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Einleitung

Untersuchungen zur Erkennung von Algengruppen
und deren photosynthetischer Aktivitat
Im marinen Bereich

1. Einleitung

Die wasserbedeckten Flachen dieser Erde bilden eine der wichtigsten Lebensgrundlagen der
Menschheit. Das starke Bevilkerungswachstum mit der Folge der flr die Menschheit immer
enger werdenden Lebensraume stellt fir uns und unsere Umwelt eine zunehmende Belastung
dar. Die Biosphare (unser Planet Erde als bislang einziger sich selbst regenerierender
Lebensraum fiir den Menschen) ist einer fortschreitenden globalen Industrialisierung
ausgesetzt. Die Nutzung der Lebensrdume in industrieller oder landwirtschaftlicher Weise
bringen Veranderungen der Umwelt mit sich, in denen die meisten Uber lange Zeitrdume
entstandenen natirlichen Lebenskreislaufe am Rande des Kollapses stehen. Wer regt sich
denn heute schon noch (ber das Waldsterben auf? Das Leben geht weiter, das wird es
bestimmt! Doch fir wen, oder besser gesagt, fur welche Spezies? Eines ist auf alle Falle
sicher: Der Einfluss des Menschen auf seinen Lebensraum hat eine Dimension angenommen, in
der seine eigene Grundversorgung, wie die Luft zum Atmen, das Wasser zum Trinken etc.
durch ihn selbst bedroht wird.

So ist eine globale Uberwachung der Umweltparameter zur Vermeidung von UberméaRiger
Belastung der Natur zu einem der wichtigsten Angelegenheiten der gesamten Menschheit
geworden. Neben der grundlegenden Notwendigkeit, als Spezies Mensch auf diesem Planeten
Uberleben zu kdénnen, besteht auch ein wirtschaftliches Interesse. Zum Beispiel beruhen
Risikoabschatzungen fir Versicherungen auf Klimamodellen. Auch die Tourismusindustrie ist
nicht daran interessiert, Pauschalreisen an ein zweites totes Meer (z. B. die Nordsee) zu
organisieren.

,Wir stehen heute vor dem schleichenden Tod der bisherigen, uns als Lebensraum vertrauten
Nordsee, ihrer Lebensgemeinschaften und Lebensstatten” [Buchwald 1990].

Um das Ausmall der Gefahrdung fur die Umwelt abschatzen zu kénnen, werden fir die
weltweite Uberwachung der Meere innovative Messsysteme entwickelt. In bereits bestehenden



Kapitel 1

Monitoringsystemen (MARNET, MERMAID) werden driftende Messbojen, verankerte Fl6RRe
und feste Stationen (z. B. Messpfahle, Landstationen) zur Erfassung umweltrelevanter
Parameter eingesetzt. Daten des Wasserkorpers werden entweder punktuell (FI6f3e und
Stationen) oder im Astuarbereich der Kiiste durch Driftbojen erfasst.

Mit der Entwicklung der BlueBox soll diese Uberwachung in der Form von Schiffsrouten-
Monitoring erganzt werden. Die BlueBox (Kap. 2) stellt einen wichtigen Beitrag zum
Europaischen Global Ocean Observing System (EuroGOOS) dar. Die Mdglichkeit, Schiffe zur
Meeresuberwachung einzusetzen, hilft zutreffendere Zustandsberichte der Wasserkorper zu
verfassen. Die Daten dieses Messsystems sollen mathematische Modelloptimierungen
unterstitzen und fiir das Bundesamt flir Seeschifffahrt und Hydrographie (BSH) verfugbar
sein. Neben chemischen und physikalischen Parametern wird in der BlueBox ein Messgerat zur
Erfassung von biologischen Parametern zum Einsatz kommen. So besteht ein stetig
wachsendes wirtschaftliches Interesse an der friihzeitigen Erkennung von Algenbliten und
damit z. B. an Vorhersagen (ber die Eutrophierung eines Seegebietes.

Von allergréf3tem Interesse ist die Erfassung der Biomasse. Sie gilt als ein MaR fiir die
Bindung von Kohlenstoff aus der Atmosphare durch pflanzliches Wachstum. Die
Standardmethode zur direkten Bestimmung der produzierten Biomasse ist ein sehr
aufwendiges und langwieriges Verfahren. Seit einigen Jahrzehnten ist daher fir
Gewasseruntersuchungen die indirekte Bestimmung der Biomasse (ber den Chlorophyll-a
(Chl.a) Gehalt von Algen im Wasserkorper tblich.

Die erste Standardmethode zur Bestimmung des Chl.a-Gehaltes wird im UNESCO-
Monograph von 1966 beschrieben. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Kombination
einer nasschemischen Aufbereitung der Probe mit anschlieBender Absorptionsmessung
[UNESCO 1966]. Diese Methode wurde weiterentwickelt [Wright & Mantoura 1997, Jeffrey
1997, Jeffrey & Humphrey 1975] und anstelle der Absorptionsmessung wurde die Bestim-
mung des Chl.a-Gehaltes iber die Messung der Fluoreszenzemission verwendet [Yentsch &
Phinney 1985, Yentsch & Menzel 1963]. Als beste Methode gilt heutzutage die ,high
performance liquid chromatography” (HPLC) Analyse [Schliiter et al. 2000, Meyer-Harms &
Bodungen 1997, Barlow et al. 1997]. Vor- und Nachteile dieser Methode werden im Kapitel 4.2
eingehend erdrtert. Fir einen automatisierten Einsatz in der BlueBox zur kontinuierlichen
Chlorophyll-a Erfassung ist dieses System nicht geeignet.

Fir die prompte Erfassung des Chla-Gehaltes von Wasserproben haben sich die
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~Fluorometer bzw. ,Fluorimeter® fir die meisten Anwendungen in Feldversuchen durch-
gesetzt. Diese Gerate basieren auf einer Anregung der Wasserprobe mit Licht aus dem
sichtbaren Spektralbereich (400 — 700 nm) und der Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz
Emission in dem Wellenlangenbereich von 680 — 720 nm [Dau 1998]. Die Tatsache, dass
keine Probenaufbereitung vor der Messung ndtig ist, sowie die geringe Gréfe und der
verhaltnismaRig geringe Preis und ihre Empfindlichkeit pradestinieren diese Systeme fir in-
situ Messungen. Neben der Bestimmung der Chl.a-Konzentration sind auch Messungen
maglich, die Uber den Zustand des photosynthetischen Apparates Auskunft geben [Vanselow
et al. 1997, Moldaenke et al. 1995, Schreiber 1994, Hansen et al. 1991, Genty et al. 1989]. Ein
prinzipielles Problem der fluorometrischen Bestimmung des Chl.a-Gehaltes einer Wasserprobe
sind die Algen selbst. Selbstverstandlich nicht die Algen an sich, denn deren Chl.a-Gehalt soll
ja gemessen werden, sondern die Unterschiede in der Pigmentzusammensetzung der
Antennen bzw. des Lichtsammelkomplexes (light harvesting complex; kurz: LHC) der
Photosysteme (siehe Kap. 3). Je nach Zusammensetzung des LHC verandert sich die Form
der Anregungs-, Emissions- und Absorptionsspektren flir verschiedene Algen. Um diesem
Einfluss Rechnung zu tragen, wurden Methoden entwickelt die durch eine Anregung mit
verschieden farbigem Licht (durch mehrere diskrete Wellenlangen nacheinander) die
Fluoreszenzemission erfassen. Durch eine entsprechende mathematische Analyse ist die
Bestimmung des Chl.a-Gehaltes einer Probe fiir verschiedene spektrale Algengruppen méglich
[Ruser et al. 1999, Beutler 1998, Kolbowski & Schreiber 1995]. Dies bringt nicht nur eine grob
taxonomische Klassifizierung der Algen mit sich, sondern verbessert durch eine
Identifizierung von totem fluoreszierendem Material auch die Chl.a-Bestimmung.

Im Rahmen des Bluebox Systems wird mit dem ,Algae Online Analyser” (AOA) der Firma bbe
Moldaenke (Kiel) eine fluorometrische Messung der Chl.a-Konzentrationen von spezifizierten
(spektralen) Phytoplanktongruppen im Wasserkorper angestrebt. Die BlueBox ist als autark
arbeitendes System konzipiert und entsprechend hoch sind die Anforderungen an die
einzelnen Sensoren zur Erfassung der relevanten chemischen, physikalischen und biologischen
Parameter (siehe Kap. 2). Die Chl.a-Konzentrationen in der Nordsee auf der geplanten
Einsatzstrecke der BlueBox zwischen Blisum und der Insel Helgoland sind im Vergleich zu
limnischen Gewassern im allgemeinen sehr gering (< 10 ug Chla / ). Die Salzkonzentration
des Seewassers andert sich durch den StRwasserzufluss der Elbe, und im Astuarbereich des
Wattenmeeres ist zudem der Anteil an Sediment sehr hoch. Durch den Einbau des Systems
an Bord eines Fahrschiffes ist mit Schwankungen der Umgebungstemperatur zu rechnen,
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ebenso wird die Wassertemperatur der Proben in den verschiedenen Jahreszeiten
unterschiedlich sein. All diese Anderungen der Messbedingungen diirfen keinen Einfluss auf
die Bestimmung des Chl.a-Gehaltes der Algengruppen haben. Dies gilt es zu untersuchen und
das Gerat entsprechend zu testen. Fir Einflusse auf die Ergebnisse der Messung soll die
Ursache ermittelt und Mdglichkeiten zur Kompensation gefunden werden. Ebenfalls muss die
Konsistenz der Ergebnisse durch den Vergleich des AOA’s mit weiteren Mdglichkeiten der
Algengruppenerkennung gepruft werden (Kap.l1l). So werden Vergleichsmessungen mit dem
AOA, einem Durchflusszytometer und der HPLC-Analyse im Labor und auf Ausfahrten mit
einem Forschungsschiff durchgefuhrt (Kap. 11, Kap. 7 & 8).

