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A EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Unsere Atmosphdre wird in zunehmendem Malle durch riesige Mengen an Kohlendioxid
belastet. Die Verbrennung von groBtenteils fossilen Kohlenstoffverbindungen (Kohle, Ol,
Gas) hat seit Beginn der industriellen Revolution zu einem Anstieg der CO,- Konzentration in
der Atmosphire von ca. 30 % gefiihrt. Die CO,-Konzentration liegt heute bei durchschnittlich
364 ppm, wihrend sie um 1800 noch bei 290 ppm lag. Durch kontinuierliche Messungen seit
einigen Jahrzehnten wurde belegt, dall die CO,-Menge in der Umwelt heute vollig atypisch
zunimmt (KORNER, 1999).

Global wurden 1994 mehr als 22 Milliarden Tonnen Kohlendioxid emittiert, das entspricht
einer jahrlichen pro-Kopf-Emission von 3,85 Tonnen CO, (BACH, 1996). Die pro-Kopf-
Emission der 3. Welt-Lander betrug weniger als 3,85 Tonnen CO,. Der CO;-Ausstof} in
Deutschland lag dagegen bei 10,9 Tonnen pro Person, in den USA sogar bei 19,8 Tonnen CO,
pro Person (KIELER NACHRICHTEN, 29.11.1997).

Deutschland emittiert jahrlich insgesamt ca. 900 Mio. t CO,. Ein Anstieg der CO,-
Konzentration in der Atmosphére ist hochst wahrscheinlich maf3geblich am Treibhauseftfekt
und der daraus resultierenden Klimaerwidrmung beteiligt. Klimamodelle sagen eine
anhaltende Erwdrmung der Erdatmosphire von ein bis drei Grad Celsius in den nachsten 100
Jahren voraus, wenn der Ausstof3 der Treibhausgase nicht energisch gesenkt wird (KIELER
NACHRICHTEN, 3.11.1998; KORNER, 1999). Kohlendioxid hat mit 50 % aller
Treibhausgase einen besonders hohen Anteil am Treibhauseffekt. Darum sollen die
Kohlendioxid-Emissionen in Deutschland, ausgehend von 1000 Mio. t CO,-Ausstof3 im Jahr
1990, bis zum Jahr 2005 um 25 % reduziert werden (LINSCHEIDT und TRUGER, 1998;
KIELER NACHRICHTEN, 3.11.1998).

Neben dieser Klimadnderung haben erhohte Kohlendioxid-Konzentrationen aber auch
unmittelbare Einfliisse auf die Biosphdre. CO, ist die stoffliche Basis des Lebens auf der
Erde, die Photosynthese der Pflanzen wird aufgrund eines Mehrangebotes dieses Rohstoffes
stimuliert. Die Photosynthese der meisten Landpflanzen ist bei der heutigen atmosphérischen
CO,-Konzentratin (0,03 %) noch nicht CO,-gesittigt (KORNER, 1999). So ist die normale
CO;-Konzentration der Luft bei optimaler Temperatur und entsprechender Lichtversorgung

meist der limitierende Faktor der Photosynthese.



Algen konnen Kohlendioxid jedoch noch in Konzentrationen verwerten, die weit iiber der
natilirlichen Konzentration, nidmlich bei 4-5 %, liegen (ROUND, 1975). Versuche
verschiedener Arbeitskreise haben gezeigt, dal Mikroalgen die Féhigkeit besitzen,
anorganischen Kohlenstoff in Form von CO, oder NaHCO; zusitzlich fiir eine erhohte
Photosyntheserate bzw. Wachstumsrate zu verwerten (PALMQVIST et al., 1990;
HANAGATA et al., 1992; GAO et al., 1993; ABDULLAEV et al., 1994; BROWN et al.,
1996; MATSUDA et al., 1998; GORDILLO et al., 1999; KORNER, 1999; ELZENGA et al.,
2000). Dies eroffnet grundsatzlich die Moglichkeit, Massenkulturen von Mikroalgen zur
Verwertung von Abgas-CO, und damit zur Reduzierung des CO,-AusstofBes in die
Atmosphire einzusetzen.

Wie eingangs erwihnt, wurden 1994 global mehr als 22 Milliarden Tonnen Kohlendioxid
emittiert (BACH, 1996). Anhand dieser enormen Mengen wird deutlich, dal Algenkulturen
natiirlich nur einen sehr geringen Anteil des CO, fixieren konnten. Man muf3 aber bedenken,
daBl man aus Algenkulturen zusdtzlich pharmazeutisch-medizinisch wichtige Inhaltsstoffe
gewinnen kann.

Am Pharmazeutischen Institut, Abteilung Pharmazeutische Biologie, der Christian-Albrechts-
Universitit zu Kiel besteht eine umfangreiche Sammlung von Mikroalgen, die im Rahmen
eines systematischen Screening-Programmes zunéchst in GroBkulturen (8 Liter- 250 Liter)
geziichtet und anschlieBend auf pharmazeutisch-medizinisch und umwelttechnologisch
nutzbare Inhaltsstoffe untersucht werden. Diese Mikroalgen werden vor allem aufgrund der

folgenden Inhaltsstoffe genutzt:

e PROTEINE:

Der hohe Proteingehalt bestimmter Mikroalgen macht deren Nutzung als Eiweillieferanten
moglich (u.a. Spirulina-Arten und Chlorella-und Scenedesmus-Arten). Sie konnen vor allem
aufgrund des hohen Anteils ihrer Proteine an essentiellen Aminosduren sowohl in der
Lebensmittelchemie fiir den direkten Verzehr als auch in der Viehzucht als Fiitterungsmittel
eingesetzt werden (BECKER und VENKATARAMAN, 1982; SAXENA et al., 1983; KAY,
1991; DILLON und PHAN, 1993; KAMPFEL et al., 1995).

e LIPIDE:

Phospholipide, Glycolipide und essentielle, hochungesittigte C;4-Cyy-Fettsduren werden von
einigen Mikroalgen in grofler Menge gebildet (POHL, 1982; DUBACQ und PHAM, 1993;
DURAND, 1999). Vor allem die ungesittigten Fettsduren sind von besonderer
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pharmazeutisch-medizinischer Relevanz (CHENG et al, 1999). Sie dienen u.a. der
Behandlung von Hyperlipiddmien, Atherosklerose (BOROWITZKA, 1988 b) sowie von

Neurodermitis.

e PIGMENTE:

Pigmente aus Mikroalgen, wie Phycobiliproteine und Carotinoide, werden v.a. in der
Lebensmittelchemie als Farbstoffe eingesetzt (COHEN, 1986; HOTZEL, 1996). Carotinoide
dienen auBlerdem als Futtermittelzusatz bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung dienen
(GOUVEIA, 1996; GOUVEIA, 1997).

Industriell genutzt werden auBlerdem insbesondere Dunaliella-Arten zur Gewinnung von [3-
Carotin (BOROWITZKA und BOROWITZKA, 1988; BOROWITZKA, 1992), das aufgrund
seiner antioxidativen Eigenschaften einen pharmazeutisch-medizinisch wichtigen Inhaltsstoff

der Mikroalgen darstellt (KINDL, 1995; HOTZEL, 1996).
e VITAMINE:
Mikroalgen konnen der Gewinnung von Vitaminen, vor allem der Vitamine Bg und B,

dienen (BOROWITZKA, 1988 a; VENKATARAMAN et al., 1994).

e POLYSACCHARIDE und EXOPOLYSACCHARIDE :

Sie finden v.a. in der Lebesmittelindustrie als Gelier-und Dispergiermittel Einsatz (MORCK,
1991; FISCHER, 1996; MARSALEK und ROJICKOVA, 1996; Fischer et al., 1997).

Als weitere pharmazeutisch-medizinisch interessante Verbindungen findet man in Mikroalgen
Sterole, v.a. Cholesterolderivate (KOHLHASE und POHL, 1988) oder auch Inhaltsstoffe mit
cytotoxischer, antibakterieller, fungizider oder antiviraler Aktivitit (TEUSCHER et al., 1992;
BOROWITZKA, 1995).

Weitere Untersuchungen zeigten, da3 Mikroalgen auch unter umwelttechnologischem Aspekt
betrachtet relevant sind. Die nach Extraktion der Inhaltsstoffe anfallenden Biomassen konnen
zur Adsorption von Schwermetallen verwendet werden, um zu diesem Zweck zur Reinigung
schwermetallbelasteter Abwisser eingesetzt zu werden (FEHRMANN, 1993; FEHRMANN
und POHL, 1993).



Neben der Verwendung der Algenbiomasse gab es auch Untersuchungen zur Wirksamkeit der
anfallenden Néhrlosungen bzw. der daraus gewonnenen Extrakte gegeniiber pflanzlichen und
tierischen Zellen sowie Tumorzellinien (VOLK, 1996; SCHULZE, 2000).

Mikroalgen, die aufgrund der oben genannten Inhaltsstoffe von pharmazeutisch-
medizinischem Interesse sind, konnten durch Verwertung von Abgas-CO, in Form einer
erhohten Biomasse-Ausbeute moglicherweise einerseits eine hohere Ausbeute an
Inhaltsstoffen liefern und andererseits einen Beitrag zur Reduzierung des CO,-Ausstofes in
die Umwelt leisten.

Ziel dieser Arbeit war es, aus den zu den obigen Zwecken geziichteten Mikroalgen
(Cyanobakterien und Chlorophyceen) geeignete Organismen herauszufinden, bei denen die
Biomasse-Ausbeute durch externe Zufuhr von CO, und/oder NaHCO; zum Ndhrmedium
gesteigert werden konnte. Fiir die dann ausgewihlten Mikroalgen sollten anschlieend
geeignete Nahrlosungen zur optimalen Biomasse-Produktion entwickelt werden. Hierfiir
sollten die Cyanobakterien und Chlorophyceen moglichst viel CO, und/oder NaHCO3 nutzen,
da eines der Ziele dieser Arbeit darin bestand, CO, aus den Abgasen -eines
Blockheizkraftwerkes als Kohlenstoffquelle zu verwenden und damit den CO,-Ausstof3 in die
Umwelt zu reduzieren. Dabei sollte das NaHCO; durch chemische CO,-Fixierung aus den
Abgasen eines Blockheizkraftwerkes einerseits durch Abgaseinleitung in reine NaOH und
andererseits durch Einleitung in industrielle Abfall-Natronlauge gewonnen und fiir die
Zichtung der ausgewihlten Mikroalgen verwendet werden.

Zuletzt sollte iiberpriift werden, ob und wie weit die Zusammensetzung der am BHKW
erhaltenen Biomassen hinsichtlich pharmazeutisch-medizinisch relevanter Inhaltsstoffe
(Proteine, Lipide, Carotinoide, Chlorophylle) ebenfalls durch die externe Zufuhr von CO,
und/oder NaHCO3; zum Nahrmedium beeinflufit wird.



B MATERIAL UND METHODEN
1 Material

1.1 Algen

CHLOROPHYCEEN:

Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov 278-2
Chlamydomonas reinhardtii Dangeard 11-32b

Chlorella vulgaris Beijerinck 211-11b

Coelastrum microporum Négeli 217-1b

Dictyococcus varians Gerneck 221-5

Hdmatococcus pluvialis Flotow 34-1a

Monoraphidium braunii (Nageli) Komarkowa-Legnerova 202-7d

Scenedesmus communis Hegewald 276-4b

CYANOBAKTERIEN:

Anabaena variabilis Kiitzing 1403-4b

Chroococcus minutus (Kiitzing) Nageli B 41.79

Nostoc carneum Vaucher, Dr. Mollenhauer, Forschungsinstitut Senkenberg

Nostoc insulare Borzi 54.79

Phormidium species I, EAWAG, Eidg. Anstalt fiir Wasserversorgung, Abwasserreinigung
und Gewisserschutz, Diibendorf, Schweiz

Spirulina laxissima G.S. West 1462.80

Spirulina maxima (Setchell et Gardner) Geitler B 84.79

Spirulina platensis (Nordstedt) Geitler B 85.79

Synechocystis aquatilis Sauvageau B 90.79

Der Zusatz ,,B* bedeutet, da3 die Algenkultur bakterienhaltig ist.

Herkunft der Algen ohne genauere Angaben: SAG-Sammlung von Algenkulturen, Universitit
Gottingen (Schldsser 1994).



1.2. Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien und Losungsmittel von der Fa. E.
Merck, Darmstadt in p.a.-Qualitdt verwendet.
Instant Ocean” (Kiinstliches Meersalz) wurde von der Fa. Aquarium Systems, Sarrebourg,

Frankreich bezogen.

2 Methoden

2.1  Kultivierung der Algen im Labor

2.1.1 Zusammensetzung der Nihrlosungen

2.1.1.1 10% Seewasser-Néihrlosung

Die  Cyanobakterien und  Chlorophyceen wurden in einem  anorganischen
StiBwasserndhrmedium nach POHL et al. (1987) geziichtet (Néhrlosung DSN). Diese
Néhrlosung bestand zu 90 % aus demineralisiertem Wasser und 10 % kiinstlichem
Meerwasser (3,5 g Instant Ocean® pro Liter Nahrlsung). Pro Liter Nahrlosung wurden
auflerdem je 20 ml Spurenelementelosung A und B nach POHL et al. (1987) zugefiigt.
Phosphat und Stickstoff wurden der Nédhrlosung in Form von K;HPO4 x 3 H,O (0,005 %) und
KNO; (0,05 %) zugesetzt.

2.1.1.2 Spirulina-Néahrlosung

Spirulina maxima und Spirulina platensis wurden u.a. in einer speziellen carbonathaltigen
Néhrlosung geziichtet. Die Kaultivierung erfolgte ebenfalls unter Verwendung des
anorganischen  SiiBwasserndhrmediums nach POHL et al. (1987), wobei der
Meerwasserzusatz nur 5 % betrug. Die Spurenelementelosungen A und B sowie KNOj

wurden in den gleichen Mengen wie bei der DSN-Néhrlosung zugegeben, K,HPO4 x 3 H,O



wurde in einer Konzentration von 0,01 % zugesetzt. Zusitzlich erfolgte die Zugabe von 1,36

% NaHCOs3 und 0,04 % NayCOs zur Néhrldsung.

2.1.2 Kultivierungsbedingungen

Die Mikroalgen wurden unter axenischen Bedingungen in 250 ml-Kleinkulturen sowie in 8 1-
Batchkulturen unter Belichtung mit WeiBlicht (60 bis 100 wmol Photonen m? s, standiger
Beliiftung und hdufigem Umschiitteln in der Regel 45 Tage geziichtet. Alle Ndhrlésungen
wurden vor der Beimpfung sterilfiltriert (Sterilfilter der Fa. Sigma, PorengroBe 0,45um).Die
Temperierung der Kulturen erfolgte in klimatisierten Rdumen bei 27°C.

Zur Beobachtung des Wachstumsverlaufes wurde in regelmifBigen Abstdnden die Absorption
der Algensuspensionsdichte in einem Hitachi U 1100 Spektrophotometer bei 440 nm gegen
Wasser als Blindwert vermessen. Gleichzeitig wurde die zum jeweiligen Absorptionswert
zugehorige gefriergetrocknete Biomasse aus einem Volumen von 100 ml des Ansatzes
bestimmt.

Die Lichtintensitdt wurde mit einem LI 185 B Quantum/Radiometer/Photometer (Fa. LI-
COR, inc., Lincoln, USA) gemessen, das mit einem Spherical Quantum Sensor ausgestattet

war.

2.1.3 Variation der Wachstumsbedingungen

2.1.3.1 Seewasserkonzentration

Fiir einige Versuche wurde der urspriingliche Seewassergehalt der Ndhrlosung nach POHL et
al. (1987) variiert. Neben den Ansdtzen mit 10% Seewasser wurden auBlerdem Versuche mit

einem Seewassergehalt von 5% und 2% durchgefiihrt. Die iibrige Zusammensetzung der

Néhrlosung blieb unveréndert.



2.1.3.2 Zusatz von Natriumhydrogencarbonat

Der EinfluB unterschiedlicher NaHCOs-Konzentrationen in der Néhrlosung auf das
Wachstum der Mikroalgen wurde anhand folgender Zusdtze ermittelt:

Zum oben aufgefiihrten Ndhrmedium wurde NaHCOj3 je nach Mikroalge in einer Menge von
0,05 % bis 3,0 % zugefiigt. Das Natriumhydrogencarbonat wurde in 250 ml-Vorversuchen als
Reinsubstanz zugegeben, in den darauffolgenden Versuchen in Form des am BHKW selbst

gewonnenen NaHCOj (siehe unter 2.3.2).

2.1.3.3 Zufuhr von CO; unter pH-Steuerung

Die Beeinflussung des Wachstums der Mikroalgen wurde weiterhin hinsichtlich der
Einleitung von Kohlendioxid in die Néhrlosung untersucht. Die CO,-Zufuhr wurde iiber den
pH-Wert der Néhrlosung reguliert (je nach Mikroalge im Bereich zwischen pH 7 und pH 10).
Die Kulturen waren mit einer pH-Elektrode und einer pH-Steuereinheit der Firma Dupla
Aquaristik GmbH (Bielefeld) ausgestattet. Uber einen Schlauch und eine Beliiftungskerze
wurden die Ansétze bis zum Erreichen des Soll-pH-Wertes mit CO; beliiftet.

2.1.4 Ernte der Algen aus 8 Liter-Kulturen

Zur Dokumentation des Wachstumsverlaufes wurde die Biomasse aus Kulturvolumina von
100 ml durch Zentrifugation mit einer Heraeus Sepatech Megafuge 1,0 bei etwa 2800 x g
gewonnen.

Die 8 Liter-Kulturen wurden mit Hilfe einer Durchlaufzentrifuge (Heraeus Contifuge 17S) bei
etwa 10000 x g zunidchst auf ein kleineres Volumen eingeengt (ca. 500 ml). Durch weitere
Zentrifugation fiir 10 Minuten mit der Megafuge 1,0 (s.0.) bei etwa 2800 x g konnte die
Biomasse weitgehend von Nahrlosung befreit werden. Diese wurde nun mit demineralisiertem
Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Biomassen von Spirulina maxima und
Spirulina platensis wurden nach der Zentrifugation 2x mit je 50 ml NH4HCOs-Losung (0,4

%) und 1x mit demineralisiertem Wasser gewaschen.



Die Biomassen wurden gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage Beta 1-8 K, Fa. M. Christ
GmbH, Osterode/Harz) und das Trockengewicht gravimetrisch bestimmt. Die Lagerung der

Biomassen bis zur weiteren Aufarbeitung erfolgte vor Licht und Luft geschiitzt bei -20°C.

2.2 Kultivierung der Algen am Blockheizkraftwerk (BHKW)

2.2.1 Zusammensetzung der Nihrlosung

Die Zusammensetzung der Néhrlosung entsprach den unter 2.1.1 aufgefiihrten Medien.

2.2.2 Kultivierungsbedingungen

Auf dem Gelidnde des Blockheizkraftwerkes der Gemeindewerke Heikendorf wurde eine
Versuchshiitte mit einer Grundflache von 200 x 250 cm aufgebaut (s. Abb. 1). Das Ansetzen,
die Sterilfiltration und die Beimpfung der Néhrlosungen erfolgten im Labor des
Pharmazeutischen Institutes. AnschlieBend wurden die 8 I[-Batchkulturen zum BHKW
transportiert und hier ebenfalls unter Belichtung (90 pmol Photonen m? s7), stindiger
Beliiftung und hdufigem Umschiitteln jeweils 45 Tage geziichtet (s. Abb. 2). Die
Temperierung der Kulturen wurde iiber das konstante Beheizen der isolierten Versuchshiitte
auf 27°C gewihrleistet.

Die Dokumentation des Wachstumsverlaufes erfolgte wie unter Punkt 2.1.2 beschrieben.



Abb. 1
Versuchshiitte auf dem Gelande des Blockheizkraftwerkes Heikendorf

Abb. 2
Kultivierung von Mikroalgen in 8 1-Batchkulturen am BHKW Heikendorf
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2.2.3 Variation der Wachstumsbedingungen

2.2.3.1 Seewasserkonzentration

Die am BHKW geziichteten Mikroalgen wurden in der Regel im Ndhrmedium nach Pohl et al.
(1987) mit einem kiinstlichen Seewassergehalt von 10 % geziichtet. Eine Erniedrigung des
Seewassergehaltes auf 5 % erfolgte hier lediglich bei den Kulturen von Spirulina maxima und

Spirulina platensis, die librige Zusammensetzung der Nahrlosung DSN blieb unverindert.

2.2.3.2 Zusatz von Natriumhydrogencarbonat

Zum oben aufgefiihrten Ndhrmedium wurde am BHKW hergestelltes NaHCOs3 in folgenden

Konzentrationen zugesetzt:

CYANOBAKTERIEN: 2,0 % bzw. 3,0 % NaHCO;
CHLOROPHYCEEN: 0,3 % bzw. 0,5 % NaHCOs3

Damit sollte die Beeinflussung des Wachstumsverlaufes der Kulturen und der
Zusammensetzung der Biomasse durch verschiedene NaHCOs-Konzentrationen untersucht

werden.

2.2.3.3 Beliiftung mit Abgasen des BHKW

Eine weitere Kohlenstoffquelle, die den Mikroalgen zusétzlich zur Verfiigung gestellt wurde,
war Kohlendioxid. Hierzu wurde vom Schornstein des Blockheizkraftwerkes eine
Abzweigung direkt in die Versuchshiitte verlegt (s. Abb. 3 und 4). Uber eine Saug-Druck-
Kompressorpumpe wurde das Abgas des Kraftwerkes (CO,-Gehalt ca. 6,6 Vol. %) iiber eine
Beliiftungskerze in den Versuchsansatz geleitet. Ein zwischen Abgasleitung und
Algenkulturen aufgebauter Behdlter diente zum Auffangen des Kondenswassers des Abgases.
Die Abgaszufuhr wurde liber den pH-Wert reguliert. Die Kulturen waren wie im Labor mit
einer pH-Elektrode und einer pH-Steuereinheit der Firma Dupla Aquaristik GmbH (Bielefeld)

ausgestattet. Das Abgas wurde bis zum Erreichen des jeweiligen Soll-pH-Wertes zugesetzt:
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CYANOBAKTERIEN:  pH 9 bzw. pH 10
CHLOROPHYCEEN: pH 7 bzw. pH 8

Es wurde somit getestet, welchen EinfluB die Zufuhr von CO, aus Abgasen und/oder
NaHCO; auf das Wachstum und die qualitative und quantitative Zusammensetzung der

Inhaltsstoffe der Mikroalgen hat.

Abb. 3 und 4

Abzweigung vom Schornstein des Blockheizkraftwerkes direkt in die Versuchshiitte
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2.2.4 Ernte der Algen

Das Abernten, die Gefriertrocknung und die Lagerung der Biomassen der am BHKW
geziichteten Algenkulturen erfolgte wie unter Punkt 2.1.4 beschrieben.

2.3 Herstellung von Natriumhydrogencarbonat

2.3.1 Labor

Uber einen Schlauch wurde reines Kohlendioxid in Natronlauge (12 %) eingeleitet. Nach
Séttigung der Losung mit NaHCO3 kam es zur Niederschlagsbildung durch NaHCO;. Dieses
wurde durch Filtration abgetrennt und anschlieBend luftgetrocknet. Das auf diese Weise

gewonnene NaHCO3; wurde fiir Vorversuche mit 250 ml-Kleinkulturen verwendet.

2.3.2 Blockheizkraftwerk

2.3.2.1 Einleitung von Abgasen in chemisch reine Natronlauge

In der Versuchshiitte am BHKW in Heikendorf wurde ein zylinderformiges Gefdll aus
Plexiglas (H6he=1 m, Durchmesser=0,20 m) mit einem darin befindlichen Riihrer installiert,
das mit 24 Liter 12 %iger Natronlauge befiillt wurde. Nach der Beliiftung der Algenkulturen
wurde das iiberschiissige Abgas iiber einen Schlauch in die Natronlauge eingeleitet (s. Abb 5).
Nach zwei Monaten wurde das gebildete NaHCO; abfiltriert, luftgetrocknet und fiir die
entsprechenden Versuche verwendet. Das Fliissigkeitsvolumen, das sich auf 8 Liter reduziert
hatte, wurde zur weiteren Gewinnung von NaHCO; mit 16 Liter 18 %iger Natronlauge

aufgefillt und wiederum mit Abgas beliiftet.
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Abb. 5
Féllung von NaHCOj3 durch Einleitung von iiberschiissigem Abgas in NaOH (12 %)

2.3.2.2 Einleitung von Abgasen in industrielle Abfall-Natronlauge

Anstelle chemisch reiner NaOH wurde zur Gewinnung von NaHCO; industrielle Abfall-
Natronlauge verwendet. Hierbei handelte es sich um ca. 12 %ige, schwarzgefarbte Abfall-
Natronlauge, welche zur Reinigung von Metallblechen verwendet worden war (Fa. PANO
VerschluB3system, Itzehoe). Die Abgaseinleitung erfolgte wie unter Punkt 2.3.2.1 beschrieben.
Nach vier Wochen wurde das entstandene NaHCOQO; abfiltriert. AnschlieBend wurde der
Niederschlag 5x mit demineralisiertem Wasser gewaschen und 2x mit Ethanol umkristallisiert
und luftgetrocknet. Das so gewonnene NaHCO; wurde als Zusatz fiir 250 ml-Kleinkulturen

verwendet.
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2.4  Analytische Methoden

2.4.1 Bestimmung der Biomasse

Das Trockengewicht der Algen wurde nach Gefriertrocknung gravimetrisch bestimmt.

2.4.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert der Probenlésungen wurde mit einem WTW pH 530 pH-Meter gemessen.

2.4.3 Bestimmung des Nitratgehaltes

Der Nitratgehalt der Probenldsungen wurde mit Nitrat-Teststibchen Merckoquant® der Fa.
Merck ermittelt. Bei Absinken des Nitrat — Gehaltes auf ca. 50 mg/l wurde Stickstoff in Form

von KNOj wieder in der entsprechenden Konzentration (0,05 %) zugefiigt.

2.4.4 Qualitative und quantitative Bestimmung des Fettsiuregehaltes in

Cyanobakterien und Chlorophyceen

Zur Bestimmung des Fettsduregehaltes wurde die bei GARCES und MANCHA (1993)
angegebene Methylierungsmethode durchgefiihrt:

METHYLIERUNG:

Etwa 20 mg gefriergetrockneter Biomasse, genau gewogen, und 0,5 mg Heptadecansdure als
internem  Standard wurden 2,6 ml Methylierungsgemisch (Methanol-Toluol-2,2-
Dimethoxypropan und konzentrierte Schwefelsdure im Verhéltnis 39:10:2:1) und 1,5 ml
Heptan zugesetzt. Die Mischung wurde kurz mit Stickstoff begast und kréftig geschiittelt. Das
gut verschlossene Reaktionsgefdl wurde nun fiir zwei Stunden bei 80°C im Wasserbad
erwdrmt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur bildeten sich zwei Phasen, wobei die obere

Heptanphase die Fettsduremethylester enthielt. Jeweils 1 pul der unter Stickstoffbegasung
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etwas eingeengten Heptanphase wurde sowohl fiir die Gaschromatographie als auch fiir die

Massenspektrometrie (GC-MS) verwendet.

GASCHROMATOGRAPHIE:

Gaschromatograph: Hewlett Packard HP 6890 Series, GC System

Saule: HP-1 MS Fused Silca Kapillarsdule, L 30,0 m, ID 0,25 mm
Tragergas: Helium

FluBrate: 1,5 ml/min

Splitverhéltnis: 1/30

Temperaturprogramm: Anfangstemperatur 150°C, 4°C/min = 300°C

Injektor: 250°C

Detektor: FID, 300°C

MASSENSPEKTROMETRIE (GC-MS):

Gaschromatograph: HP 5890 Series II, Fa. Hewlett Packard

Saule: WCOT-Kapillarsdule (Fused Silica), FFAP-DF-0,10; L 25 m,
ID 0,25 mm, Fa. Macherey & Nagel

Tragergas: Helium

FluBrate: 1 ml/min

Splitverhéltnis: 1/100

Temperaturprogramm: 10 min 120°C isotherm, 3°C/min = 220°C, 15 min 220°C
Isotherm

Injektor: 250°C
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Detektor: Hewlett-Packard HP 5989A-MS Engine Massenspektrometer

mit Elektronenstofionisierung bei 70eV

Die Identifizierung der Fettsduremethylester gelang mit Hilfe verschiedener
Fettsduremethylesterstandardgemische (Bacterial Acid Methyl Ester Mix, Grain Fatty Acid
Methyl Ester Mix, Supelco™ 37 Component FAME Mix, alle von der Fa. Supelco) durch
Vergleich der relativen Retentionszeiten bezogen auf Heptadecansédure als internen Standard.
Zusétzlich erfolgte die Bestimmung der qualitativen Zusammensetzung der Fettsduren durch
eine massenspektrometrische Analyse. Fiir diese stand eine entsprechende Spektrenbibliothek
mit Vergleichsspektren zur Verfiigung.

Die prozentualen Anteile der einzelnen Fettsduren am Gesamtfettsduregehalt wurden {iber die
im Chromatogramm erhaltenen Peakflichen in Relation zur Peakfliche des internen

Standards (Heptadecansédure) errechnet.

2.4.5 Qualitative und quantitative Bestimmung des Chlorophyll-und

Carotinoidgehaltes in Cyanobakterien und Chlorophyceen

EXTRAKTION AUS CYANOBAKTERIEN:

25,0 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden in einem Zentrifugenglas wie

folgt erschopfend extrahiert. Als Extraktionsmittel diente eine Mischung aus Aceton und

Methanol im Verhéltnis 3:1.

1.Extraktion = mit 20,0 ml Extraktionsmittel fiir eine Minute auf einem Vortex-Gerat
(Stufe 8)

2.Extraktion = mit 10,0 ml Extraktionsmittel fiir eine Stunde auf einer Schiittelmaschine
(mittlere Stufe)

3.Extraktion = mit 10,0 ml Extraktionsmittel {iber Nacht auf einer Schiittelmaschine
(mittlere Stufe)

4 Extraktion = mit 5,0 ml Extraktionsmittel fiir eine Stunde auf einer Schiittelmaschine
(mittlere Stufe).

Nach jeder Extraktion wurde die Losung bei 3000 U/min abzentrifugiert. Die vereinigten

Losungen wurden filtriert und mit Aceton/Methanol auf 50,0 ml aufgefiillt. Alle

Extraktionschritte  wurden unter Lichtschutz = durchgefiihrt. Die so erhaltene
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acetonisch/methanolische Losung wurde sowohl als MeBlosung fiir die photometrische
Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehaltes als auch als Ausgangslosung zur Ermittlung der
qualitativen und quantitativen Zusammensetzung der Carotinoide und Chlorophylle mit Hilfe

der HPLC verwendet.

EXTRAKTION AUS CHLOROPHY CEEN:

25,0mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden mit 1,5g Seesand (Quarzsand,
feinkristallin; 0,1-0,7 mm) in einer Reibschale unter Kraftaufwendung etwa fiinf Minuten
verrieben. Das so erhaltene Pulver wurde, wie bei den Cyanobakterien beschrieben,

entsprechend extrahiert. Als Extraktionsmittel diente Aceton.

BESTIMMUNG DES GESAMTCAROTINOIDGEHALTES :

Die photometrische Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehaltes wurde in Anlehnung an die
bei DAVIES (1976) angegebene Methode durchgefiihrt:

Die bei der Extraktion der Mikroalgen erhaltene acetonische (bzw. acetonisch-methanolische)
Losung wurde mit einem Hitachi U 1100 Spektrophotometer bei 450 nm gegen Aceton (bzw.
Aceton/Methanol 3:1) als Blindwert vermessen. Der Gesamtcarotinoidgehalt (incl.
Chlorophylle) konnte mit Hilfe der spezifischen Absorption von Carotinoiden (A" =
2500) nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet werden. Da bei der photometrischen
Vermessung bei 450 nm auch die Chlorophylle miterfalit wurden, wurde zur Ermittlung des
Gesamtcarotinoidgehaltes der nach Lambert-Beer berechnete Gesamtwert um den
Chlorophyllanteil korrigiert. Hierzu wurde mittels HPLC die prozentuale Zusammensetzung

der Carotinoide und Chlorophylle bestimmt.

BESTIMMUNG DER PROZENTUALEN ZUSAMMENSETZUNG DER CAROTINOIDE
UND CHLOROPHYLLE MITTELS HPLC:

Die Untersuchungen wurden anhand der Arbeiten von NELIS und DE LEENHEER (NELIS
& DE LEENHEER, 1983; NELIS, 1987; NELIS & DE LEENHEER, 1988) durchgefiihrt. Die
bei der Extraktion der Chlorophyceen und Cyanobakterien erhaltene acetonische (bzw.
acetonisch-methanolische) Losung wurde am Rotationsverdampfer bei < 40°C schonend bis
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in 4,0 ml des HPLC-FlieBmittels

(Zusammensetzung s.u.) gelost und vor Licht geschiitzt aufbewahrt. Die so erhaltene Losung
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diente als Untersuchungslésung fiir die HPLC.

HPLC:

HPLC-Pumpe: Kontron Instruments HPLC PUMP 420

Dosierschleife: 20 pl

Saule: 250 x 4,6 mm Zorbax ODS (5um)

FlieBmittel: Acetonitril:Dichlormethan:Methanol (60:20:20 V/V)
FluBrate: Iml/min

Detektor: Photo Dioden Array Detektor, L 3000, Fa. Merck/Hitachi
Auswertung: Shimadsu C-R3A Integrator und

HPLC-Software-Programm (D-6000 DAD Manager/HPLC
Manager, Fa. Merck)

Die Identifizierung der Carotinoide und Chlorophylle erfolgte iiber den Vergleich derer
Retentionszeiten und Absorptionsspektren mit denen von Referenzsubstanzen, wihrend die
prozentuale Zusammensetzung iiber die im Chromatogramm erhaltenen Peakflichen

berechnet wurde.

2.4.6 Quantitative Bestimmung des Proteingehaltes in Cyanobakterien und

Chlorophyceen

Der Proteingehalt der Cyanobakterien und Chlorophyceen wurde mit Hilfe der Mikro-
Kjeldahl-Methode bestimmt:

AUFSCHLUBR:

Ca. 25 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden mit 2,5 g

Selenreaktionsgemisch, 10 ml konzentrierter Schwefelsdure (98 %, stickstofffrei) und zwei
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Glasperlen in einem Biichi 430-Digestor drei Stunden lang gekocht und anschlieend auf

Raumtemperatur abgekiihlt.

VORLAGE:

In einem 500 ml Erlenmeyerkolben wurden 20,0 ml Salzsdure 0,01N Titrisol® und 4 Tropfen
Mischindikator 5 vorgelegt. Das Gemisch wurde mit bidestilliertem Wasser auf 150 ml
aufgefillt.

DESTILLATION:

Der nach dem Aufschlufl erhaltenen Losung wurden 50,0 ml demineralisiertes Wasser; 50,0
ml Natronlauge 30 % und 2-3 Tropfen Methylrotlosung zugesetzt. Diese Losung wurde nun

mittels einer Biichi 321-Destillationseinheit in die Vorlage destilliert.

