems mittels CFD-
Simulation mit besonderem Fokus auf Homogenitit der Zellsuspension und Durchmischung
vorgenommen werden. Es konnten so basierend auf der Simulation noch Modifikationen des Re-
aktionsraumes vor der Fertigung beriicksichtigt werden. Danach sollte der FPR konstruiert, ge-
fertigt und aufgebaut werden. Die Beleuchtungseinheit des FPR-Systems sollte dann charakteri-

siert werden. Die Ergebnisse sind in der Fachwelt veroffentlicht (Socher et al. 2015).

5.6.1 Konzeption

Zur Schaffung einer definierten Reaktorumgebung fiir wachstumskinetische Untersuchungen
wurde ein FPR aufgrund seiner vielen Vorteile (Kapitel 5.2) zur Eigenentwicklung ausgewihlt
und folgende Spezifikationen festgelegt.

Die konstruktive Gestaltung des FPR sollte auf einer modularen Bauweise basieren. Die
einzelnen Funktionsbereiche (Kultivierungs- bzw. Reaktions- und Temperierungsraum) des
Reaktors werden dabei aus transparenten Trennelementen sowie Abstandshaltern und Rahmen-
konstruktion aus Edelstahl zusammengesetzt (Abbildung 37A). Dies ermoglicht einen flexiblen
Aufbau des Reaktors (Schichtdicke kann durch andere Abstandshalter verindert werden), eine
vereinfachte Reinigung der einzelnen Elemente sowie homogene Temperierung des Reaktions-
raumes. Die Schichtdicke des Reaktionsraumes soll 1 cm betragen, womit ein geringer
Lichtintensitdtsverlust iiber den Reaktionsraum realisiert wird. Die Begasung und
Durchmischung des Systems sollen iiber einen Anschluss im unteren Bereich des
Reaktionsraumes erfolgen. Durch die aufsteigenden Gasblasen (Airlift-Prinzip) wird bei
gleichzeitiger Durchmischung der Zellsuspension ein optimaler Gasaustausch, insbesondere des
Sauerstoffaustrags, geschaffen.

An der Oberseite des Reaktionsraumes befinden sich Anschliisse fiir die Inokulation, die Zu- und
Abfuhr von frischem Medium und Zellsuspension bei kontinuierlicher Betriebsweise, sowie fiir
den Gasaustrag. Die ausgetragene Zellsuspension kann somit wihrend einer kontinuierlichen Be-
triecbsweise aus dem Reaktor in einen lichtundurchldssigen Behélter gefiihrt und dort fiir die
Probenahme gesammelt werden (Abbildung 37B). Seitlich befindet sich ein zusitzlicher An-
schluss fiir die Probenahme wihrend diskontinuierlicher Betriebsweise.

Die Beleuchtung des Reaktionsraumes soll mit zwei verschiedenen Lichtquellen zur Abdeckung

des gesamten relevanten Lichtintensitidtsbereiches von der Kompensation bis Photoinhibierung
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realisiert werden. Einerseits dient dazu ein LED - Panel fiir hohe Lichtintensitdten bis in den
Bereich der Sittigung und Photoinhibition (100 - 2000 pmol m™ s™) und andererseits ein OLED-
Panel fiir geringere Lichtintensititen (1 - 100 umol m~s™). Der Abstand der Lichtquelle zur
Reaktionskammer ist variabel, wodurch die Lichtintensitidt und -homogenitit beeinflusst werden
kann. In Tabelle 14 sind noch einmal zusammenfassend die Ziele und Realisierungsmalnahmen
fiir den geplanten FPR zusammengefasst. Ahnliche FPR wurden ebenfalls in der Literatur bereits

erfolgreich fiir phototrophe Kultivierungen eingesetzt (Xue et al. 2011; Cuaresma et al. 2009).

Tabelle 14: Ubersicht iiber Ziele und Realisierung im Flat-Panel-Photobioreaktor

Ziel Realisierung

= Homogene Beleuchtung Reaktionsraum von = Beleuchtungseinheit mit OLED (1-100 umol m™ s™)

Kompensation bis Inhibition

und LED-Panel (100 - 2000 pymol m™ s™")

= Homogene Lichtintensitit iiber Reaktorschichtdicke

Geringe Schichtdicke (1 cm) und geringe Biomasse-
konzentration (< 0,1 g L'l), vorzugsweise kontinuier-
liche Betriebsweise

= Realisierung verschiedener Lichtintensititen ]

Stufenlose Dimmung der Beleuchtungseinheiten

= Realisierung verschiedener Hell-Dunkel-Zyklen ]

Gepulster Betrieb OLED und LED

= Homogene Durchmischung, Sauerstoffaustrag zur
Vermeidung einer Sauerstoffhemmung

Begasung des Reaktors mit Druckluft

= Ausreichende Verfiigbarkeit von Kohlenstoffsubstrat | =

Basisches, Carbonat-gepuffertes Kulturmedium

=  Online: pO,, T, O, und CO, im Abgas

Prozessbeobachtung = Offline: Biomassekonzentration, pH

= Temperierung, leichte Reinigung, Variation

Schichtdicke = Modulare Sandwichbauweise

Medien-, Gasabfuhr

Temperaturmessung

Zulanf Temperierung

OLED/LED-Panel
Reaktionsraum

Temperierkammer

Transparente
Trennelemente

Thermostat

Probenahmeport
Abstandshalter

33 Ral

Abbildung 37: Schematischer Aufbau des geplanten Flat-Panel-Photobioreaktor

Seitlicher Langsschnitt (A) und Frontansicht (B) des Flat-Panel-Photobioreaktors; der Reaktionsraum zur Kulti-
vierung ist griin dargestellt (Schott 2013)
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5.6.2 Konstruktion

Der Reaktor wurde in CAD Solid-Works (Tabelle 15 oben, technische Zeichnungen im Anhang
3.4) nach der oben dargestellten Konzeption konstruiert. Die Simulationsergebnisse (folgendes
Kapitel 5.6.3) erforderten wenige Anpassungen, welche noch in die Konstruktion eingearbeitet
wurden. Danach wurde die Rahmenkonstruktion, bestehend aus zwei Rahmenteilen, den Ab-
standshaltern fiir die Temperierung und den Reaktionsraum und dem Standfuf3 zur Fertigung ge-
geben; Trennscheiben, Dichtungen, Anschliisse beschafft und anschlieBend aufgebaut

(Tabelle 15 unten).

Tabelle 15: Konstruktion des Flat-Panel-Photobioreaktors

CAD-Modell (oben) und Realaufbau nach Fertigung (unten), Mafle des gesamten Reaktors: 190 x 65 x 30 mm’,
MafBe des Reaktionsraumes: 35 mL, 150 x 25 x 10 mm°

Ansicht Front Seite Schrig

CAD

2cm

Realaufbau

2cm
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5.6.3 Numerische Stromungssimulation

Parallel zur Konstruktion wurde der Reaktionsraum des FPR zur Kultivierung hinsichtlich seiner
Stromungseigenschaften mittels einer CFD-Simulation in Kooperation mit dem Helmholtz-
Zentrum Dresden Rossendorf (HZDR) untersucht. In der Simulation sollten der
Gasvolumenstrom im Bereich von 0,1 - 0,5 vvi sowie verschiedene Positionen der Gaszufuhr

variiert und deren Auswirkung auf die Stromungseigenschaften untersucht werden.

Festlegungen zur Simulation

Es wurden verschiedene Annahmen zur Durchfithrung der Simulation getroffen. Erstens wurde
ein Zwei-Phasen-System aus Wasser und Luft angenommen, da die Eigenschaften der geplanten
Medien in etwa diesen entsprechen. Zweitens wurde das HZDR-Baseline-Modell fiir die CFD als
Basis fiir die Berechnungen festgelegt (Liao 2013). Drittens stellt die Blasengréfe ein
wesentliches Kriterium in der CFD dar, wobei diese als monodispers und mit einem
Durchmesser von 1 mm (entsprechend der Begasungsoffnung) angenommen wurden. Die
Gasvolumenstrome wurden in Analogie zu den Versuchen in der in dieser Arbeit verwendeten
extern beleuchteten Blasensdule ausgewdhlt. Die Simulationsergebnisse wurden fiir einen
Gasvolumenstrom von 0,1 (Tabelle 16) wund 0,5vvm (Tabelle 17) hinsichtlich
Gasgeschwindigkeit, Gasgehalt und Geschwindigkeit der Fliissigkeit eindimensional in der
Frontansicht visualisiert. Aufgrund der geringen Schichtdicke des Reaktionsraumes von 1 cm

wurde der Einfluss dieser auf die Hydrodynamik vernachlissigt.

Simulationsergebnisse

Die Gasgehalte zeigten bei allen simulierten Fillen eine heterogene Verteilung iiber den
Reaktionsraum, was giinstig fiir die Durchmischung erscheint, da dadurch das Airlift-Prinzip
unterstiitzt wird. Alle Begasungspositionen wiesen ebenso eine heterogene Verteilung der Gas-
und Fliissigkeitsgeschwindigkeit auf. Besonders im Bereich der Gaszufuhr traten hohe Gas-
gehalte und Stromungsgeschwindigkeiten in Analogie zu Literaturangaben (Luo und Al-Dahhan
2008) auf. Die Begasungsposition D (von unten in einer Ebene mit Reaktorwand) zeigte dabei
die hochste Mischzeit von > 100 s und die geringste Mischgiite von 0,1. Diese Werte sind
vergleichbar mit groskaligen FPR (V =250 L), wo Mischzeiten von 60 - 200 s ermittelt wurden
(Sierra et al. 2008). Allerdings wiesen die hydrodynamischen Verhiltnisse bei dieser Be-
gasungsposition die geringste Scherrate im Vergleich zu den anderen Positionen auf, was fiir
scherempfindliche Organismen von Bedeutung ist. Arthrospira-Zellen mit Zellwand sind bei den
ermittelten Scherraten von 6 -9 s trotz ihres trichomartigen Aufbaus nicht scherempfindlich,

sondern erst ab Scherraten von ca. 60 - 70 s (Converti et al. 2006).
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Tabelle 16: Visualisierung CFD-Simulation des Flat-Panel-Photobioreaktors fiir 0,1 vvm
Darstellung der Gasgeschwindigkeit in ms™, des Gasgehalts, der Geschwindigkeit der Fliissigkeit in m s und
volumetrisches Diagramm im Reaktionsraum in eindimensionaler Frontansicht bei einem Gasvolumenstrom von
0,1 vvm in Abhiéngigkeit der Position der Gaszufuhr nach Liao (2013)

Position
Kriterium

Gasgeschwindigkeit

51
[ms] !! 5

Gasgehalt [-]

. 0,02

4]

I 0,00

Geschwindigkeit
Fliissigkeit [m s™']

' 0,03

Volumetrisches
Diagramm [-]

I 0.01

00075

l 0,005

0.00235
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Tabelle 17: Visualisierung CFD-Simulation des Flat-Panel-Photobioreaktors fiir 0,5 vvim

Darstellung der Gasgeschwindigkeit in m s”, des Gasgehalts, der Geschwindigkeit der Fliissigkeit in ms” sowie
Mischzeit in s, Mischgiite und Scherrate in s im Reaktionsraum in eindimensionaler Frontansicht bei einem
Gasvolumenstrom von 0,5 vvm in Abhingigkeit der Position der Gaszufuhr nach Liao (2013)

Position
. . A B C D
Kriterium
Gasgeschwindigkeit
[ms™]

. 0,03

0.02

0,01

I 0,00

Gasgehalt [-]

I 0.02

0.013

0.01

I 0.00

Geschwindigkeit
Fliissigkeit [m s™1

Mischzeit [s] 85 60 60 > 100
Mischgiite [-] 0,62 0,82 0,75 0,10
Scherrate [s'1] 8,96 8,43 6,69 6,37

112




Entwicklung Photobioreaktorsystem zur reaktionskinetischen Untersuchung Ergebnisse und Diskussion

Die Berechnung der Reynoldszahlen aus den hochsten ermittelten Stromungsgeschwindigkeiten
(0,03 m s bei 0,1 vvm und 0,052 m s! bei 0,5 vvm) ergab Werte im Bereich von Re = 300 -
600, was fiir eine laminare Stromung im Reaktionsraum spricht (Oertel et al. 2011; Chmiel
2006); zumal die Stromungsgeschwindigkeiten im groflten Bereich des Reaktionsraumes
niedriger waren. Ahnliche Werte sind in der Literatur zu finden (Su et al. 2010), wobei oft auch
niedrigere Reynoldszahlen Re <100 fiir FPR beschrieben wurden (Moheimani et al. 2011;
Kliphuis et al. 2010).

Fiir einen Gasvolumenstrom von 0,1 vvm wurde auch ein Drei-Phasen-System bestehend aus
Wasser, Luft und Partikeln simuliert unter der Annahme, dass die Partikel bzw. Zellen kugel-
formig sind. Die Ergebnisse dieser Simulation sind in einem volumetrischen Diagramm darge-
stellt, um Totzonen mit moglichen Ablagerungen von Partikeln bzw. Zellen zu erkennen.
Besonders bei der Begasungsposition D kam es zu Ablagerungen (rot gekennzeichnet) in den
inneren Ecken des Reaktionsraumes, was sich nachteilig fiir die Zellen wéhrend der Kultivierung
auswirken konnte. Nach diesen Simulationsergebnissen wurden deshalb noch Anpassungen der
Konstruktion wie z.B. Abrundung der inneren Ecken des Reaktionsraumes zur Vermeidung
dieser Totzonen vorgenommen.

Insgesamt betrachtet zeigen die Simulationsergebnisse, dass die Zellen durch die vorherrschende
Hydrodynamik ausreichend durchmischt und mit der geringen Schichtdicke, der homogenen
Beleuchtungsflache und der niedrigen Biomassekonzentration einhergehend einem geringen
Lichtgradienten ausgesetzt sind; somit sollten reaktionskinetische Aussagen generierbar sein in

diesem Photobioreaktorsystem (Kapitel 2.3).