Das Forschungs- und Technologiezentrum Westklste (FTZ) bietet fur die angestrebte
Untersuchung der Einsetzbarkeit eines Gerates zur fluorometrischen Algengruppenerkennung
die besten Voraussetzungen. Das FTZ ist eine interdisziplinar ausgerichtete zentrale
Einrichtung der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel mit Arbeitsschwerpunkten in der
regionalen Meeres-, Kiisten- und Okosystemforschung. Neben der Grundlagenforschung
werden anwendungsbezogene Projekte und technologische Entwicklungen durchgefiihrt. Das
FTZ gliedert sich in 7 Arbeitsgruppen: Kustendkologie / Umweltforschung / Umwelttechnik,
Angewandte Physik / Meerestechnik, Kustengeologie / Kistenschutz, Kiistengeographie,
Kustenarchaologie / Landschaftsentwicklung, Bodenokologie und Okologie der Végel und
Séaugetiere. Dem Institut steht ein eigenes, mit modernster Technik ausgeriistetes Schiff,
die SUDFALL, fir die Wattenmeer- und Kiistenforschung zur Verfiigung. In enger
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Kistendkologie / Umweltforschung / Umwelttechnik
(Prof. Dr. F. Colijn, Dr. K.-J. Hesse), welche sich u.a. mit der Erforschung der Okosysteme im
Kiistenbereich, insbesondere des Wattenmeeres mit den Astuaren und im Rahmen der
Monitoringforschung an der Definition geeigneter Bioindikatoren und an der Optimierung von
Umweltmesstechniken und Uberwachungskonzepten beschaftigt, arbeite ich in der
Arbeitsgruppe Angewandte Physik / Meerestechnik (Prof. Dr. F. Colijn, Dr. K. Vanselow) im
Rahmen des BlueBox Projektes an der Anpassung, dem Test und der Optimierung des
biologischen Sensors.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit umfasst neben der Frage der Einsetzbarkeit der fluoro-
metrischen Algengruppenerkennung im marinen Bereich die Quantifizierung der fluoromet-
rischen Chlorophyll-a Erfassung. Die nachfolgenden Untersuchungen machen deutlich, dass
durch einen Umbau des Sensors eine flr die Nordsee geeignetere Unterteilung der Algen in
spektrale Gruppen fiir den marinen gegenlber dem limnischen Bereich mdglich wird.
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2. Das BlueBox System

2.1. Das Prinzip

Ziel des Projektes ist es, ein sogenanntes ,BlueBox" System zu entwickeln und zum Einsatz
zu bringen. Nach erfolgreichem Abschluss der Funktionsmuster-Demonstrationsphase sollen
die Arbeiten im Rahmen des Projektes das System zu einem vermarktbaren Produkt fuhren.
Daher wird von Projektbeginn an eine enge Zusammenarbeit zwischen Forschungs-
einrichtungen als Entwicklern (Institut fir Angewandte Physik, spater Zentrum fir
angewandte Meereswissenschaften (ZAM) , Forschungs- und Technologiezentrum Westkiste
(FTZ) der Universitat Kiel, GKSS Forschungszentrum Geesthacht), einem Privatunternehmen
als Hersteller (GO Systemelektronik GmbH, Kiel) und einer Uberwachungsinstitution als
moglichem Betreiber (BSH, Hamburg) angestrebt, um aus dieser Kooperation heraus
anwendungsorientiert vorzugehen.

Das ZAM, das FTZ Westkiiste, das GKSS Forschungszentrum und die GO Systemelektronik
GmbH (Kiel) werden das Messsystem entwickeln, als Funktionsmuster herstellen und
erproben. Die Bundesanstalt fir Seeschifffahrt und Hydrographie wird ihre Erfahrungen beim
marinen Monitoring durch begleitende fachliche Beratung in das Projekt einbringen.

Das Vorhaben hat zum Ziel, ein automatisiertes, operationelles Messsystem zur Erfassung
von Wasserparametern auf Schiffen, insbesondere Fahrschiffen, zu entwickeln, im
Schiffsbetrieb zu erproben und zu optimieren, und seine Funktionsféhigkeit im Betrieb zu
demonstrieren. Auf diese Weise sollen routinemalf3ig Messdaten zur Wasserqualitat entlang
der Schiffsrouten aufgenommen und in Monitoringnetzwerke eingespeist werden.

Das “BlueBox” Messsystem soll sich durch eine kompakte, robuste und modulare Bauweise
auszeichnen und somit fur eine breite Anwendung fur marine Monitoring- und
Uberwachungsaufgaben geeignet sein. Die verwendete Messtechnik umfasst sowohl bereits
bekannte, in vorangegangenen Entwicklungsvorhaben (z .B. MERMAID) qualifizierte Parameter
und Verfahren als auch neu zu entwickelnde oder fiir den Routinebetrieb an Bord eines
Schiffes zu modifizierende Methoden flr besondere Parameter und MessgrofRen. Die
gewonnenen Daten werden sowohl im Messsystem selbst gespeichert, sollen aber auch tber
eine geeignete Datentelemetrie zu einer Landstation ubertragen werden konnen.



Kapitel 2

Die qualitativ neuartige Systemlosung der BlueBox stellt eine Komplettlosung fur eine
schiffsgebundene automatische Monitoringstation inklusive der dazugehdrigen Landstation
dar. Es umfasst die Messung, Speicherung, Ubertragung, Aufbereitung und nutzerorientierte
Darstellung einer Vielzahl von Umweltparametern. Die Bedienoberflache sowie die
Datenstruktur und -speicherung, werden weitgehend an die bereits bestehenden
Monitoringsysteme (z. B. MERMAID) angepasst. Die BlueBox ist damit so konzipiert, dass
sie in diese Systeme integriert werden kann.

Abbildung 2.1-1: Das BlueBox System

Die BlueBox (Mitte) als Komplettlosung fiir ein schiffsgebundenes Monitoringsystem zur Erfassung wichtiger
Wasserparameter. Allgemein werden externe Daten (z. B. Navigationsdaten vom GPS) von der BlueBox
verwaltet und gespeichert. Die erfassten Daten konnen dann mittels einer geeigneten Verbindung von der
Landstation abgerufen werden.
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Eine offene Systemstruktur gestattet den Anschluss verschiedener Sensoren und
Analysegerate zur Messung oberflachennaher physikalischer Eigenschaften und
Wasserinhaltsstoffe sowie die Integration von meteorologischen und navigatorischen
Sensoren, wobei die Sensorbestiickung je nach Aufgabenstellung und Bedarf des Anwenders
erfolgen kann. Die Integration von Housekeeping-Sensoren sowie Uberwachungs- und
Steuersystemen soll einen sicheren, wartungsfreien und weitgehend bedienungsfreien
mehrwochigen Dauereinsatz ermdglichen. Alle Sensoren und Analysegerate der Messstation
werden (ber ein Bussystem (Controller Area Network, CANBUS) an den Messstellencontroller
angeschlossen. Mit der Anwendung des CANBUS entspricht die interne Kommunikation der
Messstation einem weit verbreiteten Industriestandard [Raab 1992]. Durch einen
kompakten, modularen Aufbau ist die Messstation den spezifischen Bedingungen auf
Seeschiffen hinsichtlich Platzbedarf und Energieverbrauch sowie Einsatz unter rauhen
Umgebungsbedingungen (z. B. im Maschinenraum) angepasst. Die Messstation ist trans-
portabel und kann auch auf kleineren Schiffen z. B. Fischkutter) eingesetzt werden. Das
Projekt wird vom BMBF fiir 3 Jahre und 4 Monate gefordert.

2.2. Das Wassersystem

Das Wassersystem stellt ein Kernstick der Schiffsstation dar, das mit seinen
Eigenschaften maRgeblich die Qualitat des Gesamtsystems bestimmt. Das System hat die
Aufgabe, das zu untersuchende Oberflachenwasser fiir den Messprozess aufzubereiten, den
verschiedenen Sensoren und Analysesystemen Wasser in der jeweils benotigten Art und
Weise bereitzustellen und das Abwasser des Systems wieder ins Meer zu leiten.

Bei der Wasseraufbereitung ist inshesondere das Problem der den Messprozess stérenden
Luftblasen im Wasser zu losen. Einfache technische Losungen, wie z. B. ein groRRvolumiger
Vorlagebehdlter, lassen sich bei der BlueBox nicht anwenden. Dies wirde zu einer
Sedimentablagerung (Gefahr von Biofouling) und zu nicht vertretbaren langen Verweilzeiten
des Wassers in dem System fihren.

Bei der Entwicklung des Wassersystems kann auf praktische Erfahrungen bei verschiedenen
Projektpartnern sowie auf international bekannte Losungsanséatze zurlickgegriffen werden.
Wegen den spezifischen Bedingungen der geplanten kompakten Schiffsmessstation ist jedoch
eine vollstandige Neuentwicklung nicht zu umgehen.
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Dies ergibt sich insbesondere aus den im folgenden dargelegten Anforderungen an das

Wassersystem, die in ihrer Gesamtheit realisiert werden mussen:

Das gesamte Wassersystem muss, wie alle anderen Komponenten der
Schiffsmessstation, eine kleine BaugrdfRe und einen mdglichst kompakten Aufbau
haben.

Das Wassersystem muss das zu untersuchende Wasser fiir die verschiedenen
Sensoren und Analysegerate in der jeweils bendtigten Art und Weise aufbereiten, um
Messwertverfalschungen und Beeintrachtigungen des Messprozesses zu vermeiden.
Dazu ist das Wasser blasenfrei zu machen (insbesondere flr die Tribungs- und
Sauerstoffmessung) und nach Bedarf zu filtern (insbesondere fir die
Nahrstoffanalyse).