TITRATION:

Die iiberschiissige Salzsiure im erhaltenen Destillat wurde mit Natronlauge 0,01N Titrisol®
zuriicktitriert. Parallel wurde ein Blindversuch ohne Probe durchgefiihrt und der hierbei

ermittelte Natronlaugenverbrauch von dem der Probe abgezogen.

Der Stickstoff-bzw. Proteingehalt der Probe ergibt sich nach folgenden Formeln:

Viml] x 14

% N =
Einwaage [mg]

V= Verbrauch an Salzsdure 0,01N fiir die Umsetzung mit NH;

E= Einwaage der Probe

% Protein =6,25 x % N
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C ERGEBNISSE

1 Auswahl geeigneter Mikroalgen fiir die Verwertung von NaHCO;
und C02

1.1 Einfiihrung

Als Kohlenstofflieferanten stehen den Algen Kohlendioxid, Carbonate, Bicarbonate und
organische Verbindungen zur Verfligung, wobei Kohlendioxid die wichtigste
Kohlenstoffquelle darstellt. Fiir die Photosynthese verwerten Algen vorwiegend freies
Kohlendioxid, es gibt jedoch auch einige Arten, die sowohl undissoziiertes Kohlendioxid als
auch Bicarbonat verwerten konnen (REITZ, 1986).

Die Photosynthese ist der in den Pflanzen ablaufende biochemische ProzeB3, der letztlich fiir
alle biologischen Systeme Energie bereitstellt. Die meisten Algen sind photoautotrophe
Organismen, d.h. sie kdnnen die Sonnenenergie einerseits bei der Photophosphorylierung zur
Bildung von ATP aus ADP und PO4” nutzen und andererseits bei der Photosynthese unter
Assimilation von CO, in mehreren aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten Glucose
synthetisieren. Sie sind jedoch auch in der Lage, die aus der Assimilation des CO;
hervorgegangenen organischen Substanzen durch Atmung wieder zu CO; und H,O
abzubauen. Die Photosynthese ist von unterschiedlichen Faktoren abhdngig, wie z.B. Licht,
Temperatur, Sauerstoff und Kohlendioxid. Die normale CO,-Konzentration der Luft (0,03 %)
ist bei optimaler Temperatur und entsprechender Lichtversorgung meist der limitierende
Faktor der Photosynthese. Algen konnen Kohlendioxid jedoch noch in Konzentrationen
verwerten, die weit hoher, ndmlich bei 4-5 %, liegen (ROUND, 1975), wobei ihnen das fiir
die Photosynthese notwendige CO, auch durch eine erhohte HCO; -Konzentration im
Nahrmedium zugefiihrt werden kann.

Zur Anpassung an niedrige CO,-Konzentrationen verfiigen Cyanobakterien und
Chlorophyceen iiber einen Mechanismus, durch den sie aktiv anorganischen Kohlenstoff aus
dem externen Medium aufnehmen konnen. Dadurch wird die CO,-Konzentration am aktiven

Zentrum der Ribulosebiphosphat—Carboxylase-Oxygenase (Rubisco), dem Hauptenzym der
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Photosynthese zur Fixierung von CO;, erhoht. Das wiederum fiihrt zu einer wesentlichen

Erhohung der Photosyntheseeffektivitit (BADGER and PRICE, 1992; MARTINEZ et al.,

1999; MORONEY et al., 1999; SULTEMEYER et al, 1999). Dieser CO,-

Anreicherungsmechanismus (engl. CO,—concentrating-mechanism, CCM) ist an zwei

Voraussetzungen gebunden:

1. Vorhandensein von membrangebundenen Transport-Systemen, die den anorganischen
Kohlenstoff (c; = CO,, HCO5;~, CO3 %) in die Zellen transportieren (ci—Transport-
System)

2. Vorhandensein von Mikrostrukturen innerhalb der Zellen, um mit deren Hilfe die
Konzentration an CO; an der Ribulosebiphosphat—Carboxylase-Oxygenase zu erhdhen
(PRICE et al., 1998).

Hierbei muf3 man den CCM von Cyanobakterien und Chlorophyceen getrennt betrachten. Das

ci—Transport-System der Cyanobakterien ermoglicht es diesen, aktiv c¢; aus dem externen

Medium aufzunehmen und anzureichern. Ist dieser Transportprozel vollstindig eingeleitet,

konnen die Zellen beides, sowohl CO, als auch HCOs, als Substrate fiir den Transport nutzen

(BADGER and ANDREWS, 1982; MILLER et al., 1990). Bei den alkalischen pH-Werten,

die normalerweise unter diesen Bedingungen herrschen, ist es der HCO5s -Transport, der vor

allem dazu dient, die CO,-Versorgung fiir die Photosynthese zu sichern (MILLER et al.,

1990). Cyanobakterien konnen sowohl bei hohen als auch bei niedrigen CO,-Konzentrationen

Photosynthese betreiben, denn die Zellen sind in der Lage, sich an die jeweils herrschenden

ci-Konzentrationen im Wachstumsmedium anzupassen. Der CO,-Anreicherungsmechanismus

(CCM) ist bei niedriger ci-Konzentration maximal induziert, wobei er bei einer hohen

Konzentration an anorganischem Kohlenstoff im Medium weniger aktiv ist (BADGER, 1987;

MILLER et al., 1990; GOYAL and TOLBERT, 1991; WILLIAMS and COLMAN, 1996).

BADGER et al. (1999) gaben an, daB} ein voll funktionsfihiger CCM sogar noch bei 5 % CO,

aktiv ist. Es wird vermutet, dall es innerhalb des CCM zwei separate Transportmechanismen

fiir CO, und HCO;3™ gibt (VOLOKITA et al., 1984; PRICE and BADGER, 1989a), fiir die

BADGER and PRICE (1992) ein mdgliches Modell beschreiben. Der ci-Transporter, der in

der Plasmamembran lokalisiert ist, besitzt Carboanhydraseeigenschaften und damit die

Fahigkeit, CO, aus dem Medium in die duere Plasmamembran aufzunehmen. Hier erfolgt

die enzymatisch katalysierte Umwandlung des CO, in HCOs;™ und dessen anschlieBender

Transport in das Zellinnere. Das aktive Zentrum der Carboanhydrase kann neben CO, aber

auch HCO;™ als Substrat akzeptieren, wobei beide aktiven Aufnahmemechanismen an ein dort
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gebundenes Zink-Atom, das H'-Ionen-Ubertragungsreaktionen katalysiert, gekoppelt sind
(SILVERMAN and VINCENT, 1983; SILVERMAN, 1991).

Die fiir den Ablauf des CCM und der Photosynthese wichtigsten Enzyme Carboanhydrase
und Rubisco sind bei den Cyanobakterien in spezifischen Mikrostrukturen—den
Carboxysomen—zusammengefaflit. Carboxysomen stellen kristalldhnliche, polyedrische
Komplexe innerhalb der Zellen dar, die aus Proteinen aufgebaut sind. Sie enthalten den
grofiten Anteil der in den Zellen vorkommenden Rubisco und geringe Mengen an
Carboanhydrase (REINHOLD et al., 1989,1991; COLEMAN et al., 1982; BADGER and
PRICE, 1989; PRICE et al., 1998). In den Carboxysomen findet einerseits die Umsetzung von
HCO;™ zu CO; und umgekehrt durch Carboanhydrase statt, und andererseits erfolgt hier die
Katalyse der CO,-Fixierung am Ribulosebiphosphat durch Rubisco.

Der CO,-Anreicherungsmechanismus der Chlorophyceen ist weitaus weniger erforscht als der
der Cyanobakterien. Es scheint einen aktiven CO,-Transport sowohl an der Plasmamembran
(SULTEMEYER et al., 1989) als auch an der Chloroplastenhiille (MORONEY et al.,1987;
SULTEMEYER et al., 1988) zu geben. Der Haupteinstrom von anorganischem Kohlenstoff in
die Zellen erfolgt iiber die direkte Aufnahme von CO, iiber die Plasmamembran (BADGER,
1987; SULTEMEYER et al., 1989). Die HCO;s -Verwertung durch die Zellen erfolgt
ebenfalls {iber den CO,-Aufnahmemechanismus, wobei durch Induzierung einer
periplasmatischen Carboanhydrase das HCO;™ in CO, umgewandelt wird (BADGER, 1987).
SULTEMEYER et al. (1989) und THEILMANN et al. (1990) haben gezeigt, da3 auBerdem
ein direktes HCO; -Transportsystem iiber die Plasmamembran besteht. Die c;-Anreicherung
in den Zellen der Chlorophyceen erfolgt in erster Linie in Form von HCOs™, unabhéngig
davon, ob CO, oder HCO;™ von den Zellen aufgenommen wurde (BADGER and PRICE,
1992).

In Analogie zu den Carboxysomen der Cyanobakterien bestehen bei den Chlorophyceen
dhnliche Protein-Strukturen, die sogenannten Pyrenoide (BADGER and PRICE, 1992;
SULTEMEYER et al., 1999). In den Pyrenoiden, die sich im Stroma der Chloroplasten der
Mikroalgen befinden, kann die CO,-Konzentration an der Ribulosebiphosphat—Carboxylase-
Oxygenase lokal erhoht werden, indem HCO;~ vom Stroma in die Pyrenoide diffundiert und
dort von der Carboanhydrase in CO, umgewandelt wird, wodurch wiederum die Effektivitit
der Photosynthese bei niedrigen ci-Konzentrationen im Medium erhoht wird (PRONINA and
SEMENENKO, 1992; RAMAZANOV et al., 1994; RAMAZANOV et al., 1996; PARK et al.,
1999).
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Ein erstes Ziel dieser Dissertation bestand zunéchst darin, Cyanobakterien und Chlorophyceen
zu finden, bei denen die Photosyntheserate und damit die Biomasse-Ausbeute durch externe
Zugabe von CO, und/oder HCO3;  zum Néhrmedium steigt. Fiir die dann ausgewihlten
Mikroalgen sollten geeignete Nahrlosungen zur optimalen Biomasseproduktion entwickelt
werden. Hierfiir sollten die Cyanobakterien und Chlorophyceen mdoglichst viel CO, und /oder
NaHCO; nutzen. Das Hauptziel bestand schlieBlich darin, die am besten geeigneten
Mikroalgen unter Verwendung von CO; aus den Abgasen eines Blockheizkraftwerkes zu
ziichten, damit den CO,-Ausstol in die Umwelt zu reduzieren und dariiberhinaus die
erhaltenen Algenbiomassen fiir die Gewinnung von pharmazeutisch-medizinisch relevanten

Inhaltsstoffen zu nutzen.

1.2 Ergebnisse

Die Verwertung von anorganischem Kohlenstoff in Form von CO; und /oder NaHCO; wurde
an verschiedenen Mikroalgen in unterschiedlichen Konzentrationen getestet.
Am Pharmazeutischen Institut, Abteilung Pharmazeutische Biologie, in Kiel besteht eine
umfangreiche Sammlung von Mikroalgen, die im Rahmen eines systematischen Screening-
Programmes auf pharmazeutisch-medizinisch und umwelttechnologisch nutzbare Inhaltsstoffe
untersucht wurden (PIORRECK, 1983; KOHLHASE, 1987; MARTIN, 1987; HOFFMANN,
1991; FEHRMANN, 1993; FISCHER, 1996; VOLK, 1996; ASSADI POUR, 1998;
SCHULZE, 2000). Die in den Tabellen aufgefiihrten Cyanobakterien und Chlorophyceen
stammten aus dieser Sammlung bzw. zusétzlich aus der Algensammlung Gottingen. Sie
wurden hinsichtlich folgender Gesichtspunkte untersucht:
1. Wachstum der Mikroalgen in Néhrlosung DSN nach POHL et al. (1987) unter Zusatz
von NaHCO; und CO,
2. Eignung der Mikroalgen fiir weitere Versuche unter Verwendung von NaHCO; und
CO, im Labor und direkt am Blockheizkraftwerk.
Hierzu wurden die ausgewdéhlten Mikroalgen zunéchst in 250 ml - Vorversuchen getestet. Der
Néhrlosung DSN (10 % Seewasser) nach POHL et al. (1987) wurden unterschiedliche
Konzentrationen an NaHCO3 zugesetzt und das Wachstum der Algen iiber einen Zeitraum
von 3 Wochen zunichst optisch beurteilt. AnschlieBend sollte getestet werden, ob die in den
250 ml-Kleinkulturen erhaltenen Ergebnisse auch auf Ziichtungen im groferen Malistab (8

Liter-Kulturen) iibertragbar waren. Die Mikroalgen wurden dafiir in 8 Liter-Batchkulturen
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wiederum mit NaHCO; geziichtet, wobei zur weiteren Beurteilung diese Kulturen durch
Einleiten von CO, alternativ bei pH 8 bzw. pH 9 gehalten wurden. Geziichtet wurde unter
axenischen Bedingungen unter Dauerbeliiftung und Dauerbelichtung von 80 umol Photonen
m? s, Das Wachstum wurde kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 3 Wochen durch

Absorptionsmessungen bei 440 nm im Photometer beurteilt.

Tab. 1
Einordnung verschiedener Cyanobakterien hinsichtlich des Wachstums unter Zugabe

von NaHCO; sowie mit oder ohne CO,-Zufuhr

Mikroalgen Wachstum mit Wachstum mit Eignung fiir weitere
NaHCO; NaHCO;3; und CO, Versuche mit
250ml 81 NaHCO; und CO;,
Anabaena variabilis - +/- -

(0,025 — 1 %)

Chroococcus minutus - +/- -
(0,1 - 0,4 %)

Nostoc insulare - +/- -
(0,3 %)

Spirulina maxima ++ +/- +
2 -3 %)

Spirulina platensis ++ +/- +
2 -3%)
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Tab. 2

Einordnung verschiedener Chlorophyceen hinsichtlich des Wachstums unter Zugabe von

NaHCO; sowie mit oder ohne CO,-Zufuhr

Mikroalgen

Wachstum mit
NaHCO3

Wachstum mit
NaHCO3 und COz

Eignung fiir weitere

Versuche mit
NaHCOj; und CO,

Ankistrodesmus
gracilis

(0.3 %)

Chlamydomonas
reinhardtii

+/-
(0,3-0,5 %)

++

Chlorella vulgaris

—+
(0,3 0,5 %)

++

++

Coelastrum
mikroporum

+/-
(0,025 — 0,6 %)

+/-

(zu geringe Ausbeu-

te an Biomasse)

Dictyococcus
varians

(0,3 %)

Hdmatococcus
pluvialis

(0,1 -0,2 %)

Monoraphidium
braunii

+/-
(0.3-0.,5 %)

Scenedesmus
communis

+/-
(0,3 %)

Bewertungsschliissel:

++

+/-

Eignung fiir
weitere
Versuche
mit NaHCO;
und CO,

sehr gut

gut

bedingt

nicht geeignet

Wachstum
-mit NaHCO;
-mit NaHCO;
und CO,

sehr gut

gut

nur wenig
angewachsen

nicht
angewachsen
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1.3  Zusammenfassung und Diskussion

Die Vorversuche dienten der Auswahl geeigneter Mikroalgen zur Verwertung von CO,
und/oder NaHCO;. Es wurden verschiedene Cyanobakterien und Chlorophyceen, die
aufgrund ihrer pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren Inhaltsstoffe von Interesse sind, auf die
Beeinflussung ihres Wachstums durch Zugabe von CO, und NaHCO; zum N&hrmedium
untersucht und beurteilt. Wie aus Tab.l hervorgeht, erwiesen sich von den getesteten
Cyanobakterien vor allem Spirulina maxima und Spirulina platensis als gut geeignet fiir
weitere Versuche hinsichtlich der Entwicklung einer Nahrlosung unter optimaler Zufuhr von
CO; und NaHCOs;. Beide zeigten ein besseres Wachstum bei Zusatz von 2 % bzw. 3 %
NaHCO3 zur Néhrlosung DSN in 250 ml-Kulturen im Vergleich zur normalen Spirulina-
Néhrlosung. Bei der Ziichtung im groBeren Mafstab (8 Liter-Batchkulturen) unter Zusatz von
2 % bzw. 3 % NaHCO; zum Néhrmedium und zusétzlicher Einleitung von CO, (Steuerung
auf pH 8 bzw. pH 9) wuchsen die Kulturen schlechter als in der normalen Spirulina-
Nahrlosung. In den nachfolgenden Versuchen sollte die Konzentration an NaHCO3 und die
Zufuhr von CO, durch Testung verschiedener pH-Werte der Néhrlosung optimiert werden.
Besondere Aufmerksamkeit sollte auBerdem der Frage gewidmet werden, ob Spirulina
maxima und Spirulina platensis die grofite Ausbeute an Biomasse bei alleiniger Zugabe von
NaHCOs; zur Néhrlosung erzielen oder bei kombinierter Zufuhr von CO; und NaHCO; in
optimaler Konzentration, jeweils im Vergleich mit normaler Spirulina-Ndhrlésung unter
Beliiftung.

Die Cyanobakterien Anabaena variabilis, Chroococcus minutus und Nostoc insulare erwiesen
sich, wie aus Tab.l ersichtlich, als ungeeignet, NaHCO; und CO, fiir eine hdohere
Wachstumsrate zu verwerten.

Tab.2 zeigt, daB die Chlorophyceen Ankistrodesmus gracilis, Dictyococcus varians,
Hdmatococcus pluvialis und Scenedesmus communis ebenfalls ungeeignet waren, um
NaHCO; und CO; fur eine hohere Wachstumsrate zu nutzen. Sie wuchsen sowohl in den 250
ml-Kulturen bei alleiniger Zugabe von Bicarbonat als auch in den 8 Liter-Ansdtzen unter
kombinierter Zugabe von NaHCO; und CO, im Gegensatz zur normalen Nahrlosung DSN
nicht oder nur schlecht an.

Das Wachstumsverhalten von Chlorella vulgaris konnte im Vergleich zur Nahrlosung DSN in
den 250 ml-Ansitzen durch Zugabe von 0,3 %-0,5 % NaHCO; und in den 8 Liter-Kulturen
durch Bicarbonatzugabe und zusétzliche pH-Steuerung auf pH 8 durch COs-Einleitung

verbessert werden. Auch Chlamydomonas reinhardtii und Monoraphidium braunii erwiesen
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sich als geeignet fiir weitere Untersuchungen. Dabei bestand das Ziel in der Entwicklung
einer Nahrlosung mit hoher Biomasseproduktion bei moglichst hohem Verbrauch an NaHCO;
und/oder CO, mit dem langfristigen Ziel der Massenkultur dieser Algen direkt am BHKW.
Schon aus den Vorversuchen wurde tendenziell deutlich, dal man die Mikroalgen hinsichtlich
der Verwertung von zusitzlich im Ndhrmedium angebotenem anorganischen Kohlenstoff in 3
Kategorien einteilen konnte:

1. nur NaHCOs-Verwertung

2. Verwertung von NaHCOj; und CO,

3. nur CO,—Verwertung.

Die aus den Ergebnissen der 250 ml-Vorversuche fiir die weiteren Untersuchungen

ausgewahlten Mikroalgen sind in den Abbildungen 6 bis 10 dargestellt:

Abb. 6

Spirulina maxima (Cyanobakterien)
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Abb. 7

Spirulina platensis (Cyanobakterien)

Abb. 8
Chlorella vulgaris (Chlorophyceae)
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Abb. 9

Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyceae)

Abb. 10
Monoraphidium braunii (Chlorophyceae)




Die Organismen sollten im Weiteren jeweils einer der oben genannten Kategorien zugeordnet
werden und so beziiglich ihrer Kapazitit, den CO,-Gehalt im Abgas zu reduzieren, beurteilt
werden.

Aullerdem sollte im weiteren Verlauf dieser Dissertation neben dem Einflufl von NaHCO;
und CO, auf die Biomasseproduktion auch die Beeinflussung der qualitativen und
quantitativen Zusammensetzung der Biomasse dieser Cyanobakterien und Chlorophyceen
geklért werden.

Aus den Ergebnissen wurde deutlich, daB3 es Cyanobakterien und Chlorophyceen gibt, die
besser unter der Beliiftung der Kulturen mit dem normalen CO,-Gehalt der Luft (0,03 %) und
ohne Zusatz von NaHCO; zum Nihrmedium wachsen. Eine mogliche Erkldrung konnte die
pH-Verschiebung sein, d.h. der pH-Wert, der durch Zugabe von CO, bzw. Bicarbonat erreicht
wurde, lag zuweit vom pH-Optimum der Mikroalgen entfernt. Es konnte auBBerdem der Fall
sein, dal das CO, bzw. NaHCO; im Medium durch bestimmte Algen nicht in der
angebotenen Menge verwertet werden konnte, da der in der Einfilhrung beschriebene CO,—
Anreicherungs-Mechanismus (CCM) durch die hohe Konzentration an anorganischem
Kohlenstoff (c;j) im Medium zuriickgedringt wurde (WINDER et al., 1992; PARK et al.,
1999). Die Algen waren dabei nicht in der Lage, dies durch Erhéhung der CO,-Konzentration
an der Ribulosebiphosphat-Carboxylase-Oxygenase (Rubisco) durch verstirkte Diffusion des
¢; aus dem Medium in das Zellinnere zu kompensieren. Das zusitzlich in der Nahrlosung
angebotene c; konnte ebenfalls nicht durch Erh6hung der Aktivitit einer evtl. vom CCM
unabhingigen Carboanhydrase (PALMQVIST et al., 1990) oder durch erhdhte Rubisco-
Aktivitit verwertet werden (BEUF et al.,, 1999). MAJEAU und COLEMAN (1996)
beschrieben, dal eine kurzzeitige Erhohung der CO,-Konzentration bei einigen Arten zwar
eine Stimulierung der Photosynthese bewirkte, dal es aber bei langfristiger CO,-Zufuhr
wiederum zu einer verminderten Rate der Photosynthese und der damit verbundenen Rubisco-
Aktivitit kam.

Eine zu hohe Konzentration an anorganischem Kohlenstoff im Medium kann die
Photosyntheserate im allgemeinen vermindern, wobei die Grenzkonzentration, die zur
Hemmung der Photosynthese fiihrt, vermutlich bei den einzelnen Cyanobakterien und
Chlorophyceen unterschiedlich ist (REITZ, 1986).

Die 5 Mikroalgen, die in den Vorversuchen ein besseres Wachstum unter Zusatz von
NaHCO;3 und/oder CO, im Vergleich zur {iblichen Nahrlosung zeigten, glichen dagegen
anscheinend die verminderte Aktivitit des CCM aus. Es zeigte sich, daB nicht nur die

Aktivitit des CCM von der c;-Konzentration im Medium abhing (AMOROSO et al.,1998;
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SULTEMEYER et al., 1998), sondern auch andere Faktoren, die die Photosyntheserate und
damit das Wachstumsverhalten beeinflussen, in diesem Fall positiv verdndert wurden.
Obwohl Cyanobakterien und Chlorophyceen die Mdoglichkeit besitzen, sich iiber den CCM an
niedrige CO,-Konzentrationen zu adaptieren (GOYAL and TOLBERT, 1991; PRICE et al.,
1998; SULTEMEYER et al., 1998), bedeutet das nicht zwangsliufig, daB sie bei niedrigen
CO,-Konzentrationen eine hohere Photosyntheserate und Biomasse-Produktion erzielen.
GAO et al. (1993) beschrieben z.B. den EinfluB3 von erhéhten Konzentrationen an CO, auf das
Wachstum und die Photosynthese der Rotalgen Gracilaria sp. und Gracilaria chilensis und
fanden heraus, da3 bei beiden die Wachstumsrate durch erhdhtes CO,-Angebot stieg.
ABDULLAEV et al. (1994) untersuchten die CO;-Assimilation wéahrend der Photosynthese
sowie die Aktivitdit von Rubisco bei niedriger und hoherer CO,-Konzentration u.a. an
Keimblittern. Durch eine erhohte CO,-Konzentration wurden der Gehalt und die Aktivitét
von Rubisco in den Keimblittern erhdht. Ubertriigt man diese Ergebnisse auf die in den
Vorversuchen ausgewdhlten Mikroalgen, so konnte dies eine mogliche Erkldrung fiir deren
erhohte Photosyntheserate und damit Biomasse-Ausbeute durch ein erhohtes c;-Angebot im
Medium sein.

Weiterhin ist zu bedenken, daBl CO; nicht nur durch aktiven Transport iiber den CO,-
Anreicherungsmechanismus in die Zellen transportiert werden kann, sondern auch passiv
durch Diffusion vom Medium — mit z.B niedrigerem pH-Wert bei hoher CO,-Konzentration —
in das Zellinnere (Stroma bzw. Cytosol) mit hoherem pH-Wert gelangen kann (MAGNAS et
al., 1995; FRIDLYAND et al.,, 1996; MARCUS, 1997; MERCADO and NIELL, 1999;
ELZENGA et al., 2000)). Somit wiirde es ebenfalls zu einer héheren CO,-Konzentration am
wichtigsten Photosyntheseenzym Rubisco kommen.

Ein ebenfalls wichtiger Aspekt, der in der Literatur beschrieben wird (PALMQVIST et al.,
1994; MORITA et al., 1998), ist die Tatsache, daB3 es Mikroalgen gibt, die nicht {iber einen
CCM verfiigen. Man konnte vermuten, daf3 bei diesen Mikroalgen eine erhdhte Konzentration
an ¢; im Ndhrmedium in jedem Fall die Photosyntheserate erhoht. Hieriiber liegen aber zur

Zeit noch keine Literatur-Angaben vor.
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2 Herstellung von NaHCO; aus CO, bzw. Abgasen eines
Blockheizkraftwerkes (BHKW)

2.1 Einfiihrung

Ein Blockheizkraftwerk (BHKW) kann durch unterschiedliche Energietriger wie z.B. Gas
oder Ol betrieben werden, wobei diese Kraftwerke hinsichtlich des CO,-AusstoBes relativ
umweltfreundliche Strom—und Warmelieferanten sind. Die von uns genutzten Blockheizkraft-
werke in Hohenlockstedt und Kiel/Heikendorf sind erdgasbetriebene Kraftwerke. Ein BHKW
stellt eine Gasmotorenanlage dar, bei der sowohl die Kraft als auch die Abwarme des Motors
genutzt werden (Kraft-Warme—Kopplung). Die Kraft des Motors dient dem Antrieb eines
Stromgenerators zur Erzeugung von Strom, der anschlieend in das allgemeine Stromnetz
eingespeist wird. Durch die entstehende betrdchtliche Abwérme des Motors wird zunéchst das
Kiihlwasser des Motors erwidrmt, wobei die mit dem Kiihlwasser abgenommene Wiarme nicht
verloren geht, sondern an ein Heizwassersystem weitergegeben wird. Dadurch kann zur
Wirmeerzeugung ansonsten notwendige Primidrenergie eingespart werden. Die Bezeichnung
Blockheizkraftwerk resultiert aus der Ortlichen Zusammenlegung der Motoren—Abwérme—
Einheiten zu Blocken (ARBEITSGEMEINSCHAFT ASUE, ca.1991).

Das anfangs von uns genutzte BHKW in Hohenlockstedt dient der Versorgung eines
Kindergarten—und Schulkomplexes mit Warme, das BHKW in Heikendorf versorgt derzeit
175 Wohneinheiten eines dortigen Wohngebietes (KIELER NACHRICHTEN, 10.2.99). Der
iber den Bedarf hinaus erzeugte Strom wird in das 6ffentliche Netz eingespeist.

Die Abgase solcher Blockheizkraftwerke enthalten neben Stickstoff und nicht verbrauchtem
Sauerstoff die Verbrennungsprodukte von Erdgas (Methan), nimlich Wasserdampf und
Kohlendioxid. Zusitzlich aber enthalten die Abgase eines BHKW noch ,,echte” Schadstofte,
wie CO, CH-Verbindungen, Stickoxide (NO, NO,;), HCHO sowie S-, Cl- und F-
Verbindungen, fiir die es gesetzlich festgelegte Grenzwerte gibt. Es werden auflerdem
Katalysatoren eingesetzt, um die Schadstoftkonzentration moglichst gering zu halten. Der bei
diesen Katalysatorreaktionen freiwerdende Sauerstoff fiihrt wiederum zur Oxidation von CO
und CH—Verbindungen zu CO,, was den CO,—Gehalt im Abgas erhoht.

Die Hauptversuche im Rahmen dieser Dissertation wurden am BHKW in Heikendorf, bei

dem der CO,—Gehalt des Abgases bei 6,6 Vol % liegt, durchgefiihrt. Es sollte untersucht
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werden, ob das CO, des Abgases zu einer erhohten Photosyntheserate und damit zu einer
hoheren Biomasse—Produktion bei geeigneten Mikroalgen beitragen kann. Wie unter 1.1
beschrieben kann man dem Nidhrmedium von Mikroalgen das fiir die Photosynthese
notwendige CO, sowohl als reines CO, als auch in Form von HCO;™ zufiigen. Das CO, kann
als synthetisches Gas oder in Form des BHKW—Abgases in die Kulturen eingeleitet werden.
Das HCO;™ kann dem Nihrmedium einerseits als chemisch reines NaHCO; zugefiigt werden,
andererseits besteht die Mdoglichkeit, durch chemische CO,—Fixierung aus dem Abgas
NaHCOj; herzustellen. Hierzu wurde das Abgas des Blockheizkraftwerkes Hohenlockstedt
bzw. Heikendorf wihrend der Versuche in Natronlauge eingeleitet, so da3 es zur Bildung von
NaHCO; kam: NaOH + CO, — NaHCOsl. Das so gewonnene NaHCOs; konnte nun den
Algenkulturen in entsprechender Konzentration zugefiigt werden und stand nach Aufnahme
und enzymatischer Umwandlung in CO, innerhalb der Zellen ebenfalls fiir die Photosynthese
zur Verfiigung. Dabei mufite untersucht werden, ob die Reinheit des auf diesem Wege
gewonnenen NaHCOj3 ausreichte, um fiir die Mikroalgen die gleichen Ausbeuten an Biomasse
wie mit chemisch reinem Bicarbonat zu erzielen. Folgende Vorteile sprachen fiir die
Ziichtung der Mikroalgen mit Abgas—CO, und mit am BHKW gewonnenem NaHCOs:
e Verbrauch von Abgas—CO, und damit Verminderung des CO,—AusstoBBes in die Umwelt
e Fiir die Herstellung der erforderlichen Natronlauge stehen Natrium—Salze (NaCl)
praktisch unbegrenzt und preiswert zur Verfiigung (Meerwasser enthélt ca. 3 % NaCl)
e NaHCO:; ist gut zu isolieren aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit
e vielfiltige Verwendungsmoglichkeiten des NaHCO;, da es eine vielseitig einsetzbare

Chemikalie darstellt.

2.2 Vorversuche im Labor durch CO; — Einleitung in NaOH

Die Gewinnung von NaHCO; aus CO,; und NaOH wurde durch Vorversuche im Labor
getestet, um deren Ergebnisse anschlieBend fiir die Bicarbonat-Bildung am BHKW zu
verwenden. Es zeigte sich, daB3 es durch Einleitung von reinem Kohlendioxid in Natronlauge
12 % nach Sittigung der Losung mit NaHCOs; zur Niederschlagsbildung durch
Natriumbicarbonat kam. Nach Filtration und Lufttrocknung konnte das so gewonnene

NaHCO; fiir die unter 1.2 aufgefiihrten Versuche verwendet werden.
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2.3  Abgaseinleitung in NaOH am BHKW

BHKW HOHENLOCKSTEDT:

Die ersten Versuche zur Herstellung von NaHCO; durch Einleitung von Abgasen in
Natronlauge wurden am BHKW in Hohenlockstedt durchgefiihrt (s. Abb. 11, 12 und 13). Das
Abgas (T=120°C) wurde tiber eine Abzweigung (2 m Stahlrohr; 8 mm ID) von der Haupt-
Abgasleitung im Blockheizkraftwerk zundchst in ein leeres 40 Liter—Gefdll gefiihrt. Auf
diesem Weg wurde das Abgas, das unter anderem Wasserdampf, CO,, N, und O, enthielt,
bereits stark abgekiihlt. In dem 40 Liter-Gefd3 kam es einerseits zur Abscheidung von
Kondenswasser aus dem Abgas und andererseits zu weiterer Abkiihlung des Abgases. Aus
diesem Kondenswassergefall fiihrte ein weiteres Verbindungsrohr in ein 8 Liter-bzw. 40
Liter-Gefal3, welches mit NaOH (12 %) gefiillt war, in die das abgekiihlte CO,—haltige Abgas
eingeleitet wurde.

Der pH—Verlauf der Losung und die Niederschlagsbildung sind aus Tab. 3 ersichtlich.

Abb. 11
Blockheizkraftwerk Hohenlockstedt
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Abb. 12
Abzweigung von der Hauptabgasleitung im BHKW in ein leeres 40 Liter-Kondenswasser-

GefdB und anschlieBende Einleitung des Abgases in NaOH (12 %)
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Abb. 13
NaHCOs-Féllung aus NaOH (12 %)

Tab. 3
Einleitung von Abgas in 40 Liter NaOH (12 %) zur Gewinnung von NaHCO;

Tag pH — Wert der Niederschlags - Ausbeute
Losung Bildung

1 11 -

4 11 -

8 10 +/-

15 9,6 ++

18 9,5 ++

20 9,5 ++ 1700 g
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Das ausgefallene NaHCO; wurde abfiltriert, luftgetrocknet und in weiteren Versuchen den
Algen—Nihrlosungen in entsprechender Konzentration zugefiigt. Das Filtrat (gesittigte
Losung von NaHCO3) wurde anschliefend mit 10 Liter NaOH (30 %) aufgefiillt, so da3 50
Liter einer etwa 6 % igen Natronlauge (gesittigt mit NaHCO;) entstanden. Hier wurden
wiederum die Abgase des BHKW eingeleitet, um erneut NaHCO; zu bilden. Der pH—Verlauf

und die Niederschlagsbildung aus dieser Versuchslosung sind Tab. 4 zu entnehmen.

Tab. 4
Einleitung von Abgas in 50 Liter NaOH 6 % (gesittigt mit NaHCO3) zur Gewinnung von

weiterem NaHCOs3
Tag pH — Wert der Niederschlags- Ausbeute an
Losung Bildung NaHCO3
1 11 -
7 10 +/-
14 9,3 ++
20 9,2 ++
22 9,2 ++ 6000 g

Das erneut gebildete NaHCO; wurde wie oben beschrieben behandelt und verwendet. Die
Gesamtausbeute dieses Versuches betrug ca. 1 kg NaHCO; pro 1 kg NaOH, die dafiir

eingesetzt werden muften.

BHKW HEIKENDORF:

Nach den ersten Versuchen am BHKW in Hohenlockstedt wurde zur Durchfithrung der
nachfolgenden Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation eine Versuchshiitte auf dem
Gelédnde des Blockheizkraftwerkes in Heikendorf aufgebaut (siche Abb.1). Nach der direkten
Durchleitung der Abgase durch die Algenkulturen zur Verwertung des darin gelosten CO,
wurden diese weiter in 28 Liter einer NaOH (12 %) geleitet. Das restliche CO, des Abgases
fiihrte wie am BHKW in Hohenlockstedt zur Féllung des schwerldslichen NaHCOs;, das
entsprechend gewonnen und verwertet werden konnte. Die Ergebnisse des Versuches am

BHKW in Hohenlockstedt lieBen sich auch an diesem Kraftwerk bestitigen, die Ausbeute lag
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hier bei 1,1 kg NaHCO; pro 1 kg eingesetzter NaOH.