Erste Aussagen aus dem Realaufbau

Beim Aufbau des FPR stellte sich heraus, dass aus technischen Griinden hohere Gasvolumen-
strome von bis zu 2 vvm zur Begasung gewihlt werden mussten, da der vorhandene Mass Flow
Controller die fiir 0,1 - 0,5 vvim sehr niedrigen bendétigten Gasvolumenstrome nicht realisieren
konnte. Dies beeinflusste die hydrodynamischen Verhiltnisse im System jedoch nicht negativ.
Die hoheren Gasvolumenstrome fithrten wahrscheinlich zu einer Erhohung der Stromungsge-
schwindigkeiten und Reynoldszahl, wobei die resultierende Turbulenz mit einer Verbesserung
der Durchmischung einhergeht. Es konnte auch eine Verkiirzung der Mischzeit auf weniger als
10 s im Realaufbau nachgewiesen werden (Versuche nicht dargestellt).

Hohere Gasvolumenstrome fiithren allerdings auch zu einer stirkeren Verdunstung, was ebenfalls
in ersten Versuchen festgestellt werden konnte. So verdunsteten ca. 1 mL pro Tag Wasser aus
dem Reaktor, eine Befeuchtung der einstromenden Luft sowie Ausgleich des Fiillstandes mit

Wasser oder Medium wiren fiir Kultivierungsexperimente erforderlich. Des Weiteren sollten
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weitere Experimente zum Vergleich der Simulation mit der Realitdt vorgenommen werden.
Denn im Experiment kommt es unweigerlich zu Abweichungen, da die anfangs zur Simulation
angenommenen Bedingungen nicht zutreffen; ein besonders grofes Problem stellt dabei
momentan z.B. noch die Abweichung der realen polydispersen Blasenverteilung von der in der

CFD angenommen monodispersen dar (Liao 2013; Ziegenhein et al. 2013; Bitog et al. 2011).

5.6.4 Charakterisierungen der Beleuchtungseinheiten

Es wurden zur Beleuchtung des FPR warmweile OLED und LED ausgewihlt, da die
Arthrospira-Zellen bereits nachweislich im CultiLux ebenfalls mit warmweiflen LED beleuchtet
wurden und ein Wachstum detektiert werden konnte (Kapitel 5.4). Literaturangaben wiesen
zusitzlich darauf hin, dass die Cyanobakterien mit dieser Lichtquelle zum Wachstum gebracht
werden konnen (Xue et al. 2011). Die Lichtquellen wurden beschafft und aufgebaut und
hinsichtlich ihres Spektrums, ihrer erreichbaren Lichtintensitit und deren Verteilung iiber den

Reaktionsraum charakterisiert.

Bereich der Lichtintensitiit

Die ausgewihlte OLED konnte Lichtintensititen im Bereich von ca. 15 - 70 umol m™?s™ reali-
sieren. Sie kann deshalb besonders im Bereich geringer Lichtintensitdten zur Untersuchung im
Kompensationsbereich sehr gut eingesetzt werden. Das LED-Panel emittierte wesentlich hohere
Lichtintensititen von 65 - 2000 umol m?s”. In diesem Bereich kann die Sittigung und die
Photoinhibierung von phototrophen Organismen untersucht werden. Beide Panel in Kombination
ermoOglichen somit im FPR reaktionskinetische Untersuchungen iiber einen weiten Bereich der
Lichtintensitdt. Die Dimmung der Panel zur Realisierung noch geringerer Lichtintensitéiten ist
durch Einsatz verschiedener Dimmmaterialien moglich. Diese wirken besonders beim LED-

Panel homogenisierend auf die Verteilung der Lichtintensitét iiber die Fldche des Panels.

Spektrum
Neben der Lichtintensitdt wurde das Spektrum der OLED- und LED-Lichtquellen untersucht und

im Vergleich zu Leuchtstoffrohren dargestellt (Abbildung 38). Beide Dioden weisen die
typischen Peaks der unterschiedlichen farbigen Emitter (blau ca. 450 - 500 nm, griin 500 -
570 nm, orange-rot ab 600 nm) zur Erzeugung warmweiBen Lichts durch Uberlagerung dieser
auf. Es zeigte sich deutlich, dass die OLED als auch LED den fiir die Photosynthese
notwendigen Wellenldngenbereich von Arthrospira (PAR 400 -700 nm) abdecken (Abbildung
2). Besonders auffillig ist im Vergleich der Dioden zu den Leuchtstoffrohren, dass erstere ein
wesentlich kontinuierlicheres Spektrum bereitstellen als letztere mit scharfen Intensitédtspeaks bei

bestimmten Wellenlidngen.
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| — LED
A ———- Leuchtstoff

Relative Intensitiit [-]
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Wellenlidnge [nm]
Abbildung 38: Spektren der Beleuchtungseinheiten des Flat-Panel-Photobioreaktors

Relative Intensitidt im Wellenldngenbereich von 300 - 900 nm von warmweiflen LED (schwarze Linie), warmweif3en
OLED (Punktlinie) im Vergleich zu Leuchtstoffrohren (Strichlinie)

Verteilung Lichtintensitét iiber Reaktionsraum

Es wurde die Verteilung der Lichtintensitét tiber den Flichen der Beleuchtungseinheiten unter-
sucht. Das LED-Panel (Abbildung 39A, B) wies, wie auch die LED-Panel im CultiLux, bedingt
durch die LED als Punktlichtquelle eine Heterogenitét iiber den Reaktionsraum auf. Durch den
reihenweise versetzten Aufbau der LED iiber die Fliche wird allerdings im Zentrum des LED-
Panels eine wesentlich geringere Heterogenitit als beim CultiLux ersichtlich. Die Lichtintensitét
schwankt in der Mitte einer Messreihe entlang der x-Achse nur um ca. 50 umol m™ s”. Am Rand
des LED-Panels kommt es durch den Rahmen des FPR zu einer Verschattung um bis zu
300 umol m> s"l; wobei sogar die Lichtintensitidt noch weiter absinkt, wenn die LED sehr nah
am Rahmen platziert sind. Vergleichbare Angaben der Literatur sind momentan noch nicht

bekannt.
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Abbildung 39: Beleuchtungseinheiten des Flat-Panel-Photobioreaktors

Foto des LED- (A) und des OLED-Panels (C); Lichtintensitit in pmol m?s”' (10 %) im Reaktionsraum des Flat-
Panel-Photobioreaktors mit Beleuchtung des LED- (B) bzw. des OLED-Panels (D), Punkt (x=0; y=0)
reprisentiert die rechte untere Ecke des jeweiligen Panels

Die Verteilung der Lichtintensitit der OLED (Abbildung 39C, D) ist iiber den Reaktionsraum
gesehen homogener als das LED-Panel, die Lichtintensitit schwankt nur um wenige Einheiten.
Durch den verschattenden Einfluss des Reaktorrahmens kommt es allerdings auch bei dieser
homogenen Lichtquelle zu einer Abnahme der Lichtintensitit von bis zu 20 umol m?s” am
Rand.

Ausblickend sind OLED allerdings zunehmend als homogene und damit vielversprechende
Lichtquelle anzusehen, da eine rasche Intensititserhohung wie bei der LED-Technologie voraus-
gesagt wird (Sasabe und Kido 2013; Wagner 2009b). Der Einsatz von OLED in anderen

miniaturisierten FPR wurde bereits auch schon publiziert (Krujatz 2014).
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5.6.5 Untersuchung der Temperaturerhohung durch Beleuchtung

Da im RAMOS durch die Beleuchtungseinheit CultiLux eine Temperaturerhéhung in der
Fliissigkeit im Reaktionsraum bekannt und charakterisiert worden war, wurde auch im ent-
wickelten FPR die Temperatur untersucht. Dazu wurde der FPR mit Wasser befiillt, auf eine
Solltemperatur von 30°C temperiert, begast und mit einer hohen Lichtintensitdt mittels LED-

Panel von ca. 1850 umol m™”s™ beleuchtet. Die Temperatur wurde iiber die Zeit aufgezeichnet
(Abbildung 40).

\®]

-

Temperaturabweichung [K]

_ 1 i i i i i
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Zeit [h]
Abbildung 40: Temperaturabweichung im Flat-Panel-Photobioreaktor

Zeitlicher Verlauf der Temperaturabweichung in K vom Sollwert im Reaktionsraum des Flat-Panel-
Photobioreaktors (Wasser) ohne (grauer Bereich) und mit Beleuchtung mittels LED-Panel mit einer Lichtintensitit
von 1850 pmol m?’s! (weiBer Bereich)

Es zeigte sich ein deutlicher Temperaturanstieg durch die Beleuchtung von iiber 2 K iiber dem
Sollwert der Temperatur. Diese Temperaturabweichung ist Zhnlich derer im RAMOS; verursacht
durch die Dissipation der hohen eingebrachten Lichtenergie. Zudem besteht die Rahmen-
konstruktion des FPR aus Metall, welches sehr gut Wirmeenergie von der Lichtquelle zum Re-
aktionsraum leitet. Temperaturabweichungen von bis zu 4 K wurden auch in der Literatur in

Photobioreaktoren bei vergleichbaren Lichtintensitdten publiziert (Morita et al. 2001).
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Zur Vermeidung der Temperaturerhohung sollte ein dynamischeres Kiihlsystem fiir den FPR

verwendet werden.

5.6.6 Fazit

Es konnte ein Flat-Panel-Photobioreaktor mit definiertem Reaktionsraum entwickelt werden.
Dieser wies mit einer Schichtdicke von 1 cm einen geringen rdumlichen Gradienten der
Lichtintensitédt auf. Die Beleuchtung wurde mit OLED- und LED-Paneln realisiert, wobei die
Kombination einen weiten Lichtintensitédtsbereich fiir reaktionskinetische Untersuchungen von
der Kompensation bis zur Photoinhibierung erméglicht. Die numerische Stromungssimulation
war ein geeignetes Hilfsmittel fiir die Konstruktion. Die Implementation des Lichts sowie
Trichom- bzw. spiralférmiger Partikel in das CFD-Modell wire wiinschenswert gewesen, ist
aber zum momentanen Zeitpunkt noch schwierig. Es besteht groer Forschungsbedarf und die
Validierung zum Vergleich der Simulationen mit realen Experimenten muss noch optimiert
werden, denn fiir Miniatursysteme steht eine entsprechende miniaturisierte Sensorikentwicklung
fiir Gitterstudien noch aus (Liao 2013).

Es wurde ebenfalls wie im RAMOS-CultiLux eine Temperaturerhohung im Flat-Panel-Photobio-
reaktor durch die LED-Beleuchtung festgestellt, was zukiinftig durch ein dynamischeres Kiihl-
system verringert werden sollte. Ebenso sollte die eingesetzte Sensorik (Sensorspots) hinsichtlich
der Bestrahlung untersucht werden, um Abweichungen auszuschlieBen. Die Begasung des Flat-
Panel-Photobioreaktor sollte mit Stickstoff durchgefiihrt werden, um die Sauerstoffkonzentration
im Abgas detektieren zu konnen.

In Zukunft kann der Flat-Panel-Photobioreaktor genutzt werden, um klare reaktionskinetische
Untersuchungen zur Ermittlung der Wachstumsrate und Produktbildung in Abhéngigkeit der
Lichtintensitdt vorzugsweise in kontinuierlicher Betriebsweise, durchfithren zu konnen. An-
schlieBend konnen ebenso Untersuchungen mit intermittierendem Licht durchgefiihrt werden,
um deren Einfluss auf Wachstumsrate und Produktbildung zu testen. Im Flat-Panel-Photobio-
reaktor konnen exaktere reaktionskinetische Aussagen generiert werden, als es die vorher dar-
gestellten Systeme der klassischen Schiittelinkubatoren und Blasensiule als auch das CultiLux

zu realisieren vermogen.
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6 Zusammenfassung

Die Photobiotechnologie stellt einen wertvollen Technologiebeitrag zur biobasierten Okonomie
dar. Phototrophe Organismen und ihre speziellen Metabolite konnen weitreichend in der
Pharma-, Nahrungs-, Kosmetik- und Energieindustrie angewendet werden.

Es besteht jedoch bei der Kultivierung phototropher Organismen in technischen Systemen, den
Photobioreaktoren, eine groe Herausforderung. Die Energiequelle Licht muss den Zellen in be-
notigter Qualitdt (Spektrum) und ausreichender Quantitit (Lichtintensitdt) zugefiihrt werden.
Infolge des Wachstums kommt es allerdings durch die steigende Biomassekonzentration und Ab-
sorption der zellinternen Pigmente zunehmend zur Selbstbeschattung. Es bildet sich ein rdum-
licher und zeitlicher Gradient der Lichtintensitdt im Photobioreaktor aus. Die Durchmischung
bewegt die Zellen zusitzlich durch diese Gradienten und iiber die Kultivierung hinweg gesehen
sind die Zellen somit stark schwankenden Lichtintensitdten ausgesetzt.