Die Durchlaufgeschwindigkeit des Wassers durch das Wassersystem muss einer
definierten raumlichen Messwertaufloésung angepasst sein. Hierzu ist das
Wasservolumen im Wassersystem klein zu halten.

Totwasserzonen dirfen im Wassersystem nicht auftreten, um eine Sedimentation von
suspendiertem Material zu vermeiden.

In das Wassersystem missen geeignete Malinahmen zur Bewuchsvermeidung
integriert werden. Dies gilt im besonderen Male auch fiir die eingesetzten
Wasserfilter.

Das Wassersystem muss ein hohes Mald an Betriebssicherheit und Zuverlassigkeit,
auch unter kritischen Bedingungen (Stromausfall, schwerer Seegang) aufweisen und
ist dazu mit entsprechenden Sicherheitseinrichtungen ausgestattet.

Die Struktur des geplanten Wassersystems ist in der Abbildung 2.2-1 (nachfolgend)

dargestellt. Hinsichtlich der Funktionalitat kann das System in folgende Funktionsgruppen

unterteilt werden:

Wasserbereitstellungseinheit, bestehend aus einem Entlifter (Debubbler), Pumpen zur
Versorgung der Durchflussmessstrecke, der Filtereinheit und ggf. weiterer Messgrate,
sowie einer Pumpe zum Abpumpen des Abwassers der Messstation.
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e Filtereinheit zur Versorgung der Analyseautomaten mit filtriertem Wasser. Die Art
des verwendeten Filters richtet sich dabei nach den Einsatzbedingungen der Station.

e Durchflussstrecke mit physikalischen und elektrochemischen Sensoren. Die an die
Durchflussstrecke anschlieBbaren Sensoren sind Einzelsensoren mit einem
standardisierten Geh&ause. Damit wird ein einfacher Einbau in die Durchflussstrecke
und im Bedarfsfall ein schnelles und problemloses Auswechseln ermdglicht. Die
Sensorbestiickung der Durchflussstrecke ist vom Anwender des BlueBox Systems
entsprechend seiner Messaufgabe frei wahlbar.

Abbildung 2.2-1: Schema der Wasserstrecke der BlueBox

Hinter der Entliiftung teilt sich der Wasserweg fiir die Versorgung der vier unterschiedlichen Sensorenbldcke.
Jeder Block stellt mit seinen Sensoren verschiedene Anforderungen an die Vorbehandlung der zugefiihrten
Wasserproben.
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Die Wasserversorgung der Messstation erfolgt (iber eine separate Wassereinlassstation.
Nach der Entliiftung des dem System zugeflihrten Wassers unterteilt sich der Zufluss fir die
verschiedenen Sensorenblocke. So ist fiir die Nahrstoffanalysatoren (oberer Block in der
Abbildung) eine Filterung des Probenwassers unabdingbar. Ohne eine Filterung verunreinigen
die in den Analysatoren verwendeten Membranen innerhalb kirzester Zeit und waren
unbrauchbar. Ein zu den Analysatoren paralleler Wasserweg hinter dem Filter ermdglicht die
Einstellung der den Automaten zugefiihrten Wassermenge.
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Fir die Messung der biologischen Parameter (mittlerer markierter Block) hingegen muss eine
schonende Zufuhrung der Probe gewahrleistet sein. Viele Algenspezies reagieren sehr
empfindlich auf mechanische Beanspruchung und werden bei schnellen Druckanderungen (in
einer Pumpe) zerstort. Dieser Wasserweg wird deshalb mit einer Saugpumpe betrieben. Die
Erfassung der chemischen und physikalischen Parameter (Temperatur, Leitfahigkeit, usw.)
kénnen direkt im Durchfluss gemessen werden (unterer Block). Diese Sensoren werden durch
das Seston (,das Schwebende®) nicht beeinflusst. Flr alle Messsysteme, die nicht in der
BlueBox implementiert werden kdnnen oder sollen, steht ein Anschluss flir die externe
Wasseranbindung zur Verfligung.

2.3. Der Multi-Fluoreszenz Sensor

Fir die Erfassung der biologischen Parameter wird ein ,Algae Online Analyser® (AOA) der
Firma BBE Moldaenke (Kiel) eingesetzt. Die mit dem Multi-Fluoreszenz Sensor bestimmbaren
Parameter aus der Algenfluoreszenz sollen Rickschliisse auf die Artenzusammensetzung der
Algen, den Chlorophyll-a Gehalt pro Liter Wasserprobe, die photosynthetische Aktivitat der
Algen und ihre Biomasseproduktion gestatten. Die Anbindung dieses Sensors an die
Wasserstrecke der BlueBox wird aufgrund der Grol3e des Gerates (ber einen nach aufden
gefuihrten Wasserkreislauf erfolgen. Der in Abbildung 2.2-1 markierte Block bietet in der realen
BlueBox nur Platz fur einen einfachen Fluoreszenzsensor (Fluoreszenzanregung mit nur einem
Wellenlangenbereich).

Da der AOA nicht zu der Grundausstattung der BlueBox gehort und diese in ihren Ausmal3en
so klein wie mdglich sein soll, wird der AOA extern mit ihr verbunden. Die Anpassung des
kommerziell erhéltlichen Geréates flr den Anschluss an die Wasserstrecke der BlueBox und
an den CANBUS fir die Messwertlbertragung gehort zu den zu bewdltigen Aufgaben des
Projektes.

Generell soll der AOA im Projekt an die Verhaltnisse im Salzwasser mit dem dort
vorhandenen Phytoplankton angepasst und seine Einsetzbarkeit verifiziert werden.
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3. Das Phytoplankton

Fir die Untersuchung einer Wasserprobe ist nicht nur der Gehalt an Phytoplankton von
Interesse, sondern auch Aussagen Uber die Algenartenzusammensetzung.

Seit den ersten Anfangen der Untersuchung von Algen mit dem Mikroskop gab es viele
Versuche die Vielzahl an Algen einzuteilen. Dieses System wird auch heutzutage noch laufend
verandert.

3.1. Die Einteilung der Algen

Eine Maglichkeit der Klassifizierung wurde von van den Hoek [Hoek, v.d. 1993] vorgestellt.

Fir die Einteilung in Algenstamme, -klassen und -gattungen wurden die Unterschiede der
Pigmentkomposition (Kap. 3.2), die Form der Thylakoide und weitere unterscheidbare
Merkmale herangezogen. Jeder Stamm enthalt mindestens eine Klasse, jede Klasse Algen
aus verschiedenen Gattungen, die wiederum mehrere Arten enthalten kénnen.

Tabelle 3.1-1: Einteilung der Algen

In den Spalten Gattungen und Arten ist die bislang bekannte Anzahl angegeben.

Stamm Klasse Gebriuchlicher Name | Gattungen Arten
Bacillariophyceae Diatomeen / Kieselalgen 200 6000
Chrysophyeae Goldalgen 200 1000
Heterkontophyta Phaeophyceae Braunalgen 250 2000
Chloromondaophyceae 6 10
Xanthophyceae Gelbgriine Algen 80 400
Dinophyta Dinophyceae Dinoflagellaten 120 1000
Cyanophyta Cyanophyceae Blaualgen 150 2000
Haptophyta Haptophyceae 45 250
Cryptophyta Cryptophyceae 12 120
Rhodophyta Rhodophyceae Rotalgen 600 4500
Eustigmatophyta Eustigmatophyceae 5
Chlorophyceae Griinalgen
Chlorophyta Prasinophyceae 500 8000
Charophyceae
Euglenophyta Euglenophyceae 40 800

Die Einteilung nach van den Hoek [1993] unterscheidet nicht in Sif3- und Salzwasserspezies.
Die fir das Phytoplankton der Deutschen Bucht relevanten Klassen sind vor allem die

1
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Diatomeen, die Dinoflagellaten und die Haptophyceae. Vereinzelt treten aber auch Algen der
Klassen der Cryptophyceae, Raphidophyceae, Chlorophyceae, Prasinophyceae und
Cyanophyceae (Cyanobakterien) auf [Rademaker et al. 1998, Drebes 1974].

3.2. Die Pigmentkomposition des photosynthetischen Apparates

Flr die spateren Untersuchungen sind vor allem die Unterschiede der Pigmentkompositionen
der Antennen des photosynthetischen Apparates verschiedener Algenklassen von Interesse.
Die Pigmente werden in Chlorophylle, Carotinoide, Phycobiliproteine und Xanthophylle
eingeteilt. Diese Uberbegriffe aber stehen fiir eine Vielzahl von chemischen Verbindungen, die
zu diesen Gruppen gezahlt werden. Fir die in Kapitel 3.1 erwahnten relevanten Algenklassen
fur die Nordsee werden in der folgenden Tabelle die wichtigsten Pigmente (markiert mit x) und
die, die in einigen Fallen (markiert mit -) ebenfalls zu finden sind, aufgefihrt.

Tabelle 3.2-1: Ubersicht iiber die Pigmente der relevanten Algenklassen der Nordsee

Die Algenklassen unterscheiden sich in der Zusammensetzung der photosynthetischen Pigmente. Diese
Unterschiede bilden die Grundlage der Moglichkeit zur messtechnischen Erfassung von Algenklassen.