2.4  Zusammenfassung und Diskussion

Wie aus Tab. 3 ersichtlich sank der pH-Wert der Versuchslosung (40 Liter NaOH, 12 %) von
anfangs pH 11 nach 20 Tagen auf pH 9,5; da die NaOH zur Bildung des schwerldslichen
NaHCOj; verbraucht wurde. Es wurde solange Abgas eingeleitet, bis sich der pH—Wert der
Losung stabil zeigte und somit kein weiteres NaHCOs ausfiel. Das Filtrat, das ca. 40 Liter
einer mit NaHCO; gesittigten Losung darstellte, wurde mit 10 Liter NaOH (30 %) versetzt,
so daB3 eine etwa 6 % ige NaOH, gesittigt mit NaHCOs3, entstand. Anhand dieser Versuchs-
16sung wurde getestet, ob bei Einleitung der Abgase in eine NaHCOs—gesittigte Losung auch
ein geringerer Gehalt an NaOH ausreichte, um das gewiinschte NaHCO; auszufillen. Tab.4
zeigt, da3 die Ausbeute nach Stabilisierung des pH-Wertes dieser Losung auf pH 9,2 bei 6 kg
NaHCOs; lag und eine Konzentration von 6 % der NaOH in diesem Fall ausreichte, um das fiir
spétere Versuche erforderliche NaHCO; zu gewinnen.

Die Ergebnisse der Versuche am BHKW in Hohenlockstedt konnten am Kraftwerk in
Heikendorf bestétigt werden. Das weitere Ziel der Arbeiten lag nun in der Entwicklung einer
geeigneten Néhrlosung fiir Algen, die sowohl CO; als auch NaHCO; fiir eine erhdhte
Biomasseproduktion  verwerten  konnen. Durch  die  Versuchsanordnung im
Blockheizkraftwerk Heikendorf konnten die Algenkulturen zur Bereitstellung von CO,
einerseits direkt mit Abgasen beliiftet werden. Andererseits wurden die Abgase zur
Gewinnung von NaHCOs in 24 Liter Natronlauge (12 %) weitergeleitet. Das NaHCO; wurde
dann wiederum dem Ndhrmedium der Algen in darauffolgenden Versuchen in entsprechender
Konzentration zugefiigt, so daf hier eine indirekte Reduzierung des CO,—Gehaltes im Abgas
durch die Algen erfolgte. Die Konzentration an CO, im Abgas des Kraftwerkes in Heikendorf
lag bei 6,6 Vol %. Es zeigte sich, dal auch die zuvor durch die Algenkulturen bereits
verringerte CO,—Konzentration ausreichte, um aus einer 12 % igen Natronlauge NaHCO3
herzustellen. Neben der eigenen Verwendung des Bicarbonates als Zusatz zum Algen—
Néahrmedium konnte diese vielseitig verwendbare Substanz auch an andere Verbraucher
weitergegeben werden. Man muf3 jedoch bedenken, daB3 wegen der in unseren Versuchen
verwendeten reinen und gekauften NaOH, global betrachtet, keine CO,-Entlastung der Luft
erreicht wird. Der Grund hierfiir ist, da3 fiir die Herstellung dieser NaOH (Einsatz von

elektrischer Energie, die wiederum von Verbrennungskraftwerken geliefert wird) von den
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Kraftwerken etwa die gleiche Menge an CO; produziert wird, wie die NaOH zu fixieren in
der Lage ist. Die CO,-Bilanz ist also insgesamt ausgeglichen. Diese Betrachtung fiihrt aber zu
sinnvollen Alternativen:

e Gewinnung der zur NaOH — Herstellung benétigten Energie mit Hilfe von alternativen
Energietrdgern, z.B. Solar—oder Windkraft, Kernenergie (Energiegewinnung ohne CO,-
Produktion)

e Einsatz von industrieller Abfall — Natronlauge (Kap.7).

Aullerdem muB3 man bedenken, dal Algenkulturen, die CO, verwerten, zuséitzlich

pharmazeutisch — medizinisch wichtige Produkte liefern (Kap.5). Durch eine verbesserte

Wachstumsrate aufgrund des extern zugefiihrten anorganischen Kohlenstoffes erhoht sich

desweiteren durch die grofere Ausbeute an Biomasse auch die Gesamtmenge der

Inhaltsstoffe, die daraus extrahiert werden kann. Ob die Konzentration der Inhaltsstoffe in der

Biomasse durch die Zugabe von CO, und/oder NaHCOj; ebenfalls beeinflufit wird, sollte im

weiteren Verlauf der Arbeiten geklart werden (Kap. 5).
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3 Entwicklung einer geeigneten Nihrlosung fiir optimale Biomasse-
Produktion bei moglichst hohem Verbrauch an NaHCO; und/oder
CO,

3.1 Einfithrung

Um eine moglichst hohe Ausbeute an pharmazeutisch-medizinisch wichtigen Inhaltsstoffen
der hier verwendeten Mikroalgen zu erzielen, sollten fiir deren Ziichtung Nahrlosungen
entwickelt werden, in denen sie die grof3te Biomasse-Menge bildeten. Dabei bestand das Ziel
darin, den Medien moglichst viel anorganischen Kohlenstoff in Form von CO, und/oder
NaHCOj; zuzusetzen. Die im Labor entwickelten optimalen Néhrlosungen sollten spéter in
Kultur-Ansédtzen am Blockheizkraftwerk getestet werden, um hier das Abgas—CO, als
Kohlenstoffquelle zu verwenden und entsprechend zu reduzieren. Um die jeweils optimalen
Nahrlosungen fiir Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii, Monoraphidium braunii,
Spirulina maxima und Spirulina platensis zu entwickeln, muflite der giinstigste Zusatz von
NaHCOj; und/oder CO; bei jeder Alge ermittelt werden. Es sollte zundchst durch Testung
unterschiedlicher NaHCOs;—Mengen die jeweils optimale Konzentration dieser Verbindung
herausgefunden werden. Davon ausgehend sollte anschlieBend die CO,—Zufuhr durch
Steuerung der Nahrlosung auf unterschiedliche pH-Werte variiert werden. Durch diese
unterschiedlichen Ansitze der Kulturen sollten die Mikroalgen den im Kap. 1 aufgefiihrten
Kategorien der Kohlenstoffverwertung zugeordnet werden. THIELMANN et al. (1990)
fanden z.B. heraus, dall Scenedesmus—Zellen iiber zwei Mechanismen in der Lage sind,
gelosten anorganischen Kohlenstoff aufzunehmen und im Zellinneren aufzukonzentrieren.
Einerseits konnen sie CO, aus einem Medium mit pH 5-8 nutzen, andererseits verwerten sie
Bicarbonat aus einem Medium mit pH 7-11.

Der EinfluB des pH—Wertes des Ndhrmediums auf die Bildung der extrazelluldren
Carboanhydrase bei Chlamydomonas reinhardtii wird von FETT and COLEMAN (1994)
beschrieben. Die Carboanhydrase, die, wie vorher beschrieben, das Schliisselenzym im
Aufnahme—und UmwandlungsprozeS von CO, und HCO; darstellt, wird nach deren
Untersuchungen bei Chlamydomonas reinhardtii stirker bei hohen als bei niedrigen pH—
Werten aktiviert. Dall es deshalb wichtig ist, fiir jede einzelne der fiir unsere Versuche

verwendeten Mikroalgen das Optimum hinsichtlich der Konzentration von CO, und/oder
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NaHCO; im Medium zu finden, zeigen auch die Ergebnisse von PALMQUIST et al. (1995).
Diese zeigten, dal nicht alle Mikroalgen iiber dieselben Mechanismen zur Aufnahme und
Fixierung von gelostem anorganischen Kohlenstoff verfligen. Sie beschrieben, dal
Chlamydomonas reinhardtii und Coccomyxa sp. sich hinsichtlich der Beschaffung des fiir die
Photosynthese notwendigen CO, unterscheiden. Chlamydomonas r. konnte sowohl HCO;™ als
auch CO; aktiv aus dem externen Medium ins Zellinnere transportieren, wahrend Coccomyxa
sp. deutlich den anorganischen Kohlenstoff in Form von CO, bevorzugte.

Obwohl der CO,—Anreicherungsmechanismus (CCM) bei den meisten Mikroalgen durch eine
hohe Konzentration an anorganischem Kohlenstoff (CO, oder HCO;) im Mediumn
inaktiviert wird, zeigten die fiir die nachfolgenden Versuche ausgewidhlten Mikroalgen unter
Zusatz von NaHCO; und/oder CO, ein erhdhtes Wachstum (Kap. 1), was in diesem Kapitel
bestdtigt werden sollte. Die Ergebnisse von MATSUDA et al. (1998) lassen vermuten, dal} es
einen direkten CO,—empfindlichen Transportmechanismus in der Zellwand von Chlorella
ellipsoidea gibt, der die aufgrund des hohen CO,—Gehaltes im Medium verminderte Aktivitat
des CCM-Transportsystems fiir gelosten anorganischen Kohlenstoff kompensiert. Diese
Hypothese konnte von MATSUDA et al. (1998) durch Untersuchungen an anderen Griinalgen
(Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella kessleri) unterstiitzt werden. Dieser Transportprozef3
wire eine mogliche Erkldrung fiir das gute Wachstumsverhalten der 5 Mikroalgen in den
nachfolgend beschriebenen Versuchen, bei denen den Organismen mdoglichst viel

anorganischer Kohlenstoft als CO, und/oder NaHCO; angeboten wurde.

3.2  Ergebnisse

3.2.1 Chlorella vulgaris

3.2.1.1 250 ml-Kleinkulturen

Chlorella vulgaris wurde in Nahrlosung DSN nach POHL et al. (1987) geziichtet, wobei die

Seewasserkonzentration und die Konzentration an NaHCO; wie unten aufgefiihrt variiert

wurden. Die optische Beurteilung des Wachstumsverlaufes der Versuchsansétze iiber einen

Zeitraum von 3 Wochen ergab folgende Ergebnisse:
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DSN Nihrlosung 5 % Seewasser:

Die Kultur zeigte ein gutes Wachstum.

DSN Néhrlosung 5 % Seewasser; 0.3 % NaHCOs:

Im Vergleich zum Ansatz mit derselben Seewasserkonzentration ohne Zusatz von Bicarbonat

wuchs diese Kultur besser an.

DSN Nihrlosung 10 % Seewasser:

Chlorella vulgaris zeigte ein &dhnlich gutes Wachstum wie in Nidhrlosung DSN 5 %

Seewasser.

DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs:

Diese Kultur zeigte sowohl im Vergleich zum Nidhrmedium DSN 10 % Seewasser, als auch

zu beiden Nihrlosungen mit einem Seewassergehalt von 5 % ein stirkeres Wachstum.

DSN Nihrlosung 20 % Seewasser:

Das Wachstumsverhalten dieser Kultur entsprach in etwa dem der Ansdtze in Néhrlosung

DSN 5 % und 10 % Seewasser.

DSN Naéhrlésung 20 % Seewasser; 0.3 % NaHCOs:
Die Wachstumsintensitit der Kultur entsprach den Ansédtzen mit DSN Néhrlosung 5 %, 10 %

und 20 % Seewasser, jeweils ohne Zusatz von NaHCO:s.

Anhand der Ergebnisse der 250 ml-Kulturen zeigte sich Nahrlosung DSN (10 % Seewasser;
0,3 % NaHCOs) als am besten geeignet fiir die nachfolgenden Versuche im 8 Liter-Maf3stab.
Es wurde deutlich, da3 die Seewasserkonzentration bei den Ansitzen ohne Bicarbonatzugabe
keinen gravierenden Einflul auf den Wachstumsverlauf nahm, wobei sich bei Zusatz von 0,3
% NaHCOs; die Seewasserkonzentration von 10 % als am besten geeignet erwies.

Im Folgenden sollte der Einflu hoherer Konzentrationen an NaHCO; getestet werden, um
letztendlich eine Néhrlosung zu entwickeln, die bei hochstmdglichem Bicarbonat-Verbrauch

die groBte Ausbeute an Biomasse ergibt.

43



3.2.1.2 8 Liter-Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCO;

Chlorella vulgaris wurde aufgrund der Ergebnisse aus den 250 ml-Kulturen in folgenden

Néhrmedien geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;
e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 1,0 % NaHCO;

Das am BHKW gewonnene NaHCOs; wurde verriecben und in der entsprechenden
Konzentration der Néhrlosung DSN (10 % Seewasser) zugesetzt. Diese wurde anschlieend
sterilfiltriert und in einem autoklavierten 8 Liter-Gefdll aufgefangen. Im Gegensatz zu den
250 ml-Kulturen sollten die Ergebnisse dieser Ansédtze nun quantifiziert werden, um das
Wachstumsverhalten von Chlorella vulgaris in den verschiedenen Ndhrmedien zu beurteilen.

Der Wachstumsverlauf wurde kontinuierlich mit Hilfe photometrischer Messungen der
Algensuspensionsdichte bei 440 nm verfolgt. Parallel dazu wurde die gefriergetrocknete
Biomasse aus einem Kulturvolumen von 100 ml bestimmt. Der jeweils herrschende pH-Wert

in der Nahrlosung wurde ebenfalls kontinuierlich gemessen.

Abb. 14
Wachstumskurven von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener Konzentrationen an

NaHC03
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Abb. 15

Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO3; am 45. Wachstumstag
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Abb. 16

pH-Verldufe der Nahrlosungen von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO;
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Abb. 14 und 15 lassen erkennen, daB3 die Algenkultur in N&hrlosung DSN (10 % Seewasser;
0,5 % NaHCOs) nach 45 Tagen die hochste Ausbeute an Biomasse erzielte.

Der Wachstumsverlauf und die Menge an Biomasse, die am 45. Wachstumstag ermittelt
wurde, entsprachen bei Ziichtung von Chlorella vulgaris in Nahrlosung DSN unter Zusatz
von 1 % NaHCO; in etwa der Vergleichskultur in Nihrlosung DSN (10 % Seewasser) ohne

Zusatz von Bicarbonat. Die Konzentration an NaHCO; von 0,3 % im Medium, die sich aus
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den 250 ml-Versuchen ergeben hatte, konnte auf 0,5 % optimiert werden, wobei sich zeigte,
dal} die Wachstumsrate der Kultur bei einer noch hoheren Konzentration an NaHCO; von 1,0
% wieder abnahm.

Das Wachstum aller 4 Kulturen verlief bis zum 20. Tag dhnlich. Erst dann machte sich der
positive Einflu des zugesetzten Bicarbonates bemerkbar, so dal sich die Ansdtze mit
0,3 % und 0,5 % NaHCO; nun in threm Wachstumsverhalten deutlich von den schlechter
wachsenden Kulturen in Néhrlosung DSN und Néhrlésung DSN (1 % NaHCOs3) absetzten .Es
ist zu vermuten, daBl Chlorella vulgaris den im Medium zusdtzlich angebotenen
anorganischen Kohlenstoff erst fiir eine hohere Photosyntheserate und damit Wachstumsrate
verwertet, wenn sich eine groflere Menge an Biomasse im Ndahrmedium befindet und somit
auch ein erhohter Bedarf an CO, bzw. Bicarbonat besteht.

Wihrend dieser Versuchsreihe wurde kontinuierlich auch der pH-Wert in den Néhrldsungen
verfolgt. Wie aus Abb. 16 ersichtlich, verschob sich der Anfangs-pH-Wert der Néahrlosung
DSN (10 % Seewasser) durch Zusatz von NaHCO; von etwa 8,5 auf ca. pH 9. Je hoher die
NaHCOs-Konzentration im Medium war, um so hoher war auch der in der Nihrlosung
eingestellte Anfangs-pH-Wert, wobei der Unterschied zwischen den Ansétzen mit 0,3 %, 0,5
% und 1,0 % NaHCO; nicht gravierend war. Die pH-Verlaufskurven zeigten in allen 4

Kulturen einen Anstieg des pH-Wertes wihrend der Wachstumsphase.

3.2.1.3 8 Liter-Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCO; und mit pH-
Steuerung iiber CO,-Zufuhr

Chlorella vulgaris wurde innerhalb dieser Versuchsreihe in folgenden Nihrmedien geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e DSN Niéhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs, CO, pH 7
e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs, CO, pH 8
e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;, CO, pH 7
e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;, CO, pH 8
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Um zu testen, ob Chlorella vulgaris anorganischen Kohlenstoff (c;) neben NaHCO; auch in
Form von CO; zusétzlich verwerten kann, wurde die Zusammensetzung der Nahrlosung, die
sich aus Kapitel 3.2.1.2 als geeignet erwiesen hatte, in diesen Versuchen entsprechend weiter
variiert. Aufgrund der vorhergehenden Versuche war deutlich geworden, dal ein Zusatz von
0,5 % NaHCO3; zum Ndhrmedium DSN 10 % Seewasser glinstig war, wobei auch die Zugabe
von 0,3 % Bicarbonat eine deutlich hohere Ausbeute an Biomasse im Gegensatz zur
Vergleichsnahrlosung ergab. Beide Nahrmedien wurden deshalb herangezogen, um zusétzlich
den EinfluB3 von CO, bei unterschiedlicher pH-Steuerung zu testen.

Wie auch in allen nachfolgenden Versuchen im 8 Liter-Maf3stab wurde fiir das Nahrmedium
das am BHKW gewonnene NaHCO; genutzt. Das CO, wurde in reiner Form aus
Stahlflaschen direkt in die Kulturen eingeleitet, wobei der pH-Wert iiber eine Steuereinheit
auf pH 7 bzw. pH 8 reguliert wurde. Der Wachstumsverlauf und die pH-Werte der

Néhrlosungen wurden wie unter 3.2.1.2 beschrieben ebenfalls kontinuierlich bestimmt.

Abb. 17
Wachstumskurven von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener Konzentrationen an

NaHCOj; und mit pH-Steuerung iiber CO,-Zufuhr

2500
~ —DSN NL
D 2000 - DSN+0,3%NaHCO3
>y DSN+0,3%NaHCO03,CO2pH7
4 1500 —DSN+0,3%NaHCO03,CO2pH8
£ —DSN+0,5%NaHCO3
8 1000l DSN+0,5%NaHCO03,CO2pH7
s —DSNO0,5%NaHCO3,CO2pH8
% /—
o 800 e S A

0 ——

0 10 20 30 40

Wachstumstag

47



Abb. 18

Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH-Steuerung iiber CO,-Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 19

pH-Verldufe der Nahrlosungen von Chlorella vulgaris unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO3 und mit pH-Steuerung iiber CO,-Zufuhr
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Abb. 17 und 18 machen deutlich, da3 die beste Bedingung zur Erzielung einer optimalen
Biomasse-Produktion fiir Chlorella vulgaris im Zusatz von 0,5 % NaHCO; zum Nédhrmedium
DSN 10 % Seewasser und zusitzlicher pH-Steuerung durch CO,-Zufuhr auf pH 8 bestand.
Diese Kultur sowie der Ansatz in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, CO;-

Steuerung auf pH 8), setzten sich durch ihre Biomasse-Ausbeute am 45. Wachstumstag
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deutlich von den anderen Kulturen ab. Die Vergleichskultur ergab am 45. Wachstumstag die
geringste Menge an Biomasse, wobei die Unterschiede bei Zusatz von 0,3 % NaHCO; bzw.
0,5 % NaHCO;3; und CO,-Steuerung auf pH 7 nicht so gravierend waren. Die im Vergleich
dazu etwas hoheren Ausbeuten fiir Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCOs, CO,-Steuerung auf pH
7) und Néhrlésung DSN (0,5% NaHCOs) entsprachen in etwa einander. Wie schon unter
3.2.1.2 beschrieben, wird auch anhand der obigen Wachstumskurven deutlich, dafl der im
Medium angebotene anorganische Kohlenstoff erst ab einer gewissen Menge an Biomasse in
der Kultur zusétzlich verwertet wurde, ein deutlicher Anstieg der Wachstumsrate erfolgte in
diesen Ansdtzen etwa am 10. Tag.

Die pH-Verlaufskurven der nicht iiber CO, gesteuerten Kulturen zeigten wie in 3.2.1.2 einen
Anstieg der pH-Werte bis zum 45. Wachstumstag. Der Anfangs-pH-Wert der
Vergleichskultur lag mit etwa pH 7,5 wiederum deutlich unter dem der Kulturen mit
NaHCOs-Zusatz (etwa pH 9). Die Tendenz der pH-Verldufe der Nihrlosungen aus 3.2.1.2
und aus dieser Versuchsreihe entsprachen einander, wobei nicht gekldart werden konnte,
warum der Anfangs-pH-Wert der Néhrlosung DSN (10 % Seewasser) bei der Kultur aus
3..2.1.2 bei ca. 8,5 lag und in dieser Versuchsreihe bei ca. 7,5.
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3.2.2 Chlamydomonas reinhardtii

3.2.2.1 250 ml-Kleinkulturen

Chlamydomonas reinhardtii wurde wie bei Chlorella vulgaris (Kap.3.2.1) beschrieben in

folgenden Nahrlosungen geziichtet und beobachtet:

e DSN Néhrlosung 5 % Seewasser:

e DSN Néhrlosung 5 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e DSN Néhrlosung 20 % Seewasser

e DSN Niéhrlosung 20 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

Diese Klein-Kulturen von Chlamydomonas reinhardtii in den Nahrlosungen DSN 5 %, 10 %
und 20 % Seewasser ohne Zusatz von Bicarbonat zeigten ein gutes Wachstum, wobei man
rein optisch keine Verdnderung des Wachstums durch die Variation der
Seewasserkonzentration feststellen konnte. Die Wachstumsdichte der Kulturen in Nahrlosung
DSN 5 %, 10 % und 20 % Seewasser jeweils unter Zusatz von 0,3 % NaHCO; lag iiber der
der anderen Kulturen. Aus diesen 250 ml-Vorversuchen war jedoch nicht genau ersichtlich,
ob unter Bicarbonatzusatz die Seewasserkonzentration von 5 % bzw. 10 % einen glinstigeren
Einfluf} auf die Biomasseproduktion hatte. Daher wurden die nachfolgenden Versuchsansitze

mit verschiedenen NaHCOs;—Konzentrationen bei Seewasserkonzentrationen von 5 % sowie

10 % durchgefiihrt.

3.2.2.2 8 Liter—Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCO;

Aufgrund der Ergebnisse aus den 250 ml-Ansdtzen wurden die nachfolgenden

Versuchsansitze mit verschiedenen Bicarbonatkonzentrationen (0,3 %, 0,5 %, 1,0 %) bei

Seewassergehalten von 5 % sowie 10 % durchgefiihrt. Hier wurde deutlich, daB3 bei einer

Seewasserkonzentration von 10 % unter Zusatz verschiedener NaHCOs;—Mengen eine bessere
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Wachstumsrate erzielt werden konnte, so daB3 fiir alle weiteren Ansdtze dieser
Seewassergehalt ausgewahlt wurde.
Zur Festlegung der NaHCOs;—Konzentration in der Néahrlosung, die zu optimaler Biomasse—

Produktion fiihrte, wurde Chlamydomonas reinhardtii wie folgt geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;
e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 1,0 % NaHCO;

Der Ansatz der Kulturen sowie die Dokumentation des Wachstumsverlaufes und der pH—

Verlaufskurve erfolgten wie bei Chlorella vulgaris (Kap. 3.2.1) beschrieben.

Abb. 20

Wachstumskurven von  Chlamydomonas  reinhardtii  unter Zusatz  verschiedener

Konzentrationen an NaHCO;
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Abb. 21
Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlamydomonas reinhardtii unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; am 45. Wachstumstag
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Abb. 22
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Die Kultur in Néhrlosung DSN (10 % Seewasser; 1,0 % NaHCO3) wuchs nicht an, woraus
deutlich wurde, dal3 diese Konzentration an Bicarbonat zu hoch war und somit das Wachstum
von Chlamydomonas reinhardtii vollstindig gehemmt wurde. Abb. 20 zeigt, dal das im
Néahrmedium geloste NaHCO; bis zum ca. 55. Tag das Wachstumsverhalten von
Chlamydomonas reinhardtii verschlechterte. Die Mikroalge konnte den extern zugefiigten
anorganischen Kohlenstoff in Form von NaHCO; innerhalb dieses Zeitraumes nicht
verwerten, um die Photosyntheserate und somit die Biomasse—Ausbeute zu erhohen. Anhand

der Abb. 20 wird aber auBlerdem deutlich, dal die Wachstumsrate von Chlamydomonas
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reinhardtii etwa ab dem 15. Tag in Nihrlosung DSN ohne Zusatz von Bicarbonat relativ
konstant blieb, wobei sie dagegen in den Medien unter Zugabe von NaHCOj stetig stieg. Um
zu testen, ob die Biomasse-Produktion dieser Kulturen die der Vergleichskultur evtl. zu einem
spateren Zeitpunkt {ibertrifft, wurden die Ansdtze aus dieser Versuchsreihe lidnger als
iiblicherweise 45 Tage geziichtet. Es fiel auf, da3 ab dem 55. Wachstumstag ein starker
Anstieg der Biomassebildung auftrat. Mdéglicherweise ist auch Chlamydomonas reinhardtii
erst dann in der Lage, zusitzlich angebotenen anorganischen Kohlenstoff aus dem Medium zu
verwerten, wenn der Bedarf daran nach ldngerer Wachstumszeit durch eine grof3ere Menge an
Biomasse im Ansatz erhoht ist. Abb. 21 unterstreicht diese Vermutung; denn die Ausbeute an
Biomasse bei der Kultur in Nihrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO3) war am 70.
Wachstumstag im Vergleich zu beiden anderen Ansitzen am grof3ten.

Der pH—Verlauf der drei Kulturen geht aus Abb.22 hervor. Der Anfangs—pH—Wert der
Néhrlosung DSN ohne Bicarbonat lag mit pH 8 unter den Werten der Ansétze mit Zusatz von
NaHCOs; (pH 10). Nach 70 Tagen lagen die pH-Werte aller drei Kulturen ca. bei pH 10, d.h.
unabhingig vom NaHCO;—Gehalt des Mediums hatte sich der gleiche Endwert eingestellt. Es
fiel auf, daB bei beiden bicarbonathaltigen Ansédtzen von Chlamydomonas reinhardtii im
Gegensatz zur reinen Néhrlosung DSN kein Anstieg der pH-Werte im Laufe der

Wachstumszeit zu beobachten war.

3.2.2.3 8 Liter-Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCQO; sowie mit oder ohne
pH-Steuerung iiber CO,—Zufuhr

In diesem Kapitel sollten die Ergebnisse der 8 Liter—Ansétze aus Kap.3.2.2.2 verwertet und
optimiert werden. Es ergaben sich aus dem vorhergehenden Kapitel zwei Punkte, die durch

entsprechende Variation der Néhrlosungs-Zusammensetzung geklirt werden muf3ten:

1. Moglichkeit der gleichzeitigen Verwertung von anorganischem Kohlenstoff im
Nihrmedium in Form von NaHCO; und CO,
2. Ziichtung zunédchst in normaler Ndhrlosung DSN (ca. 2 Wochen) und anschlieende

Zugabe von NaHCO; und/oder CO; zum Medium in entsprechender Konzentration.
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ERSTE VERSUCHSREIHE:

Zur Bestitigung der Ergebnisse aus Kap. 3.2.2.2 und zur Abkldrung von Punkt 1. wurde

Chlamydomonas reinhardtii in den folgenden Néhrlosungen geziichtet:

e Nihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;

e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, CO, pH 8
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;, CO, pH 8

Das Ansetzen der Kulturen und die Bestimmung des Wachstumsverlaufes sowie des pH—

Verlaufes erfolgten wie fiir Chlorella vulgaris beschrieben (Kap. 3.2.1.).

Abb. 23
Wachstumskurven von  Chlamydomonas  reinhardtii  unter Zusatz  verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber CO,-Zufuhr
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Abb. 24
Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlamydomonas reinhardtii unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 25
pH—Verldufe der Nahrlosungen von Chlamydomonas reinhardtii unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber CO,-Zufuhr
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Abb. 24 zeigt, daBl Chlamydomonas reinhardtii am 45. Wachstumstag in Nahrlésung DSN
(10 % Seewasser, 0,3 % NaHCO; CO,—Steuerung auf pH 8) die grofite Biomasseausbeute
erzielte. Aus Abb. 23 wird erneut deutlich, daB Chlamydomonas reinhardtii zunidchst am
besten in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser) ohne Bicarbonatzusatz anwéchst. Erst ab dem
ca. 35. Wachstumstag stieg die Biomassebildung auch in den anderen Ansitzen stirker an, so
daBl die Kulturen in Nihrlosung DSN (0,3 % NaHCOs, CO, pH 8) und in Nahrlésung DSN
(0,5 % NaHCOs3) die Vergleichskultur mit ihrer Ausbeute erst ab dem ca. 40. Wachstumstag
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tibertrafen. Auch hier bestétigt sich wieder die Vermutung, da3 die Algen den im Medium
angebotenen anorganischen Kohlenstoff besser verwerten konnen, wenn mehr Biomasse im
Ansatz vorhanden ist. Auch die Kulturen in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO3) und in
Néhrlosung DSN (0,5 % NaHCO;, CO, pH 8) zeigten ab dem ca. 40. Wachstumstag starke
Tendenz zur Erh6hung der Wachstumsrate. Sie iibertrafen die Ausbeute an Biomasse im
Vergleich zum bicarbonatfreien Medium bis zum 45. Wachstumstag jedoch nicht.

Der pH—Verlauf der nicht iiber CO, gesteuerten Ansédtze von Chlamydomonas reinhardtii
entsprach in etwa den Kulturen aus Kap. 3.2.2.2. Der Anfangs pH—Wert der Nahrlosung DSN
lag mit pH 8 unter den Werten der NaHCOs;—haltigen Ansétze (ca. pH 9,5). Der pH-Wert ,
der sich in allen drei Losungen am 45. Wachstumstag eingestellt hatte, lag bei ca. pH 9,5.
Warum die Medien unter Zusatz von 0,3 % bzw 0,5 % NaHCOs; keinen Anstieg der pH—

Werte im Verlauf der Wachstumszeit zeigten, konnte nicht geklédrt werden.

ZWEITE VERSUCHSREIHE:

Zur Abklarung des anfangs aufgefiihrten Punktes 2. hinsichtlich der Untersuchung des
Einflusses der verzogerten Zugabe von NaHCO; und/oder CO, zum Ndhrmedium und des
Einflusses der pH-Wert-Einstellung in der Néhrlosung auf die Wachstumsrate wurde die

Zusammensetzung der Nahrlosungen folgendermalen weiter variiert:

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, CO, pH 7

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, CO, pH 8

e DSN Nahrlosung 10 % Seewasser, nach 14 Tagen Zugabe von 0,5 % NaHCO; und CO; —
Steuerung auf pH 7

Die pH-Steuerung der letztgenannten Kultur erfolgte auf pH 7, da der Ansatz in Néahrlosung
DSN (10 % Seewasser, CO, pH 7) bis zu diesem Zeitpunkt die hdchste Wachstumsintensitit
gezeigt hatte. Es wurde die Konzentration von 0,5 % NaHCO; gewéhlt, da sich aus der direkt
am BHKW durchgefiihrten Versuchsreihe 1 fir Chlamydomonas reinhardtii (Kap.4.2.2)
ableiten lieB, daB diese Alge auch einen Zusatz von 0,5 % NaHCO; zur erhohten
Biomasseproduktion verwerten konnte. Da diese Konzentration an NaHCO;3; im Vergleich

zum Ansatz mit 0,3 % NaHCOs; indirekt einen hoheren Verbrauch an Abgas—CO, darstellt,

56



wurde sie fiir diese Versuchsreihe 2 verwendet, auch wenn der Unterschied beider Ansétze

am BHKW nicht gravierend war.

Es sollte anhand der Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusitzlich untersucht werden, ob

Chlamydomonas reinhardtii besser ohne Zugabe von NaHCO3, also bei alleiniger Einleitung

von CO; in die Néhrlosung wichst.

Abb. 26

Wachstumskurven von Chlamydomonas reinhardtii mit und ohne Zusatz von NaHCOj; sowie

mit oder ohne pH-Steuerung tiber CO,-Zufuhr
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Abb. 28

pH—Verldufe der Néhrlosungen von Chlamydomonas reinhardtii mit und ohne Zusatz von

NaHCOj3 sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber CO,—Zufuhr
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Aus den Abb. 26 und 27 ergab sich pH 7 als optimaler pH-—Wert der Néhrlosung zur
Zichtung von Chlamydomonas reinhardtii. Die grofite Ausbeute an Biomasse ergab die
Kultur in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser), der nach 14 Tagen 0,5 % NaHCOs zugesetzt
wurden und deren pH—Wert nach dieser Zeit durch CO,—Einleitung auf pH 7 gesteuert wurde.
Eine vergleichbare Ausbeute ergab auch die Ziichtung in Néahrlosung DSN (10 % Seewasser,
COs.-Zufuhr bis pH 7). Das Wachstumsverhalten von Chlamydomonas reinhardtii in
Néhrlosung DSN (10 % Seewasser) entsprach dem in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser,
CO,-Zufuhr bis pH 8).

Die pH—Verldufe von a) Nahrlosung DSN und b) Néhrlosung DSN unter verzdgerter Zugabe
von NaHCO; und CO,—Steuerung auf pH 7 nach 14 Wachstumstagen entsprachen sich
natiirlich bis zum Zeitpunkt der NaHCOs-Zugabe. Anschlieffend stellte sich der pH-Wert der
Vergleichskultur (Ndhrlosung DSN) bis zum 45. Wachstumstag auf ca pH 9,5 ein.
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3.2.3 Monoraphidium braunii

3.2.3.1 250 ml-Kleinkulturen

Monoraphidium braunii wurde wie bei Chlorella vulgaris (Kap.3.2.1) beschrieben in

folgenden Nahrlosungen geziichtet und beobachtet:

e DSN Néhrlosung 5 % Seewasser:

e DSN Néhrlosung 5 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e DSN Néhrlosung 20 % Seewasser

e DSN Niéhrlosung 20 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

Die Versuchsansitze zeigten, dafl die optimale Seewasserkonzentration zur Ziichtung von
Monoraphidium braunii unter Zusatz von Bicarbonat bei 10 % lag. Die Kulturen in den
Medien mit 5 % Seewasser mit und ohne Zusatz von NaHCO; sowie im Nahrmedium DSN
(10 % Seewasser) ohne NaHCO; zeigten ein gutes Wachstumsverhalten, wobei Nahrlosung
DSN (10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs) die beste Zusammensetzung des Kulturmediums fiir
Monoraphidium braunii darstellte und somit als Ausgangspunkt fiir die nachfolgenden
Versuche diente. Die Kulturen in Nihrlosung DSN (20 % Seewasser) mit und ohne

Bicarbonat wuchsen im Vergleich zu den anderen Ansidtzen schlechter.

3.2.3.2 8 Liter—Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCO;

Zur Bestimmung der NaHCO;—Konzentration, die zur optimalen Biomasse—Produktion fiihrt,

wurde Monoraphidium braunii in folgenden Nihrmedien geziichtet:

e Nihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,1 % NaHCO;
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;
e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;
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Hohere Konzentrationen an NaHCO; (1,0 %) verschlechterten das Wachstum gravierend.
Der Ansatz der Kulturen sowie die Dokumentation des Wachstumsverlaufes und der pH-—

Verlaufskurve erfolgten wie bei Chlorella vulgaris (Kap. 3.2.1) beschrieben.