Die Selbstbeschattung ist unumginglich und muss bei reaktionskinetischen Untersuchungen
(Wachstum und Produktbildung in Abhiingigkeit der Lichtintensitét) beachtet werden. Dafiir sind
streng definierte Bedingungen notwendig. Zusitzlich ist der Umgang mit der speziellen
Energiequelle Licht hinsichtlich Quali- und Quantifizierung aufgrund seiner Struktur, bestehend
aus Photonen, im Vergleich zu kohlenstoffbasierten Energiesubstraten diffizil. Es existieren sehr
viele verschiedene Untersuchungssysteme, in denen oft keine klar definierten bzw. ungiinstige
Lichtbedingungen herrschen; so werden z.B. oft Photobioreaktoren mit hohen Schichtdicken und
somit sehr stark abfallenden Lichtintensitdtsgradienten eingesetzt. Die Zellen sind undefinierten
Lichtregimen unterworfen und die Resultate wie z.B. die ermittelten Wachstumsraten
entsprechen nur einem Durchschnittswert aus diesen Uberlagerungen anstatt einer definierten
Lichtintensitit. Klare reaktionskinetische Aussagen konnen dadurch nicht erhalten werden.
Exakte Ergebnisse sind jedoch duBerst wichtig fiir die Auslegung von produzierenden Photobio-
reaktoren. So muss fiir einen phototrophen Organismus neben der Wachstumsrate und dem Pro-
duktgehalt bei einer bestimmten Lichtintensitit ebenso bekannt sein, wie sich beide Parameter
verhalten, wenn Hell-Dunkel-Zyklen wirken, da diese unvermeidlich in produzierenden Photo-
bioreaktoren auftreten. Wenn dies bekannt ist, konnen Photobioreaktoren zur Produktion
wesentlich besser, z.B. hinsichtlich der Durchmischung, ausgelegt werden.

In dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene kommerziell verfiigbare als auch in der Literatur
beschriebene Photobioreaktorsysteme recherchiert und hinsichtlich ihrer Eignung fiir
reaktionskinetische Untersuchungen bewertet. Besonderer Fokus lag auch auf der
Charakterisierung der Beleuchtungseinheiten der Systeme. Zwei kommerzielle Systeme (ein mit
Leuchtstoffrohren beleuchteter Schiittelkolbeninkubator und eine extern mit Leuchtstoffrohren

beleuchtete klassische Blasensidule) wurden anschlieBend mit dem Modellorganismus
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Arthrospira platensis getestet. Es wurde in diesen Systemen festgestellt, dass Wachstum
detektierbar ist, jedoch die Lichtbedingungen heterogen sind. Die ermittelten
reaktionskinetischen Parameter stellen lediglich einen Durchschnittswert aus den undefinierten
Lichtbedingungen dar. Zudem konnten die Systeme technisch keinen ausreichend weiten Bereich
der Lichtintensitidt zur Untersuchung von der Kompensation bis zur Photoinhibition realisieren
und die Sensorik am Schiittelkolben war erheblich eingeschrinkt.

Anschlieend wurde deshalb fiir ein Schiittelkolbensystem mit integrierter Messung der
Atmungsaktivitit, das Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS), eine LED-Beleuch-
tungseinheit vom Kolbenboden aus (CultiLux) entwickelt und mit A. platensis getestet. Diese
Entwicklung ermoglicht die Detektion des Wachstums und der Sauerstofffreisetzung in einem
weiten Bereich der Lichtintensitit (bis zu 1300 pmol m™?s™). Allerdings waren auch hier die
Bestimmung der reaktionskinetischen Parameter beeinflusst, da die Zellen in den Schiittelkolben
durch die heterogene LED-Beleuchtung und die Schiittelbewegung wiederum undefiniert
schwankenden Lichtintensititen ausgesetzt waren.

Folglich wurde zur Entwicklung eines Flat-Panel-Photobioreaktors iibergegangen. Dieser kann
aufgrund seines Aufbaus definierte Lichtbedingungen bereitstellen. Die Konstruktion des
Reaktors wurde durch Einsatz numerischer Stromungssimulation (CFD) optimiert. Der Reaktor
wurde mit einer kombinierten Beleuchtung aus OLED und LED ausgestattet, um einen weiten
Untersuchungsbereich hinsichtlich der Lichtintensitit zu realisieren (bis zu 2000 pmol m™ s™).
Zudem bietet die OLED eine sehr homogene Beleuchtung des Reaktionsraumes, im Vergleich
zum heterogenen LED-Panel.

Im RAMOS-CultiLux und im Flat-Panel-Photobioreaktor wurde durch die Beleuchtung eine
Temperaturerhohung im Reaktionsraum festgestellt. Dieser muss durch entsprechende Maf3inah-
men entgegengewirkt werden, um Einfliisse auf das Wachstum zu verhindern.

Ebenso wurde in der Arbeit ein Modell zur Beschreibung phototrophen Wachstums entwickelt
und erfolgreich auf die durchgefiihrten Kultivierungen angewendet. Erstens ermdoglicht es die
Simulation des phototrophen Wachstums unter Beriicksichtigung des Fakts, dass die
Wachstumsrate unterhalb der Kompensationslichtintensitit auf null absinkt. Zweitens wird im
Prozessmodell die Selbstbeschattung beriicksichtigt, indem eine rdumlich iiber die Schichtdicke
gemittelte Wachstumsrate (L(I(X, cx(t)))) berechnet wird, was realistischer als die Verwendung
einer gemittelten Lichtintensitit (u(I(cx(t)))) erscheint.

Insgesamt leistet die Arbeit mit den entwickelten Photobioreaktorsystemen und den erhaltenen
Aussagen einen entscheidenden Beitrag zum reaktionskinetischen Verstidndnis des phototrophen

Wachstums, um die Photobiotechnologie weiter voranzutreiben.
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Thesen

10.

Die phototrophe Kultivierung bietet viele Moglichkeiten zur biobasierten Synthese von
Wertstoffen, kommerziell verfiigbare Kultivierungssysteme sind jedoch weder fiir eine

effiziente Produktion noch fiir reaktionskinetische Untersuchungen geeignet.

Bisherige Untersuchungen zur Abhingigkeit der spezifischen Wachstumsrate u von der
Lichtintensitdt I wurden meist unter ungiinstigen und zudem wenig vergleichbaren
Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Die Kenntnisse zur Reaktionskinetik des

phototrophen Wachstums, insbesondere zur p(I)-Abhéngigkeit, sind daher sehr begrenzt.

Fiir wachstumskinetische Untersuchungen bedarf es besonderer Photobioreaktoren, in
denen unter definierten Bedingungen kultiviert werden kann, wobei die homogene

Lichtintensitdt im Reaktionsraum besonders wichtig ist.

Untersuchungen an zwei kommerziellen Kultursystemen zeigten, dass sich weder der
Schiittelinkubator noch die Blasensdule (beide Systeme mit externer Beleuchtung mit

Leuchtstoffrohren) fiir reaktionskinetische Untersuchungen eigneten.

Es wurde die LED-basierte Beleuchtungseinheit CultiLux entwickelt, mit der sich
Schiittelkolben iiber den Kolbenboden mit variabler Lichtintensitit im Bereich von bis zu

1300 pmol m™ s™" beleuchten lassen.

Die CultiLux-Beleuchtungseinheit wurde mit dem Respration Activity MOnitoring System
(RAMOS, HiTec Zang GmbH) kombiniert. Versuche mit dem phototrophen Cyano-
bakterium Arthrospira platensis zeigten, dass die vom RAMOS detektierte photosyntheti-

sche Sauerstoffbildung zur Untersuchung des lichtabhiingigen Wachstums nutzbar ist.

Die zur Messung der Sauerstoffbildung im RAMOS notwendige hohe
Biomassekonzentration und die Heterogenitit der LED bewirken einen raumlich-zeitlichen

Lichtgradienten und schrinken damit die Aussagekraft der Experimente stark ein.

Flat-Panel-Photobioreaktoren bieten fiir reaktionskinetische Untersuchungen definierte
Lichtbedingungen, sind kommerziell jedoch noch nicht im Miniaturmafstab erhéltlich,

weshalb eine Eigenentwicklung notwendig war.
Die CFD-gestiitzte Konstruktion des Flat-Panel-Photobioreaktors war sehr vorteilhaft.

Im entwickelten Flat-Panel-Photobioreaktor kdnnen durch die Verwendung von zwei
verschiedenen Lichtquellen (LED und OLED) reaktionskinetische Untersuchungen im

Bereich der Lichtintensitit von bis zu 2000 umol m™ s™ durchgefiihrt werden.
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1 Grundlagen

1.1

Inhaltsstoffe und Gehalte

Modellorganismus Cyanobakterium Arthrospira platensis

Die chemische Zusammensetzung von Arthrospira variiert je nach untersuchter Gattung,

Kultivierungs- bzw. Umgebungsbedingung/Isolationsort und Bestimmungsmethoden, es kénnen

deshalb nur Bereiche der Gehalte bezogen auf die Biotrockenmasse angegeben werden.

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung von Arthrospira

Gehalte gemittelt nach (Belay 2008 ; Hoseini 2013 ; Vonshak 1997 )

Hauptstoffgruppe |Besondere Gehalt' Bemerkungen
Spezifikationen [%]
Protein 50-70 beinhaltet alle essentiellen Aminosduren
(insbesondere Leucin, Isoleucin, Valin)
Phycocyanin Bis zu 25 Unter optimalen Bedingungen  grofite
Proteinfraktion
Kohlenhydrate 15-25 Hauptsiachlich verzweigte, anionische und
sulfatierte Polysaccharide
Lipide 6-13 Inklusive  nicht  verseifbarer  Fraktion
(Chlorophyll a, Carotinoiden, Sterolen,
Alkanen, Terpenen)
gesittigte Fettsduren 3,6-7.8
ungesittigte Fettsduren | 0,15 - 0,2 davon bis zu 50 % Gammalinolensiure
(meist Omega-6-Fettsiduren
u.a. Olsiure, Linolensiure)
Cholesterin 0,0001
Nukleinsiauren 42-6
Mineralien 2,2-48 K, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, P, S, Se, Na, Zn
Fe 0,058 - 0,18
Ca 0,13-14
P 0,67 -0,9
K 0,64 -1,5

"Der Gehalt bezieht sich auf die Gesamtbiotrockenmasse.

Die Anwendung bestimmter isolierter Metabolite aus A. platensis als erndhrungsphysiologische,

kosmetische und/oder medizinische Wirkstoffe ist in naher Zukunft denkbar. Nachfolgend findet

sich eine Tabelle iiber die in der Literatur referierten niitzlichen Inhaltsstoffe in A. platensis.
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Inhaltsstoffe und Verwendung

Tabelle 2: Wichtige Inhaltsstoffe von Arthrospira platensis

Zusammenfassung der Metabolite, deren Stoffgruppe, positiven Eigenschaften und Anwendungen nach
Ciferri 1983; Cohen 1999 ; Eriksen 2008a ; Hoseini 2013

Metabol ops .
it Stoffgruppe | Positive Eigenschaft Anwendung
Allophy- - 1
cocyanin Protein Wasserlpshch, tiirkis blau, Lebensmittelfarbstoff, Fluoreszenzmarker
fluoreszierend
APC
Ph.ycocy- . Wasserlpshch, blau, Lebensmittelfarbstoff, Fluoreszenzmarker,
anin Protein fluoreszierend, harmazeutischer Wirkstoff
PC entziindungshemmend P
Carotinoid Tetraterpen Lipidloslich, Provitamin A, roter Lebensmittelfarbstoff E 160a,
e P Antioxidativ wirksam Antioxidant
ZyKklisches
Chloro- Tetrapyrol/ Loslich in organischen Griiner Lebensmittelfarbstoff E 140,
phyll a Pheophytin im Losungsmitteln, fluoreszierend, Fluoreszenzmarker. Geruchsneutralisierer
Chl a Chelatkomplex | geruchsneutralisierend ’
mit Mg**
Anionische
Exopoly- Polysaccharide Antiviral (Verhinderung
poty (bestehend aus Anheftung behiillter Viren wie Pharmazeutischer Wirkstoff,
saccharide . . )
EPS u.a. Rhamnose, | Humanes Papillom-Virus), Feuchthaltemittel
Galactose, Feuchtigkeitsbindend
Glucose)
Calcium- Intrazelluldres
. sulfatiertes Antiviral Pharmazeutischer Wirkstoff
Spirulan .
Polysaccha-rid
Dreifach
Gamma- ungesittigte
linolen- gesatig Hormonprecursor, positiv bei Nahrungserginzung, Pharmazeutischer
.. Fettsdure, .. .
sdure Psoriasis (Schuppenflechte) Wirkstoff
Omega-6-
GLA -
Fettsidure
Vitamin . COf?ktof m .. Nahrungsergénzung, Pharmazeutischer
B Cobalamin Aminoséurestoffwechsel, positiv Wirkstoff
12 bei Psoriasis (Schuppenflechte)
Spuren- Metallionen Cofaktoren im Stoffwechsel Nahrungsergédnzung
elemente
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2 Material und Methoden
2.1 Zarrouk-Medium

In allen Versuchen wurde das fiir Arthrospira-Stimme empfohlene Zarrouk-Medium mit den

angegebenen Konzentrationen an Makro (Tabelle 3) und Mikroelementen (Tabelle 4) verwendet.

Spurenelemente

Tabelle 3: Konzentrationen der Spurenelemente in verwendetem Zarrouk-Medium

Konzentration Spull')e?l‘;?;lnﬁn te- Endkonzentration
Stoff Stammliisu_rllg e im Med_ilum
[g 100 mL™] [mL L] [ng L]
ZnSO, * 7 H,O 0,1 1 5
MnSO, * 4 H,O 0,1 2 10
H;BO; 0,2 5 50
Co(NO3), * 6 H,0 0,02 5 5
Na,MoO, * 2 H,O 0,02 5 5
CuSO, 0,0005 1 0,025
FeSO, * 7 H,O 0,7¢g
Makroelemente

Tabelle 4: Konzentrationen der Makroelemente in verwendetem Zarrouk-Medium

Stoff Konzentration [g L7
NaNO; 2,5

K>SO, 1,0

NaCl 1,0

MgSO, * 7 H,O 0,2

CaCl, * 2 H,O 0,04

NaHCO; 13,61

Na,CO; 4,03

K,HPO, 0,5

Herstellung

Das Medium wurde hergestellt, indem alle Makroelemente separat eingewogen und in
entionisiertem Wasser gelost wurden. In einem MaBkolben wurde entionisiertes Wasser
vorgelegt, die im Vorfeld priparierte Spurenelementelosung (5 mL L) und darauffolgend die
gelosten Salze in der angegebenen Reihenfolge unter kréftigem Mischen zugegeben, um
Prazipitationen zu vermeiden. AnschlieBend wurde bis zur Markierung mit entionisiertem
Wasser aufgefiillt und der pH-Wert des Mediums bestimmt. Darauthin wurde das Medium iiber

eine Bottle-top-Filtrationseinheit (NalgeneTM, Rochester, USA) mit Celluloseacetat-

4
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Filtermembranen (0,45 um, Sartorius, Gottingen, Deutschland) steril filtriert. Im Falle der
photomixotrophen Wachstumsversuche wurde das hergestellte Zarrouk-Medium mit einer
sterilfiltrierte Glucose-Stammlosung fiir eine finale Konzentration von 1,5 gL an Glucose

supplementiert.