Chlorophylle Carotine | Phycobiliproteine Xanthophylle

Algenklasse -Carotin | Phyco-

Chl.a |Chlb |Chlc | "- $- |cyanin |erythrin
Bacillariophyceae X X - X Fuco-,Diadino-,Diatoxanthin
Dinophyceae X X X Peridinin
Cryptophyceae X X X - X X Alloxanthin
Cyanophyceae X X X X Myxo-,Zeaxanthin,Echinon
Haptophyceae X X X Fuco-(Diadino-,Diato-)xanthin
Chlorophyceae X X - X Neo-,Viola-,Zeaxanthin,Lutein

Eine wesentlich detailliertere Liste der nachgewiesenen Pigmente in den verschiedenen
Algenklassen ist van den Hoek [1993] oder Jeffrey & Vesk [1997] zu entnehmen.

Anhand der Komposition der Pigmente in den Algen konnen verschiedene Messverfahren eine
Unterscheidung in die Klassen leisten. Nasschemische Verfahren sind in der Lage, die
einzelnen Pigmente isoliert nachzuweisen (Kap. 4.2). Messsysteme, die auf der Messung der
Fluoreszenzemission oder der Absorption basieren (Kap. 4.3 ff), machen sich die
Unterschiede der Spektren der Pigmente zunutze. Alle gangigen Methoden zur Bestimmung
von Algen und deren Konzentration werden in dem nachsten Kapitel ausfihrlich beschrieben.

12



Das Phytoplankton

3.3. Die biophysikalischen Grundlagen

Die jahrlich von der Sonne auf die Erdoberflache eingestrahlte Energiemenge betragt
ungefahr 5,2 *10 # kJ, von der knapp die Halfte in dem photosynthetisch nutzbaren
Wellenl&ngenbereich liegt. Durch die Photosynthese von Pflanzen wird nur etwa 0,05 Prozent
dieser Energie in organischen Molekilen gespeichert. Der iberwiegende Teil wird in Form von
Warme in den Weltraum zuriickgestrahlt [Lawor 1990].

Das marine Phytoplankton hat mit tber 50 Prozent der gesamten Photosynthese einen
beachtlichen Stellenwert unter den Primarproduzenten [Lawor 1990].

Jedes Jahr wird durch die Photosynthese 5,2 * 10 " Tonnen organisches Material gebildet
[Lawor 1990]. Der Umsatz an Chlorophyll-a wird auf 10° Tonnen pro Jahr geschatzt, wobei
nur 25 % davon auf das Absterben der Landpflanzen im Herbst entfallen. Der Rest von 75 %
des Umsatzes ereignet sich in Flissen, Seen und in den Ozeanen [Porra et al. 1997].

3.3.1. Die grundlegenden Reaktionen der Photosynthese

Aus Kohlendioxid und Wasser bildet die Photosynthese durch absorbierte Strahlungsenergie
organische Substanz in Form von Kohlenhydraten [Lawlor 1990]. Dieser komplexe
endergonische Prozess besteht aus vielen Einzelschritten. Dieser Prozess wird in eine Licht-
und Dunkelreaktion unterschieden [Buschmann & Grumbach 1985].

Die Lichtreaktion wandelt Adenosindiphosphat (ADP) und Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADP®) durch die Absorption von Lichtenergie in die energiereicheren Stoffe
Adenosintriphosphat (ATP) und NADPH / H" um. Wahrend der Dunkelreaktion werden diese
beiden Stoffe fur die Bildung von Kohlenhydraten bendtigt. Die Primarreaktion der
Photosynthese aber ist die Anregung der Chlorophyllmolekile durch Licht.

Die Messung der Chla-Fluoreszenz, die in dieser Arbeit die Grundlage fir die
Algengruppenerkennung bildet, wird durch die Fluoreszenzemission des Photosystems |l
maglich.

3.3.2. Das Photosystem |l

Die photochemischen Lichtreaktionen von Pflanzen finden an den Proteinkomplexen des
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Photosystems Il (PS Il) und des Photosystems | (PS ) unter der Verwendung von e ~ und H*
transportierenden Molekiile statt.

Abbildung 3.3-1: Das Photosystem II

Das Photosystem II untergliedert sich in einen Kern-Komplex und die lichtsammelnden Chlorophyll-Protein-
Komplexe (LHCs). Gednderte Abbildung nach Hintze [2000].
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Das Photosystem Il ist eingebettet in die Doppellipidmembran des sogenannten Thylakoiden,
die das Thylakoidlumen vom Stroma des Chloroplasten trennt.

Das LHC Il (light harvesting complex of photosystem Il) ist ein Proteinkomplex, der keine
eigene photochemische Aktivitat besitzt. Es wird in ein inneres und ein &ufReres LHC Il
unterschieden [Lawlor 1990]. Das innere LHC Il ist fest mit dem Kern-Komplex verbunden,
wohingegen das aufRere LHC Il mobil ist.

Der PS Il Kern-Komplex besteht aus chlorophyllhaltigen Antennenpigmenten (CP43 und CP47
in Abbildung 3.3-1), den Polypeptiden DI und D2 mit dem Reaktionszentrum (P680) und
seinen Akzeptoren und Donatoren, sowie dem wasserspaltenden Enzymkomplex (Mn).

Auf D1, einem Polypeptid, befindet sich das Reaktionszentrum (P680) des PS Il mit dem
Donator Tyrosin-Z (Tyr-Z) und dem Akzeptor Pheophytin (Pheo). Das Elektron wird nach dem
Pheophytin tber Q, und Qg an den Plastoquinonpool (PQ bzw. PQH") weitergereicht und
verlasst ber PQH, das Photosystem.
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3.3.3. Die lichtsammelnden Antennen des PS |

In Kapitel 3.2 wurde bereits auf die Unterschiede in der Pigmentzusammensetzung der
Antennensysteme des photosynthetischen Apparates fir verschiedene Algenklassen
hingewiesen. Alle diese Pigmente sind an der Absorption der Lichtenergie beteiligt, aber nur
spezielle Formen des Chlorophyll-a (Chl.a) bilden die Reaktionszentren (P680 bzw. P700) bei
Eukaryoten und den photosynthetisch aktiven Bakterien der Algenklasse der Cyanophyceae.
Alle weiteren Pigmente werden als akzessorische Pigmente bezeichnet. Sie bilden die
Antennen (LHC) fiir die Absorption der Photonen.

Abbildung 3.3-2: Schemata der Energieabsorption und Anregungsiibertragung in den Antennensystemen

Ubertragung der absorbierten Photonenenergie von den Antennenpigmenten auf das Reaktionszentrum bei
verschiedenen photosynthetischen Organismen. Nach Lawlor [1990].
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Die Antenne der hoheren Pflanzen wird in ein inneres und ein duReres LHC unterteilt. In der
unteren Abbildung ist ein Quenchmechanismus angedeutet (Kap. 3.3.5), der auf einer
Anderung des Absorptionsquerschnittes des Photosystems Il beruht. Die Verteilung der
Anregungsenergie zwischen den Photosystemen | und Il verandert sich.
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3.3.4. Photonenabsorption und prompte Fluoreszenz

Fir die Absorption eines Photons durch die akzessorischen Pigmente miissen die Orbitale
dieser Molekille eine Energiedifferenz aufweisen, die mit der Energie des Lichtquants
Ubereinstimmt.

Abbildung 3.3-3: Schema der Absorption eines Photons durch ein Pigmentmolekiil

Die Hauptenergieniveaus werden (nach der Hauptquantenzahl) als Grundzustand, erster, zweiter (oder hoherer)
angeregter Zustand bezeichnet. Nach Lawlor [1990].

NADPH photochemische Reaktionen

82 2

angeregter
Singulett-
zustand

Excitonen-Wanderung
Resonanzibertragung
-~

S, . o
angeregter &
Singulett- =< ‘é’)
zustand g2l £
2=zl,3 Triplett
2z
nE 0,—) O {Singulett-
hy ;
Grund- Sauerstoff).
zustand

Carotinoide ~wwsmP Warme

Die Wellenlange des absorbierten Photons ist ausschlaggebend fir die Anhebung eines
Elektrons (e") in den ersten angeregten Singulettzustand (S,) oder den zweiten angeregten
Zustand (S,) des Pigments. Durch Warmestrahlung kann der S-Zustand ebenfalls erreicht

werden.

Letztendlich aber erfolgen die wichtigsten Prozesse der Energieabgabe alle von dem ersten
angeregten (Singulett-)Zustand des Pigments aus, da der zweite angeregte Zustand

strahlungslos in S, zurlckfallt.

Mehrere Prozesse konkurrieren bei der Deaktivierung von S, Zum einen erfolgt ein
strahlungsloser Ubergang (R) des e in den Grundzustand. Zum anderen wird die
Anregungsenergie in der Form von prompter Fluoreszenz (F), verzégerter Fluoreszenz (VF),
Phosphoreszenz (P), photochemischer Reaktionen der Photosynthese (Ubergabe des e an
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den Akzeptor Pheophytin) und Energietibertragung, z. B. vom Triplettzustand auf Sauerstoff
oder Carotinoide abgeleitet.

3.3.5. Quenchmechanismen der Chlorophyll-Fluoreszenz

Photosynthetisch aktive Pflanzen geben ca. 3 — 6 Prozent des eingestrahlten Lichtes als
Fluoreszenz wieder ab. Bei physiologischen Temperaturen stammt die variable Fluoreszenz
fast ausschlief3lich von dem PS Il [Krause & Weis 1991].

Ein Teil der absorbierten Lichtenergie kann photochemisch genutzt (® pc) werden. Weitere

Anteile werden als Fluoreszenz (@ () oder als Warme (@) in die Umgebung abgestrahlt.

Fir die Fluoreszenzquantenausbeute gilt:

Gleichung 3.3-1:
) Ft () Dt ) PC = 1

Die Chlorophyll-Fluoreszenz wird zur Bestimmung des Chl.a-Gehaltes von Wasserproben
genutzt. Die Voraussetzung fiir eine absolute Bestimmung der Chl.a-Konzentration ist eine
konstante Beziehung zwischen diesen beiden Grol3en. Es ist aber bekannt, dass verschiedene
Prozesse die Chlorophyll-Fluoreszenz vermindern. Die fluoreszenzvermindernden Prozesse
werden in  photochemisches Quenching (photochemische Nutzung) und nicht
photochemisches Quenching unterschieden [van Kooten & Snel 1990, Schreiber et al. 1986].