Abb. 29

Wachstumskurven von Monoraphidium braunii unter Zusatz verschiedener Konzentrationen
an NaHCOs;
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Abb. 30
Biomasseausbeuten der Kulturen von Monoraphidium braunii unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO3; am 45. Wachstumstag
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Abb. 31
pH—Verldufe der Nidhrlosungen von Monoraphidium braunii unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO;
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Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Algen konnte bei Monoraphidium braunii das
Ergebnis der 250 ml-Versuche in den 8 Liter—Ansédtzen unter Zusatz von NaHCOs; nicht
bestdtigt werden. Vermutlich konnte Monoraphidium braunii das dem Medium zugesetzte
NaHCOj; unter den in den 8 I-Flaschen herrschenden Bedingungen nicht verwerten, um mehr
Biomasse zu bilden. Moglicherweise beruht dieses abweichende Verhalten auf
Unvertrdglichkeit gegeniiber der stirkeren Beliiftung und der dadurch erzeugten hdheren
Turbulenz in den 8 Liter-Kulturen. Dies konnte aber nicht geklart werden.

Abb. 29 zeigt, dal das Wachstumsverhalten aller vier Kulturen sehr &hnlich ist. Die
Biomasseausbeute von Monoraphidium braunii am ca. 45. Wachstumstag ist in den
Nahrlosungen DSN ohne NaHCO;; mit 0,1 % NaHCO; und mit 0,3 % NaHCO; fast
identisch. Die Ziichtung wurde wie bei Chlamydomonas reinhardtii bis zum 70.
Wachstumstag fortgesetzt. Dadurch sollte tiberpriift werden, ob das Bicarbonat auch hier evtl.
erst zu einem spiteren Zeitpunkt verwertet werden konnte. Durch Abb. 30 wird jedoch
deutlich, daB3 die Biomasseausbeute in Néhrlosung DSN ohne Zugabe von NaHCO; am
hochsten lag und mit zunehmender Konzentration an NaHCOj leicht abnahm.

Die Anfangs—pH—Werte der Néhrlosungen lagen bei DSN (10 % Seewasser) bei ca. pH 8,5,
bei DSN (10 % Seewasser; 0,1 %, 0,3 % und 0,5 % NaHCO;) bei ca. pH 9. Die
bicarbonathaltigen Ansitze erreichten nach 70 Wachstumstagen einen pH-Wert von ca. 10,
der End—pH-Wert der Néhrlosung DSN lag bei ca. pH 9,5. Es wurde deutlich, dal3 die
unterschiedlichen Bicarbonatkonzentrationen keinen gravierenden EinfluB auf den pH-

Verlauf der Ndhrmedien ausiibten.
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3.2.3.3 8 Liter—Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCQO; sowie mit oder ohne
pH-Steuerung iiber CO,—Zufuhr

Da bei den 8 1-Kulturen, wie vorher beschrieben, die alleinige Zugabe von NaHCO; zum
Kulturmedium die Wachstumsrate von Monoraphidium braunii nicht erhoht hatte, sollte nun
der Einflu8 der kombinierten Zugabe von NaHCO; und CO, getestet werden. Hierbei wurde
aufgrund der im Kap. 3.2.3.2 beschriebenen Ergebnisse von einer 0,3 %igen NaHCO;—
Konzentration ausgegangen, da hierbei im Vergleich zum Zusatz von 0,5 % NaHCO; eine
bessere Biomasseausbeute erzielt worden war. Da das Ziel in einem moglichst hohen
Verbrauch von anorganischem Kohlenstoff lag, wurde die Konzentration von 0,3 % NaHCO3
der 0,1 % igen Konzentration, bei fast identischen Biomasseausbeuten am 70. Wachstumstag,
vorgezogen. Aulerdem wurde im Verlauf der Versuche der Einfluf3 der alleinigen Zugabe von
CO; zum Medium getestet. Das Ziel bestand bei allen Ansdtzen, die unter Beliiftung mit CO,
kultiviert wurden, in der Bestimmung des optimalen pH—Wertes fiir die Ziichtung von
Monoraphidium braunii.

Die Ndhrmedien wurden wie folgt variiert:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs, als Vergleichskultur
e Nihrlosung DSN 10 % Seewasser, CO, pH 7

e Nihrlosung DSN 10 % Seewasser, CO, pH 8

e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, CO, pH 7

e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, CO, pH 8

Das Ansetzen der Kulturen und die Bestimmung des Wachstumsverlaufes sowie des pH—

Verlaufes erfolgten wie fiir Chlorella vulgaris beschrieben (Kap. 3.2.1.).
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Abb. 32

Wachstumskurven von Monoraphidium braunii unter Zusatz von NaHCO; sowie mit oder

ohne pH-Steuerung tiber CO,-Zufuhr
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Abb. 33

Biomasseausbeuten der Kulturen von Monoraphidium braunii unter Zusatz von NaHCOs;

sowie mit oder ohne pH—Steuerung liber CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 34
pH—Verldufe der Nahrlésungen von Monoraphidium braunii unter Zusatz von NaHCO; sowie

mit oder ohne pH—Steuerung iiber CO,-Zufuhr
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Abb 32 und 33 machen deutlich, da3 die Vergleichsansitze in Nahrlosung DSN und DSN (0,3
% NaHCO;) eine deutlich schlechtere Ausbeute an Biomasse am 45. Wachstumstag
erbrachten. Nach ca. 10 bis 15 Wachstumstagen setzten sich die anderen Kulturen in ihrem
Wachstumsverhalten deutlich positiv von diesen ab. In Abb. 32 ist zu erkennen, daf3
Monoraphidium braunii in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCOs, CO, pH 8) und in Néhrlosung
DSN (CO; pH 8) einen dhnlichen Wachstumsverlauf aufzeigte. Gleiches wurde bei den
Kulturen in Ndhrlosung DSN (0,3 % NaHCOs, CO; pH 7) und in Ndhrlésung DSN (CO, pH
7) beobachtet. Der pH-—Wert von 8 erwies sich als eindeutig besser fiir die Ziichtung von
Monoraphidium braunii, wobei die kombinierte Zugabe von 0,3 % NaHCO; und CO,
(Steuerung auf pH 8) ein Optimum darstellte. Wéhrend dieser Ansatz auch in den spiten
Wachstumstagen einen stetigen Anstieg der Biomassebildung zeigte, stagnierte die Kultur in
Néhrlosung DSN (CO; pH 8) schon ab dem ca. 25. Tag in ihrem Wachstumsverhalten.
Obwohl die Biomasseausbeute der auf pH 7 gesteuerten Kulturen niedriger war als die der
eben beschriebenen Ansitze, 146t sich die Beobachtung im Wachstumsverhalten iibertragen.
Auch hier zeigte sich in Ndhrlosung DSN (CO, pH 7) ab dem ca. 25. Tag bereits eine Phase
des Wachstumsstillstandes; die Kultur in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO;, CO, pH 7) lie3
dagegen noch einen leichten Anstieg der Wachstumskurve erkennen.

Die pH—Verlaufskurven der nicht iiber CO, gesteuerten Kulturen entsprachen in etwa den
Ergebnissen der Versuche aus Kap.3.2.3.2: der pH—Wert stieg in Néhrlosung DSN von ca. 8,5
auf 9, in Néhrlosung DSN (0,3 % NaHCO3) von ca. 9 auf 9,5.
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3.2.4 Spirulina maxima und Spirulina platensis

3.24.1 250 ml-Kleinkulturen

Spirulina maxima und Spirulina platensis wurden in Spirulina-N&hrlosung (Kap. B, 2.1.1.2)
geziichtet. Dieses Medium enthielt unter anderem 1,36 % NaHCO; und 0,04 % Na,COs, der
Seewassergehalt betrug 5 %. Zur Entwicklung einer optimalen Néhrlosung fiir die Ziichtung

dieser Cyanobakterien wurden der Seewassergehalt sowie die NaHCOs;—Konzentration wie

folgt variiert:

Die Ansitze von Spirulina maxima und Spirulina platensis in Nahrlosung DSN 2 % und 10 %
Seewasser jeweils unter Zusatz von 4 % NaHCO; wuchsen nicht an und blieben deshalb in

der Auswertung unbeachtet. Die Ziichtung und Beobachtung der Kulturen erfolgte wie bei

Spirulina-Nahrlésung

DSN Nahrlosung 2 % Seewasser, 1 % NaHCOs3
DSN Nahrlosung 2 % Seewasser, 2 % NaHCOs3
DSN Nahrlosung 2 % Seewasser, 3 % NaHCO;
DSN Nahrlosung 2 % Seewasser, 4 % NaHCO3
DSN Nahrlosung 5 % Seewasser, 1 % NaHCO;
DSN Nahrlosung 5 % Seewasser, 2 % NaHCOs3
DSN Nahrlosung 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs3
DSN Nahrlosung 5 % Seewasser, 4 % NaHCOs3
DSN Nahrlosung 10 % Seewasser, 1 % NaHCO;
DSN Nahrlosung 10 % Seewasser, 2 % NaHCO;
DSN Nahrlosung 10 % Seewasser, 3 % NaHCO;
DSN Nahrlosung 10 % Seewasser, 4 % NaHCO;

Chlorella vulgaris (Kap. 3.2.1) beschrieben.
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Abb. 35
Biomasseausbeuten der 250 ml-Kulturen von Spirulina maxima unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCOj bei verschiedenen Seewassergehalten des Ndhrmediums am 45.

Wachstumstag
Spirul. NL
2% SW,1%NaHCO3
2% SW,2%NaHCO3
2% SW,3%NaHCO3
5% SW,1%NaHCO3
5% SW,2%NaHCO3
5% SW,3%NaHCO3
5% SW,4%NaHCO3
10% SW,1%NaHCO3
10% SW,2%NaHCO3
10% SW,3%NaHCO3
0 200 400 600 800 1000
getrock. Biomasse (mg/l)
am 45. Wachstumstag
Abb. 36

Biomasseausbeuten der 250 ml-Kulturen von Spirulina platensis unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCOs bei verschiedenen Seewassergehalten des Nahrmediums am 45.

Wachstumstag
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10% SW,2%NaHCO3 }
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Abb. 35 und 36 machen deutlich, dafl bei beiden Cyanobakterien im Vergleich zur Spirulina-
Nahrlosung eine grofBere NaHCOs;—Konzentration im Medium bei einem Seewassergehalt von
5 % zur Erh6hung der Biomasse, die am 45. Wachstumstag geerntet werden konnte, fiihrte.
Es zeigte sich, daB3 die Seewasserkonzentration von 5 %, die auch in der Spirulina-Néhrldsung

enthalten war, nicht optimiert werden konnte. Der erhdhte Zusatz von Bicarbonat bei einem
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Seewassergehalt von 2 % bzw. 10 % im Vergleich zur Spirulina-Ndhrlosung konnte nicht fiir
eine hohere Photosyntheserate verwertet werden.

Am besten erwies sich fiir die Ziichtung von Spirulina maxima Nahrlosung DSN (5 %
Seewasser, 2 % NaHCOs), bei der die Biomasseausbeute am 45. Tag hoher als bei allen
anderen Ansétzen lag. Auch der Ansatz in Nihrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCOs)
ergab eine gute Ausbeute, entsprach jedoch der in der iiblichen Spirulina-Nahrlosung.
Spirulina maxima in Nihrlosung DSN (5 % Seewasser) unter Zusatz von 1 % bzw. 4 %
NaHCO; ergab eine Ausbeute, die jeweils unter der in der Spirulina-N&hrlosung lag.

Als optimales Medium fiir die Kultivierung von Spirulina platensis ergab sich Néahrlosung
DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCO3). Auch die Versuchslosung DSN (5 % Seewasser, 2 %
NaHCOs3) iibertraf am 45. Wachstumstag die Biomasseausbeute der in der Spirulina-
Néhrlosung geziichteten Spirulina platensis. Die Ansdtze in Néhrlosung DSN (5 %
Seewasser) mit einem NaHCO;—Gehalt von 1 % bzw. 4 % entsprachen in etwa der

Vergleichskultur in der Spirulina-N&hrlosung.

3.24.2 8 Liter—Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCQO; mit und ohne

Zugabe von Ca®*

Aufgrund der Ergebnisse der 250 ml-Kleinkulturen wurden sowohl Spirulina maxima als
auch Spirulina platensis im Néhrmedium DSN (5 % Seewasser) unter Zusatz von 2 % und 3
% NaHCO; im 8 Liter-MafBstab geziichtet. Es wurde zusétzlich untersucht, ob die Erhhung
der Ca*"-Ionen-Konzentration auf 42 mg Ca”>"/l durch Zugabe von 20 mg Ca*"/l Nahrlosung
DSN 5 % Seewasser einen Einflufl auf das Wachstumsverhalten der Cyanobakterien ausiibte.
Diese Ca’"-Konzentration (41,0-44,5 mg/l) entsprach der im Nihrmedium DSN 10 %
Seewasser nach POHL et al. (1987). So ergaben sich fiir diese Versuchsreihe folgende

Nihrmedien:

e Spirulina-N&hrldsung, als Vergleichskultur

e Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;

e Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCOs, +20 mg Ca*'/1
e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs3

e Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs, +20 mg Ca*'/1
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Der Ansatz der Kulturen sowie die Dokumentation der Wachstumsverldufe und der pH-

Verlaufskurven erfolgten wie bei Chlorella vulgaris (Kap. 3.2.1) beschrieben.

Abb. 37

Wachstumskurven von Spirulina maxima unter Zusatz verschiedener Konzentrationen an

NaHCO3 mit und ohne Zugabe von Ca*"

700
S 600
£
o 500 —Spirul.NL
8 400 DSN 5%SW+2%NaHCO3
5 DSN 5%SW+2%NaHC03+Ca2+
i 300 —DSN 5%SW+3%NaHCO3
S 200 —DSN 5%SW+3%NaHCO3+Ca2+
g

100

0

0 10 20 30 40
Wachstumstag

Abb. 38

Wachstumskurven von Spirulina platensis unter Zusatz verschiedener Konzentrationen an

NaHCO3 mit und ohne Zugabe von Ca*"
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Abb. 39

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina maxima unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO5 mit und ohne Zugabe von Ca’” am 45. Wachstumstag
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Abb. 40

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina platensis unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; mit und ohne Zugabe von Ca®" am 45. Wachstumstag
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Abb. 41

pH—Verldufe der Nihrlésungen von Spirulina maxima unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; mit und ohne Zugabe von Ca*"
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Abb. 42

pH—Verldufe der Nihrlésungen von Spirulina platensis unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO3 mit und ohne Zugabe von Ca*
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Diese Versuche bestétigten nochmals, da3 eine hohere Konzentration an NaHCO; im Medium
(2 bzw. 3 % NaHCOs) als in Spirulina-Ndhrlésung (1,36 % NaHCOs; 0,04 % Na,COs) zu
einer deutlich erhdhten Biomasseproduktion fiihrte (Abb. 39 und 40).

Dagegen war der Unterschied im Einflul auf die Ausbeute der Biomasse zwischen einer 2-
und 3 % igen Losung , wie aus Abb. 39 ersichtlich, bei Spirulina maxima nicht so deutlich
(NL DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCOs: 624 mg/l; NL DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs:

592 mg/l). Bei den Kulturen von Spirulina platensis machte sich der Unterschied noch etwas
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starker bemerkbar. Die am 45. Wachstumstag geerntete Biomassemenge lag in Nahrlosung
DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCO3) bei 1072 mg/l; in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser, 2
% NaHCO:s) bei 848 mg/I.

Die Erhohung der Ca®*-Konzentration auf ca. 42 mg Ca”'/l ergab weder fiir Spirulina maxima
noch fiir Spirulina platensis einen positiven EinfluB} auf die Biomasse—Ausbeute, so dal} in
den nachfolgenden Versuchen auf die Erhohung der Ca**-Konzentration verzichtet werden
konnte.

Der pH—Verlauf in den Kulturen beider Cyanobakterien geht aus den Abb. 41 und 42 hervor.
Bei Spirulina maxima stieg der pH—Wert in allen Ansétzen im Laufe der Wachstumszeit von

ca. 9,5 auf ca. 10 an, bei Spirulina platensis von ca. 9,5 auf ca. 10,5.

3.243 8 Liter—Kulturen unter Zusatz von BHKW-NaHCO; und mit pH-
Steuerung iiber CO,—Zufuhr

ERSTE VERSUCHSREIHE:

Zur Entwicklung einer optimalen Nahrlosung sollte geklart werden, ob Spirulina maxima und
Spirulina platensis als zusitzliche Kohlenstoffquelle neben NaHCO; auch CO, verwerten

konnen. Die Kulturen wurden in folgenden Medien geziichtet:

e Spirulina-Néhrlosung, als Vergleichskultur

e Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;

e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCO;

e Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, CO, pH 8
e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs, CO, pH 8

Das Ansetzen der Kulturen und die Bestimmung des Wachstumsverlaufes erfolgten wie fiir

Chlorella vulgaris beschrieben (Kap. 3.2.1.).
Die Versuchsreihe ergab, dal Spirulina maxima in beiden Ansidtzen, die durch CO,—
Beliiftung auf pH 8 gesteuert wurden, ein schlechteres Wachstumsverhalten im Vergleich zu

den anderen Kulturen zeigte. Nach anfianglichem Anwachsen des Cyanobakteriums starb
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Spirulina maxima nach ca. 10 Tagen in diesen Versuchsansdtzen ab. Ein dhnliches Verhalten
konnte unter diesen Bedingungen bei Spirulina platensis festgestellt werden. Dieser
Mikroalge war das Wachsen bei Steuerung auf pH 8 zwar moglich, die Biomasse—Ausbeuten
lagen jedoch weit unter denen bei Kultivierung von Spirulina platensis in Spirulina

Néhrlosung und Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % bzw. 3 % NaHCO3).

ZWEITE VERSUCHSREIHE:

Die pH—Werte in den Ndhrmedien von Spirulina maxima und Spirulina platensis, die sich
durch Zusatz von NaHCOs ergeben hatten (Kap.3.2.4.2), lagen It. Abb. 41 und 42 im Bereich
von ca. 9,5 bis 10,5. Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe dieses Kapitels zeigten, dall der
durch CO,—FEinleitung regulierte pH-Wert von 8 einen negativen Einfluf auf die
Wachstumsrate von Spirulina maxima und Spirulina platensis hatte. Da der durch alleinigen
NaHCOs—Zusatz eingestellte pH-Wert durch die Cyanobakterien besser toleriert wurde, sollte
durch die nachfolgenden Versuchsansitze getestet werden, ob Spirulina maxima und
Spirulina platensis eine weitere Erhohung der Biomasseausbeute bei Steuerung der pH-Werte
durch zusédtzliche CO,—Einleitung auf pH 9 bzw. pH 10 erzielten.

Da anhand der vorangegangenen Versuche mit Spirulina maxima nicht geklirt werden
konnte, welche Konzentration an NaHCO; das Optimum darstellte, wurde sowohl die
Nahrlosung mit 2 % NaHCOs als auch die mit 3 % NaHCOj; zusitzlich mit CO,; beliiftet. Die
Versuchsansétze von Spirulina maxima erfolgten in:

e Spirulina-Néhrlosung, als Vergleichskultur

e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, CO, pH 9

e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, CO, pH 9

Fiir Spirulina platensis ergab die Nahrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs in der ersten
Versuchsreihe dieses Kapitels die grofite Ausbeute an Biomasse. Daher wurde diese
Zusammensetzung als Ausgangspunkt fiir weitere Variationen hinsichtlich der pH-Steuerung
durch Zugabe von CO, gewiéhlt:

e Spirulina-N&hrldsung, als Vergleichskultur

e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs3

e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, CO, pH 9

e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs, CO, pH 10
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Der Ansatz der Kulturen sowie die Dokumentation des Wachstumsverlaufes und der pH—

Verlaufskurve erfolgten wie bei Chlorella vulgaris (Kap. 3.2.1) beschrieben.

Abb.43

Wachstumskurven von Spirulina maxima unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-Steuerung

uber CO,-Zufuhr
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Abb. 45

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina maxima unter Zusatz von NaHCO;3; und mit

pH-Steuerung iiber CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 46

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina platensis unter Zusatz von NaHCO3; und mit

pH—Steuerung tiber CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 47

pH—Verldufe der Néhrlosungen von Spirulina maxima unter Zusatz von NaHCO;3 und mit

pH—Steuerung iiber CO,—Zufuhr

Abb. 48
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser zweiten Versuchsreihe mit Steuerung des pH—Wertes

auf 9 war Spirulina maxima in der ersten Versuchsreihe dieses Kapitels bei Regulierung auf

pH 8 abgestorben.

Wie Abb 45 zeigt, trat in dieser Versuchsreihe jedoch kein gravierender Unterschied in der

Biomasse-Ausbeute am 45. Wachstumstag zwischen den Ansétzen in Spirulina-N&hrlosung

und den beiden auf pH 9 gesteuerten Kulturen auf. Es zeigte sich, daB3 dieses Cyanobakterium

anorganischen Kohlenstoff in Form von CO; nicht zusitzlich verwerten konnte. Da sich das
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Wachstumsverhalten von Spirulina maxima in den vorangegangenen Versuchen (Kap. 3.2.4.1
und 3.2.4.2) jeweils deutlich besser in Nihrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 bzw. 3 %
NaHCOs) als in Spirulina-Néhrlosung gezeigt hatte, sollte Spirulina maxima in den
nachfolgenden Versuchen direkt am Blockheizkraftwerk sowohl in Spirulina-Nahrlosung als
auch in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % NaHCOs;) als Vergleichskultur geziichtet
werden, um einen direkten Vergleich der Biomasseausbeuten mit den pH-—gesteuerten
Kulturen zu ermoglichen. Bei weiteren Versuchen mit Spirulina maxima sollten
ausschlieflich Néhrlosungen mit 2 % NaHCOs;—Zusatz eingesetzt werden, da festgestellt
wurde, dafl das Cyanobakterium bei einem Gehalt von 3 % Bicarbonat die Biomasse—
Ausbeute nicht weiter steigern konnte.

Abb. 44 und 46 verdeutlichen, dal Nihrlosung DSN (5 % Seewasser) mit Zusatz von 3 %
NaHCO; das optimale Nahrmedium fiir die Kultivierung von Spirulina platensis darstellte.
Die Biomasse—Ausbeute am 45. Wachstumstag lag in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 %
NaHCOs, CO, pH 10) nur geringfiigig niedriger, wobei aus Abb. 44 hervorgeht, dal3 das
Wachstum in diesem Medium etwa seit dem 35. Wachstumstag stagnierte. Spirulina platensis
in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCOs3) dagegen zeigte auch in der spiteren
Wachstumsphase noch einen stetigen Anstieg der Biomasse—Produktion. Die Ergebnisse in
Spirulina-Ndhrlosung und Nihrlésung DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCOs, CO, pH 9) lagen
deutlich unter denen der anderen Ansétze. So erwies sich pH 10 fiir die Kultivierung dieses
Cyanobakteriums als eindeutig besser als ein pH—Wert von 9. Man konnte jedoch wie bei
Spirulina maxima schon jetzt vermuten, daB auch Spirulina platensis anorganischen
Kohlenstoff nicht zusétzlich in Form von CO, fiir eine bessere Photosyntheserate verwerten
konnte. Dies konnte durch die nachfolgenden Ziichtungsversuche am BHKW Heikendorf
(Kap. 4) bestitigt werden.
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3.3  Zusammenfassung und Diskussion

Die Untersuchungen zur Entwicklung geeigneter Néhrlosungen fiir die optimale Biomasse—

Produktion der hier verwendeten Mikroalgen bei moglichst hohem Verbrauch an NaHCOs;

und/oder CO, brachten die in Tab. 5 zusammengefaliten Ergebnisse.

Tab. 5

Einordnung der Mikroalgen hinsichtlich der Verwertung von zusdtzlich im Ndhrmedium

angebotenem anorganischen Kohlenstoff (CO, bzw. NaHCO5)

Mikroalgen Optimale Kategorie Biomasse - Steigerung der
Néhrlosung Ausbeute Biomasse —
Ausbeute;
Chlorella vulgaris DSN10 %+0,5 % 2 2150 mg/1 392 %
NaHCO3+ C02 pH 8
Chlamydomonas DSN 10 %+ 0,5 %
reinhardtii NaHCOs+ COpHT | 5 gger 3 632 mg/l bzw. | 46 % bzw. 40 %
oder
608 mg/l
DSN 10 % + CO,
pH 7
Monoraphidium
braunii DSN10% +0.3 % 2 874 mg/l 91 %
NaHCO3 + C02 pH 8
Spirulina maxima DSN5%+2% 1 624 mg/1 64 %
NaHC03
Spirulina DSN3%+3% 1 364 mg/l 58 %
. NaHCO3
platensis

1 im Verhiiltnis zur Vergleichslosung ohne Zusatz von CO; und NaHCO;

Kategorie 1:
2:
3:

nur NaHCO;—Verwertung

Verwertung von NaHCO; und CO,

nur CO, —Verwertung
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Tab. 5 bestitigt nochmals, da3 die hier untersuchten Mikroalgen zusitzlich angebotenes
NaHCO;3; und CO; in unterschiedlicher Menge fiir eine hdéhere Biomasse—Produktion
verwerten konnten. Dies ist in Ubereinstimmung mit den bisher vorliegenden Literatur-
Angaben. ELZENGA et al. (2000) untersuchten bei unterschiedlichen Mikroalgen (z.B.
Phaeocystis globosa, Dunaliella tertiolecta, Emiliania huxleyi), welche Form des
anorganischen Kohlenstoffes (CO, oder HCO3") von diesen genutzt wird. Sie stellten fest, daf3
der anorganische Kohlenstoff in unterschiedlicher Form verwendet wurde:

e Nutzung von HCO;s aus dem Nidhrmedium; durch extrazelluldre, Carboanhydrase-
katalysierte Umwandlung des HCOj; entsteht CO,, das anschlieBend durch die
Zellmembran diffundieren kann

e direkte HCO3 -Aufnahme aus dem Nahrmedium ohne extrazellulire Umwandlung in CO,

e direkte Aufhahme von freiem CO,.

Die obigen Versuche von ELZENGA (2000) zeigten, da3 Mikroalgen einerseits innerhalb

einer Art je nach Angebot von anorganischem Kohlenstoff im externen Medium

unterschiedliche Strategien zur Kohlenstoff-Aufnahme entwickeln. Andererseits bestehen

Unterschiede in der Kohlenstoff~Aufnahme zwischen den einzelnen Arten.

Da nur ein Teil des gelosten anorganischen Kohlenstoffs im natiirlichen Meerwasser (pH 8,2)

in Form von CO; vorliegt, ist es ein groBer Vorteil fiir Algen, wenn sie HCO;™ ebenso als

Kohlenstoffquelle nutzen konnen wie CO, (CAMITZ and PEDERSEN, 1999). Diese Autoren

fanden flir marine Makroalgen neben der oben beschriebenen extrazelluldren,

Carboanhydrase—katalysierten Dehydratation von HCO;~ zu CO, weitere Mechanismen zur

Verwertung von HCO; :

e HCO; -Transport ins Zellinnere durch eine ATPase—abhingige Pumpe

e direkte HCOs3 -Aufnahme durch Transport {iber ein Anionen—Austausch—Protein.

GORDILLO et al. (1999) ziichteten die Makroalge Ulva rigida unter erhohter CO,—

Konzentration im Medium, wodurch deren Wachstumsrate erhoht wurde. Das hohere

Kohlenstoff-Angebot fiir die zusidtzliche Produktion von Biomasse bei hoher CO,—

Konzentration im Medium wurde nach ihren Angaben durch die nachfolgenden Punkte

erreicht, was ebenfalls eine Erkldrung fiir die in unseren Versuchen erzielten hoheren

Biomassen bei Zusatz von CO, zur Nihrlosung sein konnte:

e Der Prozentsatz an photosynthetischer Energie, der fiir andere Prozesse als fiir die
Kohlenstoff-Fixierung verwendet wurde, wurde vermindert, wodurch der Anteil der

Energie, der in die Kohlenstoff-Anreicherung investiert wurde, erhht werden konnte
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e Der Anteil an organischem Kohlenstoff, der in das externe Medium abgegeben wurde,
wurde von 40 % auf 14 % erniedrigt
e Der Anteil an assimiliertem Kohlenstoff, der als Substrat fiir die Atmung genutzt wurde,
wurde reduziert.
Die von uns getesteten Cyanobakterien Spirulina maxima und Spirulina platensis tolerierten
im Gegensatz zu den Chlorophyceen einen wesentlich héheren Gehalt an NaHCO; (2 % bzw.
3 %) und nutzten diesen zur Steigerung ihrer Wachstumsrate. Es zeigte sich jedoch bei diesen
Organismen, daf} eine direkte Verwertung von CO, nicht moglich war, so daB3 Spirulina
maxima und Spirulina platensis nur das indirekt gebundene CO, in Form von NaHCOs;
umsetzen konnten. GORDILLO et al. (1998) untersuchten ebenfalls den Einflu von
zusitzlich im Medium angebotenem CO; (1 % CO, im Vergleich zu 0,035% CO; in der Luft)
auf die Photosynthese und damit Biomasse—Ausbeute in Kulturen von Spirulina platensis.
Eine Erhohung der CO,—Konzentration ergab auch hier keinerlei Verdanderungen in der
maximalen Wachstumsrate und erniedrigte sogar die maximale Biomasse—Ausbeute. Dieses
Ergebnis sollte nochmals in den nachfolgenden Versuchen mit Spirulina maxima und
Spirulina platensis direkt am BHKW (siehe Kap. 4), wiederum mit verschiedenen pH-
Werten, bestétigt werden.
Die hier erarbeiteten Nahrlosungen fiir Chlorella vulgaris und Monoraphidium braunii zur
Erzielung einer optimalen Biomasse—Produktion dhnelten sich in ihrer Zusammensetzung,
beide konnten sowohl NaHCOj als auch CO, verwerten und zeigten ihr pH-Optimum bei pH
8.
Aus den Versuchen mit Chlamydomonas reinhardtii ging nicht eindeutig hervor, ob diese
Mikroalge der Kategorie 2 (Verwertung von NaHCO; und CO) oder 3 (nur Verwertung von
CO,) zuzuordnen war. Die Biomasse—Ausbeuten beider Ansétze der zweiten Versuchsreihe
waren sehr dhnlich, so daB3 die nachfolgenden Versuche am BHKW in Heikendorf genutzt
werden sollten, um evtl. eine eindeutige Zuordnung zu ermdoglichen (siche Kap. 4). Im
Gegensatz zu den beiden anderen Chlorophyceen lag das pH—Optimum fiir Chlamydomonas
reinhardtii bei pH 7.
Es wurde insgesamt deutlich, da8 das dem Medium zugesetzte CO, nur effektiv fiir eine
erhohte Wachstumsrate genutzt werden konnte, wenn der pH—Wert der Nahrlosung jeweils
auf das Optimum fiir das Wachstum der entsprechenden Mikroalgen gesteuert wurde. Aus den
pH—Verldufen der verschiedenen Kulturen geht hervor, daB3 der pH-Wert im Nahrmedium bei
allen Ansitzen innerhalb der Wachstumsphase anstieg. Mikroalgen sind in der Lage, durch

Freisetzung von Ausscheidungsprodukten den pH-Wert der Néhrlosung zu verdndern.
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Weiterhin steigt der pH-Wert aufgrund der Verwertung des im Medium enthaltenen KNO3
(0,05 %), wodurch KOH entsteht. FERRIS et al. (1995) erkldrten einen Anstieg des pH—
Wertes im Grundwasser mit dem Wachstum von Cyanobakterien, bei denen wihrend der
Photosynthese ein Austauschprozefl zwischen HCO; und OH™ stattfindet.

Die Variation des pH-Wertes wurde bei den Griinalgen im Bereich pH 7 bis pH 8 gewiéhlt.
Da die Chlorophyceen in der Natur in alkalischem Milieu (pH 8,5 — 9,8) wachsen (DURRANI
and KHALIL, 1989), sollte getestet werden, wie sich ein pH-Wert im Bereich 7 bis 8 eignet,
um eine moglichst hohe Biomasse—Ausbeute zu erzielen. Die Menge an CO,, die jeweils
durch die Mikroalgen verwertet wurde, war unabhdngig vom pH—Wert, auf den das Medium
gesteuert wurde. Da die Erhéhung des pH—Wertes wie oben erwidhnt vom KNO;—Verbrauch
und vom bei der Photosynthese ablaufenden HCO3; /OH -Austausch abhing, wurde jeweils
bei der Uberschreitung des eingestellten pH-Wertes CO, verbraucht. Dabei war es gleich, ob
der zu regulierende pH—Wert im Medium bei 7, 8 oder 9 lag. Wichtig war nur, da3 mit dem
eingestellten pH-Wert optimale Wachstumsbedingungen fiir die Mikroalgen erreicht wurden.
ANAGA and ABU (1996) untersuchten z.B. die Ziichtung von Chlorella im Abwasser einer
Diingemittelfabrik mit einem pH—Wert von 7,4, bei der sie hohe Ausbeuten an Biomasse
erzielten.

Die Steuerung des pH—Wertes in den Nihrlésungen der Cyanobakterien wurde in den
Versuchen dieses Kapitels in Anlehnung an die Untersuchungen von NAIR et al. (1993) mit
anderen Cyanobakterien zunédchst im Bereich pH 8-9 getestet. Aus den Ergebnissen von
ANAGA and ABU (1996) ging hervor, dall Spirulina ein alkalischeres Milieu bevorzugt als
Chlorella. Hier ergab die Ziichtung von Spirulina in einer Mischung aus Abwasser und
filtriertem Seewasser (50/50) mit pH 8,3 eine gute Biomasse—Ausbeute. Da die Ziichtung von
Spirulina maxima und Spirulina platensis im Rahmen dieser Dissertation bei pH 8 im
Gegensatz zu den Untersuchungen von ANAGA and ABU (1996) sowie von
CHANDGOTHIA and SRIVASTAVA (1994) ein schlechtes Wachstumsverhalten zeigten,
wurde der pH—Wert in den dann folgenden Versuchen auf pH 9 erhdht. Auch hierbei konnte
keine hohere Biomasse—Ausbeute als in den Vergleichskulturen unter alleinigem Zusatz von
NaHCO; erzielt werden. Nur durch alleinige NaHCOs;—Zugabe bis zu einem pH-—Wert von ca.
9,5-10 im Medium (2 % bzw. 3 % NaHCO;) wurde eine bessere Ausgangssituation fiir das
Wachstum der beiden Cyanobakterien erreicht.

Die in diesem Kapitel gezeigten pH—Verlaufskurven machen deutlich, da3 der Anfangs—pH—
Wert der Néhrlosungen aller Mikroalgen mit zunehmender Konzentration an NaHCO3 im
Medium stieg. Dieser Befund wird durch die Untersuchungen von SHIRAIWA et al. (1993)
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bstitigt, die einen Anstieg des pH-Wertes von ca. pH 6 bis zu pH 9 oder 10 im NaHCO;—
haltigen Medium verschiedener Griinalgen innerhalb weniger Minuten feststellten. Sie
vermuten, dall der pH—Anstieg die Folge der externen Umwandlung von HCO;3™ in CO, und
OH™ wihrend der Photosynthese durch Zellen mit hoher CO,—Affinitét ist.