2.2 Komponenten der Blasensiule

Tabelle 5: Komponenten der Blasensiule

Komponente/Bezeichnung Funktion

Auswerteeinheit EBW64 Anschluss eines PC und Aufzeichnen der Messwerte

pH-Elektrode Z001032551 Messen des Medien-pH [0-14 pH]

pH-Regler dTRANS pH 02 Anzeige des pH-Wertes; Kalibrierfunktion der pH-Elektrode; pH-
Regelung

Schlauchpumpen M303 Zudosierung pH-Korrekturmittel

0O,-Elektrode InPro 68501 Messung des Gelostsauerstoff; Messung der Temperatur

0,-Messumformer M300 Anzeige des Gelostsauerstoff; Anzeige Temperatur

Abluft-Gassensor BlueInOne 25 Messen der Abluft CO,-[0-25 Vol.%] und O,- [0-100 Vol.%]

PAR-Sensor MESA MS-PAR Messung der photosynthetisch aktiven Strahlung [0...3000 mmol/m?*s]

Anzeigegerit GIA 20 EB Anzeige der Messwerte Beleuchtungsstirke, CO,- und O,-Gehalt der
Abluft

Mass Flow Controller MPCO5 Messen des Zuluftstromes [0,1...5 L/min]

Digitale Schaltuhr SC 24 Programmierung von Beleuchtungszyklen

Strahler NARV A 077Lumoflor Leuchtstofflampe mit ausgeprigtem roten und blauen Spektralbereich

Kreislaufkiihler KK4TBE Temperaturregelung Medium

Toshiba Laptop Ausgabe und Anzeige Messdaten

EASYControl Messwerterfassungs-Software EASYBus Sensormodule

Kiihlaggregat fiir Abgaskiihler Kiihlung Riickflusskiihler

Sterilkupplungen Sicherstellung der sterilen Befiillung

2.3 Korrelation optische Dichte zur Biotrockenmassekonzentration und
Bestimmung Extinktionskoeffizient der Zellsuspension

Fiir eine schnelle Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration wurde die gegeniiber einer
gravimetrischen Biotrockenmassebestimmung eine schnelle UV/VIS-spektrometrische Messung
der optischen Dichte (OD) herangezogen und eine Korrelation zur
Biotrockenmassekonzentration wie folgt erstellt. Das Spektrum einer Zellsuspension von
Arthrospira platensis PCC 9108 wurde in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen im UV/VIS-
Spektrometer (Beckman DU 640, Beckman-Coulter, Brea, USA) im Wellenldngenbereich von
200 — 800 nm gemessen (sieche Abbildung 1). AnschlieBend wurden von selbigen verdiinnten
Suspensionen definierte Volumina iiber zuvor getrocknete und gewogene Filter (Cellulose-

Filterpapier quantitativ 434, 2-3 um Porengroe, VWR, Darmstadt, Deutschland) filtriert. Die

5
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auf dem Filter verbliebenen Zellen wurden zweimal mit entionisiertem Wasser gewaschen, um
anhéngende Salze zu entfernen, und anschlieend bei 103 °C im Trockenschrank getrocknet und
ausgewogen. Daraus konnte die Biotrockenmassekonzentration gravimetrisch bestimmt werden.

Die Absorptionswerte an den Maxima bei 620 nm (PC), 679 nm (Chl a) sowie im minimalen
Bereich der Pigmentkonzentration bei 750 nm aus den Spektren wurden dann iiber der
zugehorigen gravimetrisch ermittelten Biotrockenmassekonzentration aufgetragen (Abbildung 2)

und eine lineare Regression vorgenommen (Tabelle 6).

1,0
0,8

3

< 06

(o)

kS

=
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<
0,2
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500 550 600 650 700 750 800
Wellenlidnge [nm]

Abbildung 1: Spektrum von Zellsuspensionen verschiedener Biomassekonzentration

Absorptionsspektrum von Zellsuspensionen unterschiedlicher Biomassekonznetration von A. platensis PCC 9108
(Messung mit UV/VIS-Spektrometer Beckman DU 640, Beckman-Coulter, Brea, USA) im Wellenldngenbereich
von 500 - 800 nm

Es zeigte sich, dass ab Wellenlidnge von 750 nm die Korrelation am giinstigsten war, da dort der
Einfluss der absorbierenden Pigmente am geringsten ist, erkennbar an dem hdoheren
Extinktionskoeffizienten. Zudem koénnten im Bereich von 620 bis 680 nm durch den sich
verdndernden Phycocyanin- und Chlorophyll-a-gehalt fehlerhafte Absorptionen gemessen
werden. Deswegen wurde die routinemif3ig Messung der optischen Dichte zur Bestimmung der
Biotrockenmassekonzentration bei einer Wellenlinge von 750 nm festgelegt. Die

Extinktionskoeffizienten der Biomasse wurden iiber das Gesetz von Lambert-Beer berechnet.
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Tabelle 6: Lineare Regression der Absorption iiber der Biotrockenmassekonzentration

Regressionskoeffizient R? und Extinktionskoeffizient von Arthrospira platensis PCC 9108 bei verschiedenen

Wellenldngen
Wellenlénge Regression R’ Extinktions-
koeffizient €
[nm] y=[Absl,x=[gL"] |[] [Lg'em’]
620 y=1,80x 0,86 1.8
679 y=1,84x 0,88 1.8
750 y=1,21x 0,90 1.2
1,0
0,8
=
Ha)
< 06}
=
8
—
-
2 047
e
<
0,2 750 nm
= 620 nm (Phycocyanin)
* 679 nm (Chlorophyll a)

0,0
0,0

0,1 0,2

0,3

0,4

Biotrockenmasse [g/L]
Abbildung 2: Darstellung der Absorption iiber der Biomassekonzentration

0,5

0,6

Absorption von Zellsuspensionen von Arthrospira platensis PCC 9108 bei verschiedenen Biomassekonzentration
bei verschiedenen Wellenldngen; Dreieck - 750 nm, Quadrat- 620 nm (Bereich maximaler Absorption des
Phycocyanin), Kreis - 679 nm (Bereich maximaler Absorption des Chlorophyll a)
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2.4 Berechnungen

Herleitung u-Berechnung aus OT

OT(t)

Yoz
CX

() =cx(t=0) +

Cx(t + At) = ¢ (t) - et
Kombination und Umstellung ergibt:

cx(t =0) - Yoz + OT(t + At)
1 o

=1
HoTR =2 "M T (k= 0) Yoz + OT(t)

CX

Glg. 1

Formeln mit: Biomassekonzentration c¢, in g L', Zeit t in h, Sauerstofftransfer OT in go2 L
Produktbildungskoeffizient.
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3  Ergebnisse und Diskussion
3.1 Klassisches System Schiittelkolben

Messwerte

Tabelle 7: Rohdaten Schiittelkolbenkultivierung

(Biotrockenmasse BTM, Standardabweichung der Biotrockenmasse StabW BTM, pH-Wert, spezifische
Wachstumsgeschwindigkeit p und Produktivitit von A. platensis PCC 9108 iiber die Kultivierungszeit im
Schiittelkolben, Inkubator Minitron, Infors, Bottmingen, Schweiz, 30 °C, Beleuchtung mit Leuchtstoffrohren im
Hell-/Dunkel-Rhythmus von 16 h /8 h mit einer auf dem Schiitteltablar resultierenden mittleren Lichtintensitédt von

ca. 21 pmol m? s™!

Zeit BTM StabW BTM pH p Produktivitit
h g/L g/L - d?! mgL'h'
0 0,13 0,01 9,17 - }
45 0,22 0,01 9,65 0,272 4,8
118 0,45 0,02 9,87 0,230 3,8
141,67 0,47 0,03 10,05 0,046 3,3
165,67 0,55 0,02 10,09 0,162 3,3
286,67 0,80 0,03 10,14 0,073 2,8
310,67 0,92 0,03 10,05 0,142 3,0
334,67 0,95 0,05 10,13 0,027 2,8
Modellierung
Quelltext Madonna:

STARTTIME =0
STOPTIME=335
DT =0.001, DTOUT = 0.01

10=#I(time) {[umol m-2 s-1]}
deltax=1 {[cm]}

umax=2 {[d-1], max. Wachstumsrate }
et=1.8 {[L/g/cm]}

KSI= 170 {[umol m-2 s-1]}

KKI= 10 {[umol m-2 s-1]}
x0=0.13 {[g/L]}

init x=x0

k=KSI-2*KKI

xmax= IF x<= logn(i0/kki)/(et*deltax)
THEN deltax
ELSE logn(I0/kki)/(et*x)

u=umax*((ksi-kki)/k/et/x/deltax *logn((10+k)/(10*exp(-et*x *xmax)+k))-kki/k *xmax/deltax)

limit u>=0
d/dt(x)=u/24*x
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3.2 Klassisches System Blasensiiule

Messwerte

Tabelle 8: Rohdaten Blasensidulenkultivierung

Biotrockenmasse BTM, Standardabweichung der Biotrockenmasse StabW BTM, pH, spezifische Wachstumsrate p
und Produktivitit A. platensis PCC 9108 iiber die Kultivierungszeit im Blasensdulen-Photobioreaktor (MS Photo 15,
Umex GmbH, Dresden, Deutschland), 30 °C, Beleuchtung kontinuierlich mit Leuchtstoffrohren mittlerer
Lichtintensitit von ca. 150 umol m™ s (gemessen mittels integriertem Lichtsensor

Zeit BTM StabW BTM pH p Produktivitit
h g/L g/L - d! mg L' h'!
0 0,05 0,00 8,87 - -
23,5 0,13 0,01 9,42 0,84 3,2
52,25 0,57 0,01 9,84 1,06 15,4
78,25 1,04 0,05 10,36 0,54 18,2
99,25 1,19 0,12 10,39 0,15 6,9
124 1,36 0,08 10,34 0,13 7,0
170,75 1,64 0,11 10,21 0,09 5,9
195,75 1,80 0,04 10,14 0,09 6,5
273 2,17 0,04 10,08 0,06 4.8
289,75 2,16 0,08 10,07 0,00 -0,4
313,5 2,40 0,07 10,05 0,10 9,9
337 2,56 0,03 10,03 0,07 6,8
362,25 2,62 0,04 10,03 0,02 2,3
386,25 2,70 0,07 10,02 0,03 3,6
436 3,27 0,06 10,00 0,09 114
456,75 3,25 0,05 9,99 -0,01 -1,3
481,75 3,46 0,06 9,99 0,06 8,7
Modellierung
Quelltext Madonna:

STARTTIME=0
STOPTIME=483
DT=0.001, DTOUT = 0.1

10=150 {[umol m-2 s-1]}
deltax=6.5 {[cm]}

umax=2 {[d-1], max. Wachstumsrate }
et=1.8 {[L/g/cm]}

KSI= 170 {[umol m-2 s-1]}

KKI= 10 {[umol m-2 s-1]}
x0=0.05 {[g/L]}

init x=x0

k=KSI-2*KKI

xmax= IF x<=logn(i0/kki)/(et*deltax)
THEN deltax

ELSE logn(I0/kki)/(et*x)
u=umax*((ksi-kki)/k/et/x/deltax*logn((10+k)/(I0*exp(-et*x *xmax)+k))-kki/k *xmax/deltax)
limit u >=0

d/dt(x)=u/24*x

10
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3.3 RAMOS-CultiLux

Messwerte Kultivierung mit kontinuierlicher Beleuchtung

Tabelle 9: Rohdaten Kultivierung im RAMOS mit CultiLux

1n%;;2:ta (| 75 | 140 | 260 | 320 | 440 | 550 | 635 | 720 | 960 | 1300 | 2000
Zeit OTR

h mmol L' h!