Ein groRRer Anteil des nichtphotochemischen Quenching wird mit dem Aufbau des pH-
Gradienten Uber der Tylakoidmembran in Zusammenhang gebracht und auch als Energy-
Quenching bezeichnet [Horton et al. 1996, Dau 1994a].

Ein weiterer Einfluss ist durch den Absorptionsquerschnitt des PS Il gegeben. Wird dieser bei
einer gleichbleibenden Lichtintensitat kleiner, so vermindert sich durch die resultierende
Verringerung der absorbierten Energie auch die emittierte Fluoreszenz. Einer der hierfir in
Frage kommenden Prozesse wird als ,state-transition“ bezeichnet und beruht auf einer
Anderung der Verteilung der Anregungsenergie zwischen den Photosystemen | und Il [Van
Thor et al. 1998, Dau & Canaani 1990, Dau & Hansen 1988]. Die selektive Anregung des PS |
mit dunkelrotem Licht fihrt zu einer momentanen Erhéhung des Absorptionsquerschnittes
von PS I, wahrend kurzwelliges Licht zu einer momentanen Abnahme des
Absorptionsquerschnittes fiihrt. Der Quenching-Mechanismus Uber die state transition
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beruht auf einer reversiblen Phosphorylisierung des &uf3eren LHC Il [Allen 1992].

Die Fluoreszenzausbeute wird ebenfalls von einer Schadigung des Photosyntheseapparates
durch hohe Lichtintensitaten beeinflusst [Nilawati et al. 1997, Sagert et al. 1997, Krause &
Winter 1996, Krause et al. 1995, Baker & Bowyer 1994, Aro et al. 1993].

3.3.6. Das Chlorophyll-a und seine Zerfallsprodukte

Die jahrliche Degraduierung an Chlorophyll-a wird auf 10° Tonnen pro Jahr geschatzt (siehe
Anfang Kap. 3.3), wobei sich 75 % des Umsatzes in Flussen, Seen und in den Ozeanen
ereignet.

Abbildung 3.3-4: Der Molekiilaufbau des Chlorophyll-a ( - b). Nach Lawlor [1990].

Chlorophylla und &

Cha Chib . Der molekulare Unterschied zwischen dem Chl.a und
oA
Lt Chlb besteht ,nur* aus dem Austausch der

Methylgruppe (CH;) am zweiten Pyrrolring (Il) durch
eine Formylgruppe (CHO). Dieser Unterschied bringt
eine Verschiebung der Absorptionsmaxima sowie eine
Veranderung des Absorptionskoeffizienten mit sich.

Die Hauptiubergange der Elektronen aus der Wasser-
spaltung sind durch Pfeile (mit x und y bezeichnet)
angedeutet.

Phytolkette

H” CHj

Die natirlich vorkommenden Chlorophyllproteinkomplexe der Antennen sind relativ stabil. Sie
kénnen aber durch chemische, photochemische und biologische Prozesse verandert werden
(Tabelle 3.3-1).

Die Chlorophyll-Derivate entstehen zum Beispiel durch das Gefressen werden und der an-
schlieRenden Verdauung durch andere Organismen, durch mikrobiologische Zersetzung und
das Absterben der Zellen.

18



Das Phytoplankton

Im Zusammenhang mit der nasschemischen Chromatographie ist recht viel Uber die
Zerfallsprodukte der Chlorophylle bekannt. Durch den Einsatz von alkalischen Losungsmitteln
fur die Extraktion von Pigmenten aus Algenzellen werden die Chlorophylle in einem
Losungsmittel (Azeton, Ethanol, usw.) gelést. Diese gelésten freien Molekile werden labiler in
bezug auf eine chemische oder photochemische Behandlung und unterliegen damit leichter
einer Veranderung.

Freie Chlorophylle und Carotinoide sind in photosynthetisch aktiven Zellen nicht gefunden
worden. Sie spielen fiir die Photosynthese keine Rolle [Poora et al. 1997].

Die Prozesse die zu einer Veranderung flhren, werden als Allomerisation, Epimerisation,
Demetalisation, Dephytylation, Halogenisation und Decarboxymethylasation unterschieden.
Die einzelnen Prozesse sind ausflhrlich bei Poora et al. [1997] beschrieben.

Die Produkte der Degraduierung des Chlorophyll's werden in zwei Gruppen eingeteilt:

a. Periphere Veranderung der ringférmig angeordneten Tetrapyrrole, unter anderem
durch den Verlust der Phytolkette (-phytol).

b. Oxidative Aufspaltung der Tetrapyrrole in eine lineare Anordnung mit dem Verlust des
zentralen Magnesiumatoms.

Tabelle 3.3-1: Schema des Chlorophyll Zerfalls

(-Mg)
Chlorophyll >» Phaeophytin
(-phytol) | Chlorophyllase (-phytol)

v (-Mg) v

Chlorophyllide » Phaeophorbide
CH,N, CHZOH/H*

A 4 (-Mg) \ 4

Methylchlorophyllide » Methylphaeophorbide

In der allgemeinen Nomenklatur [Goodwin 1976] bezeichnet man die Derivate des Chlorophyll's
als:
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Phylline: Chlorophyll-Derivate, die das Zentralatom Mg enthalten.
Phaeophytine: Chlorophyll-Derivate, die das Magnesiumatom nicht mehr enthalten.

Chlorophyllide: aus einer enzymatischen oder chemischen Hydrolyse entstandenes
Saure-Derivat des Chlorophylls.

Chlorophyllase; Ein Enzym, das die Phytolkette von dem Chlorophyll abspaltet. Das
Enzym spielt eine wichtige Rolle bei dem Chlorophyll-Abbau bei
Alterungsprozessen [Mohr & Schopfer 1992].

Phaeophorbide: Diesen Derivaten fehlt sowohl das Magnesium-Zentralatom als auch die
Phytolkette.
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4. Messverfahren zur Untersuchung von Wasserproben

Generell gibt es eine groBe Anzahl von Mdglichkeiten, Algen als biologische Sensoren zu
nutzen [Hintze et al. 1999, Ruser et al. 1999], so z. B. zum Nachweis von Umweltgiften oder
Uberdiingung [z. B. Vanselow 2000]. Das groRe Oberflachen-zu-Volumen Verhaltnis lasst
Phytoplankton sehr schnell auf die Umgebung und deren Veranderung reagieren. Algenbliiten
von toxischen Algen konnen fur den Menschen zu lebensgefahrlichen Konzentrationen von
Giften in Muscheln, Fischen und auch in der Luft [Burkholder 2000] fihren. In der Nordsee
treten in unregelmaliigen Abstanden Algenbliten einer bestimmten Haptophyceae und eines
Dinoflagellaten [De Jong et al. 1999] auf. Im Sommer 1997 wurde eine toxische
Raphidophyceae (Fibrocabsa japonica) in der Nahe von Sylt und im Bilisumer Hafen
nachgewiesen [Rademaker et al. 1998]. Aufgrund der Gesundheitsschadlichkeit kann das
Auftreten zu offiziellen Badeverboten flihren. Fiir Gebiete, die stark von dem Tourismus
abhangen, konnen solche Algenbliten zu schweren wirtschaftlichen Problemen fuhren.

4.1, Das inverse Mikroskop

Eine der altesten Methoden zur Untersuchung von in einer Wasserprobe enthaltenen Algen
ist der Einsatz eines Mikroskops mit invertiertem Lichtweg. Die Vergréf3erungsoptik wird von
unten an den Objekttrager geflihrt, wahrend die Lichtquelle die Probe von oben beleuchtet. Fir
eine Zahlung werden die Algen fixiert (z.B. mit Lugol). Durch das Abtdten sinken die
schwebenden und die beweglichen Zellen auf den Boden des Objekttragers und konnen gezéhlt
werden. Bei geringen Konzentrationen von Algen ist im allgemeinen eine Anreicherung ndétig.
Das Volumen der Objekttréager fur Flissigkeiten lasst sich durch einen entsprechenden
Aufsatz um ein Vielfaches vergrof3ern. Nach einer ausreichend langen Zeit zur Sedimentation
der Zellen kann der Aufsatz wieder entfernt werden. Unter dem Mikroskop lassen sich die
Algenspezies und nach der ,Uterméhl“-Technik, einem standarisierten Verfahren, die Zell-
zahlen fir ein definiertes Volumen bestimmen [Uterméhl 1958].

Doch dieses Verfahren ist sehr zeitaufwendig. Selbst fir einen gut ausgebildeten
Wissenschaftler ist es manchmal schwer, bestimmte Algenzellen zu unterscheiden und zu
identifizieren. Picoplankton mit einer GroRe kleiner als ein Mikrometer kann fast nie
zugeordnet, geschweige denn gezahlt werden. Algen, die Kolonien bilden, sind ein weiteres
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Problem, denn jede Zelle misste gezahlt werden. Ein weiterer wesentlicher Nachteil dieser
Methode ist die grol3e statistische Unsicherheit der Z&hlung. Selbst fiir einfach zu z&hlende
Wasserproben (leicht zu unterscheidende Algenarten, wenig Schwebstoffe und Sediment,
keine Kolonienbildung, usw.) sind die ermittelten Zellzahlen mit einigen hundert Zellen immer
klein. Die Bestimmung ist deshalb in den meisten Fallen mit grol3en Abweichungen behaftet.