Wegen ihres hohen Bedarfs an NaHCO; im Nihrmedium (2-3 %) konnten die obigen
Cyanobakterien einen Beitrag zur Reduzierung des CO,-Gehaltes z.B. in Abgasen leisten,
wobei anhand der Ergebnisse dieses Kapitels deutlich wurde, dal die Verwertung des CO,
nur auf indirektem Wege als NaHCOj; sinnvoll war.

Der geringere indirekte Verbrauch an CO, in Form von NaHCO; durch die Chlorophyceen
Chlorella vulgaris und Monoraphidium braunii wurde dagegen teilweise durch die bei diesen
Mikroalgen zusétzliche direkte CO,—Verwertung kompensiert. HANAGATA et al. (1992)
untersuchten 5 Griinalgen hinsichtlich ihrer Toleranz gegeniiber einer hohen CO,—
Konzentration im Medium. Sie fanden heraus, dall v.a. Scenedesmus sp. und Chlorella sp.
hohere Wachstumsraten bei CO,—Konzentrationen im Bereich zwischen 10 — 30 % zeigten,
was durch unsere Ergebnisse fir Chlorella vulgaris bestitigt werden konnte. Eine mdgliche
Erklarung hierfiir wire eine erhohte CO,—Umsetzungsrate bei der Photosynthese, die
PALMQVIST et al. (1990) fiir Dunaliella salina, Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus
und Chlamydomonas reinhardtii WT bei 5 % CO, im Ndhrmedium (50-60 uM CO;) im
Vergleich zu 0,03 % CO, im Medium (2-5 uM CO,) feststellten.

Chlamydomonas reinhardtii, Monoraphidium braunii und Spirulina maxima erreichten in den
8 1-Kulturen im Labor unter optimalen Bedingungen am 45. Wachstumstag &hnliche
Biomasse—Mengen (ca. 600-800 mg/1), wihrend die Ausbeute bei Spirulina platensis mit ca.
350 mg/l deutlich darunter lag. Chlorella vulgaris erzielte mit 2150 mg/l Néhrlosung die
hochste Ausbeute, wodurch im Vergleich mit den anderen Mikroalgen auch die Ausbeute an
pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren Inhaltsstoffen insgesamt am stérksten erhéht wurde.
Der direkte EinfluB des Zusatzes von anorganischem Kohlenstoff auf die qualitative und
quantitative Zusammensetzung der Inhaltsstoffe sollte durch spatere Untersuchungen geklart
werden (Kap. 5).

Es ist allerdings nur schwer moglich, die absoluten Werte der Biomassen der verschiedenen
Ansitze, wie oben beschrieben, direkt miteinander zu vergleichen. Selbst zwischen den
einzelnen Ansatzreihen derselben Mikroalge treten bei Ziichtung in der gleichen Néhrlosung

unterschiedliche absolute Werte auf:
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z.B. Chlorella vulgaris in Nahrlosung DSN 10 % Seewasser als Vergleichskultur

- Kap.3.2.1.2 201 mg/l

- Kap.3.2.1.3 437 mg/l.

Das bedeutet, da3 ein Vergleich der absoluten Werte der verschiedenen Ansatzreihen nicht
moglich war, wihrend innerhalb jeder einzelnen Versuchsreihe der Einflul der variablen
Faktoren (NaHCO3 und/oder CO,) klar deutlich wurde. Hier war ein Vergleich der absoluten
Werte der Biomasse—Ausbeuten aussagekriftig; denn es herrschte fiir jeden Ansatz einer
Versuchsreihe dieselbe Ausgangssituation und somit jeweils die gleichen Bedingungen
wéhrend der Ziichtungsphase (Licht, Beliiftung, Beimpfung mit Stammkulturen,
Raumtemperatur). Diese konnen bei den verschiedenen Ansatzreihen leicht variieren und
offenbar deswegen zu den beobachteten unterschiedlichen absoluten Werten zwischen den
einzelnen Versuchsreihen mit einer Alge fiihren.

Im Gegensatz dazu war ein Vergleich der prozentualen Steigerung der Biomasse—Ausbeuten
im Verhéltnis zur Vergleichslosung ohne Zusatz von CO, bzw . NaHCOj3 auch zwischen den
verschiedenen Versuchsreihen durchaus moglich. Tab. 5 macht deutlich, daB Chlorella
vulgaris mit einer Steigerung der Biomasse—Ausbeute um 392 % den Zusatz von CO; und
NaHCO3; am besten verwerten konnte. Fiir Monoraphidium braunii lag die Steigerungsrate
bei 91 %, Chlamydomonas reinhardtii, Spirulina maxima und Spirulina platensis erzielten
durch zusétzlichen anorganischen Kohlenstoff im Medium eine Erhohung der Biomasse—

Ausbeute um ca. 50-60 %.
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4 Ziichtung der ausgewihlten Mikroalgen am Blockheizkraftwerk

4.1 Einfiihrung

Die jeweils letzte Ansatzreihe der Laborversuche aus Kap. 3 fiir Chlorella vulgaris,

Chlamydomonas reinhardtii, Monoraphidium braunii, Spirulina maxima und Spirulina

platensis, aus der die geeignete Nahrlosungs—Zusammensetzung fiir optimale Biomasse—

Produktion jeder Mikroalge abgeleitet werden konnte, sollte nun direkt am

Blockheizkraftwerk geziichtet werden. Die Mikroalgen wurden in den unter 4.1.2

aufgefiihrten Medien geziichtet, wobei den Kulturen das Kohlendioxid durch Beliiftung mit

dem Abgas des Kraftwerkes zugefiihrt wurde (CO,—Gehalt des Abgases ca. 6,6 Vol %).

Durch die Versuche aus Kap. 3 war festgestellt worden, da3 die von uns ausgesuchten

Mikroalgen generell geeignet waren, zusitzlich angebotenen anorganischen Kohlenstoff in

Form von CO, und/oder NaHCOj; zur Erh6hung ihrer Wachstumsrate zu verwerten. Durch die

Untersuchungen am BHKW sollten zunéchst die nachfolgenden Punkte geklart werden:

e Konnen die Mikroalgen das Abgas—CO, trotz der im Abgas enthaltenen Schadstoffe und
anderen Verbindungen ebenso fiir eine hohere Wachstumsrate verwerten wie das im
Labor verwendete synthetische CO,

e Konnen die in Kap. 3 erzielten Ergebnisse hinsichtlich der optimalen Zusammensetzung
der Néhrlosung (pH-Wert, NaHCOs;—Konzentration) am BHKW bestitigt werden.

Mikroalgen, die aufgrund ihrer Inhaltsstoffe (Fettsduren, Carotinoide, Proteine, Vitamine,

Phycobiliproteine etc.) von pharmazeutisch-medizinischem Interesse sind, konnten durch

Nutzung von Abgas—CO, fiir eine Erhohung der Wachstumsrate einerseits eine hdhere

Ausbeute an Inhaltsstoffen erzielen und andererseits einen Beitrag zur Reduzierung des CO,—

Ausstofles in die Umwelt leisten. CO, ist ein Endprodukt von Verbrennungsvorgingen und

wird daher in groBer Konzentration von unterschiedlichen Energieerzeugern, Verkehr und

vielen Industriezweigen in die Atmosphére abgegeben. Deutschland emittiert jahrlich ca. 900

Mio. t CO,. Da ein Anstieg der CO,—Konzentration in der Atmosphére hochstwahrscheinlich

malgeblich am Treibhauseffekt und der daraus resultierenden Klimaerwarmung beteiligt ist,

strebt Deutschland auf der Basis von 1000 Mio. t CO,—Ausstofl im Jahr 1990 bis zum Jahr

2005 eine 25 %ige Reduzierung der CO,—Emission an (KIELER NACHRICHTEN,

3.11.1998; LINSCHEIDT und TRUGER, 1998; CRUTZEN, 1999). Eine effektive
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Moglichkeit, Energie zu sparen und damit die Umwelt von Emissionen zu entlasten, stellt die
Kraft-Warme—Kopplung in Blockheizkraftwerken dar. Die bei der Stromerzeugung
anfallende Abwédrme verpufft hier nicht nutzlos, sondern wird genutzt. Dadurch kann zur
Wirmeerzeugung ansonsten notwendige Primérenergie eingespart werden. Der Einsatz von
Blockheizkraftwerken konnte einen nicht unerheblichen Beitrag zur von der Bundesregierung
angestrebten 25 % igen Reduzierung der nationalen CO,—Emission leisten (ENERGIE
SPEKTRUM 6/97). So stellt ein BHKW hinsichtlich des CO,—Aussto3es von vornherein
einen relativ umweltfreundlichen Strom—und Wéirmelieferanten dar. Der CO,—Gehalt des
Abgases des BHKW Heikendorf lag bei ca. 6,6 Vol % und reichte fiir unsere Versuche im 8—
Liter—Malstab grof3tenteils aus, um die Photosyntheserate der geeigneten Mikroalgen zu
erhohen. Versuche im groBeren Mallstab konnten beispielsweise mit Abgasen anderer
Kraftwerke, die u. U. einen hoheren Gehalt an CO, aufweisen, durchgefiihrt werden. Da das
Ziel dieser Dissertation u.a. zunichst darin bestand, pharmazeutisch-medizinisch interessante
Mikroalgen herauszufinden, die zusétzlich im Medium angebotenen anorganischen
Kohlenstoff in Form von Abgas—CO, und/oder NaHCO; verwerten konnten, beschrinkten
sich unsere Versuche auf die Durchfiihrung am BHKW Heikendorf.

Der Versuchsaufbau am Blockheizkraftwerk Heikendorf ermoglichte nach der direkten
Durchleitung der Abgase durch die Algenkulturen zur Verwertung des darin gelosten CO;
deren Weiterleitung in 28 Liter NaOH (12%). So konnte neben der direkten Bereitstellung
von anorganischem Kohlenstoff in Form von CO, zusitzlich NaHCO; gewonnen werden, das
in weiteren Versuchen den Nédhrmedien der Mikroalgen in entsprechender Konzentration

zugesetzt wurde (Kap.2).
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Abb. 49
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus am BHKW Heikendorf
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4.2  Ergebnisse

Das in den unten aufgefiihrten N&dhrmedien enthaltene NaHCO; wurde zuvor am BHKW
gewonnen und den Néhrlosungen in den erforderlichen Konzentrationen zugesetzt. Vom
Schornstein des Blockheizkraftwerkes wurde eine Abzweigung direkt in die Versuchshiitte
gelegt ( siche Abb.3 und 4; Kap.B; 2.2.3.3). Durch eine Saug—Druck—Kompressorpumpe
wurde das Abgas zundchst durch einen Kondenswasserabscheider und dann {iber
Beliiftungskerzen in die Versuchsansitze geleitet. Die Abgaszufuhr wurde tiber den pH-Wert
der Néhrlosungen reguliert. Das Abgas wurde jeweils bis zum Erreichen des entsprechenden
Soll-pH-Wertes zugesetzt und anschlieBend in ein Gefall mit 28 Liter NaOH (12 %) geleitet.

Der Wachstumsverlauf wurde kontinuierlich mit Hilfe photometrischer Messungen der
Algensuspensionsdichte bei 440 nm verfolgt. Parallel dazu wurde die gefriergetrocknete
Biomasse aus einem Kulturvolumen von 100 ml bestimmt. Der jeweils herrschende pH—Wert

in der Ndhrlosung wurde ebenfalls kontinuierlich gemessen.

4.2.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris wurde am Blockheizkraftwerk aufgrund der Ergebnisse aus Kap. 3.2.1.3 in

folgenden Ndahrmedien geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs, Abgas — CO, pH 8
e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs, Abgas — CO;, pH 8
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Abb. 50
Wachstumskurven von Chlorella vulgaris geziichtet am BHKW unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas-CO,-Zufuhr
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Abb. 51
Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlorella vulgaris geziichtet am BHKW unter Zusatz
verschiedener Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr
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Abb. 52
pH—Verldufe der Nahrlosungen von Chlorella vulgaris geziichtet am BHKW unter Zusatz
verschiedener Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr
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Abb. 50 und 51 verdeutlichen, dal Nihrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs,
Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) auch in dieser Versuchsreihe am BHKW die optimale
Zusammensetzung des Mediums fiir die Ziichtung von Chlorella vulgaris darstellte. Die
Biomasse—Ausbeute am 45. Wachstumstag lag bei dieser Kultur mit 2225 mg/l im Vergleich
zu allen anderen Ansétzen deutlich hoher. Abb. 51 zeigt, da3 die erhohte Wachstumsrate auch
in grolem MaBle vom Zusatz der optimalen NaHCOs;—Konzentration abhing. Die Kultur in
Néhrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) erreichte
am 45. Wachstumstag nur eine Biomasse—-Menge von 598 mg/l, d.h. auch bei Steuerung des
pH—Wertes durch Abgas—CO,—Zufuhr auf denselben pH-Wert in beiden Ansétzen
unterschieden sich die Biomasse—Ausbeuten allein aufgrund der unterschiedlichen NaHCO;—
Konzentration gravierend. Auch die Kultivierung von Chlorella vulgaris in Nahrlosung DSN
(10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs) ergab aufgrund der hier fehlenden Abgas—CO,—Zufuhr mit
1019 mg/l am 45. Wachstumstag weniger Biomasse als in der optimalen Néhrlosung. Die
Zichtung von Chlorella vulgaris in den Nahrmedien DSN (10 % Seewasser) und DSN (10 %
Seewasser; 0,3 % NaHCO;) ergab idhnliche Ausbeuten (ca. 500-600 mg/l) sowie
Wachstumsverldaufe wie in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs3, Abgas—CO,—
Zufuhr bis pH 8) (Abb. 50 und 51).

Die pH—Verlaufskurven der nicht iiber Abgas CO,—Zufuhr gesteuerten Kulturen zeigten wie

die Ansitze in Kap. 3 einen Anstieg der pH-—Werte im Laufe der Wachstumszeit. Der

88



Anfangs-pH-Wert der Vergleichskultur lag mit pH 8 nur wenig unter dem der Medien mit
NaHCOs—Zusatz (etwa pH 8,2). Ihr End-pH-Wert von 8,8 am 45. Wachstumstag unterschied
sich dagegen deutlich von dem der bicarbonathaltigen Néhrlosungen mit einem End—pH-
Wert von ca. 9.,5.

Der Anfangs—pH—Wert der gesteuerten Kulturen lag ebenfalls bei ca. pH 8. Anhand der pH—
Verlaufskurve wird deutlich, da3 der pH-Wert der Nahrlosung DSN (0,5 % NaHCO;, Abgas—
CO,—Zufuhr bis pH 8) widhrend der gesamten Wachstumszeit um ca. pH 8,3 pendelte. Es
mullte also stindig Abgas—CO, zugefiihrt werden, um den pH—Wert auf den eingestellten
Sollwert zu erniedrigen. Bei einem Gehalt von 0,3 % NaHCO; im Medium reichte der CO,—
Gehalt des Abgases dagegen aus, um den pH-Wert der Néhrlosung durch Abgas—Zufuhr auf

exakt pH 8 einzustellen.
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4.2.2 Chlamydomonas reinhardtii

ERSTE VERSUCHSREIHE:

Chlamydomonas reinhardtii wurde am Blockheizkraftwerk aufgrund der Ergebnisse der

ersten Versuchsreihe aus Kap. 3.2.2.3 in folgenden Ndhrmedien geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO3, Abgas-CO, pH 8
e DSN Niéhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO3, Abgas-CO, pH 8

Abb. 53
Wachstumskurven von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW unter Zusatz

verschiedener Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas-CO,-Zufuhr
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Abb. 54

Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW unter
Zusatz verschiedener Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—

Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 55
pH—Verldufe der Néhrlosungen von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW unter

Zusatz verschiedener Konzentrationen an NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—
Zufuhr
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Durch Abb. 53 und 54 wird deutlich, daB die grofite Biomasse—Ausbeute am 45.
Wachstumstag bei Kultivierung von Chlamydomonas reinhardtii in Néhrlosung DSN (10 %
Seewasser; 0,5 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) bzw. in Néhrlosung DSN (10 %
Seewasser; 0,5 % NaHCOs) erzielt wurde (ca. 700 mg/l). Das zusdtzliche Angebot von
anorganischem Kohlenstoff in Form von Abgas—CO, wirkte sich bei der Ziichtung von
Chlamydomonas reinhardtii bis zum 45. Wachstumstag nicht steigernd auf die
Wachstumsrate aus, die Ausbeute an Biomasse lag bei zusétzlicher Einleitung von Abgas—
CO; in die bicarbonathaltige Nahrlosung nur geringfligig hoher. Abb. 53 zeigt, daB3 das
Wachstumsverhalten aller 5 Ansitze bis zum ca. 30. Wachstumstag sehr dhnlich verlief. Erst
dann setzten sich Nahrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs, Abgas—CO,—Zufuhr bis
pH 8) sowie Néhrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,5 % NaHCO;) durch eine erhohte
Wachstumsrate (ca. 700 mg Biomasse pro Liter Ndhrlosung am 45. Wachstumstag) von den
anderen Medien (ca. 500 mg/l), ab. Durch die Versuchsreihe am BHKW bestitigte sich die
Vermutung aus Kap. 3.2.2.3, daB Chlamydomonas reinhardtii das im Kulturmedium
angebotene Abgas—CO, bzw. NaHCO; erst fiir eine erhohte Wachstumsrate verwerten konnte,
wenn mehr Biomasse im Ansatz vorhanden war. So sollte auch am BHKW eine zweite
Versuchsreihe mit verzogerter Zugabe des anorganischen Kohlenstoffes durchgefiihrt werden.
Der Anfangs—pH—Wert der Vergleichslosung lag im Gegensatz zu den bicarbonathaltigen
Losungen (ca. pH 9-9,5) bei ca. pH 8. Der pH-Wert der Néhrlosungen DSN (10 %
Seewasser, 0,3 % bzw. 0,5 % NaHCO3) blieb wéhrend der gesamten Wachstumszeit relativ
konstant, wobei der End—pH—Wert der Nahrlosung DSN bei ca pH 9 lag.

Der pH—Wert der gesteuerten Kulturen pendelte bei 0,5 % NaHCO; um ca. pH 8,2; bei 0,3 %
NaHCO3 um exakt pH 8. So mufite wie bei Chlorella vulgaris bei hoherer Konzentration an
NaHCO3 im Medium stidndig Abgas—CO, eingeleitet werden, um den pH-Wert moglichst auf

pH 8 einzustellen.
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ZWEITE VERSUCHSREIHE

Die Ziichtung von Chlamydomonas reinhardtii innerhalb der zweiten Versuchsreihe am
BHKW erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe aus Kap. 3.2.2.3

in folgenden Medien:

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, Abgas - CO, pH 7

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs, Abgas—CO, pH 7

e DSN Néhrlosung 10 % Seewasser, nach 14 Tagen Abgas—CO,—Steuerung auf pH 7

e DSN Nihrlosung 10 % Seewasser, nach 14 Tagen Zugabe von 0,5 % NaHCO; und
Abgas—CO,—Steuerung auf pH 7

Abb. 56

Wachstumskurven von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW mit und ohne

Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung tiber Abgas—CO,—Zufuhr
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Abb. 57
Biomasseausbeuten der Kulturen von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW mit

und ohne Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr
am 45. Wachstumstag
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Abb. 58

pH—Verlaufskurven der Nahrlosungen von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW

mit und ohne Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber CO,—Zufuhr
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Die groflte Ausbeute an Biomasse wurde bei Ziichtung von Chlamydomonas reinhardtii in
Néhrlosung DSN (10 % Seewasser, Abgas—CO,—Steuerung auf pH 7) erzielt (ca.300 mg/l).
Abb. 56 macht deutlich, dal das Wachstum der Mikroalge in N&hrlosung DSN (10 %
Seewasser) bei Steuerung des pH-Wertes durch Abgas—CO,—Zufuhr auf pH 7 beginnend nach
14 Wachstumstagen dhnlich verlief, die Ausbeute lag hier mit ca. 250 mg/l nur wenig
niedriger. Man kann ableiten, daf3 bei alleiniger Zufuhr von Abgas—CO, zum Ndhrmedium die
verzogerte Einleitung nach 14 Tagen keinerlei positiven EinfluB auf die Erhéhung der
Wachstumsrate hatte. Wie aus den pH—Verlaufskurven ersichtlich, lieBen sich die
bicarbonatfreien Nahrlosungen durch den CO,—Gehalt im Abgas problemlos auf den Soll—-
pH—Wert von 7 steuern. Die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe aus Kap. 3.2.2.3 konnten
hinsichtlich des kombinierten Zusatzes von NaHCO; und Abgas—CO, jedoch weder bei
sofortiger noch bei verzdgerter Zugabe nach 14 Tagen bestitigt werden. Die Ausbeuten lagen
am 45. Wachstumstag in beiden Medien mit ca. 150 mg/l unter der der Vergleichsldsung mit
230 mg/l. Die pH—Verlaufskurven fiir diese Ansédtze machen deutlich, da3 der CO,—Gehalt im
Abgas des BHKW zu niedrig war, um bei einem 0,5 %igen Gehalt an NaHCO; im Medium
den pH—Wert auf 7 zu regulieren. Der pH-Wert der Néhrlosungen konnte It. Abb. 58 nur auf
ca. pH 8 erniedrigt werden. Da das pH-Optimum fiir die Ziichtung von Chlamydomonas
reinhardtii bei pH 7 lag (Kap.3.2.2.3, zweite Versuchsreihe), konnten die Biomasse—

Ausbeuten am BHKW bei dieser Zusammensetzung der Néhrlosung nicht erhoht werden.
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4.2.3 Monoraphidium braunii

Monoraphidium braunii wurde am Blockheizkraftwerk aufgrund der Ergebnisse aus Kap.

3.2.3.3 in folgenden Nidhrmedien geziichtet:

e Néihrlosung DSN 10 % Seewasser, als Vergleichskultur

e Nihrlésung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser, Abgas—CO, pH 8

e Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO3, Abgas—CO, pH 8

Abb. 59
Wachstumskurven von Monoraphidium braunii geziichtet am BHKW unter Zusatz von

NaHCOj3 sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber Abgas-CO,-Zufuhr

1000
>
2 B00f
@ —DSN NL
o RNMO+F--------- - _______f 7 _
g 600 DSN+0,3%NaHCO3
(@]
S ol L ] DSN+CO2pH8
% —DSN+0,3%NaHC03,CO2pH8
(@]
£ 200(, e e
(®)] ‘/

0

0 10 20 30 40

Wachstumstag

96



Abb. 60

Biomasseausbeuten der Kulturen von Monoraphidium braunii geziichtet am BHKW unter
Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr am 45.
Wachstumstag
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Abb. 61
pH—Verldufe der Nahrlosungen von Monoraphidium braunii geziichtet am BHKW unter

Zusatz von NaHCOj; sowie mit oder ohne pH—Steuerung {iber Abgas—CO,—Zufuhr

12

. 7 -
P —DSN NL
° DSN+0,3%NaHCO3
8 S DSN+CO2pH8
2 A —DSN+0,3%NaHC03,C02pH8
5

2 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

0

0 10 20 30 40

Wachstumstag

97



Abb. 59 und 60 bestétigen das Ergebnis der Versuchsreihe aus Kap. 3.2.3.3. Die Biomasse—
Ausbeute bei Ziichtung von Monoraphidium braunii in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser,
0,3 % NaHCOs) lag mit ca. 300 mg/l deutlich unter der der anderen Ansitze. Der
Wachstumsverlauf sowie die Biomasse—Ausbeute am 45. Wachstumstag in Néhrlosung DSN
(10 % Seewasser) und Néhrlosung DSN (10 % Seewasser, Abgas—CO,—Steuerung auf pH 8)
entsprachen etwa einander (ca. 700 mg/l). Ab dem ca. 20. Wachstumstag setzte sich
Monoraphidium braunii in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, Abgas—CO,—
Steuerung auf pH 8) durch eine erhohte Wachstumsrate ab und erreichte am 45.
Wachstumstag mit ca. 800 mg/l die grofte Ausbeute.

Abb. 61 verdeutlicht den pH—Verlauf der einzelnen Ansédtze. Der Anfangs-pH-Wert der
bicarbonathaltigen Medien lag mit ca. pH 9 {iber dem der N&hrlosungen ohne Zusatz von
NaHCO; (ca. pH 8). Der pH-Wert in Néhrlosung DSN stieg bis zum 45. Wachstumstag auf
ca. pH 9; Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO3) erreichte bis zum ca. 30. Wachstumstag pH 10,
der dann bis zum 45. Wachstumstag wieder auf ca. pH 9,5 sank. Der pH-Wert des
Kulturmediums DSN (10 % Seewasser), der durch Beliiftung mit Abgas—CO, auf pH 8
gesteuert wurde, pendelte wihrend der gesamten Wachstumszeit um dieses pH-Optimum.
Obwohl der CO,—Gehalt des Abgases nicht ausreichte, um die bicarbonathaltige Néhrlosung
auf pH 8 zu regulieren (ca. pH 9), zeigte der Ansatz wie oben beschrieben trotzdem das beste

Wachstumsverhalten.

4.2.4 Spirulina maxima

Spirulina maxima wurde am Blockheizkraftwerk aufgrund der Ergebnisse der zweiten

Versuchsreihe aus Kap. 3.2.4.3 in folgenden Néhrmedien geziichtet:

e Spirulina-Néhrlosung, als Vergleichskultur

e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCOs3

e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, Abgas—CO, pH 9
e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, Abgas—CO, pH 10
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Abb. 62

Wachstumskurven von Spirulina maxima geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO;

und mit pH-Steuerung iiber Abgas-CO,-Zufuhr
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Abb. 63

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina maxima geziichtet am BHKW unter Zusatz

von NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 64

pH—Verldufe der Nahrlosungen von Spirulina maxima geziichtet am BHKW unter Zusatz von

NaHCOj3 und mit pH-Steuerung tiber Abgas—CO,—Zufuhr
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Die hochste Biomasse—Ausbeute wurde bei Kultivierung von Spirulina maxima in
Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % NaHCO;) erzielt (777 mg/l). Es wurde durch diese
Versuchsreihe erneut bestétigt, dall Spirulina maxima anorganischen Kohlenstoff in Form von
CO; nicht zusitzlich fiir eine Erhohung der Wachstumsrate verwerten konnte. Die Ausbeute
in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 10) lag mit
739 mg/l unter der des optimalen Mediums. Das &hnliche Wachstumsverhalten des
Cyanobakteriums in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis
pH 9) sowie in Spirulina-Néhrlosung bestdtigte die Ergebnisse aus Kap. 3.2.4.3. Die
Biomasse—Ausbeute beider Kulturen lag mit jeweils ca. 500 mg/l unter dem Ergebnis der
anderen Ansitze.

Der pH—Wert der gesteuerten Kulturen konnte durch Abgas—CO,—Zufuhr auf den
eingestellten pH—Wert reguliert werden (pH 9 bzw. pH 10), der pH—Wert der nicht

gesteuerten Ansitze lag wihrend der gesamten Wachstumszeit jeweils im Bereich um pH 10.
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4.2.5 Spirulina platensis

Spirulina platensis wurde am Blockheizkraftwerk aufgrund der Ergebnisse der zweiten

Versuchsreihe aus Kap. 3.2.4.3 in folgenden Ndhrmedien geziichtet:

e Spirulina-Néhrlosung, als Vergleichskultur

e Nihrlésung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCOs3

e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, Abgas—CO, pH 9
e Néhrlosung DSN 5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, Abgas—CO, pH 10

Abb. 65

Wachstumskurven von Spirulina platensis geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO3

und mit pH-Steuerung iiber Abgas-CO,-Zufuhr
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Abb. 66

Biomasseausbeuten der Kulturen von Spirulina platensis geziichtet am BHKW unter Zusatz

von NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr am 45. Wachstumstag
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Abb. 67

pH—Verlaufe der Néhrlosungen von Spirulina platensis geziichtet am BHKW unter Zusatz

von NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr
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Abb. 66 macht deutlich , daB auch innerhalb dieses Versuches Néhrlosung DSN (5 %
Seewasser, 3 % NaHCO;) das optimale Medium fiir die Ziichtung von Spirulina platensis
darstellte (886 mg Biomasse pro Liter Néhrlosung am 45. Wachstumstag). Der

Wachstumsverlauf sowie die Biomasse—Ausbeute der Kulturen in Spirulina-Néhrlésung und
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Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 9) entsprachen
etwa einander (ca. 400 mg/l). Spirulina platensis in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 %
NaHCOs3, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 10) erreichte eine Ausbeute von 570 mg Biomasse pro
Liter Nahrmedium. Es stellte sich heraus, dal durch zusitzliche Abgas—CO,—Zufuhr keine
Erhohung der Wachstumsrate von Spirulina platensis erzielt werden konnte.

Der pH—Verlauf der verschiedenen Ansétze geht aus Abb. 67 hervor. Spirulina-Néhrlosung
zeigte einen Anfangs—pH—Wert von ca. pH 9,7 und erreichte nach 45 Wachstumstagen ca. pH
10.

Der Anfangs—pH—Wert in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCO;, Abgas—CO,—
Zufuhr bis pH 10) lag bei ca. pH 9,7 und stieg bis zum ca. 20. Wachstumstag nicht iiber den
eingestellten Sollwert von pH 10. Erst ab diesem Zeitpunkt konnte dem Medium zusitzlich
Abgas—CO, zugefiihrt werden, um den pH—Wert nun auf pH 10 zu erniedrigen.

Der pH-Wert des Mediums DSN (5 % Seewasser, 3 % NaHCOs) entwickelte sich von
anfangs pH 9,8 auf einen Endwert von pH 10,3.

Der CO,—Gehalt des Abgases reichte nicht aus, um den pH-Wert von Néhrlosung DSN (5 %
Seewasser, 3 % NaHCOs3) auf den eingestellten Wert von pH 9 zu regulieren. Wie aus Abb.
67 ersichtlich, lag der pH-Wert bei stindiger Abgas—CO,—Zufuhr wihrend der gesamten
Wachstumszeit bei ca. pH 9,3.
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4.3  Zusammenfassung und Diskussion

Die Ziichtung der in den Laborversuchen ausgewéhlten Mikroalgen am Blockheizkraftwerk

Heikendorf brachte folgende Ergebnisse:

Tab. 6
Einordnung der am BHKW geziichteten Mikroalgen hinsichtlich der Verwertung von
zusitzlich im Ndhrmedium angebotenem anorganischen Kohlenstoff (CO, bzw. NaHCO3)

Mikroalgen Optimale Kategorie Biomasse - Steigerung der
Nihrlosung Ausbeute Biomasse —
Ausbeute;
Chlorella vulgaris DSN 10 %+0,5 % 2 2225 mg/l 370 %
NaHCO++ CO, pH 8
Chlamydomonas
reinhardtii DSN 10 % + CO; 3 333 mg/l 44 %
pH7
Monoraphidium
braunii DSN10%+0.3 % 2 790 mg/1 15 %
NaHCO3 + C02 pH 8
Spirulina maxima DSN'5%+2% 1 777 mg/1 52 %
NaHCO3
Spirulina DSN'5%+3 % 1 886 mg/l 131 %
. NaHC03
platensis

1 im Verhiltnis zur Vergleichslosung ohne Zusatz von CO; und NaHCO;
Kategorie 1: nur NaHCO;—Verwertung

2: Verwertung von NaHCO3 und CO,

3: nur CO,—Verwertung
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Die Resultate aus Kap. 3.3 (Tab. 5) konnten, wie nachfolgend beschrieben, grofitenteils auch
bei Kultivierung der Mikroalgen am BHKW bestitigt werden:

Spirulina maxima und Spirulina platensis zeigten die hochste Wachstumsrate in Nihrlosung
DSN (5 % Seewasser) unter Zusatz von 2 % bzw. 3 % NaHCOs;. Der pH—Wert, der sich bei
dieser NaHCOs;—Konzentration im Medium einstellte, lag bei pH 10. Es ist bekannt, daf3
Spirulina platensis ein alkalophiles Cyanobakterium darstellt und ein optimales
Wachstumsverhalten bei pH 9,0 bis 10,0 aufweist, was sich durch unsere Versuche bestétigen
lie3 (BELKIN und BOUSSIBA, 1991 a; BELKIN und BOUSSIBA, 1991 b; KLEKNER und
KOSARIC, 1992; CHANG et al., 1999). Die Biomasse—Ausbeute konnte durch zusitzliche
Beliiftung mit Abgas—CO,, wie im Laborversuch bewiesen, auch in der Versuchsreihe am
BHKW nicht erh6ht werden. So 148t sich folgern, dal diese Cyanobakterien nicht geeignet
waren, den CO,—Gehalt der Abgase des BHKW durch deren direkte Einleitung in die
Algenkulturen zu reduzieren. Trotzdem konnten die Mikroalgen durch indirekten Verbrauch
des Abgas—CO, in Form von NaHCOj; einen Beitrag zur Erniedrigung des CO,—Aussto3es in
die Umwelt leisten. Die Steigerung der Biomasse—Ausbeute im Vergleich zur normalen
Spirulina-Nahrlosung (NaHCOs: 1,36 %, NayCOs: 0,04 %) lag fiir Spirulina maxima bei 52
%, fiir Spirulina platensis bei 131 %. Somit konnte durch eine groBere Ausbeute an nutzbarer
Biomasse {iber eine Erh6hung des Angebotes an anorganischem Kohlenstoff im Medium auch
eine Erhohung der Gesamtausbeute an pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren Inhaltsstoffen
erzielt werden. Die Biomasse—Ausbeute konnte fiir Spirulina platensis in Nahrlosung DSN (5
% Seewasser, 3 % NaHCO;) im Vergleich zum Laborversuch in dieser Untersuchungsreihe
noch um ca. 70 % gesteigert werden.

Die von uns verwendeten Chlorophyceen Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii und
Monoraphidium braunii konnten das Abgas—CO, trotz der darin enthaltenen Schadstoffe und
anderen Verbindungen ebenso fiir eine erhohte Wachstumsrate nutzen wie das im Labor
verwendete synthetische CO,. Durch unsere Versuche konnte die Aussage von BROWN et al.
(1996) bestitigt werden, daB3 photosynthetisch aktive Mikroorganismen, wie z.B. Mikroalgen,
Abgas—CO,, das direkt in die Kulturen eingeleitet wurde, nutzen kénnen. Schadstoffe wie
SO, und NO wurden bei Versuchen mit simuliertem Abgas durch Monoraphidium minutum in
Konzentrationen von 200 p.p.m. SO, bzw. 150 p.p.m. NO toleriert.