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,4972 1’%(;E_ -0,213 -1,665 -0,867 -0,877 | -0,6505 | -0,9415 | -1,0215 -1,32 -1,685 -1,152
0,9972 -0,0364 | -0,1227 | -0,468 0,0015 -0,608 -0,441 [-0,09575| -0,4531 | -0,1845 | -0,9965 | -0,0588
1,4972 0,0427 | -0,0413 | -0,5285 | -0,0378 | -0,379 | -0,3205 | -0,0167 | -0,9825 |-0,05275| -0,9225 | -0,1935
1,9972 —2,(4)¥§)E— -0,1149 | -0,5185 | -0,081 -0,421 -0,371 [-0,04675]| -0,8855 |-0,12195| -0,729 |-0,0691
2,4972 -0,0498 | -0,0927 | -0,493 -0,144 -0,354 | -0,3065 | -0,104 -0,822 |-0,09415| -0,8505 | -0,104
2,9972 -0,0474 | -0,1695 | -0,4635 | -0,197 -0,32 -0,2635 | -0,2205 | -0,7435 | -0,201 -0,835 0’12_045
3,4972 -0,135 | -0,1435 | -0,548 -0,24 -0,4 -0,284 | -0,2385 | -0,808 |-0,20035| -0,892 |-0,3195
3,9972 -0,1264 | -0,1535 | -0,5195 | -0,277 -0,439 | -0,5225 -0,24 -0,8505 | -0,406 -0,791 -0,373
4,4972 -0,1305 | -0,1369 | -0,563 | -0,3285 | -0,429 | -0,5125 | -0,323 | -0,8535 -0,38 -0,816 |-0,2985
4,9972 -0,162 | -0,2075 | -0,511 -0,353 -0,518 | -0,5715 | -0,3725 | -0,868 -0,469 | -0,7645 | -0,2735
5,4972 -0,1095 | -0,186 -0,57 -0,3805 -0,44 -0,398 | -0,3615 | -0,874 -0,563 | -1,0195 | -0,2425
5,9972 -0,0726 | -0,179 | -0,5855 | -0,4105 | -0,437 -0,298 -0,43 -0,897 -0,493 | -1,0545 | -0,3165
6,4972 -0,0656 | -0,1815 | -0,622 -0,366 -0,391 -0,32 -0,3885 | -0,9805 | -0,502 -1,016 | -0,164
6,9972 -0,1305 | -0,2085 -0,66 -0,453 -0,445 | -0,4835 | -0,445 | -0,9955 | -0,4265 -1,17 -0,3425
7,4972 -0,1805 | -0,2175 | -0,5995 | -0,448 -0,511 -0,564 | -0,4325 | -0,983 | -0,4775 | -0,9885 | -0,296
7,9972 -0,159 -0,189 -0,599 | -0,4215 | -0,481 -0,472 | -0,4815 | -0,976 | -0,4195 | -0,959 -0,286
8,4972 -0,276 -0,264 | -0,6195 | -0,511 -0,542 | -0,5405 | -0,5435 | -1,0185 -0,64 -1,03 -0,347
8,9972 -0,2355 | -0,214 | -0,6875 | -0,4785 | -0,518 | -0,5905 -0,54 -1,075 -0,663 -1,16 -0,4365
9,4972 -0,0808 | -0,2045 | -0,649 | -0,5495 | -0,486 | -0,4265 | -0,5375 | -1,055 -0,64 -1,09 -0,3335
9,9972 -0,0894 | -0,1855 | -0,7005 | -0,507 -0,534 | -0,4355 | -0,541 -1,04 -0,525 -1,063 |-0,3585
10,4972 -0,1525 | -0,2465 | -0,6895 | -0,536 -0,428 -0,514 -0,555 -1,105 | -0,6355 | -1,245 -0,467
10,9972 -0,1232 | -0,193 | -0,6645 | -0,504 -0,447 | -0,3955 | -0,517 -1,085 | -0,5905 -1,06 -0,446
11,4972 -0,1815 | -0,261 -0,6935 | -0,5175 | -0,447 -0,453 -0,562 -1,14 -0,5445 -1,2 -0,365
11,9972 -0,132 | -0,1915 -0,8 -0,537 -0,506 | -0,4745 | -0,598 -1,27 -0,55 -1,315 -0,337
12,4972 -0,2115 -0,277 -0,7005 -0,601 -0,512 -0,5345 | -0,6215 -1,195 -0,7515 -1,175 -0,447
12,9972 -0,234 -0,269 | -0,6725 | -0,642 -0,616 -0,634 -0,611 -1,24 -0,742 -1,335 -0,54
13,4972 -0,168 -0,256 -0,73 -0,526 -0,462 | -0,4565 | -0,6605 | -1,275 | -0,6345 -1,23 -0,3605
13,9972 -0,1925 | -0,213 | -0,7525 -0,6 -0,534 | -0,5495 | -0,7295 -1,29 -0,748 -1,4 -0,5675
14,4972 -0,163 -0,246 | -0,8055 | -0,538 -0,556 | -0,4975 | -0,631 -1,335 -0,637 -1,545 -0,392
14,9972 -0,1011 | -0,189 | -0,7695 | -0,5935 | -0,433 -0,469 -0,65 -1,355 | -0,6915 -1,52 -0,602
15,4972 -0,1885 | -0,2585 | -0,7755 | -0,6475 | -0,496 | -0,5545 | -0,7205 -1,39 -0,8265 | -1,565 | -0,6265
15,9972 -0,245 -0,273 | -0,7945 | -0,6825 | -0,597 -0,603 | -0,7205 -1,33 -0,736 -1,695 -0,592
16,4972 -0,1605 | -0,291 -0,724 -0,615 -0,559 | -0,5025 | -0,7385 | -1,395 | -0,9555 -1,54 -0,4935
16,9972 -0,11 -0,2095 | -0,732 | -0,7075 | -0,475 | -0,4655 | -0,748 -1,445 -0,892 -1,64 -0,6255
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m';e‘fll;ttat 75 | 140 | 260 | 320 | 440 | 550 | 635 | 720 | 960 | 1300 | 2000

Zeit OTR
h mmol L' h”!

17,4972 -0,2325 | -0,253 | -0,8035 | -0,6225 | -0,667 -0,553 -0,747 -14 -0,8455 | -1,745 -0,55
17,9972 -0,183 -0,301 | -0,8425 | -0,659 -0,576 -0,539 -0,799 -1,285 -0,832 -0,995 -0,69
18,4972 -0,1301 | -0,275 | -0,8605 | -0,7185 | -0,578 | -0,5895 | -0,7875 | -1,545 | -0,8325 -1,86 -0,713
18,9972 -0,245 -0,335 | -0,8535 | -0,7735 -0,53 -0,638 -0,788 -1,615 -1,04 -1,975 | -0,823
19,4972 -0,229 -0,415 | -0,9375 | -0,7445 | -0,641 -0,703 | -0,8435 -1,66 -0,9805 -2,07 | -0,8865
19,9972 -0,258 -0,289 -0,903 | -0,7855 -0,68 -0,701 | -0,8975 -1,52 -1,2 -1,98 |-0,7915
20,4972 -0,19 -0,3135 | -0,9345 | -0,8035 | -0,643 -0,64 -0,843 -1,645 -1,17 -2,045 | -0,965
20,9972 -0,178 -0,301 -0,976 -0,773 -0,68 -0,668 -0,826 -1,72 -1,105 -2,11 -0,9415
21,4972 -0,1485 | -0,2195 | -0,976 | -0,7115 -0,55 -0,5815 | -0,8605 -1,77 -1,07 -2,23 -0,786
21,9972 -0,0362 | -0,2125 | -0,9835 | -0,7975 -0,49 -0,4405 | -0,906 -1,745 -1,1 -2,275 | -0,9475
22,4972 -0,159 -0,276 -0,976 | -0,7725 | -0,631 -0,69 -0,931 -1,82 -1,18 -2,35 -1,05
22,9972 -0,2575 | 0,0335 | -1,0145 | -0,814 0,0231 -0,374 | -0,9795 | -1,875 -1,285 -2,47 -1,07
23,4972 -0,2785 | -0,4115 -1,08 -0,8615 | -0,754 -0,892 | -0,9825 -1,93 -1,245 -2,6 -1,07
23,9972 -0,1875 | -0,2465 | -1,0355 | -0,8305 | -0,706 | -0,7895 | -0,9955 | -1,955 -1,315 -2,635 -1,11
24,4972 -0,2125 | -0,306 -1,075 -0,776 -0,952 -0,786 -0,977 -1,985 -1,385 -2,71 -0,954
24,9972 -0,2795 | -0,306 -1,065 | -0,7955 | -0,698 | -0,7815 | -0,991 -2,035 -1,255 -2,86 -1,08
25,4972 -0,2215 -0,35 -1,065 | -0,8295 | -0,757 -0,81 -0,988 -2,09 -1,37 -2,925 -1,17
25,9972 -0,241 -0,331 -1,065 -0,833 -0,759 -0,767 -1,02 -2,12 -1,295 -2,885 | -1,245
26,4972 -0,2555 | -0,331 -1,15 -0,9485 | -0,794 | -0,8695 | -1,079 -2,245 -1,465 -3,065 | -1,365
26,9972 -0,261 | -0,3395 -1,22 -0,896 -0,775 | -0,9195 | -1,0725 | -2,235 -1,38 -3,15 -1,27
27,4972 -0,222 | -0,4035 | -1,175 -1,015 -0,787 -0,918 -1,11 -2,27 -1,575 -3,2 -1,52
27,9972 -0,219 -0,303 -1,14 -0,9755 | -0,818 -0,988 -1,17 -2,27 -1,64 -3,245 | -1,495
28,4972 -0,163 -0,362 -1,2 -0,97 -0,776 -0,812 -1,135 -2,34 -1,625 -3,35 -1,485
28,9972 -0,194 | -0,3455 | -1,055 | -0,9275 | -0,872 | -0,8765 -1,16 -2,39 -1,625 -3,46 -1,43
29,4972 -0,1645 | -0,345 -1,205 -0,956 -0,838 -0,859 -1,165 -2,46 -1,655 -3,565 -1,58
29,9972 -0,2115 | -0,4195 | -1,055 | -1,0215 | -0,749 | -0,9435 -1,23 -2,395 -1,575 -3,435 | -1,665
30,4972 -0,2165 | -0,317 -1,175 -1,055 -0,831 | -0,9575 -1,26 -2,505 -1,795 -3,66 -1,78
30,9972 -0,236 -0,373 -1,255 | -1,0095 | -0,995 -0,931 -1,25 -2,625 -1,74 -3,75 -1,775
31,4972 -0,167 -0,368 -1,305 -1,135 -0,922 -1,012 -1,325 -2,7 -2,015 -3,92 -2,095
31,9972 -0,2735 | -0,401 -1,315 -1,05 -1,04 -1,18 -1,29 -2,76 -1,905 -3,82 -1,875
32,4972 -0,271 | -0,3905 | -1,355 -1,12 -0,87 -1,185 -1,35 -2,795 -1,955 -3,735 | -1,975
32,9972 -0,181 | -0,3285 | -1,265 -1,15 -0,905 -1,06 -1,395 -2,86 -2,145 -3,83 -2,14
33,4972 -0,236 -0,366 -1,28 -1,15 -1,13 -1,23 -1,41 -2,86 -2,085 -3,72 -2,11
33,9972 -0,178 | -0,3225 | -1,375 -1,165 -1,04 -1,13 -1,425 -2,92 -2,215 -3,685 | -2,345
34,4972 -0,172 -0,348 -1,365 -1,17 -1,1 -1,19 -1,5 -3,03 -2,13 -3,665 -2,25
34,9972 -0,279 | -0,4025 | -1,355 -1,245 -1,18 -1,3 -1,52 -2,98 -2,185 -3,65 -2,39
35,4972 -0,232 -0,367 -1,29 -1,27 -1,09 -1,175 -1,535 -3,035 -2,395 -3,605 | -2,515
35,9972 -0,232 | -0,4025 | -1,375 -1,25 -1,18 -1,25 -1,615 -3,085 -2,435 -3,615 | -2,585
36,4972 -0,236 -0,373 -1,375 -1,315 -1,14 -1,315 -1,68 -3,115 -2,565 -3,55 -2,795
36,9972 -0,2345 | -0,4035 -1,39 -1,285 -1,27 -1,345 -1,76 -3,09 -2,56 -3,54 -2,82
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Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis Anhang

m';e‘fll;ttat 75 | 140 | 260 | 320 | 440 | 550 | 635 | 720 | 960 | 1300 | 2000

Zeit OTR
h mmol L' h!