Um zumindest das Picoplankton z&hlen zu kdnnen und die Trennung zwischen Algen und
anderen Partikeln zu erleichtern, wurde eine neue Methode angewendet. Bei einem Epi-
Fluoreszenzmikroskop regt eine spezielle Lichtquelle die Chlorophyll-Fluoreszenz der Algen an
[Largo et al. 1997, Wright et al. 1996, Schubert 1992]. Mit speziellen optischen Filtern ist
dann die Orange- oder Rotfluoreszenz (Abbildung 4.1-1 B). der Algen zu erkennen Da Sediment
und die Hullen von toten Algenzellen nicht fluoreszieren, ist eine leichte Trennung des
Phytoplanktons von nicht-fluoreszierenden Partikeln mdglich. Eine Unterscheidung der
Algenklassen ist nur anhand der Farbe der Fluoreszenz mdglich, eine genauere Spezifizierung
ohne leistungsfahigere Mikroskope oder andere Bestimmungsmethoden aber nicht.

Abbildung 4.1-1 A & B: Das Epi-Fluoreszenz Mikroskop

Abbild einer Algenkultur mit einen inversen Mikroskop (A) und einem Epi-Fluoreszenz-Mikroskop (B)

Diese beiden Abbildungen verdeutlichen
den Vorteil des Epi-Fluoreszenz Mikros-
kops. Abbildung 4.1-1 A zeigt eine
Algenprobe unter einem iiblichen
Mikroskop bei der Verwendung von
polarisiertem Licht. Der helle weifle Fleck
ist eine grofe Algenzelle, die wolken-
artigen Gebilde im unteren Bildbereich
konnen eine Algenkolonie oder totes
Material sein. Gleiches gilt fiir die vielen
einzelnen  Punkte, Algenzelle oder
Detritus?

Durch eine Lichtquelle wird die Chl.a-
Fluoreszenz anregt und kann durch
optische Filter fiir das menschliche Auge
sichtbar gemacht werden. Dieses zeigt
Abbildung 4.1-1 B. Deutlich ist die
Fluoreszenz der Algen zu erkennen (Abb.
B ist farbverfilscht, die Chl.a Fluoreszenz
ist rot). Der Vergleich mit Abbildung
4.1-1 A zeigt den Anteil an Detritus, das
bei der Zihlung mit einem inversen
Mikroskop die Zidhlung der einzelnen
Zellen erheblich erschwert.
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4.2. Die HPLC-Analyse

Seit 1983 wird die ,high performance liquid chromatography” (HPLC) fir die Untersuchung
von Wasserproben verwendet.

Die Partikel in einer Wasserprobe werden durch einen leichten Unterdruck auf einen feinporigen
Filter gebracht. Dieser Filter wird dann in einer Zellmuhle zerkleinert, wobei auch die Zellwande
der Algen zerstort werden. Nun lassen sich die in den Algen enthaltenen Pigmente in einem
Losungsmittel (Azeton oder Ethanol) l6sen und in einer Zentrifuge von den organischen
Resten, dem Detritus und dem Filtermaterial trennen. Die gelésten Pigmente kénnen nun in
der HPLC detektiert werden [ausfuhrliche Beschreibung bei Jeffrey et al. 1997].

Prinzipiell gehort diese Methode zu den genauesten in bezug auf die Bestimmung der
Chlorophyll-a Konzentration von Wasserproben. Es kénnen ca. 50 verschiedene Pigmente und
deren Derivate (Zerfallsprodukte) des photosynthetischen Apparates identifiziert werden
[Jeffrey et al. 1997]. Die HPLC-Analyse aber braucht ihre Zeit. Die Vorbereitung der Proben
ist aufwendig. Die Pigmente zerfallen bei falscher Behandlung sehr schnell. Vorteilhaft ist
daher die Mdglichkeit, Derivate der Pigmente zu identifizieren, da so eine Kontrolle der
Vorbehandlung moglich ist.

Fir die Messung einer Probe wird bei laufendem System eine Zeit von ca. einer halben Stunde
bendtigt (ohne Vorbehandlung und Auswertung), und die Durchfiihrung bedarf eines gut
geschulten Personals. Durch einen automatischen Probenwechsler kénnen aber 30 (oder
mehr) Proben ohne Betreuung in einem Durchlauf abgearbeitet werden. Die Erfahrungen und
Probleme mit der HPLC-Analyse flihrten zu dem ersten Treffen der Arbeitsgruppe SCOR
(Scientific Committee on Oceanic Research) in Halifax im Jahre 1963.

Theoretisch ist die Genauigkeit der Messung durch die VergrofRerung der filtrierten
Wassermenge linear zu steigern, doch in der praktischen Anwendung zeigen sich gerade fir
Freilandproben starke Einschrankungen. Fir stark sedimenthaltige Wasserproben aus dem
Astuarbereich des Wattenmeeres ist die Menge an Probenwasser fiir eine Filtration begrenzt
(die obere Grenze liegt nach eigener Erfahrung bei einer Wassermenge von 400 ml fiir einen
Whatman GF/F Filter mit einem Durchmesser von 25 mm).

Der Vergleich der Pigmentkomposition des photosynthetischen Apparates flir verschiedene
Algenklassen (Kap. 3.2) lie3 eine Erkennung von Algenklassen uber bestimmte Pigmente zu.
Pigmente, die (mdglichst) nur in einer Klasse zu finden sind, werden als Markerpigmente
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bezeichnet. Sie ermdglichen durch den Nachweis des Markerpigmentes in einer Wasserprobe
den Ruckschluss auf die Anwesenheit einer bestimmten Algenklasse [Schliter et al. 2000,
Meyer-Harms & Bodungen, v. 1997]. Uber das Markerpigment-zu-Chlorophyll-a Verhaltnis soll
auch der Anteil der Algenklassen zum Gesamtchlorophyll-a Gehalt der Wasserprobe
bestimmbar sein [Wilhelm et al. 1995, 1991]. Diese Aussage wird in Kapitel 11 ausfihrlich zur
Diskussion stehen.

Eine neue Methode ist die Verwendung von Pigment-Fingerprints zur Identifikation der
Algenklassen [Zapata et al. 2000, Mackey et al. 1996, Wright et al. 1996].

4.3. Das Flowzytometer

Seit etwa 10 Jahren wird die Flowzytometrie flr die Analyse von Phytoplankton eingesetzt.
Das Messsystem wurde in der Medizintechnik fiir die Blutzellenz&hlung entwickelt. Es fand
seinen Weg in die Planktonuntersuchung durch die Suche nach einer neuen Methode, die
Phytoplanktonzusammensetzung von Wasserproben zu untersuchen, ohne die zeitaufwendige
Zellzahlung nach der ,,Uterméhl“-Methode durchfiihren zu missen.

Abbildung 4.3-1: Schema der Flowzytometermessung

Die im Fliissigkeitsstrahl befindlichen Algen werden mit einem Laser angeregt und die Emission bei
verschiedenen Wellenldngen gemessen. Nach Reckermann [2000].

Huillztrom

Das Messprinzip des Flowzytometers (FCM)
Daterveratbeiung basiert auf einem hydrodynamischen Trick. Durch
Frobenstrom

und Auswertung

eine Umhullungsfliissigkeit kann das Probenwasser

[Grin 3

530rm zu einem sehr dinnen Strahl verengt werden. Die

50 Orange . .
488N zaom 4 Algen werden in der Messstrecke wie Perlen an

FSC 488nm ™.

T - s i einer Schnur aufgereiht, ohne das die Gefahr einer
B35
H°t5 " dauerhaften Verstopfung besteht, denn der Strahl
kann wieder aufgeweitet werden.
Abfallbehalter ERSSIRSET Die Algen werden von einem Laser mit einer
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Wellenlange von 488 nm angeregt. Verschiedene Detektoren messen gleichzeitig das
Streulicht (FSC und SSC: forward und side scatter) sowie die Fluoreszenzemissionen bei
530 (Grin), 575 (Orange) und 675 (Rot) nm. Die Detektierung von mehreren
Emissionswellenlangen erlaubt es, die Partikel der Wasserprobe verschiedenen Algengruppen
zuzuordnen.

Die Daten werden von einem Computer aufgezeichnet und lassen sich in Graphen einander
gegenuberstellen. In den verschiedenen Darstellungen lassen sich Partikel mit gleichen
Eigenschaften in Gruppen zusammenfassen, welche mit bestimmten Algenklassen in
Beziehung gebracht werden konnen (Beispiele in Kap. 7 & Kap. 11). Die Graphen besitzen
Achsen mit logarithmischer Teilung lber 3-4 Dekaden (je nach Gerat).

Abbildung 4.3-2: Ein Flowzytometer Arbeitsplatz

Ein Becton Dickinson FacsVantage Flowzytometer fiir die Analyse von Wasserproben

Die einzelnen Algenarten konnen
nicht identifiziert werden, doch
dafir ist die Messung der
Zellzahlen im  Vergleich  zur
Mikroskopzéhlung wesentlich
schneller und genauer.

Das Gerat aber ist sehr teuer und bendtigt zur Bedienung des Instrumentes geschultes
Personal. Die Limitierung auf 3 - 4 Dekaden in der graphischen Darstellung unterschatzt in
der normalen Routine der Messung das Picoplankton. Eine Darstellung tber 7 Dekaden ist fir
natdrliche Wasserproben notwendig, und so sind haufig zwei Durchldufe fiir die Messung
notwendig. Dies verdoppelt entsprechend die Messzeit flir eine Probe.

Der Anteil von Phytoplankton als Partikel in einer Nordseewasserprobe neben dem Sediment
und den Bakterien (die ja auch Partikel sind) ist gerade im Gebiet des Wattenmeeres sehr
gering (vgl. Tab. 7.3-1). Entsprechend mussen viele fluoreszierende Partikel vermessen werden.