Das optimale Medium fiir die Ziichtung von Chlamydomonas reinhardtii war Néhrlosung
DSN (10 % Seewasser, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 7), das im Vergleich zur Nahrldsung DSN
(10 % Seewasser) zu einer Steigerung der Biomasse—Produktion um 44 % fiihrte. Es zeigte

sich, dall Chlamydomonas reinhardtii im Medium geldstes NaHCOs5 nicht zusitzlich fiir eine
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Erhohung der Wachstumsrate verwerten konnte. Die Steigerung der Biomasse—Ausbeute im
Verhiltnis zur Vergleichslosung lag sowohl in Ndhrlosung DSN (10 % Seewasser, Abgas—
CO; bis pH 7 = zweite Versuchsreihe) als auch in Nihrlosung DSN (10 % Seewasser; 0,5 %
NaHCO3;, Abgas—CO, bis pH 8 = erste Versuchsreihe) bei ca. 40 %. Die Ausbeute von
Chlamydomonas reinhardtii in Nahrlosung DSN (10 % Seewasser, 0,5 % NaHCO;, Abgas—
CO; bis pH 7) lag mit 150 mg Biomasse pro Liter Nahrlosung sogar unter der in N&hrlosung
DSN (10 % Seewasser, Abgas—CO, bis pH 7). Auch hier zeigte sich das praktische Problem,
daB der CO,—Gehalt des Abgases nicht ausreichte, um den pH-Wert des Mediums auf 7 zu
regulieren. Im Laborversuch (Kap. 3.3, Tab. 5) wurde jedoch deutlich, da3 auch bei genauer
Regulierung des pH-—Wertes auf 7 durch synthetisches CO, die Biomasse—Produktion im
Vergleich zur Nédhrlosung DSN (CO, pH 7) durch das zusdtzliche NaHCO; im Medium nicht
signifikant gesteigert wurde.

BERKOWITZ et al. (1983) fanden heraus, dal3 die CO,—Fixierung bei der Photosynthese von
Chlamydomonas reinhardtii durch Zusatz von NH4Cl um 147 % gesteigert wurde. Die Base,
die den pH—Wert des Stromas erhohte, bedingte einen stirkeren pH—Gradienten und dariiber
eine Erhohung des CO,—Einstromes sowie der CO,—Fixierung wihrend der Photosynthese. In
Anlehnung an diese Untersuchungen konnte versucht werden, den Abgas—CO,—Verbrauch bei
Chlamydomonas reinhardtii durch NH4Cl-Zugabe zum Nihrmedium weiter zu erhéhen und
dariiber eine noch grofere Biomasse—Ausbeute zu erzielen.

Da Chlorella vulgaris und Monoraphidium braunii neben CO, auch NaHCO; zur Steigerung
der Wachstumsrate verwerten konnten, verbrauchten diese Chlorophyceen insgesamt mehr
Abgas—CO, als Chlamydomonas reinhardtii. Um jedoch konkrete Aussagen zum Verbrauch
des Abgas—CO, machen zu konnen, miifite z.B. am Magnetventil der pH-Steuerungs—Einheit
jeder Kultur permanent ein Betriebsstundenzihler installiert werden, liber den exakt die
Gesamtzeit der CO;-Einleitungen summiert wiirde. Da das Ziel dieser Dissertation zunéchst
darin bestand, Mikroalgen herauszufinden, die geeignet sind, anorganischen Kohlenstoff in
Form von Abgas—CO; und/oder NaHCOjs fiir eine Erh6hung der Wachstumsrate zu verwerten,
wurde der genaue Verbrauch an Abgas—CO, nur am Beispiel einer Kultur bestimmt, um die
ungefidhre Grofenordnung der Reduzierung des CO,—Ausstofles festzulegen. Nach Messung
der Abgas—Durchfluflirate in dieser Kultur konnte berechnet werden, wieviel Liter Abgas
wiéhrend der gesamten Wachstumszeit (45 Tage) durch die Kultur geleitet wurden. Durch
Messung des CO,—Gehaltes im Abgas vor der Einleitung in die Kultur (1 %) und danach (0,5
%) wurde der prozentuale Verbrauch an CO, festgelegt:
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e Kultur: Chlorella vulgaris in Nahrlosung DSN 10 % Seewasser;
0,3 % NaHCO3;, Abgas—CO; bis pH 8

o (CO, — Gehalt des Abgases

vor Einleitung in die Kultur: 1,0 %

o (CO, — Gehalt des Abgases

nach Einleitung in die Kultur: 0,5 %

e Abgas - Durchflufirate: ca. 4 Liter Abgas pro Stunde

e Abgas — Durchflufizeit

innerhalb von 45 Tagen: 542 Stunden

e Abgas — Durchfluf

innerhalb von 45 Tagen: ca. 2168 Liter

e Verbrauch an CO> durch ca. 50 % des CO,-Gehaltes vor Einleitung in die Kultur
die Algenkultur:

Bei der Abschitzung der durch die Algenkultivierungen erreichten CO,-Verminderungen mufl
man sich von vornherein vor Augen halten, dall aus technischen Griinden, im Vergleich zu
dem hohen CO;-Ausstol des BHKW (ca. 2,4 t CO, pro Tag), nur vergleichsweise kleine
Algenkulturen (8 Liter) getestet werden konnten. Es sollte hier tiberhaupt erst einmal gepriift
werden, ob sich Algenkulturen prinzipiell fiir diesen Zweck eignen.

So ergab sich fiir die Abgasmenge von 2168 Liter, die wihrend der gesamten Wachstumszeit
durch die 8 Liter-Kultur geleitet wurden, insgesamt ein CO,—Volumen von 22 Litern. Durch
die Kultivierung von Chlorella vulgaris unter Zusatz des Abgases wurde die in die Umwelt
abgegebene CO,—Menge somit auf ca. 11 Liter reduziert. Das wiirde ca. 90 Liter CO; pro Jahr
entsprechen und damit einer Menge von ca. 140 g CO; pro Jahr ({ = 1,527 g/l).

Die Messung des Verbrauches an Abgas-CO, erfolgte fiir Chlorella vulgaris am Beispiel der
Néhrlosung DSN; 0,3 % NaHCO;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8 (Biomasse-Ausbeute: 598

mg/l). Die Biomasse-Ausbeute des Parallelansatzes von Chlorella vulgaris z.B in Nahrlosung

107



DSN (0,5 % NaHCOs, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8) betrug dagegen 2225 mg/l. Es 148t sich
schluBBfolgern, daB3 bei Ziichtung von Chlorella vulgaris in einer Nahrlosung mit hoherer
Biomasse-Produktion auch der Verbrauch an Abgas-CO, entsprechend grofler wire. Jede
Mikroalge konnte nun auch in der jeweils ermittelten optimalen Néhrlosung im Grof3maBstab
geziichtet werden und somit insgesamt eine entsprechend groBere Gesamtmenge Abgas-CO,
verwerten. Dadurch kénnte wiederum die Gesamtausbeute an pharmazeutisch-medizinisch
relevanten Inhaltsstoffen der Mikroalgen weiter erhdht werden. Bei Betrachtung des
jéhrlichen CO,-Ausstofles des BHKW (876 t) wird jedoch, wie bereits gesagt, insgesamt
deutlich, dafl Algenkulturen nur einen vergleichsweise kleinen Beitrag zur Erniedrigung der
CO,-Emission in die Atmosphire leisten konnen. Um die Reduzierungen des Abgas—CO,—
Gehaltes durch die verschiedenen Mikroalgen miteinander vergleichen zu konnen, miif3te fiir
jede Algenkultur die oben beschriebene Berechnung durchgefiihrt werden.

Die geeigneten Niahrmedien fiir die Kultivierung von Chlorella vulgaris und Monoraphidium
braunii am BHKW entsprachen der vorher im Labor ermittelten Zusammensetzung
(Néhrlosung DSN 10 %; 0,5 % NaHCOs;, Abgas—CO, bis pH 8 bzw. DSN 10 %; 0,3 %
NaHCO3, Abgas—CO; bis pH 8).

Monoraphidium braunii zeigte bei Ziichtung am BHKW nur eine Steigerungsrate der
Biomasse—Produktion um 15 %, wihrend im Laborversuch 91 % erzielt wurden. Da durch
den zu geringen CO,—Gehalt im Abgas der optimale pH—Wert von 8 im Medium nicht
eingestellt werden konnte, wurde die Biomasse—Ausbeute hier auch nur um einen geringeren
Wert gesteigert. Durch Nutzung eines Kraftwerkes mit einem hoheren Gehalt an CO, im
Abgas konnte das Wachstumsverhalten von Monoraphidium braunii weiter verbessert
werden, da sich die Mikroalge in den Versuchen generell als geeignet erwies, zusétzlich
angebotenes CO; zu verwerten.

Die grofite Steigerung der Biomasse—Produktion aller verwendeten Mikroalgen am BHKW
erzielte wie im Laborversuch (Kap. 3.3, Tab 5) Chlorella vulgaris. Die Erhohung der
Ausbeute um 370 % auf 2225 mg Biomasse pro Liter Néhrlosung nach 45 Wachstumstagen
zeigte, dall Chlorella vulgaris den zusdtzlich im Medium angebotenen anorganischen
Kohlenstoff am effektivsten nutzen konnte. Das Abgas—CO; fiihrte trotz der darin enthaltenen
Schadstoffe zu einer extremen Steigerung der Wachstumsrate von Chlorella vulgaris. Sowohl
Versuche mit Chlorella sp. zur Abwasserreinigung in Zuckerfabriken (POLEC et al., 1992,
DUDA et al, 1994) als auch Untersuchungen zur Ziichtung von Chlorella sp. in
Industrieabwissern (OKAY et al., 1994) unterstreichen, da3 es sich bei dieser Griinalge um

eine eher anspruchslose, robuste Mikralge handelt, die also fiir solche praktischen Zwecke
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hervorragend geeignet wire.

So stellten sich anhand unserer Versuchsreihe am Blockheizkraftwerk Heikendorf Chlorella
vulgaris (Kategorie 2) und Spirulina platensis (Kategorie 1) aufgrund der hohen
Steigerungsraten der Biomassen als am besten geeignet heraus, neben der Bereitstellung von
pharmazeutisch—-medizinisch wichtigen Inhaltsstoffen einen Beitrag zur Verminderung des
CO,—Austolles zu leisten, auch wenn dieser Beitrag, wie beschrieben, nur sehr gering sein
kann. Durch die Erh6hung der Biomasse—Ausbeute konnte auch eine groflere Gesamtmenge
an Inhaltsstoffen extrahiert werden, wenn die Konzentration der Inhaltsstoffe nicht negativ
durch den Zusatz von CO, und/oder NaHCO; beeinflufit wiirde. In Kap. 5 soll nun der direkte
Einflu8 des anorganischen Kohlenstoffes in Form von Abgas—CO, und/oder NaHCOj; auf die
Konzentration der pharmazeutisch—-medizinisch wichtigen Inhaltsstoffe der Mikroalgen

untersucht werden.
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5 Einflul von Abgas—CO, und NaHCOQO; auf die Zusammensetzung der
Biomassen der am BHKW geziichteten Mikroalgen

5.1  Einfiihrung

Mikroalgen werden u.a. aufgrund ihres Gehaltes an folgenden — auch pharmazeutisch—

medizinisch nutzbaren — Inhaltsstoffen in groBeren MaB3stiben industriell genutzt:

1. PROTEINE:

Bestimmte Mikroalgen konnen aufgrund ihres Proteingehaltes als Eiweilquelle eingesetzt
werden (HERRERO et al., 1993). Einige Vertreter der Griinalgen (u.a. Chlorella—und
Scenedesmus—Arten) und Cyanobakterien (v.a. Spirulina—Arten) weisen Proteingehalte bis zu
60 % (fir Spirulina—Arten bis zu 70 %) der Trockenmasse auf (RICHMOND, 1988).
RENAUD et al. (1994) bestimmten flir Chlamydomonas ssp. einen Proteingehalt von 66,9 %
des Trockengewichtes der Biomasse.

Die Aminosdurezusammensetzung der Proteine variiert je nach Art und wird aulerdem durch
die Kultivierungsbedingungen und das Alter der Kulturen bestimmt (Becker, 1988).
Glutaminsédure und Asparaginsdure stellen die Hauptaminosduren der Proteine der Mikroalgen
dar, Cystein und Methionin als schwefelhaltige Vertreter sind dagegen nur in geringer Menge
vorhanden bzw. fehlen ganz. Andere hdufig vorkommende Aminosduren sind Lysin,
Tryptophan, Alanin sowie Phenylalanin (Borowitzka, 1988 a). Die Mikroalgen bzw. die
daraus gewonnenen Proteine, die einen hohen Anteil an essentiellen Aminosduren enthalten
(SHANG-HAO, 1988), finden sowohl in der Lebensmittelindustrie fiir den direkten Verzehr
als auch in der Viehzucht als Fitterungsmittel Verwendung (BECKER und
VENKATARAMAN, 1982; SAXENA et al., 1983; KAY, 1991; DILLON und PHAN, 1993;
KAMPFEL et al., 1995)).

2. LIPIDE (Phospholipide, Glycolipide) und FETTSAUREN:

Sie werden von einigen Mikroalgen in groBen Mengen (bis zu 63 % der Biomasse) gebildet
(POHL, 1982; BECKER, 1988; BOROWITZKA, 1988 b). Mikroalgen enthalten sowohl

gesdttigte als auch ungesittigte Fettsduren, die den Organismen als Energiequelle und
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Lieferanten verschiedener Metaboliten dienen und aulerdem Bestandteil der Biomembranen
sind.

Die am héaufigsten in Mikroalgen auftretenden gesittigten Fettsduren sind geradzahlige C
12:0-bis C 18:0-Fettsduren. Bei den ungesittigten Fettsduren erstreckt sich die Kettenldnge
von Cj; bis Cy, und die Anzahl der Doppelbindungen von 1 bis 6 (POHL, 1982). PRONINA
et al. (1998) fanden heraus, daB3 eine Erniedrigung der CO,-Konzentration im Medium zu
einer erhohten Synthese von mehrfach ungesittigten Fettsduren bei Chlamydomonas
reinhardtii fiihrte. Kennzeichnend fiir die Chlorophyceen ist ein hoher Anteil an den
Fettsduren C 16:4 und C 18:3 (YU et al., 1999).

Insbesondere die ungeséttigten Fettsduren sind fiir den pharmazeutisch—-medizinischen
Bereich von grofler Bedeutung, v.a. Linolsdure und a-Linolensdure (CHENG et al., 1999). Sie
sind fiir den Menschen essentiell, d.h. sie konnen nicht selbst vom Korper synthetisiert
werden, sondern miissen mit pflanzlicher Nahrung aufgenommen werden. Die ungeséttigten
Fettsduren stellen einerseits Vorstufen korpereigener Botenstoffe, z.B. der Prostaglandine, dar
(Arachidonsdure und &hnliche Cyy—Fettsduren), dienen andererseits aber auch der direkten
Behandlung von Hyperlipiddmien und Atherosklerose (BOROWITZKA, 1988 b).
Mikroalgen, die reich an diesen Fettsduren sind, konnen zur Unterstiitzung der oben
genannten  Krankheiten und zur  Vermeidung von  Mangelzustinden  als
Nahrungserginzungsmittel eingesetzt werden.

Einige Cyanobakterien, wie Calothrix sp. und Arthrospira sp., produzieren gro3e Mengen an
v-Linolensdure (KENYON et al., 1972; DUBACQ and PHAM, 1993; DURAND, 1999). y-
Linolensdure stellt eine nicht essentielle ungesittigte Fettsdure, die aus Linolsdure gebildet

werden kann, dar und wird zur Behandlung von Neurodermitis eingesetzt.

3. PIGMENTE (Phycobiliproteine, Chlorophylle, Carotinoide)

Phycobiliproteine gehoren zu den akzessorischen Pigmenten der Photosynthese.
Cyanobakterien, Rhodophyceen, Cryptophyceen und Glaucophyceen bilden neben den
lipophilen Pigmenten (Chlorophylle und Carotinoide) diese wasserldslichen Farbstoffe
(HERDER-LEXIKON DER BIOLOGIE, 1994 b; STRASBURGER, 1998). Phycocyanin aus
Spirulina platensis ist in Japan unter dem Namen ,Linablue* als Lebensmittelfarbstoff
zugelassen. Es wird weiterthin zur Férbung kosmetischer Produkte sowie in der
pharmazeutischen Technologie zur Féarbung von verschiedenen Arzneistofformulierungen
verwendet (COHEN, 1986).
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Carotinoide kommen in allen photosynthetisch aktiven Mikroalgen in unterschiedlicher
Konzentration vor. Sie stellen zusammen mit den Phycobiliproteinen und den Chlorophyllen
b, ¢, d, e die akzessorischen Pigmente der Photosynthese dar. Die Carotinoide lassen sich in
die sogenannten Carotine, die reine Kohlenwasserstoffe darstellen, und in die Xanthophylle,
die sauerstoffhaltigen Derivate der Carotine, einteilen (HERDER-LEXIKON DER
BIOLOGIE, 1994 a).

Neben -Carotin, das in allen Cyanobakterien vorkommt, enthalten die Blaualgen Zeaxanthin,
Echinenon (Ketocarotinoide), Canthaxanthin sowie Myxoxanthophyll, das in eukaryotischen
Algen fehlt. Aufgrund der fehlenden e-Cyclase zur Bildung des e-lonenringes bilden
Cyanobakterien kein o-Carotin, Lutein, Violaxanthin und Neoxanthin (VAN DEN HOEK,
1993).

Die Griinalgen weisen neben B-Carotin auch o-Carotin sowie die Xanthophylle Lutein,
Violaxanthin, Neoxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin auf (SASA et al., 1992; VAN
DEN HOEK, 1993).

Industriell genutzt werden vor allem Dunaliella—Arten zur [-Carotin-Gewinnung und
Haematococcus—Arten zur  Gewinnung von  Astaxanthin (BOROWITZKA und
BOROWITZKA, 1988; BOROWITZKA, 1992). B-Carotin ist ein pharmazeutisch—
medizinisch wichtiger Inhaltsstoff der Mikroalgen, der im menschlichen Koérper zu Vitamin A
umgebaut wird (Provitamin A). Es wird aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften zur
Pravention der Atherosklerose, koronarer Herzkrankheit und Lichtdermatosen eingesetzt
(KINDL, 1995; HOTZEL, 1996). Neben der Verwendung von [-Carotin als
Lebensmittelfarbstoff zum Fédrben von Butter ist es auBerdem als Farbstoff in
Kosmetikprodukten zugelassen (HOTZEL, 1996). Dariiberhinaus werden Carotinoide (v.a.
Xanthophylle) dem Futter von Tieren zugesetzt, die der Lebensmittelgewinnung dienen
(GOUVEIA, 1996; GOUVEIA, 1997). Ziel sind beispielsweise die Intensivierung der Farbe
des Eigelbes in Hiihnereiern (BAUERNFEIND et al., 1971; CANNELL, 1990) oder die
Erzeugung der typischen Lachsfarbe durch Fiitterung der Lachse mit Astaxanthin
(BENEMANN, 1992).

CZERPAK und BAJGUZ (1997) fanden heraus, daB der Gehalt an o-und B-Carotin in
Chlorella pyrenoidosa durch Zugabe von Cytokininen erhéht wurde.

Chlorophylle werden in die Chlorophylle a, b, ¢, d, und e unterteilt und stehen als
nachwachsende Rohstoffe ubiquitir zur Verfligung. Chlorophyll a ist essentiell an allen

Photosynthesereaktionen beteiligt, wohingegen die Chlorophylle b—e sowie die Carotinoide
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und Phycobiliproteine akzessorische Pigmente darstellen (LEISTNER und BRECKLE, 2000).
Cyanobakterien enthalten im Gegensatz zu den Chlorophyceen, deren Chloroplasten auch
Chlorophyll b aufweisen, nur Chlorophyll a (VAN DEN HOEK, 1993).

Neben der Anwendung der Chlorophylle als Farbstoffe werden ihre desodorierenden,
bakteriostatischen Eigenschaften z.B. in Form von Lutschtabletten gegen Mundgeruch
ausgenutzt (KOCH und HUHNLER, 1995).

Neben den oben genannten Inhaltsstoffen gibt es weitere Verbindungen, die u.a. von

pharmazeutisch—-medizinischer Wichtigkeit sind:

e Vitamine, v.a. Vitamin A, B¢ und B;; (BOROWITZKA, 1988 a; KAY, 1991,
VENKATARAMAN et al., 1994)

e Sterole, v.a. Cholesterolderivate (KOHLHASE und POHL, 1988; DISCH et al., 1998)

e Polysaccharide und Exopolysaccharide (BOYLE und READE, 1983; MORCK, 1991,
FISCHER, 1996; MARSALEK und ROJICKOVA, 1996; FISCHER et al., 1997), die
aufgrund ihrer kolloidalen Eigenschaften in verschiedenen Industriezweigen als Gelier—
und Dispergiermittel eingesetzt werden

e Bioaktive Verbindungen, die als potentielle Arzneistoffe eingesetzt werden konnten
(MERCHANT, 1990; CARMICHAEL, 1992; TEUSCHER et al., 1992; PATTERSON et
al., 1993; BOROWITZKA, 1995; FALCH et al., 1995).

Die Beeinflussung der Zusammensetzung der Biomassen der von uns am Blockheizkraftwerk
geziichteten Mikroalgen durch den Zusatz von Abgas—CO, und/oder NaHCO; zum
Néhrmedium sollte in diesem Kapitel geklart werden. Dabei wurden aus der Biomasse jedes
Ansatzes einer Versuchsreihe jeweils die Fettsduren, Proteine, Carotinoide und Chlorophylle
extrahiert. Durch Vergleich der Zusammensetzung und Konzentration der Inhaltsstoffe der
verschiedenen Kulturen konnte der EinfluB von zusitzlich im Medium angebotenem
anorganischen Kohlenstoff beurteilt werden.

Zur Untersuchung der Zusammensetzung der Biomasse von Chlamydomonas reinhardtii
wurden die Ansdtze der zweiten Versuchsrethe am Blockheizkraftwerk Heikendorf
herangezogen, da sich hieraus das optimale Medium fiir die Ziichtung von Chlamydomonas

reinhardtii ergeben hatte (Kap. 4.2.3).
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Proteine

Der Proteingehalt der am BHKW geziichteten Mikroalgen wurde mit Hilfe der Mikro—
Kjeldahl-Methode bestimmt. Es wurde dariiber zunidchst der Gesamtstickstoffgehalt
berechnet und anschlieBend durch Multiplikation des erhaltenen Wertes mit dem Faktor 6,25
der Gesamtproteingehalt ermittelt. Der Nachteil dieser Berechnung liegt darin, dal durch
stickstofthaltige Nicht—Proteine wie Nucleinsduren und Amine zu hohe Werte fiir den
Gesamtproteingehalt entstehen konnen (BECKER, 1988).

Tab. 7 bis 11 zeigen daher sowohl den Gesamtstickstoffgehalt als auch den
Gesamtproteingehalt fiir die am BHKW geziichteten Mikroalgen Chlorella vulgaris,
Chlamydomonas reinhardtii, Monoraphidium braunii, Spirulina maxima und Spirulina

platensis .

Tab. 7
Gesamtstickstoffgehalt und Gesamtproteingehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)
von Chlorella vulgaris geziichtet am BHKW unter Zusatz verschiedener Konzentrationen an

NaHCOj3 und mit pH-Steuerung tiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN

Nihrlosung NL DSN NL DSN 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCO;
(NL) DSN 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCO; | + Abgas - CO, | + Abgas - CO,

= pHS8 = pHS8

Gesamt —
stickstoff - 7,1 6,2 5.9 7,0 7,2
gehalt
%
Gesamt —
protein — 444 38,8 36,6 438 45,0
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute

am 45. 473 686 1019 598 2225
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab. 7 zeigt, dal der Stickstoff-bzw. Proteingehalt der Biomasse von Chlorella vulgaris
unabhingig von der Zusammensetzung der Nahrlosung in allen Ansétzen relativ konstant war.
Der Gesamtproteingehalt von Chlorella vulgaris lag sowohl in Ndhrlésung DSN als auch in
Néhrlosung DSN (0,3 % bzw. 0,5 % NaHCOs, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) bei ca. 45 %.
Somit wird deutlich, daB selbst die geringen Schwankungen des Proteingehaltes innerhalb der
Ansiétze zwischen ca. 37 % und 45 % nicht durch den Zusatz von NaHCO; oder Abgas—CO,
verursacht wurden. Auch ein Zusammenhang zwischen Biomasse—Ausbeute und
Gesamtproteingehalt kann nicht abgeleitet werden; denn die Ziichtung von Chlorella vulgaris
in Néhrlosung DSN ergab mit 473 mg/l die geringste Biomasse—Ausbeute der Versuchsreihe,
in Nahrlosung DSN (0,5 % NaHCOs;, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) mit 2225 mg/l die
hochste Ausbeute. Der Gesamtproteingehalt lag in beiden Ansétzen jedoch bei 45 %.

Durch Tab. 7 wird deutlich, dafl der Proteingehalt der Biomasse von Chlorella vulgaris am
niedrigsten war, wenn dem normalen Ndhrmedium DSN ausschlieflich NaHCO; als
zusitzliche Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde. Bei kombiniertem Zusatz von NaHCO; und

Abgas—CO, wurde der gleiche Gesamtproteingehalt wie im Vergleichsmedium DSN erreicht.

Tab. 8
Gesamtstickstoffgehalt und Gesamtproteingehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)
von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; sowie mit

oder ohne pH-Steuerung liber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN NL DSN
Nihrlosung NL DSN 0,5% NaHCO; | nach 14 Tg.: nach 14 Tg.:
(NL)DSN | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | 0,5% NaHCO;
= pH7 = pH7 = pH7 + Abgas - CO,
= pH7
Gesamt —
stickstoff - 9,7 9,9 6,8 9,7 6,6
gehalt
%
Gesamt —
protein — 60,6 61,9 42,5 60,6 41,3
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 232 333 150 267 131
Wachstums-
tag
mg/l
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Es ist auffillig, daB3 der Proteingehalt der Biomassen von Chlamydomonas reinhardtii in allen
drei Néhrlosungen, die jeweils die hochste Biomasseausbeute erzielten, mit ca. 60 % am
groBBten war. Der hochste Gesamtproteingehalt von ca. 62 % wurde in der Biomasse von
Chlamydomonas reinhardtii in Néhrlosung DSN, Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 7 bestimmt. In
diesem Medium wurde mit 333mg/l aullerdem die groBte Biomasse-Menge gewonnen.
Sowohl die Gesamtproteingehalte als auch die Biomasseausbeuten am 45. Wachstumstag in
Néhrlosung DSN (0,5 % NaHCO3, CO; pH 7) und in N&hrlosung DSN (nach 14 Tagen: 0,5 %
NaHCO; und Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 7) lagen im Vergleich zu den anderen Ansitzen
deutlich niedriger.

Aus Tab. 8 kann abgeleitet werden, dall der alleinige Zusatz von Abgas—CO, zum
Kulturmedium keinerlei Auswirkungen auf den Gesamtstickstoff-bzw. Proteingehalt hatte.
Im Gegensatz dazu kam es durch kombinierte Zugabe von NaHCO; und Abgas—CO; zu einer

deutlichen Erniedrigung des Gesamtstickstoff-und Proteingehaltes.

Tab. 9
Gesamtstickstoffgehalt und Gesamtproteingehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)
von Monoraphidium braunii geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; sowie mit oder

ohne pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Néhrlosung (NL) NL DSN NL DSN NL DSN
DSN 0,3 % NaHCO; | + Abgas-CO, = | 0,3% NaHCO;
pH 8 + Abgas - CO, =
pH 8
Gesamt —
stickstoff - 8,2 7,0 8,1 7,4
gehalt
%
Gesamt —
protein — 51,3 43,8 50,6 46,3
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 690 305 704 790
Wachstums-
tag
mg/l
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Wie fiir Chlamydomonas reinhardtii kann auch fir Monoraphidium braunii abgeleitet
werden, dal der alleinige Zusatz von Abgas—CO, zum Ndhrmedium keinen Einfluf3 auf den
Gesamtproteingehalt der Biomasse hatte (jeweils ca. 50 %). Bei alleiniger Zugabe von
NaHCO; sowie in Kombination mit Abgas—CO, wurde der Gesamtproteingehalt der
Biomassen auf ca. 45 % erniedrigt. Ein Zusammenhang zwischen Biomasse-Ausbeute und
Gesamtproteingehalt wurde fiir Monoraphidium braunii wie aus Tab. 9 ersichtlich jedoch

nicht deutlich.

Tab. 10
Gesamtstickstoffgehalt und Gesamtproteingehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)
von Spirulina maxima geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-

Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
2 % NaHCO; 2 % NaHCO; 2 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pH9 pH 10
Gesamt —
stickstoff - 6,8 4,7 6,8 4.8
gehalt
%
Gesamt —
protein — 42,5 29,4 42.5 30,0
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute 513 777 522 739
am 45.
Wachstums-
tag
mg/l

Tab. 10 zeigt, dal der Gesamtproteingehalt der Biomassen von Spirulina maxima in den
Nihrmedien, in denen die hochsten Biomasseausbeuten erzielt wurden, etwa 10 % unter dem
der anderen Ansétze lag. Es ist zu vermuten, daBl fir Spirulina maxima ein umgekehrt
proportionaler Zusammenhang zwischen Wachstumsintensitit und Gesamtproteingehalt

besteht, der jedoch unabhingig vom Zusatz von NaHCO; bzw. Abgas—CO ist.
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Tab. 11
Gesamtstickstoffgehalt und Gesamtproteingehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)

von Spirulina platensis geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-

Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
3 % NaHCO; 3 % NaHCO; 3 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
Gesamt —
stickstoff - 12,8 10,8 11,3 11,8
gehalt
%
Gesamt —
protein — 80,0 67,5 70,6 73,8
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 383 886 427 570
Wachstums-
tag
mg/l

Fiir Spirulina platensis trifft dieselbe Aussage wie flir Spirulina maxima zu:

Der Gesamtproteingehalt der Biomasse aus dem Medium, in dem die geringste Biomasse—
Ausbeute erzielt wurde (Spirulina-NL), lag mit 80 % im Vergleich zu allen anderen
Versuchsansédtzen am hochsten. Der geringste Gesamtproteingehalt (ca. 68 %) wurde in der
Biomasse aus Nihrlosung DSN 5 % Seewasser, 2 % NaHCO; bestimmt, aus der am 45.
Wachstumstag jedoch die grofite Ausbeute an Biomasse hervorging.

Die beiden Ansdtze mit kombiniertem Zusatz von NaHCO;3; und Abgas—CO, lagen sowohl
hinsichtlich der Biomasse—Ausbeute als auch des Gesamtproteingehaltes relativ eng
beieinander, der oben beschriebene Zusammenhang konnte u.U. aus diesem Grunde nicht aus

ihnen abgeleitet werden.
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5.2.2 Fettsiauren

Die qualitative und quantitative Bestimmung des Fettsduregehaltes erfolgte anhand der von
GARCES und MANCHA (1993) beschriebenen Methylierungsmethode. Die entstandenen
Fettsduremethylester wurden mit Hilfe der Gaschromatographie aufgetrennt. Die
Identifizierung der Fettsduren gelang einerseits mittels verschiedener
Fettsdurestandardgemische und andererseits durch Kopplung des Gaschromatographen an ein
Massenspektrometer. Die erhaltenen Massenspektren konnten mit Hilfe einer
Spektrenbibliothek den entsprechenden Fettsduren zugeordnet werden.

Die quantitative Zusammensetzung der Fettsduren wurde durch Verwendung von

Heptadecansidure als Internem Standard ermittelt.

Tab. 12

Gesamtfettsduregehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse) von Chlorella vulgaris am
45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-Steuerung
iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN
Nihrlosung NL DSN NL DSN 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCO;
(NL) DSN 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCQ; | + Abgas - CO, | + Abgas - CO,
= pHS = pHS
Gesamt —
fettsidure - 3,31 5,56 6,41 5,71 7,82
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 473 686 1019 598 2225
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 13

Fettsdurezusammensetzung (% des Gesamtfettsduregehaltes der Biomasse) von Chlorella
vulgaris am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH—
Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN
Fettsduren Nihrlosung NL DSN NL DSN 0,3 % NaHCO; | 0,5 % NaHCO;
(NL) DSN 0,3 % NaHCOs | 0,5 % NHCO; | + Abgas — CO, | + Abgas — CO,
=>pHS =>pHS
C 8:0 1,4 0,2 0,1 0,2 0,1
C 10:0 1,1 1,4 1,6 0,5 -
C 12:0 0,5 - - - -
C 14:0 0,6 0,2 0,1 0,2 0,4
C 3-OH 14:0 0,3 0,4 0,1 0,3 0,4
C 16:0 iso 9,1 10,8 9,3 8.8 10,2
C 16:0 24,1 21,6 20,3 19,3 25,6
C 16:1° 2,1 1,3 0,8 1,8 0,6
C 18:0 0,6 1,3 0,5 0,7 1,3
C 18:1°cis 6,0 7.2 10,9 22.8 19,2
C 18:2”12 21,1 19,8 20,4 21,0 10,2
C18:3 o 33,1 35,8 35,9 24.4 32,0

Der Gesamtfettsduregehalt der Biomasse von Chlorella vulgaris war in den verschiedenen
Nahrmedien relativ unterschiedlich (3,3 % bis 7,8 %). Tab. 12 macht deutlich, da3 der
Gesamtfettsauregehalt von Chlorella vulgaris sowohl bei alleiniger Zugabe von NaHCOj; zum
Medium als auch in Kombination mit CO, im Vergleich zur Ziichtung in Néahrlosung DSN
erhoht wurde.

Bei Kultivierung von Chlorella vulgaris in Nahrlosung DSN (0,5 % NaHCO;, Abgas—CO,—
Zufuhr bis pH 8) wurde einerseits die groBte Biomasse—Ausbeute am 45. Wachstumstag
erzielt (2225 mg/l), andererseits konnte der hochste Gesamtfettsduregehalt (7,82 % des
Trockengewichtes) festgestellt werden. Dieser Zusammenhang wird besonders durch
Betrachtung des geringsten Gesamtfettsduregehaltes dieser Versuchsreihe (3,31 %) in
Néhrlosung DSN und die ebenfalls in Néhrlosung DSN ermittelte niedrigste Biomasse—
Ausbeute unterstrichen.

Die prozentuale Zusammensetzung der Fettsduren blieb — auch bei unterschiedlichem
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Gesamtfettsduregehalt der Biomassen — in den verschiedenen Medien relativ konstant (Tab.
13). Die dennoch auftretenden Schwankungen konnten nicht in Zusammenhang mit der
Zugabe von NaHCO; und/oder Abgas—CO, zum Medium gebracht werden.

Auffillig war der hohe Gehalt an C 18:1%is (22,8 % des Gesamtfettsiuregehaltes der
Biomasse) von Chlorella vulgaris geziichtet in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO;, Abgas—
CO,—Zufuhr bis pH 8). Er lag 3,8 x hoher als der bei Kultivierung von Chlorella vulgaris in
Néhrlosung DSN (6 % des Gesamtfettsduregehaltes der Biomasse).