37,4972 -0,228 | -0,3675 | -1,425 -1,355 -1,04 -1,445 -1,73 -3,165 -2,645 -3,365 -3
37,9972 -0,2805 | -0,358 -1,5 -1,335 -1,3 -1,615 -1,82 -3,215 -2,61 -3,405 | -3,025
38,4972 -0,1975 | -0,3635 -1,51 -1,37 -1,22 -1,345 -1,855 -3,29 -2,69 -3,085 | -3,185
38,9972 -0,1565 | -0,342 -1,515 -1,385 -1,32 -1,385 -1,885 -3,215 -2,875 -2,895 -3,24
39,4972 -0,213 -0,347 -1,34 -1,375 -1,38 -1,55 -1,905 -2,765 -2,87 -2,345 | -3,365
39,9972 -0,2105 | -0,3785 -1,35 -1,425 -1,3 -1,57 -1,955 -2,735 -2,865 -1,85 -3,425
40,4972 -0,301 | -0,4195 | -1,2365 | -1,395 -1,37 -1,49 -2,02 -2,755 -2,86 -1,255 | -3,405
40,9972 -0,131 | -0,3585 -1,18 -1,41 -1,3 -1,51 -2,03 -2,685 -2,97 -1,07 -3,41
41,4972 -0,2105 | -0,391 -1,061 -1,505 -1,32 -1,5 -2,1 -2,52 -3,02 -0,893 | -3,685
41,9972 -0,234 -0,348 | -0,9275 | -1,475 -1,51 -1,64 2,11 -2,525 -2,935 | -0,7215 | -3,47
42,4972 -0,2535 | -0,3945 | -0,816 -1,5 -1,5 -1,755 -2,22 2,4 -3,24 -0,64 -3,615
42,9972 -0,266 -0,41 -0,7785 -1,56 -1,52 -1,765 -2,165 -2,475 -3,15 -0,4745 | -3,555
43,4972 -0,264 -0,38 -0,7125 | -1,495 -1,52 -1,795 -2,225 -2,32 -3,14 -0,4925 -3,26
43,9972 -0,22 -0,4245 | -0,655 -1,58 -1,56 -1,835 -2,29 -2,145 -3,2 -0,4335 | -3,03
44,4972 -0,234 -0,393 | -0,6595 | -1,595 -1,5 -1,93 -2,325 -2,345 -3,145 | -0,5925 | -2,86
44,9972 -0,2615 | -0,3715 | -0,801 -1,645 -1,75 -1,985 -2,33 -2,25 -3,075 -0,551 -2,85
45,4972 -0,243 -0,343 -1,08 -1,625 -1,44 -1,81 -2,41 -3,17 -3,165 | -0,6558 | -2,895
45,9972 -0,2085 | -0,3705 | -0,956 -1,67 -1,68 -1,94 -2,49 -3,16 -3,175 | -0,4795 | -2,815
46,4972 -0,213 | -0,4035 | -0,9605 -1,72 -1,57 -2,015 -1,94 -3,13 0 -0,3685 | -3,27
46,9972 -0,2375 | -0,371 -0,929 -1,635 -1,64 -2,03 -2,4 -3,08 -3,01 -0,3745 | -4,035
47,4972 -0,257 -0,452 | -0,8575 | -1,655 -1,74 -2,13 -2,37 -3,06 -2,88 -0,3355 -3,6
47,9972 -0,233 | -0,4335 | -0,8265 | -1,675 -1,8 -2,115 -2,385 -2,98 -2,78 -0,293 | -3,085
48,4972 -0,2145 | -0,416 -0,783 -1,725 -1,71 -2,14 -2,38 -2,76 -2,815 | -0,2295 | -2,775
48,9972 -0,2485 | -0,3825 | -0,758 -1,745 -1,86 -2,19 2,4 -2,575 -2,845 | -0,1567 | -2,42
49,4972 -0,205 | -0,3905 | -0,734 -1,765 -1,76 -2,135 -2,495 -2,46 -2,95 -0,1965 | -1,985
49,9972 -0,227 | -0,4255 -0,65 -1,715 -1,97 -2,26 -2,405 -2,175 -2,805 -0,151 -1,55
50,4972 -0,329 -0,431 -0,66 -1,72 -2,03 -2,28 -2,355 -1,995 -2,835 | -0,1678 | -1,387
50,9972 -0,2735 | -0,3795 | -0,6695 | -1,675 -1,98 -2,345 -2,335 -1,79 -2,67 -0,164 |-1,2185
51,4972 -0,2615 | -0,3885 | -0,6105 -1,71 -1,89 -2,295 -2,355 -1,54 -2,56 -0,0823 | -0,9885
51,9972 -0,346 | -0,4445 | -0,5605 | -1,735 -2,04 -2,5 -2,375 -1,275 -2,605 | -0,0586 | -0,9845
52,4972 -0,2285 | -0,3935 | -0,604 -1,685 -1,86 -2,345 -2,325 -1,069 -2,45 -0,135 |-0,7885
52,9972 -0,293 -0,308 | -0,3351 -1,7 -1,63 -2,19 -2,295 -0,91 -2,275 -0,065 | -0,869
53,4972 -0,1915 | -0,393 | -0,2202 -1,71 -1,99 -2,39 -2,31 -0,771 -2,19 -0,18 -0,728
53,9972 -0,2395 | -0,4065 | -0,2555 | -1,795 -1,99 -2,365 -2,305 -0,653 -2,12 -0,125 | -0,786
54,4972 -0,296 | -0,4535 | -0,324 -1,725 -2,14 -2,645 -2,285 | -0,5625 -1,86 -0,1285 | -0,644
54,9972 -0,199 | -0,3835 | -0,2842 | -1,675 -2,04 -2,435 -2,285 | -0,4775 -1,62 -0,1295 | -0,3554
55,4972 -0,2595 -0,45 -0,3435 | -1,605 -2,26 -2,595 -2,21 -0,4255 | -1,315 | -0,1381 | -0,409
55,9972 -0,316 -0,425 | -0,2395 -1,59 -2,19 -2,7 -2,185 -0,362 | -1,0695 | -0,0289 | -0,2817
56,4972 -0,2215 | -0,4125 | -0,2375 | -1,595 -2,11 -2,48 -2,18 -0,324 -0,864 | -0,0427 | -0,3375
56,9972 -0,2765 | -0,438 | -0,3085 | -1,655 -2,06 -2,55 -2,205 | -0,3595 | -0,9015 | -0,185 |-0,4205
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Anhang Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

in%ellcllslitt-éit 75 140 | 260 | 320 | 440 | 550 635 720 | 960 | 1300 | 2000
Zeit OTR
h mmol L' h!
57,4972 | -0,2845 | -0,4255 | -0,2631 | -1,66 | -2,08 | -2,605 | -2,215 | -0,275 | -0,7535 | -0,011 | -0,376
57,9972 | -02975 | -0444 | -0203 | -1,555 | 226 | 2,72 | -2,18 | -0,208 | -0,581 | -0,0493 |-0,2492
58,4972 | -0,1855 | -0,3915 | -0,2769 | -1,625 | -2,03 2.4 2,19 | -0,2505 | -0,5055 | -0,1018 | -0,282
58,9972 20,212 | -0,4135 | -0,2218 | -1,59 | -2,11 | -2,485 | -2,175 | -0,207 | -0,448 | -0,0356 0’27'685
59,4972 0,196 | -0,4095 | -0,386 | -1,505 | -2,13 | 2,49 | 2,17 | -0,204 | -0,2955 | -0,1205 |-0,2635
59,9972 | -0,2465 | -0,3865 | -0,3526 | -1,535 | -2,18 | -2,555 | -2,19 |-0,1905 | -0,214 | -0,164 |-0,2675
60,4972 | 02015 | -047 | 0391 | -147 | 221 | 2475 | 2,095 | -02265 | -0.238 | -0,1073 |, 4905
60,9972 | -02225 | -0,462 | -0,401 | -1,44 | -2,18 | -2,55 | -2,125 | -0,1725 | -0,1785 | -0,1755 | -0,2005
61,4972 0,251 | -0,4755 | -0393 | -145 | 2,18 | -2,62 | -2,075 | -0,1265 | -0,151 | -0,056 0,16_183
61,9972 -0,337 | -0,4685 | -0,3802 | -1,535 | 2,26 | -2,56 | -2,085 | -0,235 | -0,3635 | -0,0805 | -0,287
62,4972 0,293 | -0,525 | -0462 | -1,415 | 231 | -2,545 | -1,95 | -0,136 | -0,2655 | -0,1526 | -0,1467
62,9972 0293 | -0528 | -044 | -1,505 | 221 | -2,525 | -1.86 |-0,1361 | -0,187 | -0,072 |-0,2525
63,4972 | -0,2235 | -0,5035 | -0,3156 | -1,355 | 225 | -2,575 | -1,79 | -0,1101 | -0,2845 | -0,1034 |-0,1935
63,9972 0,298 | -0,4965 | -0,4815 | -1,325 | 231 | -2,55 | -1,65 |-0,0998 | 0,0325 | -0,0838 0’09'425
64,4972 | 02255 | -0,4785 | -0,4515 | -1,4 2,17 | 248 | -1,51 | -0,145 | -0,154 | -0,1275 | -0,2535
64,9972 | -02975 | 0,49 | -045 | -1,395 | 232 | -2,52 | -1,405 | -0,193 | -0,126 | -0,1144 | -0,241
65,4972 | -0,2745 | -0,5195 | -0.48 | -1,365 | -22 24 | -1,295 | -0,1535 | -0,1013 | -0,1765 | -0,248
65,9972 0,185 | -0,4605 | -0,4259 | -1,365 | -2,17 | -2,255 | -1,218 | -0,135 | -0,208 | -0,1098 |-0,2275
66,4972 | -0,2355 | -0,522 | -0,5385 | -1,355 | -2,18 | -2,125 | -1,144 | -0,1146 | -0,2725 | -0,1615 | -0,277
66,9972 0,27 | -0,5005 | -0,3802 | -1,31 2,19 | -2,03 | -1,028 | -0,1034 | -0,1985 | -0,2655 | -0,205
67,4972 | -0,3075 | -0,497 | -0,3837 | -1,285 | 221 | -1,96 | -1,0045 | -0,1305 [-0,12285 | -0,1565 o,1é475
67,9972 0,269 | -0,526 | -0,407 | -1,305 | -2,01 1,52 | -0,942 | -0,145 | -0,1555 | -0,207 |-0,2445
68,4972 | -0,3065 | -0,5905 | -0,3523 | -1,265 | -2,33 | -1,525 | -0,915 | -0,1345 [-0,11115| -0,1845 |-0,2195
68,9972 | -0,2685 | -0,5435 | -0.43 | -1,255 | 2,19 |-1,2625 | -0,833 | -0,0779 | -0,165 | -0,0833 0,1(;795
69,4972 -0,264 | -0,5315 | -0,9745 | -1,305 | -2,28 | -1,034 | -0,848 '4’33”3" -2,3181:,- -0,0723 | -0,2255
69,9972 20,266 | -0,539 | -0979 | -1,21 2,26 | -1,0205 | -0,8145 | -0,0714 | -0,2435 | -0,219 0’12‘655
70,4972 | -0,2705 | -0,5795 | -1,0515 | -125 | 227 | -0,675 | -0,7745 | -0,1095 | -0,225 | -0,3445 0,08-637
70,9972 0,285 | -0,5305 | -1,0275 | -1,235 | -2,14 | -0,6955 | -0,713 | -0,0746 | -0,2435 | -0,2515 | -0,226
71,4972 0,223 | -0,531 | -0,937 | -1,205 | -1,98 |-0,5785 | -0,663 | -0,0176 | -0,2125 | -0,2645 |-0,2635
71,9972 0,275 | -0,5345 | -1,055 | -1,195 | -2,03 |-0,5925 | -0,7125 | -0,0604 | -0,2735 | -0,3215 | -0,347
72,4972 | -0,2625 | -0,5145 | -1,084 | -1,135 | -197 | -0,5575 | -0,6725 | -0,131 | -0,1785 | -0,3885 |-0,2265
72,9972 0259 | -057 | -0.873 | -1,255 | -2,01 | -0,5005 | -0,7005 '1’§§E' '3’8fE' -0,1819 | -0,245
73,4972 0,317 | -0,543 | -09155 | -1,125 | -1,87 | -0,4555 | -0,581 6’%23]5‘ 'l’ng' 0,13 | -0,1965
73,9972 0,218 | -0,5425 | -0,946 | -1,16 | -1,63 | -0,319 | -0,564 3"(‘)53]5' '%‘ZE' -0,241 | -0,2485
74,4972 | 02275 | -0,5515 | -1,044 | -1,14 | -146 | -0319 | -0,5565 7%73]3' 'Z’é?E' 0,2225 | -0,28
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Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis Anhang

m’;e‘g;tta (| 75 | 140 | 260 | 320 | 440 | 550 | 635 | 720 | 960 | 1300 | 2000

Zeit OTR
h mmol L' h!

76,4972 -0,2725 | -0,582 | -0,8315 | -1,135 -0,821 -0,253 | -0,4415 | 0,0534 | -0,1075 | -0,2825 | -0,208
76,9972 -0,3125 | -0,586 -0,981 -1,15 -0,755 -0,411 -0,448 0,0321 -0,257 -0,368 | -0,3485
77,4972 -0,2355 | -0,5965 | -0,9645 | -1,115 -0,582 | -0,2245 | -0,412 0,0179 | -0,3005 | -0,2665 | -0,287
77,9972 -0,3185 -0,59 -0,913 -1,11 -0,61 -0,365 -0,403 0,000 0,000 -0,335 | -0,244
78,4972 -0,2815 | -0,597 -0,979 -1,165 -0,462 -0,337 -0,404 0,0256 | -0,3055 | -0,382 |-0,3565
78,9972 -0,239 -0,545 | -0,9925 | -1,175 -0,498 | -0,1875 | -0,4105 | 80,000 0,000 -0,2275 |-0,3075
79,4972 -0,3685 | -0,578 -0,975 -1,15 -0,458 -0,302 -0,403 0,0907 | -0,2385 | -0,282 |-0,2425
79,9972 -0,2 -0,5255 | -1,0025 -1,11 -0,428 | -0,2545 | -0,3585 | 0,0415 | -0,2195 | -0,409 | -0,2695
80,4972 -0,2615 | -0,5785 | -0,878 -1,13 -0,328 | -0,2895 | -0,332 -0,038 | -0,1935 | -0,375 | -0,251
80,9972 -0,285 | -0,5965 | -0,9275 -1,04 -0,387 | -0,2745 | -0,328 0,0188 -0,283 -0,32 -0,197
81,4972 -0,267 | -0,6075 | -0,9915 | -1,095 -0,374 | -0,4005 | -0,3225 | 0,0228 | -0,3075 | -0,3045 | -0,213
81,9972 -0,291 | -0,4925 -1,09 -1,07 -0,266 -0,259 | -0,3055 0,000 0,000 -0,32 0, 14;415
82,4972 -0,2855 | -0,6905 | -1,141 -1,08 -0,401 | -0,2755 -0,27 -0,0551 | -0,317 -0,248 |-0,2815
82,9972 -0,2505 | -0,598 -1,094 -1,115 -0,313 | -0,3245 | -0,2765 | -0,0143 | -0,306 -0,362 | -0,2385
83,4972 -0,2665 | -0,648 | -0,9885 -1,07 -0,282 | -0,3085 | -0,286 0,0176 -0,266 | -0,1831 | -0,1515
83,9972 | -0,2535 | -0,565 | -1,0385 | -1,015 | -0,254 | -0,3495 | -0,2475 | -0,0439 | -0,2055 | -0,32 0’13' 155
84,4972 -0,3305 | -0,623 -1,093 -1,055 -0,444 | -0,3785 | -0,265 | -0,0237 | -0,155 -0,238 | -0,274
84,9972 -0,271 -0,619 -1,135 | -1,0045 -0,28 -0,2885 | -0,2115 | -0,0173 | -0,1895 | -0,2905 | -0,175
85,4972 -0,3515 | -0,628 | -1,0215 | -1,054 -0,501 -0,347 | -0,2395 | -0,0605 | -0,331 | -0,2595 | -0,232
85,9972 -0,3245 | -0,625 -0,94 -1,0465 | -0,338 | -0,3735 | -0,2845 | 0,0482 -0,376 | -0,1437 | -0,247
86,4972 -0,3225 | -0,6525 | -1,074 | -1,0235 | -0,258 | -0,3285 | -0,2805 | -0,0511 | -0,2435 | -0,2795 | -0,213
86,9972 -0,277 -0,635 -1,03 -0,9795 | -0,292 -0,347 | -0,2165 | -0,000 |0,000 -0,3825 | -0,1627
87,4972 -0,289 | -0,6185 | -1,055 | -1,0085 | -0,266 -0,291 -0,257 | -0,0245 | -0,288 | -0,2875 |-0,2725
87,9972 -0,3495 | -0,6485 | -0,7985 | -0,9555 | -0,403 | -0,4005 | -0,196 | -0,0128 -0,19 -0,26 | -0,1665
88,4972 -0,312 | -0,6725 | -0,9875 | -0,9615 | -0,297 | -0,4465 | -0,2095 | -0,071 -0,173 -0,412 | -0,252
88,9972 -0,293 -0,636 -0,9025 | -0,193 | -0,2855 -0,24 -0,292 -0,204
89,4972 -0,284 | -0,6525 -0,966 -0,306 | -0,2475 | -0,2285 -0,3315 -0,212
89,9972 -0,3185 | -0,6385 -0,9745 | -0,215 | -0,2565 | -0,2145 -0,2955 -0,3015
90,4972 -0,325 -0,644 -0,8885 | -0,379 | -0,3795 | -0,2015 -0,1669 -0,166
90,9972 -0,3645 | -0,672 -0,874 -0,328 | -0,3515 |-0,17875 -0,1815 -0,2115
91,4972 -0,272 -0,681 -0,8465 | -0,342 | -0,2795 |-0,16735 -0,26 -0,138
91,9972 -0,3435 | -0,669 -0,896 -0,256 -0,24 -0,226 -0,3625 -0,307
92,4972 -0,3345 | -0,7115 -0,8755 | -0,235 | -0,2845 | -0,1845 -0,326 -0,2615
92,9972 -0,3665 | -0,673 -0,85 -0,31 -0,2185 |-0,16435 -0,333 -0,272
93,4972 -0,3575 | -0,746 -0,8125 -0,37 -0,3615 | -0,1509 -0,192 -0,167
93,9972 -0,335 -0,665 -0,842 -0,296 -0,3 -0,1487 -0,3545 -0,248
94,4972 -0,31 -0,679 -0,773 -0,304 | -0,2035 -0,24 -0,3295 -0,1995
94,9972 -0,278 | -0,6605 -0,7495 | -0,279 | -0,1611 | -0,151 -0,3815 -0,151