Fir die Kalibrierung des Messsystems werden der Probe kleine fluoreszierende Partikel
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(sogenannte Fluoreszenz- oder Standartbeads) zugesetzt. Sie dienen der Kontrolle der
Ergebnisse. Durch die Verwendung der Beads aber verringert sich die zur Verfugung stehende
Flache in der 2-dimensionalen Darstellung der Messergebnisse und ist fiir die Erkennung von
Algen verloren.

Die Messung an sich ist mit etwa einer halben Stunde pro Durchlauf schnell. Die Flussrate
(Anzahl an detektierten Partikeln pro Sekunde) bestimmt die Geschwindigkeit der Z&hlung
und somit die Messdauer. Eine beliebige Steigerung der Flussrate ist durch die Totzeiten des
Detektors nach einer Detektierung nicht moglich. Das Maximum der Z&hlung liegt bei etwa
500 fluoreszierenden Partikeln pro Sekunde.

4.4, Absorptions- und Fluoreszenzspektren

Die Bestimmung des Chlorophyll-a Gehaltes von Wasserproben durch eine Absorp-
tionsmessung wurde 1966 in dem UNESCO Monograph ,Determination of photosynthetic
pigments in seawater” [1966] als Standardmethode vorgestellt. Viele Versuche der Nutzung
der Absorption [Jeffrey & Humphrey 1975] oder der Messung der Fluoreszenzanregung zur
Bestimmung des Chl.a-Gehaltes von Proben wurden unternommen. Doch fiir diese Messungen
muss das Plankton abfiltriert und die auf dem Filter verbleibenden Riickstéande dann in
Losung gebracht werden. Auf der einen Seite kostet dieses Verfahren Zeit, auf der anderen
Seite ist es fir Feldversuche zu kompliziert.

Um die Filtrierung zu umgehen, wurde auch versucht, an unbehandelten Wasserproben zu
messen. Aber fiir die Messung der Absorption treten eine Reihe von Schwierigkeiten auf. So
variiert z.B. der Absorptionskoeffizient des Wassers bei Anderungen der Temperatur, des
Salzgehaltes u.s.w und beeinflusst damit das Ergebnis der Messung [Lutz et al. 1996]. Die
Partikel in der Wasserprobe (Phytoplankton und Detritus) rufen eine Streuung des Lichtes
hervor. Das gestreute Licht geht fir die Messung der Absorption bei einer normalen
Versuchsanordnung verloren und erhoht damit die vermeintliche Absorption der Probe. Durch
die Verwendung einer ,Ulbrich“-Kugel lasst sich der Verlust an Licht durch Streuung und
somit der Fehler flr die Absorptionsmessung minimieren.

Doch es hat sich gezeigt, dass fiir die meisten Felduntersuchungen die Auflésung der
Absorptionsmessung bislang zu gering ist. Eine Vorbehandlung durch die Aufkonzentrierung
der Probe mittels einer Zentrifuge ist noch mdglich, erhéht aber die Fehler der Messung und
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ist fir den unmittelbaren Feldeinsatz ebenfalls zu kompliziert und aufwendig. Um all diesen
Problemen von vornherein aus dem Wege zu gehen, wurde ein anderer Weg beschritten.

Anstelle der Absorptionsspektren wurden Chlorophyll-Fluoreszenzspektren von Wasserproben
zur Bestimmung des Chlorophyll-a Gehaltes der Wasserprobe analysiert.

Abbildung 4.4-1: Vergleich der normierten Anregungsspektren fiir 4 Algenklassen

Von den Kulturen der Diatomee Phaeodactylum tricornutum, des Cyanobakterium Synechocystis spec. 6803, der
Cryptophyceae Pyrenomonas helgolandii und der Chlorophyceae Dunaliella salina wurden die
Anregungsspektren mit einen  Spektrofluorophotometer (RF5001PC  von  Shimadzu) fiir eine
Emissionswellenldange von 720 £ 5 nm aufgenommen und anschliefend auf 100 pg Chl.a pro Liter normiert.
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Die  Spektrenform fur die vier Algenarten ist deutlich unterscheidbar. Die

Pigmentzusammensetzung der Antennenkomplexe des Photosyntheseapparates bedingt den
Verlauf (Kap. 3.2) der Kurven. Bei der ndheren Betrachtung der Algenspektren (Abbildung
4.1-1) wird deutlich, dass fir bestimmte Wellenlangenbereiche die Unterscheidbarkeit

signifikant ist.

Eine qualitative Untersuchung Uber in vivo gemessene Fluoreszenzspektren von 30
Algenarten wurde schon 1989 durchgefiihrt [Hilton et al. 1989]. In dieser Arbeit ging es um
die Evaluierung der Wellenlangenbereiche der Fluoreszenzspektren, die fiir eine Identifizierung

von Algen reprasentativ sind.
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Als Ergebnis ergaben sich drei repréasentative Wellenlangenbereiche. Unter der Verwendung
der Bereiche von 435 — 460 nm, 360 — 390 nm und 510 — 580 nm ist die grof3te Anzahl
von Klassen unterscheidbar. Bereiche, die sich hingegen zwischen den Algenklassen nicht
signifikant unterscheiden, enthalten nur redundante Informationen und sollten fur die
mathematische Analyse nicht mit betrachtet werden. Deutlich wurde auch die spektrale
Ahnlichkeit einiger Algenklassen.

Durch die Untersuchung der Absorptionsspektren von 24 marinen Algenspezies wurde
nachgewiesen, dass die Analyse eines gesamten Spektrums zur Erkennung einzelner
Algenarten nicht notwendig ist. Eine Reduktion auf 3 — 5 diskrete Anregungswellenlangen
reicht fiir eine recht gute Klassifizierung von Algengruppen aus [Johnson et al. 1994]. Dabei
wurden vier Hauptgruppen klar unterschieden: Das Vorkommen von Chlb bei Prasino-,
Eugleno- und Chlorophyceae, Chl.cl und/oder c2 bei Bacillario-, Dino-, Hapto-, Chryso-,
Raphido-, Cryptophyceae, Chl.c3 bei (toxischen) Hapto- und Dinophyceae und
Phycobiliproteine bei Cyanobakterien. Bei der Verwendung der diskreten Wellenlangen von 481,
535 und 649 nm wurden 60 % der Algen bei Johnson et al. [1994] richtig identifiziert.

Die fur diese Untersuchung verwendeten Algen wuchsen unter zwei verschiedenen
Lichtbedingungen heran. Wurde die Klassifizierung auf die adaptiven Vorbedingungen bezogen,
also eine Unterscheidung der Klassifizierung fur die unter Stark- und Schwachlicht
aufgezogenen Algen, so konnten sogar 93 % der Arten richtig identifiziert werden. Unter der
Verwendung zweier weiterer Wellenldngen von 586 und 628 nm, konnte die Zuordnung auf
86 % bzw. bei einer Beriicksichtigung der Vorbedingungen auf 99 % verbessert werden. Bei der
Wellenlange von 586 nm befindet sich das Absorptionsmaxima des Chl.c; und bei 628 ein
Absorptionspeak, der mit dem Chl.c, und Chl.c, in Verbindung gebracht wird [Johnson &
Sakshaug 1996, Johnson et al. 1994].

4.5. Fluorometer

Fir die Konstruktion von Fluorometern bringen die Erkenntnisse der Untersuchungen von
Absorptions- und Fluoreszenzspektren erhebliche Vereinfachungen mit sich. Die Messung der
Chlorophyll-Fluoreszenz von nur wenigen diskreten Anregungswellenlangen lasst sich
unproblematisch durch Lumineszenzdioden (LED) erreichen. Diese sind klein, robust, erzeugen
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wenig Warme und verbrauchen wenig Strom. Seit einigen Jahren gibt es LED's fir den
gesamten sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums (Ubersicht tiber die
Emissionsspektren der erhaltlichen LED’s im Anhang B). Die Probe wird mit einer bestimmten
Wellenlange (oder eines Wellenlangenbereiches) des sichtbaren Lichtes beleuchtet und die
Chlorophyll-Fluoreszenz des Photosystems Il Komplexes im Bereich von 685 — 720 nm
gemessen.

Fiir die Messung der Fluoreszenz fiir ,niedrige” Algenkonzentrationen spielt die Anderung des
Absorptionskoeffizienten des Wassers im Vergleich zur Absorptionsmessung eine geringe
Rolle, ebenso wie die Streuung an den Partikeln der Probe.

Fir diese Messung sind aber Effekte, z. B. durch den ,spill-over* zwischen PS | und PS Il und
das ,self-shading”, in Betracht zu ziehen. Beim ,spill-over® handelt es sich um einen Effekt,
der von der Energieverteilung zwischen dem PS | und PS Il beeinflusst wird. Das ,self-shading®
ist ein Beschatten der Algenzellen durch sich selbst oder durch andere Algen in der
Wasserprobe [Grzymski et al. 1997]. Das Beschatten nimmt mit der Konzentration der Algen
zu und reduziert die Fluoreszenz.

Flr in situ Messungen ist die Fluoreszenzmessung heutzutage in der Anwendung. Sie ist
wesentlich schneller als alle anderen Standardmethoden und bendtigt selbst bei geringen
Konzentrationen keine Aufbereitung der Proben. Auf3erdem kann durch eine geeignete
Messprozedur die photosynthetische Aktivitat ermittelt werden [Hintze 2000, Hintze et al.
1999, Moldaenke et al. 1995, Schreiber 1994, Genty et al. 1989]. Sie ist ein Mal} fiir die
~Fitness” der Algen, d.h. fiir die Fahigkeit, das anregende Licht zur Photosynthese zu nutzen.