Tab. 14
Gesamtfettsduregehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse) von Chlamydomonas
reinhardtii am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; sowie mit

oder ohne pH-Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN NL DSN
Néhrlosung NL DSN 0,5% NaHCO; | nach 14 Tg.: nach 14 Tg.:
(NL) DSN + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | 0,5% NaHCO;
= pH7 = pH7 = pH7 + Abgas - CO,
= pH7
Gesamt —
fettsidure - 5,23 4,84 2,61 4,29 2,42
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 232 333 150 267 131
Wachstums-
tag
mg/l

121



Tab 15

(% des der Biomasse) von

Chlamydomonas reinhardtii am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von

Fettsdurezusammensetzung Gesamtfettsduregehaltes

NaHCOj; sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN NL DSN
Fettsauren Niahrlosung NL DSN 0,5% NaHCO; | nach 14 Tg.: nach 14 Tg.:
(NL) DSN + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | 0,5% NaHCO;
= pH7 = pH7 = pH7 + Abgas - CO,
= pH7
C 8:0 Spuren Spuren 04 0,2 0.4
C10:0 Spuren 0,2 Spuren Spuren Spuren
C12:0 0,4 1,0 0,4 0,5 Spuren
C 14:0 0,8 0,6 1,1 0,7 1,2
C 3-0H 14:0 Spuren Spuren Spuren 0,2 Spuren
C 16:0 iso 3,8 3,1 3,8 2,6 3,7
C16:0 28,7 31,0 30,7 31,2 29,8
c16:1° 2,7 2,1 3,8 2,3 2,5
C 18:0 3,8 3,1 3,8 3,3 4,1
C 18:1°cis 3,8 6,2 3,8 4,7 8,3
C18:2>" 17,2 16,5 13,0 16,3 20,7
C18:3 a 38,2 35,1 38,3 37,3 28,9
C 20:0 0,4 0,6 0,4 0,5 0,4
C 20:1 0,2 0,5 0,5 0,2 Spuren

Anhand der Tab. 14 wird deutlich, daB der Gesamtfettsduregehalt von Chlamydomonas
reinhardtii durch den Zusatz von NaHCO; und/oder Abgas—CO, erniedrigt wurde. Er lag mit
5,23 % des Trockengewichtes der Biomasse von Chlamydomonas reinhardtii, geziichtet in
Nahrlosung DSN, am hochsten. Bei alleiniger Zufuhr von Abgas—CO, erreichten die
Biomassen einen Gesamtfettsduregehalt von ca. 4-5 %, die Biomasseausbeute in diesen
Medien (333 mg/l bzw. 267 mg/l) war jedoch hoher als die in Nahrlosung DSN (232 mg/1). Es
daBB die Nahrlosung DSN  hinsichtlich  des

Gesamtfettsduregehaltes bei alleinigem Zusatz von CO, zum Medium jedoch relativ gering

zeigte  sich, Abweichungen zur
waren.

GroBere Unterschiede im Gesamtfettsduregehalt ergaben sich dagegen bei Zusatz von
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NaHCO; und Abgas—CO,. Sowohl die Biomasse—Ausbeuten (150 mg/l bzw. 131 mg/l) als
auch die Gesamtfettsduregehalte (2,61 % bzw. 2,42 %) lagen unter den Ergebnissen bei
Zichtung von Chlamydomonas reinhardtii in Nihrlosung DSN (232 mg/l Biomasse—
Ausbeute und 5,23 % Gesamtfettsduregehalt).

Die Fettsdurezusammensetzung zeigte sich auch fiir Chlamydomonas reinhardtii bei
Zichtung in den unterschiedlichen Medien relativ konstant. Die hier auftretenden
Schwankungen konnten wie bei Chlorella vulgaris ebenfalls nicht in Zusammenhang mit dem

Zusatz von NaHCOj; und/oder Abgas—CO, zur Nahrlosung gebracht werden.

Tab. 16

Gesamtfettsduregehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse) von Monoraphidium braunii
am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und/oder pH—
Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Néhrlosung (NL) NL DSN NL DSN NL DSN
DSN 0,3% NaHCO; | + Abgas - CO, = | 0,3% NaHCO;
pH 8 + Abgas — CO, =
pH 8
Gesamt —
fettsidure - 6,85 5,3 6,29 5,9
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 690 305 704 790
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 17

Fettsdurezusammensetzung

(%

des

Gesamtfettsduregehaltes

der

Biomasse)

von

Monoraphidium braunii am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von

NaHCOj; sowie mit oder ohne pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Fettsduren Nihrlosung NL DSN NL DSN NL DSN
(NL) DSN 0,3% NaHCO; | + Abgas - CO, = | 0,3% NaHCO;
pH 8 + Abgas — CO, =

pH 8

C 8:0 0,4 0,4 0,3 0,5

C 12:0 1,6 - - -

C 14:0 0,4 0,6 0,3 0,3

C 16:0 iso 1,3 0,8 1,1 1,0

C 16:0 30,1 30,2 27,0 27,1

C 16:1° 1,3 2,1 1,0 1,2

C 18:0 0,7 1,1 1,1 0,7

C 18:1°cis 17,8 23,4 25,4 18,6

C 18:2" 27,7 17,7 23.8 32,2

C18:3 o 18,4 23,0 19,1 17,8

C 20:1 - 0,2 0,3 0,2

C 22:0 0,3 0,5 0,6 0,4

Wie aus Tab. 16 ersichtlich, wurde der Gesamtfettsduregehalt von Monoraphidium braunii

durch Zugabe von NaHCO; und/oder Abgas—CO, nur wenig erniedrigt. Der hochste

Gesamtfettsauregehalt wurde in Néhrlosung DSN mit 6,85 % des Trockengewichtes der

Biomasse bestimmt, er lag bei Ziichtung von Monoraphidium braunii in Néhrlosung DSN

(Abgas—CO,—Zufuhr bis pH 8) mit 6,29 % nur unwesentlich niedriger.

Die Biomasse—Ausbeute (305 mg/l) sowie der Gesamtfettsduregehalt der Biomasse (5,3 %)

waren bei Kultivierung von Monoraphidium braunii in Nahrlosung DSN; 0,3 % NaHCO; am

geringsten.

Die hochste Ausbeute an Biomasse wurde in Néhrlosung DSN (0,3 % NaHCO3, Abgas—CO,—
Zufuhr bis pH 8) erzielt (790 mg/l). Auch hier lag der Gesamtfettsduregehalt (5,9 %) nur

wenig unter dem in Néhrlosung DSN (6,85 %), in der eine Biomasse—Ausbeute von 690 mg/1

erreicht wurde.
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Die Fettsdurezusammensetzung der Biomasse von Monoraphidium braunii blieb wie bei den

anderen Chlorophyceen in den verschiedenen Medien dieser Versuchsreihe relativ konstant.

Tab. 18

Gesamtfettsduregehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse)von Spirulina maxima am 45.
Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO3; und mit pH-Steuerung tiber
Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Néhrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
2 % NaHCO; 2 % NaHCO; 2 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
Gesamt —
fettsdure — 2,41 2,1 2.4 3,0
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 513 777 522 739
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 19

Fettsdurezusammensetzung (% des Gesamtfettsduregehaltes der Biomasse) von Spirulina

maxima am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-—

steuerung tiber Abgas—CO,—Zufuhr

Fettséiuren Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5§ %
Niahrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
2 % NaHCO; 2 % NaHCO; 2 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
C 8:0 Spuren Spuren Spuren Spuren
C10:0 Spuren Spuren Spuren Spuren
C12:0 Spuren Spuren Spuren Spuren
C 14:0 0,3 Spuren Spuren Spuren
C16:0 49,8 52,3 54,2 53,3
c16:1’° 4,2 4,8 4,2 3,3
C18:0 4,2 9,5 4,2 6,7
C 18:17cis 8,3 4,8 42 3,3
C18:2”" 20,7 19,1 25,0 20,0
C18:3y 12,5 9,5 8,3 13,3
C 20:0 Spuren Spuren Spuren Spuren

Die unterschiedliche Zusammensetzung der Ndhrmedien hatte auf den Gesamtfettsduregehalt
von Spirulina maxima nur einen sehr geringen EinfluB. Der hochste Gehalt wurde bei
Zichtung in Néhrlosung DSN (2 % NaHCO;, Abgas—CO,—Zufuhr bis 10) erreicht (3,0 %).
Der Gesamtfettsduregehalt von Spirulina maxima lag in den anderen Medien im Bereich von
2,1 % bis 2,41 %.

Die hochsten Biomasse—Ausbeuten wurden in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser; 2 %
NaHCOs3) (777 mg/l) und in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser; 2 % NaHCOs, Abgas—CO,—
Zufuhr bis pH 10) (739 mg/l) erzielt. Der Gesamtfettsduregehalt lag jedoch im Vergleich zu
den anderen Nihrlosungen bei Ziichtung in erstgenanntem Medium mit 2,1 % am niedrigsten,
im zweiten Medium mit 3,0 % dagegen am hdochsten. So wird deutlich, daB fiir Spirulina
maxima kein  Zusammenhang zwischen Biomasseproduktion und Hoéhe des
Gesamtfettsauregehaltes besteht.

Die Fettsdurezusammensetzung von Spirulina maxima blieb wie bei den Chlorophyceen

unabhingig von der Zusammmensetzung der Ndhrlosungen relativ konstant.
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Tab. 20
Gesamtfettsduregehalt (% des Trockengewichtes der Biomasse) von Spirulina platensis am

45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH—Steuerung

iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
3 % NaHCO; 3 % NaHCO; 3 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pH9 pH 10
Gesamt —
fettsdure — 432 4,12 3,54 4,08
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 383 886 427 570
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 21

Fettsdurezusammensetzung (% des Gesamtfettsduregehaltes der Biomasse) von Spirulina
platensis am 45. Wachstumstag gezlichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH—
Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Fettséiuren Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5§ %
Niahrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
3% NaHCO; 3 % NaHCO; 3 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
C 8:0 Spuren Spuren Spuren 0,3
C10:0 Spuren Spuren Spuren Spuren
C12:0 0,7 1,0 0,8 0,6
C 14:0 0,7 0,5 0,5 0,3
C16:0 46,3 48,5 452 49,0
C16:1° 6,9 53 8,5 7.4
C 18:0 1,4 2,4 1,7 0,7
C 18:1°cis 9,3 3,4 8,5 4,9
C 18:2”" 27,8 29,1 28,3 29,4
C18:3y 6,9 9,8 6,5 7,4

Die Ergebnisse flir Spirulina platensis waren dhnlich wie fiir Spirulina maxima. Der
Gesamtfettsduregehalt wurde nur wenig durch den Zusatz von NaHCO; und CO,; erniedrigt,
er erstreckte sich fiir alle Ndhrlosungen iiber einen Bereich von 3,54 % bis 4,32 % des
Trockengewichtes der Biomasse.

Aus den Werten der Tab. 20 wird deutlich, da auch fiir Spirulina platensis kein
Zusammenhang zwischen Biomasse-Ausbeute und Hohe des Gesamtfettsduregehaltes besteht
— trotz niedrigster Biomasse-Ausbeute in Spirulina-Ndhrlosung (383 mg/l) und hochster
Biomasse-Ausbeute in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser; 3 % NaHCO;) lag der
Gesamtfettsduregehalt von Spirulina platensis in beiden Medien bei ca. 4 % des
Trockengewichtes der Biomasse.

Die Fettsdurezusammensetzung der Biomasse von Spirulina platensis blieb wie bei allen
anderen von uns getesteten Mikroalgen relativ konstant und somit unabhdngig von der

Zusammensetzung des jeweiligen Ndahrmediums.
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5.2.3 Carotinoide und Chlorophylle

Die Carotinoide und Chlorophylle wurden mit Aceton bzw. Aceton/Methanol (3:1) aus der
Biomasse extrahiert. Der so erhaltene acetonische bzw. acetonisch/methanolische Extrakt
wurde zur Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehaltes (incl. Chlorophyll) bei 450 nm
photometrisch vermessen (DAVIES, 1976).

Die Identifizierung der Carotinoide und Chlorophylle erfolgte mittels HPLC iiber den
Vergleich  derer Retentionszeiten und  Absorptionsspektren mit  denen  von
Referenzsubstanzen, wéhrend die prozentuale Zusammensetzung {iber die im

Chromatogramm erhaltenen Peakfldachen berechnet wurde.

Tab. 22
Gesamtcarotinoidgehalt und Gesamtchlorophyllgehalt (% des Trockengewichtes der
Biomasse) von Chlorella vulgaris geziichtet am BHKW unter Zusatz verschiedener

Konzentrationen an NaHCO; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN
Niéhrlosung NL DSN NL DSN 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCO;
(NL)DSN | 0,3% NaHCO; | 0,5% NaHCO; | + Abgas - CO, | + Abgas - CO,
= pHS = pHS
Gesamt —
carotinoid - 0,61 0,51 0,64 0,49 0,73
gehalt
%
Gesamt —
chlorophyll - 0,31 0,32 0,34 0,25 0,38
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 473 686 1019 598 2225
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 23

Carotinoid—und Chlorophyllzusammensetzung (% des Gesamtcarotinoid—bzw. Chlorophyll-

gehaltes der Biomasse) von Chlorella vulgaris am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW

unter Zusatz von NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN
Nihrlosung NL DSN NL DSN 0,3 % NaHCO; | 0,5 % NaHCO;
(NL) DSN 0,3 % NaHCOs | 0,5 % NHCO; | + Abgas — CO, | + Abgas — CO,
=>pHS =>pHS
Cantaxanthin 22,1 22,6 20,7 20,4 27,1
Lutein 41,6 48,4 45,5 48,3 46,4
Zeaxanthin 17,4 15,0 15,1 16,5 10,7
Echinenon 18,1 9,5 17,2 12,6 12,4
o, - Carotin 0,3 1,8 0,5 0,8 -
B - Carotin 0,5 2,7 1,0 1,6 34
Chlorophyll a 45,8 443 45,0 46,5 44,0
Chlorophyll b 54,2 55,7 55,0 53,5 56,0

Der Gesamtcarotinoidgehalt von Chlorella vulgaris erstreckte sich in den unterschiedlichen
Néhrmedien iiber einen Bereich von 0,49 % bis 0,73 % des Trockengewichtes der Biomasse,
der Gesamtchlorophyllgehalt von 0,25 % bis 0,38 %. Die Abweichungen zwischen den
einzelnen Medien waren also relativ gering.

Chlorella vulgaris geziichtet in Nahrlosung DSN (0,5 % NaHCOs, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH
8) ergab im Vergleich zu allen anderen Ansdtzen mit 0,73 % sowohl den hdochsten
Gesamtcarotinoidgehalt als auch mit 0,38 % den hochsten Gesamtchlorophyllgehalt und mit
2225 mg/l die groBte Biomasse-Ausbeute.

Die geringste Biomasse-Ausbeute wurde in Nidhrlosung DSN erzielt (473 mg/l); der
Gesamtcarotinoidgehalt (0,61 %) und der Gesamtchlorophyllgehalt (0,31 %) lagen trotzdem
iiber denen in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8), in der
dagegen eine hohere Biomasse-Ausbeute erzielt wurde (1019 mg/l). Es bestand also kein
Zusammenhang zwischen grof3erer Biomasse-Ausbeute und hoherem Carotinoidgehalt in den
verschiedenen Ndhrmedien.

Die Schwankungen innerhalb der Carotinoid-und Chlorophyllzusammensetzung waren relativ

gering und unabhéngig von der Zugabe von NaHCO3 und Abgas-CO..
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Tab.24
Gesamtcarotinoidgehalt und Gesamtchlorophyllgehalt (% des Trockengewichtes der
Biomasse) von Chlamydomonas reinhardtii geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO;

sowie mit oder ohne pH—Steuerung liber Abgas—CO,—Zufuhr

NL DSN NL DSN NL DSN
Niéhrlosung NL DSN 0,5% NaHCO; | nach 14 Tg.: nach 14 Tg.:
(NL) DSN + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | 0,5% NaHCO;
= pH7 = pH7 = pH7 + Abgas - CO,
= pH7
Gesamt —
carotinoid - 1,2 0,71 0,59 1,1 0,48
gehalt
%
Gesamt —
chlorophyll - 0,15 0,37 0,1 0,1 0,05
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 232 333 150 267 131
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 25
Carotinoid—und Chlorophyllzusammensetzung (% des Gesamtcarotinoid—bzw. Chlorophyll-
gehaltes der Biomasse) von Chlamydomonas reinhardtii am 45. Wachstumstag geziichtet am
BHKW unter Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung tiber Abgas—CO,—
Zufuhr

NL DSN NL DSN NL DSN
Niéhrlosung NL DSN 0,5% NaHCO; | nach 14 Tg.: nach 14 Tg.:
(NL) DSN + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | + Abgas - CO, | 0,5% NaHCO;
= pH7 = pH7 = pH7 + Abgas - CO,
= pH7
Cantaxanthin 35,6 38,1 31,6 30,1 40,3
Lutein 33,5 33,9 45,1 32,0 43,6
Zeaxanthin 25,2 22,1 7,5 31,3 8,5
Astaxanthin 1,3 Spuren 0,7 1,2 2,1
o, - Carotin Spuren Spuren 2,0 0,9 Spuren
B - Carotin 4,4 5,9 13,1 4,5 5,5
Chlorophyll a 49,4 85,5 54,5 13,0 37,3
Chlorophyll b 50,6 14,5 45,5 87,0 62,7

Der Gesamtcarotinoidgehalt von Chlamydomonas reinhardtii in Nahrlosung DSN lag mit
1,2 % am hochsten im Vergleich zu den Carbonat-und CO,-haltigen Medien.

Die Kultivierung im Ndhrmedium zur optimalen Biomasse-Produktion (NL DSN, Abgas-
CO,-Zufuhr bis pH 7) ergab mit 0,37 % den hdochsten Gesamtchlorophyllgehalt von
Chlamydomonas reinhardtii. Auch der Gesamtcarotinoidgehalt lag hier mit 0,71 % im
Vergleich zur Zichtung von Chlamydomonas reinhardtii in Nahrlosung DSN (0,5 %
NaHCOs;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 7) hoher. Die Biomasse wies bei Ziichtung in
letztgenanntem Medium einen Gesamtcarotinoidgehalt von 0,59 % des Trockengewichtes auf,
bei verzogerter Zugabe des Carbonates und des CO; in gleicher Konzentration betrug der
Carotinoidgehalt 0,48 % des Trockengewichtes der Biomasse.

Die aufgetretenen Schwankungen im Gesamtcarotinoid-und Chlorophyllgehalt konnten auch
bei Chlamydomonas reinhardtii nicht in einen direkten Zusammenhang mit der Hohe der
Biomasse-Ausbeute gebracht werden. Die in der Carotinoid-und Chlorophyllzusammen-
setzung auftretenden Abweichungen zwischen den einzelnen Medien lieBen nicht auf einen

Zusammenhang mit der Zufuhr von Abgas-CO, und NaHCOj3 schlieBBen.
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Tab. 26

Gesamtcarotinoidgehalt und Gesamtchlorophyllgehalt (%

des

Trockengewichtes

der

Biomasse) von Monoraphidium braunii geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO;

sowie mit oder ohne pH—Steuerung liber Abgas—CO,—Zufuhr

Néhrlosung (NL) NL DSN NL DSN NL DSN
DSN 0,3 % NaHCO; | + Abgas - CO, => 0,3% NaHCO;
pHS + Abgas - CO; >
pH 8
Gesamt —
carotinoid - 0,58 0,28 0,45 0,6
gehalt
%
Gesamt —
chlorophyll — 0,85 0,54 0,72 0,71
gehalt
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 690 305 704 790
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab. 27
Carotinoid—und Chlorophyllzusammensetzung (% des Gesamtcarotinoid—bzw. Chlorophyll-
gehaltes der Biomasse) von Monoraphidium braunii am 45. Wachstumstag geziichtet am
BHKW unter Zusatz von NaHCO; sowie mit oder ohne pH—Steuerung tiber Abgas—CO,—
Zufuhr

Néhrlosung NL DSN NL DSN NL DSN
(NL) DSN 0,3% NaHCO; | + Abgas - CO, = | 0,3% NaHCO;
pH 8 + Abgas — CO, =

pH 8

Lutein 31,0 42,3 30,8 25,1

Zeaxanthin 39,3 44,0 39,6 31,9

o - Carotin 3,1 3,5 33 2,5

B - Carotin 26,6 10,2 26,3 40,5

Chlorophyll a 95,4 95,7 95,4 95,2

Chlorophyll b 4,6 43 4,6 4,8

Sowohl der Gesamtcarotinoidgehalt (0,28 %) als auch der Gesamtchlorophyllgehalt (0,54 %)
von Monoraphidium braunii lagen in Néhrlosung DSN; 0,3 % NaHCO; am niedrigsten. In
diesem Ndhrmedium wurde auBerdem auch die geringste Biomasse-Ausbeute erzielt (305
mg/l).

Die Biomasse-Ausbeute in Nahrlosung DSN und Nahrlosung DSN (Abgas-CO,-Zufuhr bis
pH 8) war relativ dhnlich (ca. 700 mg/1), wobei der Gesamtcarotinoidgehalt (0,58 %) und der
Gesamtchlorophyllgehalt (0,85 %) im erstgenannten Medium etwas hoher lagen als im
letzgenannten (Carotinoidgehalt: 0,45 %; Chlorophyllgehalt: 0,72 %).

In Nihrlosung DSN (0,3 % NaHCOs, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8), in der die hdchste
Biomasse-Ausbeute fiir Monoraphidium braunii erreicht wurde (790 mg/l), lagen sowohl der
Gesamtcarotinoidgehalt (0,6 %) als auch der Gesamtchlorophyllgehalt (0,71 %) im Vergleich
mit den anderen Medien relativ hoch.

Auch fir Monoraphidium braunii gilt die gleiche Aussage wie fiir die anderen
Chlorophyceen, daf3 keine Abhingigkeit der Carotinoid-bzw. Chlorophyllzusammensetzung
vom Zusatz des NaHCO; oder Abgas-CO, abgeleitet werden konnte.
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Tab. 28
Gesamtcarotinoidgehalt und Gesamtchlorophyllgehalt (Chlorophyll a) (% des Trocken-

gewichtes der Biomasse) von Spirulina maxima geziichtet am BHKW unter Zusatz von

NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
2 % NaHCO; 2 % NaHCO; 2 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
Gesamt —
carotinoid - 0,15 0,13 0,18 0,23
gehalt
%
Gesamt —
chlorophyll —
gehalt 0,1 0,15 0,2 0,25
(Chloroph. a)
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 513 777 522 739
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 29
Carotinoidzusammensetzung (% des Gesamtcarotinoidgehaltes der Biomasse) von Spirulina

maxima am 45. Wachstumstag geziichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH-—

Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
2 % NaHCO; 2 % NaHCO; 2 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
Myxo - 21,8 13,5 16,8 19,4
xanthophyll
Zeaxanthin 23,8 23,8 26,1 28,3
Echinenon 2,0 0,8 3,8 2,7
B - Carotin 52,4 61,9 53,3 49,6
Tab. 30

Gesamtcarotinoidgehalt und Gesamtchlorophyllgehalt (Chlorophyll a) (% des Trocken-

gewichtes der Biomasse) von Spirulina platensis geziichtet am BHKW unter Zusatz von

NaHCOj; und mit pH—Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
3 % NaHCO; 3 % NaHCO; 3 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pH9 pH 10
Gesamt —
carotinoid - 0,29 0,25 0,19 0,27
gehalt
%
Gesamt —
chlorophyll —
gehalt 0,35 0,4 0,21 0,42
(Chloroph. a)
%
Biomasse-
Ausbeute
am 45. 383 886 427 570
Wachstums-
tag
mg/l
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Tab 31

Carotinoidzusammensetzung (% des Gesamtcarotinoidgehaltes der Biomasse) von Spirulina
platensis am 45. Wachstumstag gezlichtet am BHKW unter Zusatz von NaHCO; und mit pH—
Steuerung iiber Abgas—CO,—Zufuhr

Spirulina NL DSN 5 % NL DSN 5 % NL DSN 5 %
Nihrlosung (NL) Seewasser Seewasser Seewasser
3 % NaHCO; 3 % NaHCO; 3 % NaHCO;
+ Abgas - CO, = | + Abgas - CO, =
pHY pH 10
Myxo - 9,7 11,9 6,9 11,0
xanthophyll
Zeaxanthin 19,4 24,6 13,4 21,7
Echinenon 2,1 2,4 1,6 1,8
B - Carotin 68.8 61,1 78,1 65,5

Auch fiir die von uns getesteten Cyanobakterien Spirulina maxima und Spirulina platensis
konnte kein Zusammenhang zwischen Gesamtcarotinoidgehalt bzw. Gesamtchlorophyllgehalt
und der Zugabe von NaHCO; und Abgas-CO, zum Nahrmedium festgestellt werden.

Bei der Ziichtung von Spirulina maxima und Spirulina platensis in den unterschiedlichen
Néhrmedien waren sowohl die Schwankungen im Carotinoidgehalt (0,13 % bis 0,23 % fiir
Spirulina maxima; 0,19 % bis 0,29 % fir Spirulina platensis) als auch im Chlorophyllgehalt
(0,1 % bis 0,25 % fiir Spirulina maxima ; 0,21 % bis 0,42 % fir Spirulina platensis) relativ
gering.

Auch die im Bereich der Carotinoidzusammensetzung aufgetretenen Schwankungen

entstanden nicht durch den Zusatz von NaHCO; bzw. Abgas-CO,.

5.3  Zusammenfassung und Diskussion
Die Untersuchung des EinfluBles von Abgas-CO, und NaHCO; auf die Zusammensetzung der

Biomassen der am BHKW geziichteten Mikroalgen ergab hinsichtlich der jeweils optimalen

Néhrlosungen folgende Ergebnisse:
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Tab. 32

EinfluB von NaHCO; und Abgas-CO, auf den Protein-, Fettsdure-, Carotinoid-und

Chlorophyligehalt der am BHKW geziichteten Mikroalgen

Mikroalgen Optimale Steigerung der | Beeinflussung | Beeinflussung | Beeinflussung
Nihrlosung Biomasse — des Gesamt- | des Gesamt- | des Gesamt-
Ausbeute; Protein- Fettsdure- Carotinoid/
Gehaltes; Gehaltes; Chlorophyll-
Gehaltes;
Chlorella DSN'10% 370 % +1,4% +1363% | +19,7 %/
_ +0,5 %NaHCO;
vulgaris + 22,6 %
+CO,pH 8
Chlamydomo-
nas DSN'10% 44 % +2,1% -7,5% -40,8 %/
. . +CO,pH 7
reinhardtii +146,7 %
Monoraphi- DSN'10% 15 % 9,7 % 13,9 % +3,4 %/
, | +0,3 %NaHCO;
dium braunii -16,5%
+CO, pH 8
Spirulina DSN'5 % 52 % -30,8% -12,9% 13,3 %/
+2 % NaHCO;
maxima +50 %
Spirulina DSN'5 % 131 % 15,6 % - 4,6 % -13,8 %/
, +3 % NaHCO;
platensis + 14,3 %

1 im Verhiltnis zur Vergleichslosung ohne Zusatz von CO; und NaHCO;
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Tab. 32 macht deutlich, daB8 der Protein-, Fettsdure-, Carotinoid-und Chlorophyllgehalt bei
den einzelnen Mikroalgen durch die Zugabe von NaHCO; und CO; unterschiedlich beeinfluf3t
wurde.

Die Biomasse-Ausbeute von Chlamydomonas reinhardtii konnte durch Ziichtung der
Mikroalge in Néhrlosung DSN (10 % Seewasser, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 7) im Vergleich
zur Néhrlosung DSN um 44 % gesteigert werden. Der Proteingehalt (ca. 60 % des
Trockengewichtes der Biomasse) sowie der Fettsduregehalt (ca. 5 % des Trockengewichtes
der Biomasse) blieben trotz des Zusatzes von Abgas-CO, relativ konstant. Der
Gesamtcarotinoidgehalt von  Chlamydomonas reinhardtii  sank von 1,2 % des
Trockengewichtes der Biomasse auf 0,71 % um 40,8 %. Der Gesamtchlorophyllgehalt
dagegen stieg um 146,7 % auf 0,37 % des Trockengewichtes der Biomasse an. Durch Zusatz
von Abgas-CO, zum Nihrmedium erzielte man also eine erhdhte Biomasse-Ausbeute (44 %)
und dariiber eine erhdhte Ausbeute an Proteinen, Fettsduren, Carotinoiden und Chlorophyllen.
Die Chlorophyllausbeute konnte durch direkte Erhohung des Chlorophylligehaltes der
Biomasse durch Zugabe von Abgas-CO, bis pH 7 noch weiter erhoht werden, die
Verringerung des Gesamtcarotinoidgehaltes um 40,8 % wurde entsprechend durch die erhohte
Biomasse-Ausbeute (44 %) kompensiert.

Auftillig fiir Chlamydomonas reinhardtii war der hohe Gehalt an o-Linolensaure (35,1 % des
Gesamtfettsduregehaltes der Biomasse in Nahrlosung DSN, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 7), der
mit 1,7 % des Trockengewichtes der Biomasse ebenfalls relativ hoch lag. Somit wire
Chlamydomonas reinhardtii gut geeignet, um die essentielle Fettsdure o-Linolensédure, die
auch in pharmazeutisch-medizinischer Hinsicht von Bedeutung ist (siehe 5.1), zu gewinnen.
Die Ausbeute an o-Linolensdure durch Ziichtung von Chlamydomonas reinhardtii in
Nahrlosung DSN, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 7 konnte allerdings nur {iber die Erh6hung der
Biomasse-Ausbeute in diesem Medium gesteigert werden.

Der Protein-, Fettsdure-und Chlorophyllgehalt von Monoraphidium braunii wurden durch
Zusatz von 0,3 % NaHCO; und Abgas-CO,—Zufuhr bis pH 8 jeweils um ca. 10 %-15 %
erniedrigt. Diese Erniedrigung des Gehaltes an oben genannten Inhaltsstoffen konnte durch
Steigerung der Biomasse-Ausbeute um 15 % bei Ziichtung von Monoraphidium braunii in
Néhrlosung DSN (0,3 % NaHCO3, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8) kompensiert werden.

Der Proteingehalt von 51,3 % des Trockengewichtes der Biomasse von Monoraphidium
braunii in Nahrlosung DSN wurde durch Zusatz von 0,3 % NaHCO3 und Abgas-CO,—Zufuhr
bis pH 8 zum Nihrmedium auf 46,3 % des Trockengewichtes der Biomasse erniedrigt.
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KORNER (1999) beschreibt, daB bei Pflanzen allgemein eine Reduktion des EiweiBgehaltes
bei Ziichtung unter erhohtem CO, beobachtet wurde. ,,CO;-gediingte Pflanzen enthalten laut
KORNER (1999) weniger Blattproteine, auch die Stickstoffkonzentration ist entsprechend
erniedrigt. Diese Aussage konnte fiir Chlamydomonas reinhardtii und Chlorella vulgaris
anhand wunserer Untersuchungen nicht bestitigt werden; bei ihnen blieb die
Proteinkonzentration trotz des Zusatzes von NaHCQO; und CO, relativ konstant.

Der Gehalt an Fettsduren blieb mit 5,9 % des Trockengewichtes der Biomasse trotz der
Erniedrigung um 13,9 % bei Ziichtung von Monoraphidium braunii in Nahrlosung DSN; 0,3
% NaHCOs;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8 im Vergleich mit den anderen untersuchten
Mikroalgen relativ hoch. Der urspriingliche Gehalt an o-Linolensdure in Nahrlésung DSN
konnte von 18,4 % des Gesamtfettsduregehaltes auf 23 % erhoht werden, der Gehalt an
Linolsdure dagegen sank von 27,7 % in Nahrlosung DSN auf 17,7 % in Néhrlésung DSN (0,3
% NaHCO;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8). Trotzdem wiirde sich auch Monoraphidium
braunii aufgrund des Gehaltes an Linolsdure und o-Linolensdure zu deren Gewinnung
anbieten. Man erzielt jedoch durch Ziichtung von Monoraphidium braunii in Néhrlésung
DSN (0,3 % NaHCOs3, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8) keine Erhhung der Ausbeute an diesen
essentiellen Fettsduren, da die geringe Steigerung der Biomasse-Ausbeute (15 %) durch die
direkte Erniedrigung des Gesamtfettsduregehaltes (-13,9 %) wieder aufgehoben wurde.
Auftillig fiir die Carotinoidzusammensetzung von Monoraphidium braunii war die
Steigerung des Gehaltes an -Carotin in Nahrlosung DSN (0,3 % NaHCO;, Abgas-CO,-
Zufuhr bis pH 8) auf 40,5 % des Gesamtcarotinoidgehaltes im Vergleich zur Néhrlosung DSN
(26,6 % des Gesamtcarotinoidgehaltes), wobei der Gesamtcarotinoidgehalt mit ca. 0,6 % des
Trockengewichtes der Biomasse relativ konstant blieb.

Spirulina platensis erwies sich sowohl hinsichtlich der Steigerung der Biomasse-Ausbeute
durch erhohten Zusatz von NaHCO;3; zum Ndhrmedium als auch hinsichtlich der Gewinnung
der Inhaltsstoffe als geeignet, zusdtzlich den CO,-Gehalt des BHKW-Abgases durch
NaHCOs-Verwertung indirekt zu reduzieren.

Spirulina maxima zeigte sich unter Betrachtung dieser Aspekte, vor allem aber aufgrund der
geringeren Steigerung der Biomasse-Ausbeute, als weniger geeignet.

Der Gesamtprotein-und Carotinoidgehalt von Spirulina platensis wurde in Nahrlosung DSN
(5 % Seewasser; 3 % NaHCO;) im Vergleich zur Spirulina-Néhrlosung jeweils um ca. 15 %
reduziert, was aber durch die Steigerung der Biomasse-Ausbeute in diesem Medium um 131

% kompensiert werden konnte.
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Der Chlorophyllgehalt von Spirulina platensis wurde dagegen um ca. 15 % erhoht, der
Fettsduregehalt blieb unbeeinflulit von der verdnderten Zusammensetzung des Mediums. Die
beobachteten Schwankungen im Carotinoid-und Chlorophyll-Gehalt sind jedoch so gering,
dal sie durchaus auch auf der eingesetzten Methodik beruhen konnten
[Gesamtcarotinoidgehalt: 0,29 % in Spirulina-N&hrlosung; 0,25 % in Néahrlosung DSN (5 %
Seewasser; 3 % NaHCO;) / Gesamtchlorophyllgehalt: 0,35 % in Spirulina-Néhrlosung; 0,4 %
in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser; 3 % NaHCOs3) . RICHMOND (1988) gab fiir Spirulina
einen Gesamtcarotinoidgehalt von 0,5 % der organischen Biomasse an.

Der Gesamtfettsdure-und Carotinoidgehalt von Spirulina maxima in Nahrlosung DSN (5 %
Seewasser; 2 % NaHCO3) wurden im Vergleich zur Spirulina-Nihrlosung jeweils um ca. 13
% vermindert, der Proteingehalt sank um ca. 30 % im Vergleich zur Spirulina-N&ahrlosung.
Der Chlorophyllgehalt dagegen stieg um 50 % an. Allerdings wird bei Betrachtung der
Absolutwerte des Fettsduregehaltes [2,41 % in Spirulina-Nahrlosung; 2,1 % in N&hrlosung
DSN (5 % Seewasser; 2 % NaHCO3)] und des Carotinoidgehaltes [0,15 % in Spirulina-
Néhrlosung; 0,13 % in Néhrlosung DSN (5 % Seewasser; 2 % NaHCOs3)] deutlich, daB3 es
sich bei den aufgetretenen Schwankungen ebenfalls um sehr geringe, evtl. durch die Methode
bedingte Schwankungen handeln kdnnte.