15




Anhang Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

Messwerte Kultivierung mit Hell-Dunkel-Zvklen

Tabelle 10: Rohdaten Kultivierung im RAMOS mit CultiLux

Zeit OTR oT Zeit OTR oT
h mmol L' h? | mmol L! h mmol L' h'| mmol L

0,0000 0,0000 0,0000 80,0000 1,5700 -1,6400
0,5000 4,4700 2,2300 80,5000 -0,3310 -1,3300
1,0000 4,9800 4,6000 81,0000 -0,4920 -1,5300
1,5000 0,1480 5,8800 81,5000 -0,5590 -1,8000
2,0000 -0,8550 5,7000 82,0000 -0,5750 -2,0800
2,5000 -0,7040 5,3100 82,5000 0,5070 -2,1000
3,0000 -0,5380 5,0000 83,0000 -0,5330 -2,1000
3,5000 -0,6090 4,7100 83,5000 -0,5330 -2,3700
4,0000 -0,2910 4,4900 84,0000 -0,5060 -2,6300
4,5000 0,3360 4,5000 84,5000 -0,4050 -2,8600
5,0000 2,1500 5,1200 85,0000 -0,5020 -3,0900
5,5000 1,2500 5,9700 85,5000 -0,3960 -3,3100
6,0000 0,9080 6,5100 86,0000 -0,7240 -3,5900
6,5000 0,1740 6,7800 86,5000 -0,7000 -3,9500
7,0000 0,3480 6,9100 87,0000 -0,5450 -4,2600
7,5000 0,2330 7,0600 87,5000 -0,4730 -4,5100
8,0000 0,3500 7,2000 88,0000 0,2280 -4,5700
8,5000 0,6870 7,4600 88,5000 -6,7600e-4 -4,5200
9,0000 0,6400 7,7900 89,0000 0,1230 -4,4800
9,5000 0,5780 8,1000 89,5000 0,0191 -4,4500
10,0000 0,3270 8,3200 90,0000 0,1380 -4,4100
10,5000 0,3900 8,5000 90,5000 0,0591 -4,3600
11,0000 0,4470 8,7100 91,0000 0,0886 -4,3200
11,5000 0,7440 9,0100 91,5000 0,0470 -4,2900
12,0000 0,4570 9,3100 92,0000 0,1650 -4,2400
12,5000 0,3590 9,5200 92,5000 0,1320 -4,1600
13,0000 0,2230 9,6600 93,0000 0,1390 -4,1000
13,5000 0,6130 9,8700 93,5000 0,1270 -4,0300
14,0000 0,3620 10,1000 94,0000 0,0822 -3,9800
14,5000 0,2450 10,2000 94,5000 0,1270 -3,9200
15,0000 0,4940 10,4000 95,0000 0,1560 -3,8500
15,5000 0,1630 10,6000 95,5000 0,1690 -3,7700
16,0000 -0,0289 10,6000 96,0000 -4,1900 -4,7800
16,5000 0,0472 10,6000 96,5000 -1,7000 -6,2500
17,0000 0,2490 10,7000 97,0000 2,6900 -6,0000
17,5000 0,3060 10,8000 97,5000 0,0237 -5,3200
18,0000 0,3710 11,0000 98,0000 -0,8230 -5,5200
18,5000 0,3610 11,2000 98,5000 -0,5040 -5,8500
19,0000 0,3240 11,3000 99,0000 -0,5210 -6,1100
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Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis Anhang

Zeit OTR oT Zeit OTR oT
h mmol L' h!'| mmol L h mmol L' h'| mmol L
19,5000 0,2220 11,5000 99,5000 -0,6030 -6,3900
20,0000 -1,4700 11,2000 100,0000 -0,4610 -6,6600
20,5000 0,2320 10,9000 100,5000 -0,4750 -6,8900
21,0000 0,1930 11,0000 101,0000 -0,5030 -7,1400
21,5000 0,2690 11,1000 101,5000 -0,4700 -7,3800
22,0000 0,2430 11,2000 102,0000 -0,2350 -7,5600
22,5000 0,3270 11,3000 102,5000 -0,2520 -7,6800
23,0000 0,2880 11,5000 103,0000 -0,3720 -7,8300
23,5000 0,1790 11,6000 103,5000 -0,2990 -8,0000
24,0000 0,3100 11,7000 104,0000 -0,0624 -8,0900
24,5000 -0,2380 11,8000 104,5000 0,0110 -8,1000
25,0000 0,9520 11,9000 105,0000 -0,5110 -8,2300
25,5000 1,3100 12,5000 105,5000 -0,5660 -8,5000
26,0000 0,0678 12,9000 106,0000 -0,5740 -8,7800
26,5000 -0,2400 12,8000 106,5000 -0,6310 -9,0800
27,0000 0,1520 12,8000 107,0000 -0,4650 29,3600
27,5000 -0,0398 12,8000 107,5000 -0,6240 29,6300
28,0000 0,2160 12,9000 108,0000 -0,5940 29,9300
28,5000 0,3340 13,0000 108,5000 -0,6050 -10,2000
29,0000 0,4240 13,2000 109,0000 -0,6670 -10,5000
29,5000 0,6220 13,4000 109,5000 -0,6720 -10,8000
30,0000 0,1140 13,6000 110,0000 -0,6150 -11,2000
30,5000 0,0630 13,7000 110,5000 -0,6660 -11,5000
31,0000 2,1200 14,2000 111,0000 -0,5560 -11,8000
31,5000 1,1800 15,0000 111,5000 -0,5920 -12,1000
32,0000 1,1400 15,7000 112,0000 -0,0498 -12,2000
32,5000 0,1980 16,0000 112,5000 -0,4290 -12,4000
33,0000 0,9950 16,3000 113,0000 -0,0840 -12,5000
33,5000 0,2190 16,6000 113,5000 0,0710 -12,5000
34,0000 2,9900 17,4000 114,0000 0,0252 -12,5000
34,5000 3,4900 19,0000 114,5000 0,0730 -12,4000
35,0000 -0,2410 19,8000 115,0000 0,1030 -12,4000
35,5000 0,0321 19,8000 115,5000 0,0597 -12,4000
36,0000 0,2860 19,9000 116,0000 0,0449 -12,3000
36,5000 -0,3520 19,9000 116,5000 0,0776 -12,3000
37,0000 0,1660 19,8000 117,0000 0,0589 -12,3000
37,5000 -0,0791 19,8000 117,5000 0,0661 -12,2000
38,0000 -0,1470 19,8000 118,0000 0,1050 -12,2000
38,5000 -0,0102 19,7000 118,5000 0,0350 -12,2000
39,0000 -0,1420 19,7000 119,0000 0,1160 -12,1000
39,5000 -0,2390 19,6000 119,5000 0,0562 -12,1000
Zeit OTR oT Zeit OTR oT
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Anhang Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

h mmol L h?| mmol L! h mmol L' h?'| mmol L!
40,0000 -0,2320 19,5000 120,0000 -3,9600 -13,0000
40,5000 -0,1160 19,4000 120,5000 -1,5700 -14,4000
41,0000 0,2560 19,4000 121,0000 2,1300 -14,3000
41,5000 0,2970 19,6000 121,5000 -0,2700 -13,8000
42,0000 0,3190 19,7000 122,0000 -1,1100 -14,2000
42,5000 0,0971 19,8000 122,5000 -0,8780 -14,7000
43,0000 0,2310 19,9000 123,0000 -0,7650 -15,1000
43,5000 0,3160 20,0000 123,5000 -0,7670 -15,5000
44,0000 0,1770 20,2000 124,0000 -0,6680 -15,9000
44,5000 0,1140 20,2000 124,5000 -0,6430 -16,2000
45,0000 0,1950 20,3000 125,0000 -0,7080 -16,5000
45,5000 0,2200 20,4000 125,5000 -0,5910 -16,9000
46,0000 0,1850 20,5000 126,0000 -0,5760 -17,2000
46,5000 0,1780 20,6000 126,5000 -0,6380 -17,5000
47,0000 0,2040 20,7000 127,0000 -0,6210 -17,8000
47,5000 0,4460 20,9000 127,5000 -0,5510 -18,1000
48,0000 -2,5700 20,3000 128,0000 -0,5980 -18,4000
48,5000 -0,8190 19,5000 128,5000 -0,5940 -18,7000
49,0000 2,6900 20,0000 129,0000 -0,5430 -18,9000
49,5000 -0,3830 20,5000 129,5000 -0,6230 -19,2000
50,0000 -0,4880 20,3000 130,0000 -0,6270 -19,5000
50,5000 -0,2460 20,1000 130,5000 -0,6360 -19,9000
51,0000 -0,6030 19,9000 131,0000 -0,5490 -20,2000
51,5000 -0,9560 19,5000 131,5000 -0,5650 -20,4000
52,0000 -1,0600 19,0000 132,0000 -0,5730 -20,7000
52,5000 -0,5690 18,6000 132,5000 -0,5740 21,0000
53,0000 -0,6940 18,3000 133,0000 -0,4740 21,3000
53,5000 -0,7060 18,0000 133,5000 -0,6690 -21,6000
54,0000 -0,7670 17,6000 134,0000 -0,5710 -21,9000
54,5000 -1,2400 17,1000 134,5000 -0,5670 -22,1000
55,0000 -0,9310 16,5000 135,0000 -0,5740 -22,4000
55,5000 -0,9200 16,1000 135,5000 -0,6130 -22,7000
56,0000 -0,9040 15,6000 136,0000 0,0680 -22,9000
56,5000 -1,0500 15,1000 136,5000 -0,4450 -23,0000
57,0000 -1,0700 14,6000 137,0000 -0,0688 -23,1000
57,5000 -1,0200 14,0000 137,5000 0,0122 -23,1000
58,0000 -1,0700 13,5000 138,0000 0,0360 -23,1000
58,5000 -1,2400 12,9000 138,5000 0,0658 -23,1000
59,0000 -1,2700 12,3000 139,0000 0,0886 -23,0000
59,5000 -1,2100 11,7000 139,5000 0,0842 -23,0000
60,0000 -1,2700 11,0000 140,0000 0,0368 -23,0000

Zeit OTR oT Zeit OTR oT
h mmol L' h?'| mmol L h mmol L' h?'| mmol L
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Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis Anhang

60,5000 -1,4000 10,4000 140,5000 0,0516 -22,9000
61,0000 -1,3600 9,7300 141,0000 0,0922 -22,9000
61,5000 -1,4100 9,0400 141,5000 0,0863 -22,8000
62,0000 -1,3600 8,3500 142,0000 0,0625 -22,8000
62,5000 -1,4100 7,6500 142,5000 0,1000 -22,8000
63,0000 -1,4600 6,9300 143,0000 0,0601 -22,7000
63,5000 -1,4700 6,1900 143,5000 -9,8300e-3 -22,7000
64,0000 0,4500 5,9400 144,0000 -3,1000 -23,5000
64,5000 0,2150 6,1000 144,5000 -1,3100 -24,6000
65,0000 0,3090 6,2300 145,0000 -1,4100 -25,3000
65,5000 0,2620 6,3800 145,5000 0,3330 -25,6000
66,0000 0,1880 6,4900 146,0000 -0,7520 -25,7000
66,5000 0,3060 6,6100 146,5000 -0,8000 -26,0000
67,0000 0,1700 6,7300 147,0000 -0,8910 -26,5000
67,5000 0,2090 6,8300 147,5000 -0,6810 -26,9000
68,0000 0,1190 6,9100 148,0000 -0,6460 -27,2000
68,5000 0,2320 7,0000 148,5000 -0,6250 -27,5000
69,0000 0,1690 7,1000 149,0000 -0,5480 -27,8000
69,5000 0,2330 7,2000 149,5000 -0,5820 -28,1000
70,0000 0,1080 7,2800 150,0000 -0,5290 -28,4000
70,5000 0,1570 7,3500 150,5000 -0,5440 -28,6000
71,0000 0,2610 7,4500 151,0000 -0,5470 -28,9000
71,5000 0,1460 7,5600 151,5000 -0,5500 -29,2000
72,0000 -5,1300 6,3100 152,0000 -0,5500 -29,5000
72,5000 -3,5800 4,1300 152,5000 -0,3330 -29,7000
73,0000 1,6700 3,6600 153,0000 -0,5630 -29,9000
73,5000 -1,2600 3,7600 153,5000 -0,5180 -30,2000
74,0000 -1,6200 3,0400 154,0000 -0,4850 -30,4000
74,5000 -1,2700 2,3100 154,5000 -0,5790 -30,7000
75,0000 -1,1000 1,7200 155,0000 -0,5000 -31,0000
75,5000 -0,8570 1,2200 155,5000 -0,4320 -31,2000
76,0000 -0,8400 0,8040 156,0000 -0,4460 -31,4000
76,5000 -0,7680 0,4020 156,5000 -0,5210 -31,6000
77,0000 -0,8880 -0,0116 157,0000 -0,4770 -31,9000
77,5000 -0,7370 -0,4180 157,5000 -0,5540 -32,2000
78,0000 -0,8050 -0,8030 158,0000 -0,5110 -32,4000
78,5000 -0,7520 -1,1900 158,5000 -0,4870 -32,7000
79,0000 -0,5790 -1,5200 159,0000 -0,5200 -32,9000
79,5000 -0,7320 -1,8500 159,5000 -0,4980 -33,2000
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Anhang Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis

Messwerte photomixotrophe Kultivierung

Tabelle 11: Rohdaten Kultivierung im RAMOS mit CultiLux

Zeit OTR phototroph OTR photomixotroph
h mmol L' h! mmol L' h!
0,0000 0,0000 0,0000
0,5000 -1,1600 0,5200
1,0000 0,8850 0,6120
1,5000 0,7920 0,5150
2,0000 0,3170 0,4278
2,5000 0,2200 0,5373
3,0000 0,3680 2,0087
3,5000 0,2510 2,9957
4,0000 -0,0584 1,1185
4,5000 -0,0750 1,4823
5,0000 -0,2030 1,7433
5,5000 -8,8400e-3 1,2340
6,0000 -0,0690 1,0643
6,5000 0,1870 1,2713
7,0000 0,2180 1,0031
7,5000 0,2450 0,7857
8,0000 0,0942 0,6523
8,5000 0,0984 0,7879
9,0000 0,1430 0,6534
9,5000 -0,0257 0,5121
10,0000 -0,1620 0,5257
10,5000 0,0423 0,8823
11,0000 0,0281 0,6912
11,5000 -0,0647 0,6933
12,0000 0,0155 0,7172
12,5000 -0,3080 0,5504
13,0000 -0,0622 1,0776
13,5000 -0,2240 1,3217
14,0000 -0,2570 1,1757
14,5000 -0,2370 1,7417
15,0000 -0,0816 1,4894
15,5000 0,1660 1,2280
16,0000 0,0214 0,7986
16,5000 -0,0938 0,8298
17,0000 -0,0443 0,9180
17,5000 -0,1930 0,4037
18,0000 -0,0677 0,1303
18,5000 -0,2400 -0,1519
19,0000 -0,1640 -0,2937
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Zeit OTR phototroph OTR photomixotroph
h mmol L' h” mmol L' h”'
19,5000 -0,1910 -0,2592
20,0000 -0,2500 -0,0755
20,5000 -0,2890 -0,2870
21,0000 -0,3770 0,0447
21,5000 -0,1920 -0,1143
22,0000 -0,2350 0,0269
22,5000 -0,3330 -0,2431
23,0000 -0,3330 -0,1950
23,5000 -0,3770 0,0613
24,0000 -0,3710 -0,0790
24,5000 -0,5080 0,4753
25,0000 -0,5340 -0,0270
25,5000 -0,7300 -0,1473
26,0000 -0,5400 -0,2845
26,5000 -0,5740 -0,3000
27,0000 -0,7990 -0,3350
27,5000 -0,7580 -0,4530
28,0000 -0,6270 -0,7630
28,5000 -0,8430 -0,4847
29,0000 -0,8720 -0,5973
29,5000 -0,9470 -0,7090
30,0000 -0,9110 -0,2827
30,5000 -0,8520 -0,6557
31,0000 -1,1100 -0,7823
31,5000 -1,1900 -0,1137
32,0000 -1,2100 -0,5917
32,5000 -1,2800 -0,8337
33,0000 -1,3500 -0,8397
33,5000 -1,3500 -0,9160
34,0000 -1,4600 -0,7520
34,5000 -1,5100 -0,9900
35,0000 -1,7400 -0,8613
35,5000 -1,5700 -1,2733
36,0000 -1,5200 -0,8693
36,5000 -1,7500 -1,1167
37,0000 -1,4900 -1,1833
37,5000 -1,3900 -1,3033
38,0000 -1,6800 -1,0967
38,5000 -1,9200 -1,2300
39,0000 -2,1000 -1,2033
39,5000 -1,8600 -0,8620
Zeit OTR phototroph OTR photomixotroph
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h mmol L™ h! mmol L™ h’!
40,0000 -1,7800 -1,0280
40,5000 -1,4300
41,0000 -1,7600 -1,1587
41,5000 -1,8900 -1,2800
42,0000 -1,2103
42,5000 -2,1000 -1,4500
43,0000 -1,4467
43,5000 -1,3400
44,0000 -2,7400 -1,5800
44,5000 -2,1100 -1,7000
45,0000 -2,6200 -1,5833
45,5000 -2,0300 -1,5033
46,0000 -1,5600 -1,6867
46,5000 -2,3700 -1,9667
47,0000 -2,1100 -1,6733
47,5000 -2,2100 -1,3700
48,0000 -2,0400 -1,6667
48,5000 -1,9400 -1,8100
49,0000 -1,9200 -1,4667
49,5000 -1,8600 -1,3800
50,0000 -1,9200 -1,5600
50,5000 -1,5800 -1,3867
51,0000 -1,5800 -1,2900
51,5000 -1,6400 -1,3500
52,0000 -1,3500 -1,3567
52,5000 -1,2300 -1,4167
53,0000 -1,4600 -1,0247
53,5000 -1,2900 -1,3700
54,0000 -1,4900 -1,3567
54,5000 -1,2500 -1,1160
55,0000 -1,2100 -1,2267
55,5000 -1,3100 -0,9347
56,0000 -1,2200 -1,0177
56,5000 -1,1200 -1,1667
57,0000 -1,0400 -1,2367
57,5000 -1,0600 -1,0283
58,0000 -1,1900 -0,9703
58,5000 -1,0800 -0,8593
59,0000 -0,9980 -0,9263
59,5000 -0,9950 -0,9573
60,0000 -0,9960 -0,8390

Zeit OTR phototroph OTR photomixotroph

h mmol L' h”! mmol L' h!
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60,5000 -1,1200 -1,0607
61,0000 -1,1100 -0,8947
61,5000 -0,7850 -0,8383
62,0000 -1,0700 -0,8457
62,5000 -0,8390 -0,7610
63,0000 -0,8500 -0,6677
63,5000 -0,9170 -0,6747
64,0000 -0,9430 -0,7860
64,5000 -0,8230 -0,6100
65,0000 -1,2200 -0,8960
65,5000 -0,9400 -0,7253
66,0000 -0,8410 -0,7793
66,5000 -0,7920 -0,8530
67,0000 -1,1100 -0,6853
67,5000 -0,9590 -0,6233
68,0000 -0,8470 -0,5413
68,5000 -0,6490 -0,7847
69,0000 -0,9450 -0,6747
69,5000 -0,7930 -0,8413
70,0000 -0,7900 -0,6703
70,5000 -0,8040 -0,6720
71,0000 -0,7030 -0,5403
71,5000 -0,7590 -0,7147
72,0000 -0,7030 -0,6140
72,5000 -0,6520 -0,6407
73,0000 -0,8320 -0,6360
73,5000 -0,3740 -0,7127
74,0000 -0,7810 -0,5653
74,5000 -0,8400 -0,5957
75,0000 -0,6370 -0,4650
75,5000 -0,6340 -0,6180
76,0000 -0,9050 -0,6090
76,5000 -0,8320 -0,5380
77,0000 -0,6750 -0,6150
77,5000 -0,6560 -0,5070
78,0000 -0,6130 -0,6010
78,5000 -0,6880 -0,4907
79,0000 -0,6840 -0,4980
79,5000 -0,8390 -0,5270
80,0000 -0,6560 -0,5243
80,5000 -0,6410 -0,4890
Zeit OTR phototroph OTR photomixotroph
h mmol L h’! mmol L h’!
81,0000 -0,7160 -0,4757
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81,5000 -0,6650 -0,5263
82,0000 -0,7220 -0,3620
82,5000 -0,5730 0,0310
83,0000 -0,5760 -0,4507
83,5000 -0,7170 -0,5413
84,0000 -0,6810 -0,4243
84,5000 -0,9080 -0,4600
85,0000 -0,8260 -0,5027
85,5000 -0,4950 -0,4813
86,0000 -0,7460 -0,5477
86,5000 -0,6220 -0,4820
87,0000 -0,7510 -0,4997
87,5000 -0,7750 -0,6270
88,0000 -0,6800 -0,4280
88,5000 -0,6360 -0,6347
89,0000 -0,4790 -0,4903
89,5000 -0,8200 -0,4450
90,0000 -0,8060 -0,5800
90,5000 -0,8660 -0,4560
91,0000 -0,7540 -0,3950
91,5000 -0,6580 -0,3763
92,0000 -0,6670 -0,3650
92,5000 -0,7970 -0,4897
93,0000 -0,6830 -0,3000
93,5000 -0,7570 -0,4800
94,0000 -0,5490 -0,4097
94,5000 -0,8360 -0,2537
Modellierung
Quelltext Madonna:

STARTTIME =0
STOPTIME=10

DT =0.001

DTOUT =0.1

10=1300 {[imol m-2 s-1]}
deltax=1 {[cm]}

umax=2 {[d-1], max. Wachstumsrate }
et=1.8 {[L/g/cm]}
KSI=70 {[imol m-2 s-1]}

KKI= 10 {[imol m-2 s-1]}
kco2=0.5 {g/L}

y=-2.2 {[g02/gx]}
yco2=1.89 {[gco2/gx]}
x0=0.11 {[g/L1}

init x=x0

init co2=12.2 {[g/L1}

init OT=0

k=KSI-2*KKI
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xmax= IF x<=logn(i0/kki)/(et*deltax)
THEN deltax

ELSE logn(I0/kki)/(et*x)
OTR=y*u*x/32*1000
next OT=0T+dt*OTR
u=umax *((ksi-kki)/k/et/x/deltax*logn((10+k)/(I0*exp(-et*x *xmax)+k))-kki/k*xmax/deltax)*co2/(co2+kco2)
r=-umax/yco2*co2*x/(co2+kco2)

limitu>=0

d/dt(x)=u/24*x

d/dt(co2)=r

{mmol/L*h}

Zusammenfassung Werte Reaktionskinetik

Tabelle 12: Sauerstoffbildung von A. platensis wihrend Kultivierung im RAMOS-CultiLux

Minimale Sauerstofftransferrate OTR,;, in mmol L' h-1, totaler Sauerstofftransfer OTyw in mmol L,
biomassebezogene Sauerstoffproduktion (BBSP) in mmol O, g,' h' spezifische Wachstumsrate u in d”' (u, und
Uotr aus Biomassekonzentration bzw. Sauerstofftransferrate OTR berechnet) wihrend der Kultivierung von
A. platensis PCC 9108 im RAMOS mit Beleuchtungseinheit CultiLux unter verschiedenen Licht- und
Nihrstoffregimen (Berechnungen aus Mittelwerten n = 2)

Licht- und Nihrstoffregime I OTR;in OT,ota1 BBSP
pmol m?s! mmol L' h! mmol L' mmol O, g,{1 h'!
kontinuierlich 75 -0,5 61 0,34
photoautotroph 140 -0,8 99 0,53
180 -1,5 80 0,18
260 -1,5 56 0,57
320 - 1,8 104 0,43
440 -2,3 108 0,59
550 -2,5 107 0,58
635 -25 106 0,63
720 -33 108 0,76
960 -3,1 101 0,6
1300 -39 104 0,64
2000 -3,6 91 0,54
16 h/ 8 h Hell-Dunkel-Zyklus 180 -1,5 50 0,20
phototroph
kontinuierlich 180 -1.5 60 -
photomixotroph

* Berechnung u nicht moglich, da keine exponentielle Wachstumsphase erkennbar, lediglich Biomassebildungsrate

ermittelt

® Berechnung nicht durchgefiihrt aufgrund der Uberlagerung von heterotrophen mit phototrophem Wachstum

¢ unzureichende Datengrundlage
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3.4 Flat-Panel-Bioreaktor

Technische Zeichnungen
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Entwicklung Photobioreaktorumgebung zur Untersuchung von Arthrospira platensis Anhang
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