Besonders interessant fiir die Nutzung von Spirulina-Arten als Nahrungsergédnzungsmittel
sowie zur Gewinnung pharmazeutisch-medizinischer Inhaltsstoffe ist deren Gehalt an -
Linolensdaure (DUBACQ and PHAM, 1993; TANTICHAROEN et al., 1994; QIUHUI, 1999).
Er lag in unserer Versuchsreihe bei der Ziichtung von Spirulina platensis in Nahrlosung DSN
(5 % Seewasser; 3 % NaHCOs) bei ca. 10 % des Gesamtfettsduregehaltes, fir Spirulina
maxima in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser; 2 % NaHCO;) ebenfalls bei ca. 10 %.
BOROWITZKA (1988 b) gab fiir Spirulina einen Gehalt an y-Linolensédure von bis zu 23,7 %
des Gesamtfettsduregehaltes an. Spirulina konnte somit aufgrund seiner bereits extensiven
Ziichtung als Quelle zur Gewinnung von y-Linolensdure genutzt werden. Problematisch dabei
sind allerdings die bei Spirulina maxima und Spirulina platensis auftretenden Schwankungen
im Gesamtfettsduregehalt von 7 % bis 22 % des Trockengewichtes der Biomasse
(BOROWITZKA, 1988 b). RICHMOND (1988) gab fiir die unter Erndhrungsaspekten
betrachteten wichtigen Fettsduren Linolsdure und y-Linolensdure einen Gehalt von 1,24 %
und 1,04 % des Trockengewichtes der Biomasse an. Die Werte fiir die in unseren Versuchen
geziichtete Spirulina platensis in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser; 3 % NaHCOs) betrugen

bezogen auf das Trockengewicht der Biomasse 1,2 % fiir Linolsdure und 0,4 % fiir y-
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Linolensdure. Fiir Spirulina maxima in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser; 2 % NaHCOs3)
ergab sich flir Linolsdure und 7y-Linolensdure ein Gehalt von 0.4 % und 0,2 % des
Trockengewichtes der Biomasse.

Spirulina maxima und Spirulina platensis werden aullerdem aufgrund des hohen
Proteingehaltes ihrer Biomasse in grolerem Malstab geziichtet. Die grofiten Schwankungen
in der Zusammensetzung der Biomasse treten bei Spirulina im Gesamtproteingehalt auf, der
im Bereich von 50 % bis 70 % des Trockengewichtes der Biomasse liegt (RICHMOND,
1988). Der Proteingehalt von Spirulina platensis lag in Nahrlosung DSN (5 % Seewasser, 3 %
NaHCOs3) bei 67,5 % des Trockengewichtes der Biomasse, der von Spirulina maxima in
Néhrlosung DSN (5 % Seewasser, 2 % NaHCOs) bei ca. 30 % des Trockengewichtes der
Biomasse. Cyanobakterien wie Spirulina-Arten sind besonders fiir die menschliche
Nahrungsergdnzung geeignet, da sie in ihrer Zellwand das Peptidoglycan Murein enthalten,
das aus Aminosduren und Zuckern besteht und somit im menschlichen Verdauungstrakt
abgebaut werden kann (BECKER und VENKATARAMAN, 1982).

Der Proteingehalt von Chlorella vulgaris wurde durch die Verdnderung der
Zusammensetzung des Ndhrmediums nicht beeinfluft (+ 1,4 %), der Carotinoid-und
Chlorophyllgehalt dagegen wurden jeweils um ca. 20 % erhoht. Besonders gravierend jedoch
beeinflute die Zugabe von NaHCO; und Abgas-CO, den Gesamtfettsduregehalt von
Chlorella vulgaris , er wurde um 136 % gesteigert.

Die Erhohung der Biomasse-Ausbeute bei Ziichtung von Chlorella vulgaris in Néhrlosung
DSN (0,5 % NaHCO3, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8) betrug 370 %. Die Gesamtausbeute an
Proteinen, Fettsduren, Carotinoiden und Chlorophyllen konnte also bereits iiber die
Steigerung der Biomasse-Produktion erhoht werden, die Ausbeute an Fettsduren wurde
auBlerdem durch die prozentuale Erhohung des Gesamtfettsduregehaltes bei Zufuhr von CO,
und NaHCO; zum Néhrmedium gesteigert.

Da Chlorella vulgaris z.B. fir die Gewinnung von L-Prolin genutzt wird (BOROWITZKA,
1988 a), konnte die Ausbeute daran durch Ziichtung dieser Mikroalge unter Zufuhr von CO,
und NaHCO; in optimaler Konzentration iiber die dadurch erhohte Biomasse-Ausbeute
entsprechend gesteigert werden.

Die hohe Steigerung des Gesamtfettsduregehaltes durch die entsprechende Zusammensetzung
der Nahrlosung zur Ziichtung von Chlorella vulgaris fiihrt insgesamt auch zu einer Erhdhung
der Ausbeute an o-Linolensdure. Der Gehalt an «-Linolensdure v.a. in Chlorophyceen
(BECKER, 1988) ist besonders wichtig sowohl fiir deren medizinische Nutzung als auch fiir
deren Verwendung als Nahrungsergénzungsmittel.
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OGBONNA et al. (1997) beschreiben eine weitere Moglichkeit zur Erh6hung des Gehaltes an
Proteinen und Chlorophyll in der Biomasse von Chlorella sp. durch abwechselnde
heterotrophe-autotrophe Kultivierung. Hierbei wurden die Algen zur heterotrophen
Kultivierung zunichst in einem autotrophen Wachstumsmedium, das Glucose als organische
Kohlenstoff-Quelle enthielt, geziichtet. Der Protein-und Chlorophyllgehalt der Zellen konnte
durch Belichtung der Kulturen und deren Beliiftung mit CO,-angereicherter Luft am Ende der
heterotrophen Phase erhoht werden. Durch anschlieBende abwechselnde Ziichtung der Algen
in einem konventionellen Schiittel-Fermenter (heterotroph) und einem Photobioreaktor
(autotroph) konnten die heterotrophe und autotrophe Kultivierung der Algen weiterhin
kombiniert werden.

Insgesamt zeigte sich, daB3 Chlorella vulgaris einerseits hinsichtlich der Gewinnung von
Biomasse und der darin enthaltenen Inhaltsstoffe, andererseits in Bezug auf die Verwertung

von Abgas-CO, eine sehr geeignete Mikroalge darstellte.
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6 Verwertung von industrieller Abfall-Natronlauge

6.1  Einfiihrung

Wie in Kap. 4 beschrieben, konnten die Algenkulturen durch die Versuchsanordnung im
BHKW Heikendorf zur Bereitstellung von CO, direkt mit Abgasen beliiftet werden.
AnschlieBend wurden die iiberschiissigen Abgase zur Gewinnung von NaHCO; nach Passage
der Algenkulturen in Natronlauge (12 %) weitergeleitet. Die Hauptversuche (Kap. 4) wurden
mit gekaufter reiner NaOH durchgefiihrt. Die elektrische Energie, die fiir die Herstellung
dieser Natronlauge benétigt wird, bedingt in einem Verbrennungskraftwerk etwa denselben
CO;-AusstoB, den die NaOH dann wieder aus dem Abgas eines BHKW fixieren kann. Um die
CO»-Bilanz nun zugunsten der CO,-Fixierung zu verschieben , ergab sich folgende fiir uns
durchfiihrbare Alternative:

Es sollte zur CO,-Fixierung industrielle Abfall-Natronlauge verwendet werden. So wird z.B.
Natronlauge industriell in unterschiedlichen Konzentrationen zu Reinigungszwecken
verwendet. Die Lauge mull dann nach Gebrauch entsorgt werden, was Entsorgungskosten
verursacht. Eine Nutzung solcher Abfall-Lauge zur CO,-Fixierung wiirde also einerseits zur
Verminderung des CO,-Gehaltes in Abgasen filhren und andererseits ein Beitrag zur
Entsorgung der Abfall-Lauge sein.

In der nachfolgenden Versuchsreihe wurde zur Gewinnung des NaHCOs;-Niederschlages
industrielle Abfall-Natronlauge der Firma PANO VerschluBBsystem GmbH, Itzehoe
verwendet, die dort zur Reinigung von Metallplatten genutzt wurde. Sie fiel somit als
Abfallprodukt der Firma an und war aufgrund ihrer dortigen Verwendung entsprechend
verschmutzt und schwarz gefarbt. Eine Analyse der in der Natronlauge enthaltenen
Verunreinigungen (v.a. Fette und Metall-Abrieb) konnte allerdings im Rahmen dieser
Dissertation nicht durchgefiihrt werden.

Es sollte in 250 ml-Kleinkulturen zunichst getestet werden, ob die von uns verwendeten
Mikroalgen anstelle des aus reiner NaOH gewonnenen sauberen NaHCOs-Niederschlages

NaHCOj; verwerten konnten, welches aus der Abfall-Lauge durch Fallung erhalten wurde.
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6.2  Abgaseinleitung in NaOH als Abfallprodukt eines metallverarbeitenden

Betriebes

Die Versuche zur Gewinnung von NaHCO; aus Abfall-Natronlauge wurden in der
Versuchshiitte des BHKW Heikendorf durchgefiihrt. Die Abgase des BHKW wurden direkt in
die Algenkulturen eingeleitet und anschliefend nach Passage der Kulturen in ca. 20 Liter der
Abfall-Natronlauge eingeleitet. Das CO, der Abgase fiihrte zur Fillung eines brdunlichen
Niederschlages von NaHCO;, der nach 3-wdchiger Abgaseinleitung abfiltriert und
luftgetrocknet wurde (s. Abb. 68)

Abb. 68
Aus Abfall-Natronlauge gewonnenes NaHCO;

6.3  Reinigung des NaHCOs-Niederschlages

In 250-ml-Kleinkulturen unter Zusatz des aus der stark verschmutzten Abfall-Lauge
gewonnenen, nicht aufgereinigten NaHCO; hatte sich fiir alle unter 6.4 aufgefiihrten
Mikroalgen in den entsprechenden Medien gezeigt, da3 sie unter diesen Bedingungen nicht
anwuchsen.

Deshalb wurde das NaHCO;, das noch dunkelbraun gefarbt war, in folgenden Schritten
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aufgereinigt, bis es nur noch eine leicht briunliche Farbung aufwies:

e 5 x Waschen des Niederschlages mit demineralisiertem Wasser

e 3 x Umkristallisation des Niederschlages mit Ethanol

Das Waschen des Niederschlages mit demineralisiertem Wasser sowie die Umkristallisation
aus Ethanol wurden in diesem Umfang durchgefiihrt, da der Niederschlag nach jedem
einzelnen Reinigungsschritt immer noch braun gefarbt war. Erst am Ende des gesamten oben
aufgefithrten Reinigungsprozesses zeigte das NaHCO; nur noch eine leicht brdunliche
Farbung. Durch die Verwendung von Ethanol (sehr teures Losungsmittel) zur
Umkristallisation wiirde die Aufarbeitung des NaHCOs-Niederschlages sehr teuer. Man
miif3te deshalb testen, ob die Mikroalgen z.B. auch nach Zusatz von nur aus demineralisiertem
Wasser umkristallisiertem NaHCO; anwachsen, da das Verfahren mit jedem weiteren
Reinigungsschritt teurer wird. Da im Rahmen dieser Arbeiten nur die prinzipielle
Verwendbarkeit von Abfall-Natronlauge getestet werden sollte, wurde der Aufreinigungs-
prozel nicht weiter variiert.

Mit dem aufgereinigten NaHCO; wurden die nachfolgenden 250 ml-Ansétze durchgefiihrt,
um zu priifen, ob die von uns am BHKW geziichteten Mikroalgen (Kap.4) in einem Medium,

dal} dieses, immer noch, relativ unreine NaHCO5 enthélt, anwachsen.

6.4 250 ml-Kleinkulturen mit dem erhaltenen NaHCQO;

Es wurden von den unten aufgefiihrten Mikroalgen jeweils 250 ml-Kleinkulturen in folgender

Zusammensetzung hergestellt.

o Chlorella vulgaris :

Nahrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs3
e Chlamydomonas reinhardtii:

Nahrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs3
e  Monoraphidium braunii:

Nahrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs3
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e Spirulina maxima:
Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 2 % NaHCOs3
e Spirulina platensis:

Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 3 % NaHCOs3

Die Kulturen wurden unter Belichtung mit WeiBllicht (60-100 umol Photonen m-2 s-1) und
Beliiftung durch stindiges leichtes Schiitteln auf einer Schiittelmaschine im Labor geziichtet.
Fiir jede Mikroalge, die sich in Kap. 4 aufgrund der Verwertung von Abgas-CO, und
NaHCOj; als geeignet fiir die Ziichtung am BHKW erwiesen hatte, wurde zunichst eine
Niéhrlosung angesetzt, die die jeweilige optimale NaHCO;-Konzentration enthielt. So sollte
getestet werden, ob die Mikroalgen iiberhaupt unter Zusatz des aus Abfall-Natronlauge

gewonnenen NaHCO; anwuchsen.

Es ergaben sich folgende Resultate:

e Die Ansitze von Chlorella vulgaris und Chlamydomonas reinhardtii wuchsen nach 4
Tagen sichtbar an und zeigten innerhalb der nachfolgenden 14 Tage ein gutes
Wachstumsverhalten

e Der Ansatz von Monoraphidium braunii wuchs innerhalb von 10 Tagen nicht an.

e Die Ansétze von Spirulina maxima und Spirulina platensis wuchsen nicht an.

Aufgrund des sehr hohen NaHCO;-Gehaltes war die Néhrlosung braun gefarbt, denn auch
nach den in 6.3. beschriebenen Aufreinigungsschritten zeigte das NaHCO; noch eine

braunliche Farbung.

6.5 Zusammenfassung und Diskussion

Die Versuche zur Verwertung von industrieller Abfall-Natronlauge sollten im Rahmen dieser
Arbeit nicht weiter ausgefiihrt werden, so daB3 an dieser Stelle lediglich geschlu3folgert
werden kann, dall Chlorella vulgaris und Chlamydomonas reinhardtii auch in Anwesenheit
des aus industrieller Abfall-Natronlauge gewonnenen NaHCO; wachsen konnen, aber erst
nach aufwendiger Reinigung des NaHCO;. Das bedeutet, da3 Abfall-Natronlaugen solcher
Art prinzipiell verwendbar widren. Die Anwendung wiirde aber durch die anscheinend

notwendige erhebliche Aufarbeitung stark verteuert werden.
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Es miiflte nun in weiterfiihrenden Versuchen unter Verwendung des aus Abfall-Natronlauge
gewonnenen NaHCO; getestet werden, ob die Ergebnisse hinsichtlich der Steigerung der
Biomasse-Produktion bei Ziichtung der Mikroalgen im optimalen Ndhrmedium (unter Zusatz
von NaHCOj; sowie mit oder ohne CO,-Zufuhr) im Vergleich zur Nihrlosung ohne Zusatz
von NaHCO; und Abgas-CO; (Kap. 4) in 8 Liter-Ansétzen direkt am BHKW bestitigt werden
konnen.
Trotz des geringen Gehaltes (0,3 %) an NaHCO; wuchs Monoraphidium braunii im oben
beschriebenen 250 ml-Ansatz nicht an. Auch Spirulina maxima und Spirulina platensis
starben unter den angegebenen Versuchsbedingungen ab.
Folgende Alternativen, die in weiterfilhrenden Versuchen iiberpriift werden miiiten, konnten
u.U. zu einer Verbesserung der Ergebnisse fiihren:
e Weitere Aufreinigung des NaHCOs;-Niederschlages (dadurch aber auch weitere
Kostensteigerung)
e Verwendung von Abfall-Natronlauge aus anderen Betrieben, deren Verschmutzung evtl.
geringer ist bzw. von den Algen toleriert wird (organische Verbindungen?).
Eine grundsétzlich andere hypothetische Alternative im Hinblick auf die CO,-Bilanz wére die
Verwendung von reiner Natronlauge, welche unter Einsatz von solcher Elektroenergie erzeugt
wird, die nicht CO, freisetzt, also unter Verwendung von Elektroenergie aus Solar-und
Windkraft-Anlagen. Es wire z.B denkbar, dafl in Ldndern mit hoher Sonneneinstrahlung und
Zugang zum Meer zuerst durch Meerwasserverdunstung auf bekannte Weise NaCl gewonnen
wird und anschlieBend durch solar-betriebene Elektrolyse daraus NaOH (sowie HCI als
Zusatzprodukt). Diese NaOH konnte dann zur CO,-Fixierung in hochindustrialisierten
Liandern eingesetzt werden. Solch ein Verfahren ist zur Zeit jedoch nur ein hypothetisches

Denk-Modell. Ob es sich kostenméBig realisieren lief3e, sei dahingestellt.
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D ZUSAMMENFASSUNG
UND SCHLUSSBETRACHTUNG

5 Cyanobakterien und 8 Chlorophyceen, die aufgrund ihrer pharmazeutisch-medizinisch
nutzbaren Inhaltsstoffe von Interesse waren, wurden auf die Beeinflussung ihres Wachstums
durch Zusatz von CO, und NaHCO3; zum Nahrmedium untersucht.

Da ein Ziel dieser Arbeit darin bestand, CO, aus den Abgasen eines Blockheizkraftwerkes als
Kohlenstoffquelle zu verwenden und dadurch den CO,-Aussto in die Atmosphire zu
reduzieren, wurde zundchst das NaHCO; durch Einleitung der Abgase des
Blockheizkraftwerkes einerseits in reine gekaufte NaOH und andererseits spéter durch
Einleitung in industrielle Abfall-Natronlauge gewonnen. Es wurde den Néhrmedien der
Mikroalgen in den darauffolgenden Versuchen sowohl im Labor als auch direkt am BHKW in
entsprechender Konzentration zugefligt.

Von den Cyanobakterien zeichneten sich bei einer Vorauswahl v.a. Spirulina maxima und
Spirulina platensis durch ein besseres Wachstumsverhalten bei Zugabe einer hdheren
Konzentration an NaHCO; zum Nahrmedium im Vergleich zur normalen Spirulina-
Néhrlosung aus.

Von den Chlorophyceen erwiesen sich aufgrund ihres besseren Wachstums bei Zusatz von
NaHCO;3; und CO, Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii und Monoraphidium
braunii als geeignet fiir weitere Versuche, um eine Néhrlosung fiir deren optimale Biomasse-
Produktion bei moglichst hohem Verbrauch an NaHCO; und/oder CO, zu entwickeln.

Die ausgewéhlten Mikroalgen wurden zunéchst jeweils in 8 Liter-Ansdtzen im Labor
geziichtet, wobei jede Alge in Medien mit unterschiedlichen Konzentrationen an NaHCO;
und unterschiedlichen pH-Steuerungen iliber CO,-Zufuhr kultiviert wurde. Der Vergleich der
Biomasse-Ausbeuten der verschiedenen Ansidtze jeweils einer Mikroalge am 45.
Wachstumstag ergab fiir jede Mikroalge die Néhrlosung, die zur optimalen Biomasse-
Produktion fiihrte. Es zeigte sich, daBl Spirulina maxima, Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii und Monoraphidium braunii zusétzlich angebotenes
NaHCO; und CO; in unterschiedlicher Menge fiir eine hohere Biomasse-Produktion
verwerten konnten. Es wurde tendenziell deutlich, dal man die Mikroalgen aufgrund der

Laborversuche hinsichtlich der Verwertung von zusitzlich im Ndhrmedium angebotenem
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anorganischen Kohlenstoff vorldufig in 3 Kategorien einteilen konnte, die sich vor allem

durch die pH-Werte der betreffenden Medien unterschieden:

1. Kategorie (nur NaHCOs;-Verwertung):
e Spirulina maxima (Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 2 % NaHCOs3)
e Spirulina platensis (Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 3 % NaHCOs3)

= pH der Nihrlosungen: ca. 10

2. Kategorie (Verwertung von NaHCO; und CO,):

Chlorella vulgaris (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs,
CO,-Zufuhr bis pH 8)

Chlamydomonas reinhardtii (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs,
CO,-Zufuhr bis pH 7)

Monoraphidium braunii (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs,
CO,-Zufuhr bis pH 8)

3. Kategorie (nur CO,-Verwertung):
Chlamydomonas reinhardtii (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; CO,-Zufuhr bis
pH 7

Die Cyanobakterien Spirulina maxima und Spirulina platensis tolerierten im Gegensatz zu
den Chlorophyceen einen hoheren Gehalt an NaHCO; im Nidhrmedium (2 % bzw. 3 %) und
nutzten diesen zur Steigerung ihrer Wachstumsrate. Es zeichnete sich jedoch ab, dal3 eine
direkte Verwertung von CO; nicht méglich war, so dall Spirulina maxima und Spirulina
platensis nur das indirekt gebundene CO; in Form von NaHCO; umsetzen konnten.

Die geeignete Nahrlosung fiir Chlorella vulgaris und Monoraphidium braunii zur Erzielung
einer optimalen Biomasse-Produktion dhnelten sich in der Zusammensetzung, beide konnten
sowohl NaHCOj als auch CO; verwerten und zeigten ihr pH-Optimum bei pH 8.
Chlamydomonas reinhardtii konnte anhand der Laborversuche noch nicht eindeutig einer
Kategorie zugeordnet werden. Im Gegensatz zu den beiden anderen Chlorophyceen lag das
pH-Optimum fiir Chlamydomonas reinhardtii bei pH 7. Chlamydomonas reinhardtii,
Monoraphidium braunii und Spirulina maxima erreichten unter optimalen Bedingungen am

45. Wachstumstag dhnliche Biomasse-Mengen (ca. 600 bis 800 mg/l), wihrend die Ausbeute
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von Spirulina platensis mit ca. 350 mg/1 deutlich darunter lag. Chlorella vulgaris erzielte mit
2150 mg/l die hochste Ausbeute. Dadurch wurde im Vergleich mit den anderen Mikroalgen
auch die Gesamtausbeute an pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren Inhaltsstoffen bei
Chlorella vulgaris am stirksten erhoht.

Nach diesen Laborversuchen wurden Spirulina maxima, Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii und  Monoraphidium  braunii  direkt am
Blockheizkraftwerk gezlichtet. Den Nihrmedien wurden wiederum verschiedene
Konzentrationen an NaHCO3 und Abgas-CO; iiber unterschiedliche pH-Steuerung zugefiihrt.
Die verwendeten Mikroalgen konnten bei Ziichtung am Blockheizkraftwerk den gleichen
Kategorien zugeordnet werden wie in den Laborversuchen. Auch fiir Chlamydomonas
reinhardtii war nun eine eindeutige Zuordnung zur Kategorie 3 mdoglich, so daf sich aufgrund

aller Versuche die folgende endgiiltige Einteilung ergab:

1. Kategorie (nur NaHCOs;-Verwertung):
o  Spirulina maxima (Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 2 % NaHCOs3)
o Spirulina platensis (Néhrlosung DSN 5 % Seewasser; 3 % NaHCOs3)

= pH der Ndhrlosungen: ca. 10

2. Kategorie (Verwertung von NaHCO; und Abgas-CO,):

e Chlorella vulgaris (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,5 % NaHCOs,
Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8)
e Monoraphidium braunii (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCOs,

Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8)

3. Kategorie (nur Abgas-CO,-Verwertung):
Chlamydomonas reinhardtii (Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; Abgas-CO,-Zufuhr
bis pH 7)

Die Biomasse-Ausbeute flir Spirulina maxima und Spirulina platensis konnte durch
zusétzliche Beliiftung mit Abgas-CO,, wie im Laborversuch ebenfalls bestdtigt, auch in der
Versuchsreihe am Blockheizkraftwerk nicht erhoht werden. So sind diese Cyanobakterien
nicht geeignet, den CO,-Gehalt der Abgase des BHKW durch deren direkte Einleitung in die

Algenkulturen zu reduzieren. Sie konnten aber durch indirekten Verbrauch des Abgas-CO; in
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Form von NaHCOj; einen Beitrag zur Erniedrigung des CO,-Aussto3es in die Umwelt leisten.
Die Steigerung der Biomasse-Ausbeute im Vergleich zur normalen Spirulina-Néhrlosung lag
fiir Spirulina maxima bei 52 %, fur Spirulina platensis bei 131 %. Somit kdnnte durch eine
grolere Ausbeute an nutzbarer Biomasse iiber eine Erhoéhung des Angebotes an
anorganischem Kohlenstoff im Medium auch eine Erhohung der Gesamtausbeute an
pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren Inhaltsstoffen erzielt werden.

Die von uns verwendeten Chlorophyceen Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii und
Monoraphidium braunii konnten das Abgas-CO, ebenso fiir eine erhdhte Wachstumsrate
nutzen wie das im Labor verwendete synthetische CO,.

Das optimale Medium fiir die Ziichtung von Chlamydomonas reinhardtii war Néhrlosung
DSN 10 % Seewasser, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 7. Es zeigte sich, daB Chlamydomonas
reinhardtii im Medium geldstes NaHCO3 nicht zusiétzlich fiir eine Erhéhung der Biomasse-
Ausbeute verwerten konnte.

Im Gegensatz dazu konnten die Chlorophyceen Chlorella vulgaris und Monoraphidium
braunii neben CO, auch NaHCO; zur Steigerung der Wachstumsrate nutzen. Monoraphidium
braunii zeigte bei Ziichtung in Néhrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, Abgas-
CO,-Zufuhr bis pH 8 am BHKW gegeniiber Néhrlosung DSN nur eine Steigerungsrate der
Biomasse-Produktion um 15 %. Die grofite Steigerung der Biomasse-Ausbeute aller
verwendeten Mikroalgen am BHKW erzielte wie im Laborversuch Chlorella vulgaris (370
%).

So stellten sich anhand unserer Versuchsreihe am Blockheizkraftwerk Chlorella vulgaris
(Kategorie 2) und Spirulina platensis (Kategorie 1) aufgrund der hohen Steigerungsraten der
Biomassen als am besten geeignet heraus.

Durch die Erhohung der Biomasse-Ausbeute konnte auch eine groflere Gesamtmenge an
Inhaltsstoffen extrahiert werden. Inwiefern die Zusammensetzung der am BHKW erhaltenen
Biomassen hinsichtlich der pharmazeutisch-medizinisch relevanten Inhaltsstoffe (Proteine,
Lipide, Carotinoide, Chlorphylle) durch die externe Zufuhr von CO, und/oder NaHCO; zum
Néahrmedium geédndert wurde, wurde durch Untersuchung der verschiedenen Biomassen
ermittelt. Der Protein-, Fettsdure-, Carotinoid-und Chlorophyllgehalt wurde bei den einzelnen
Mikroalgen durch die Zugabe von NaHCO; und CO; unterschiedlich beeinfluf3t:

Der Proteingehalt sowie der Gesamtfettsduregehalt der Biomasse von Chlamydomonas
reinhardtii blieben trotz der Zufuhr von Abgas-CO, zum Medium relativ konstant. Durch
Zufuhr von Abgas-CO; konnte jedoch insgesamt {iber die Erhohung der Biomasse-Ausbeute

(44 %) auch ecine erhohte Ausbeute an allen Inhaltsstoffen erzielt werden. Die
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Chlorophyllausbeute konnte aullerdem durch direkte Erhohung des
Gesamtchlorophyllgehaltes der Biomasse durch Zufuhr von Abgas-CO, bis pH 7 noch weiter
erthoht werden, die Verringerung des Gesamtcarotinoidgehaltes um 40,8 % wurde
entsprechend durch die erhohte Biomasse-Ausbeute kompensiert.

Der Protein-, Fettsdure-und Chlorophyllgehalt von Monoraphidium braunii wurde durch
Zusatz von 0,3 % NaHCO; und Abgas-CO;-Zufuhr bis pH 8 jeweils um ca. 10-15 %
erniedrigt. Diese Erniedrigung des Gehaltes an oben genannten Inhaltsstoffen konnte durch
Steigerung der Biomasse-Ausbeute um 15 % bei Kultivierung von Monoraphidium braunii in
diesem Medium kompensiert werden. Der Gesamtcarotinoidgehalt von Monoraphidium
braunii in Néahrlosung DSN 10 % Seewasser; 0,3 % NaHCO;, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8
blieb im Vergleich zu Nahrlosung DSN relativ konstant (+ 3,4 %).

Spirulina platensis erwies sich sowohl hinsichtlich der Steigerung der Biomasse-Ausbeute
(131 %) durch erhohten Zusatz von NaHCO; zum Ndhrmedium als auch hinsichtlich der
Gewinnung der Inhaltsstoffe als geeignet, zusitzlich den CO,-Gehalt des BHKW-Abgases
durch NaHCOs-Verwertung indirekt zu reduzieren. Der Gesamtcarotinoid-und
Chlorophyllgehalt sowie der Gesamtfettsduregehalt von Spirulina platensis blieben relativ
unbeeinfluft von der verdnderten Zusammensetzung des Mediums. Der im Vergleich zur
normalen Spirulina Nahrlosung um ca. 15 % erniedrigte Gesamtproteingehalt von Spirulina
platensis in Nahrlosung DSN 5 % Seewasser; 3 % NaHCO; wurde durch die Steigerung der
Biomasse-Ausbeute in diesem Medium (131 %) deutlich kompensiert. So ergab sich fiir
Spirulina platensis iiber die Steigerung der Biomasse-Ausbeute in Nahrlosung DSN 5 %
Seewasser; 3 % NaHCO; insgesamt eine Erhohung der Ausbeute aller untersuchten
pharmazeutisch-medizinisch wichtigen Inhaltsstofte.

Wihrend der Gesamtfettsdure-und Carotinoidgehalt von Spirulina maxima ebenfalls relativ
unbeeinfluft vom erhohten Zusatz an NaHCO; zum Nihrmedium blieben, sank der
Proteingehalt der Biomasse um ca. 30 % im Vergleich zur Spirulina Néhrlosung. Der
Chlorophyllgehalt dagegen stieg um 50 % an. Auch hier konnte die Erniedrigung des
Gesamtproteingehaltes von Spirulina platensis in Nahrlosung DSN 5 % Seewasser; 2 %
NaHCO;3; um 30 % durch die Steigerung der Biomasse-Ausbeute (52 %) kompensiert werden.
Insgesamt zeigte sich aber, dal Spirulina maxima weniger geeignet war als Spirulina
platensis, zusitzlich angebotenes NaHCO; effektiv durch Erhohung der Biomasse-Ausbeute
(Spirulina maxima: 52 %; Spirulina platensis: 131 %) und der Konzentration der
entsprechenden Inhaltsstoffe zu verwerten und dariiber den CO,-Gehalt des BHKW-Abgases

zu vermindern.
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Die Erhohung der Biomasse-Ausbeute von Chlorella vulgaris in Néhrlosung DSN; 0,5 %
NaHCOs3, Abgas-CO,-Zufuhr bis pH 8 betrug bei Ziichtung am BHKW 370 %. Die Ausbeute
an Proteinen, Fettsduren, Carotinoiden und Chlorophyllen konnte also bereits iiber die
Steigerung der Biomasse-Ausbeute gravierend erhoht werden. Die Ausbeute an Carotinoiden
(+ 19,7 %) und Chlorophyllen (+ 22,6 %) sowie die Ausbeute an Fettsduren (+ 136 %)
wurden auBlerdem durch direkte Erhohung des Gesamtcarotinoid-, Chlorophyll-und
Fettsduregehaltes durch Zusatz von NaHCO; und CO,; zum Nihrmedium gesteigert.
Insgesamt zeigte sich, daB Chlorella vulgaris sowohl hinsichtlich der Gewinnung der
Biomasse und der darin enthaltenen pharmazeutisch-medizinisch wichtigen Inhaltsstoffe als
auch in Bezug auf die Verwertung von Abgas-CO, die am besten geeignete Mikroalge
darstellte.

Zur Optimierung der CO,-Bilanz zugunsten der CO,-Fixierung durch die Mikroalgen sollte
weiterhin untersucht werden, ob die von uns am BHKW geziichteten Mikroalgen auch in
einem Medium anwachsen, welches aus industrieller Abfall-Natronlauge gewonnenes
NaHCOs; enthélt. Aus den 250 ml-Kleinkulturen ergab sich, dal8 Chlorella vulgaris und
Chlamydomonas reinhardtii auch in Anwesenheit dieses unreinen NaHCO; wachsen konnten.
Allerdings war doch eine relativ aufwendige Reinigung dieses NaHCO; vonnéten.
Monoraphidium braunii (0,3 % NaHCOs), Spirulina maxima (2 % NaHCO3) und Spirulina
platensis (3 % NaHCOs) starben unter Zusatz dieses NaHCO3; zum Néhrmedium ab.

Aufgrund unserer Versuche wurde deutlich, dal Algen-Massenkulturen zwar prinzipiell zur
CO;-Entsorgung aus Abgasen beitragen konnen, jedoch bei weitem nicht den gesamten CO,-
AusstoB3 eines Blockheizkraftwerkes entsorgen konnen. Das bedeutet, Algen-Massenzucht nur
zum Zweck der CO,-Entsorgung wire sinnlos und undkonomisch. Sie konnte dagegen
sinnvoll sein, wenn man als Hauptziel der Algenmassenzucht die Gewinnung nutzbarer
,Hochpreis-Biochemikalien wie z.B. Carotinoide, Sterole, hochungesittigte Fettsduren
u.a.m. verfolgen wiirde und als Nebenziel die Entsorgung der Abgase. Die Verwertung des
Abgas-CO, durch die Algenkulturen wiirde auflerdem zu einer Erhéhung der Biomasse-
Ausbeuten und dadurch der Gesamtmenge an pharmazeutisch-medizinisch nutzbaren
Inhaltsstoffen fiihren.

Unsere Arbeiten zeigten weiterhin, da3 Natronlauge im Prinzip ein guter Abgas-CO,
Akzeptor wire, der mit CO, ein vielseitig verwertbares Produkt liefert (NaHCOs3). In unseren
Versuchen konnten durch Zusatz von NaHCOs; zu den Nédhrmedien der Mikroalgen in

optimaler Konzentration die Biomasse-Ausbeuten und damit wiederum die Gesamtmenge an
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Inhaltsstoffen gesteigert werden. Bei Verwendung von NaOH zur Abgas-CO,-Bindung spielt
jedoch die Oko-Bilanz (hier: CO,-Bilanz) eine entscheidende Rolle: Bei Verwendung von
NaOH, fiir deren Herstellung CO,-freisetzende Verbrennungs-Energien eingesetzt wurden,
brachte die Nutzung dieser NaOH keinen Vorteil: Die bei der NaOH-Erzeugung freigesetzte

CO,-Menge wiirde etwa der CO,-Menge entsprechen, welche diese Natronlauge wieder

binden konnte.

Zur Umgehung dieses Problems gébe es aber zwei Auswege:

e Verwendung von industrieller Abfall-Natronlauge (Kap.6)

e Verwendung von NaOH, die unter Einsatz von nicht-CO,-freisetzenden Energien , also
unter Verwendung von Elektroenergie aus Solar-und Windkraft-Anlagen, hergestellt
wurde. Das gilt unter diesem Aspekt auch fiir Kernenergie.

Eine Verminderung der bereits jetzt bedenklich hohen und weiter zunehmenden CO,-

Konzentration in der Luft wéare nur dadurch zu realisieren, dal man alle dafiir nur denkbaren

Moglichkeiten nutzt. Zwei, wenn auch aufgrund der in dieser Dissertation dargestellten

Sachverhalte, letztlich nur relativ kleine Moglichkeiten, wurden hier aufgezeigt:

e Direkte Entsorgung durch Einleitung von Abgas-CO, in Algenkulturen

e Indirekte Entsorgung durch Einleitung von Abgas-CO, in NaOH und Verwendung des
dadurch gebildeten NaHCO:s.

Der hauptséchliche Ausweg kann aber nur in einer Reduzierung der Verbrennung von fossilen

Brennstoffen und der Hinwendung zu den o.g. alternativen Energien liegen.
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