Fir den Feldeinsatz stehen je nach Anwendungsanforderungen seitens der Industrie
Tauchsonden (fur Vertikalprofile), Kiivettenfluorometer (Proben werden in einer 1 x 1 cm oder
2,5 x 2,5 cm Kivette vermessen) und Online-Gerate (selbststéandiges Einpumpen der Probe in
eine Messkammer) zur Verfligung.

Ein prinzipielles Problem bei der Verwendung dieser Fluorometer ist die Messung der
Chlorophyll-Fluoreszenz bei nur einer Anregungsfarbe.

Aufgrund der unterschiedlichen Pigmentzusammensetzung der Antennen des PS Il weisen die
Algenklassen (Kap. 3.1) unterschiedliche Spektren auf. Dieses gilt fir die Absorptions-,
Anregungs- und Emissionsspektren (Kap. 11). Fir eine Messung des Chlorophyll-a Gehaltes
einer Probe stellt sich nun die grundsatzliche Frage, auf welche Algen das Fluorometer
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geeicht werden soll. Ist der Mittelwert einer Mischung aus verschiedenen Algenklassen
richtiger als die Festlegung auf eine bestimmte Art?

FUr reine Kulturen einer einzelnen Art im Labor ist die Entscheidung einfach. Fur das Freiland
muss aber immer ein Kompromiss gefunden werden. Diese Problematik wird in der Abbildung
4.4-1 deutlich. Die Anregungsspektren fir die dort dargestellten vier Algenklassen
unterscheiden sich deutlich voneinander. Wird die Eichung eines Fluorometer nun anhand einer
Diatomeen-Spezies vorgenommen, z. B. flr eine Anregung mit einer Wellenlange von 650 nm
(Linie () in Abbildung 4.4-1) oder bezuglich des Maximums der Emission fur Chlorophyll-a, so
werden im ersten Fall die Cyanobakterien stark tiberschatzt, alle anderen aber unterschatzt.
Fir die zweite Linie (Linie (2) in Abbildung 4.1-1) werden alle anderen Klassen stark
unterschatzt.

Fir den Einsatz dieser Ein-Farben-Fluorometer im Feldeinsatz muss ohne das Wissen uber
die genaue Zusammensetzung des Phytoplanktons mit Fehlbestimmungen gerechnet werden.
Um den unterschiedlichen Formen der Spektren bei der Chlorophyll-a Bestimmung Rechnung
zu tragen, ist eine Anregung der Fluoreszenz mit nur einer Farbe (sei sie auch weil3) meistens
nicht ausreichend.
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5. Der Algae Online Analyser

Der im Rahmen der BlueBox eingesetzte Sensor zur Erfassung der biologischen Parameter
ist der Algae Online Analyser (AOA).

5.1. Die Entscheidung fiir das Fluorometer

Zum Zeitpunkt des Projektstarts standen fir die Anschaffung des Fluoreszenzsensors zwei
Firmen (Walz, Effeltrich und bbe Moldaenke, Kiel) mit ihren Geraten zur Auswahl. Diese Firmen
boten Kivettenfluorometer mit einer Algengruppenerkennung an. Im Rahmen des BlueBox
Projektes wird jedoch ein Messsystem bendtigt, das online betrieben werden kann und tber
die notige Auflésung zur Erfassung der Chlorophyll-a Konzentration verfugt. Ein solcher
Fluoreszenzsensor wurde zu Beginn des Jahres 1998 von beiden Firmen nicht angeboten.

Gerate von beiden Firmen werden fir die Forschung an Algen schon seit einigen Jahren im
Institut verwendet. Die Erfahrung mit diesen Geraten als auch die Gesprache mit den beiden
Firmen brachten die Entscheidung zugunsten eines Gerates von der Firma bbe Moldaenke.

Abbildung 5.1-1: Der Algae Online Anayser (AOA)

ﬁ. Die Elektronik des Fluorometers ist in einem
IP54 Gehduse untergebracht. An der
Frontseite befinden sich die Messkammer,
die Schlauchpumpe zur Probennahme und die
Magnetventile. Unten links ist das Display
zur Anzeige der Messwerte zu sehen.

Das Gerat ist Mikrokontroller gesteuert und
speichert intern bis zu 1000 Datensatze.
Die Proben  werden mittels  der
Schlauchpumpe in die Messkammer gepumpt

oder im Durchflusshetrieb Uber eine
Magnetventilsteuerung zugefiihrt.
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5.2. Die optischen Komponenten des AOA'’s

Die optischen Komponenten des AOA'’s lassen sich in vier Bereiche aufteilen. Die nachfolgende
schematische Darstellung zeigt deren Anordnung:

Abbildung 5.2-1: Skizze der optischen Komponenten des AOA’s und deren Anordnung

Die optischen Komponenten des AOA’s lassen sich in die vier markierten Bereiche unterteilen. Die
»Anregungsseite LED’s* und die ,,Anregungsseite Laser liegen auf einer Achse, die ,,Emissionsseite Detektor
befindet sich in einem Winkel von 90° dazu.

Schematische Darstellung Messkammer Emissionsseite Detektor
der optischen Komponeten
des AOA’s

Optische Filter

Zuflufd A

Photomultiplier

=
575 nm =

ol o)

o0

525 nm NP
, - \ 7

; ,;K‘ o ~‘ " Draufeicht

Draufsicht ‘ o ~J

| Laserdioden  Fhotodiode

Optische Filter Linse A Optischer Filter

Anregungsseite LED's Anregungsseite Laser
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Die Messung des AOA's zur Algengruppendifferenzierung basiert auf den spektralen
Unterschieden des Antennenapparates von Algen verschiedener Klassen (Kap. 5.5-1). Fr die
Differenzierung der Algen in vier verschiedene spektrale Gruppen geniigen finf diskrete
Anregungswellenlangen und die Detektierung der jeweiligen resultierenden Chl.a-Fluoreszenz.

Die bei der Messung an einer Algenprobe durch den AOA aufgenommenen Parameter sind die
Transmission, die Chl.a-Fluoreszenz (f), die minimale Fluoreszenz (f,) und die maximale
Fluoreszenz (f,). Diese Messungen werden in den nachfolgenden Unterkapiteln beschrieben.
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Die funf Anregungsfarben des AOA’s werden durch Lumineszenzdioden erzeugt. Die Maxima
der Wellenlangen der LED's liegen bei 450, 525, 575, 590 und 610 nm (vgl. Anhang D).

Die LED'’s sind kreisformig angeordnet und werden durch eine Linse auf einen Punkt in der
Mitte der Messkammer fokussiert (Abbildung 5.2-1: Anregungsseite LED'S). Die LED mit der
Wellenlange von 575 nm (575er LED) hat die schwachste Lichtintensitat und ist deshalb
doppelt vorhanden. Optische Filter blocken alle Wellenlangen gréfer als 650 nm ab.

Fir die Laboruntersuchungen wurde ein Kivettenhalter konstruiert, der die Messkammer
ersetzt. Denn fir die Untersuchung an Monokulturen verschiedener Algenklassen erwies sich
die Messkammer als nicht besonders geeignet. Die Reinigung der Messkammer und die der
Silikonschlauche stellt sich als extrem aufwendig und zeitraubend heraus.

Abbildung 5.2-2: Kiivettenhalterung fiir Laborversuche

Die Algenproben konnen geriihrt werden um eine Sedimentation der Zellen zu verhindern. Durch ein
Konstantlicht kann eine variable Lichtintensitit zwischen 0 — 200 pE m™ s in der Kiivette eingestellt werden.

Klivette mit zusatzlichem O Emissionsseite Detektor
Konstantlicht und @."@
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5.2.1. Die Messung der Chl.a-Fluoreszenz (f-Messung)

Um die Chla-Fluoreszenz fir jede Anregungsfarbe zu messen, werden die LED's
(Anregungsseite LED's) nacheinander getaktet (amplitudenmoduliertes Anregungslicht). Nur
eine der LED's leuchtet zur Zeit, wahrend alle weiteren dunkel bleiben (detaillierte Zeitablaufe
bei Beutler 1998).

Die Erfassung der Fluoreszenz tber den Photomultiplier (Emissionsseite Detektor) erfolgt
durch eine Yieldmessung [Hintze 2000, Sundberg et al. 1997, Falkowski & Kolber 1995, Ruser
1992]. Diese Korrelationsmethode verbessert das Signal-Rausch-Verhaltnis und damit die
Auflésung des Gerates.

5.2.2. Die Messung der minimalen Fluoreszenz (f,-Messung)

Fir die Bestimmung der photosynthetischen Aktivitat [Kap. 5.8] ist die Messung der
minimalen Fluoreszenz notwendig. Die Lichtintensitat des Messlichtes ist gegenlber der f-
Messung um ein Vielfaches geringer. Das Verhéltnis der Intensitat der f- zur f,-Messung ist
zwischen 1 bis 1000 (f/f,-Teiler, einstellbarer Parameter des AOA'’s) frei wahlbar.

Es ist durch die Wahl des f/f,-Teilers sicherzustellen, dass die Intensitat der f,-Messung so
gering ist, dass keine aktinische Wirkung auf die Photosynthese erzielt wird. Ziel der Messung
ist die Erfassung der Fluoreszenz, wenn alle Reaktionszentren offen sind (k,,=maximal)
[Hintze 2000, van Kooten & Snel 1990].

5.2.3. Die Messung der maximalen Fluoreszenz (f,,—Messung)

Auf der gegenuberliegenden Seite der Anregungsseite der LED's liegt die ,Anregungsseite
Laser“. Auf dieser Seite befinden sich die Laserdioden, mit denen das sattigende Licht zur
Messung der maximalen Fluoreszenz (f,) erzeugt wird. Durch das séattigende Licht werden
alle Reaktionszentren geschlossen (k.,=0), die Chl.a-Fluoreszenz wird maximal.

5.2.4. Die Messung der Transmission

Die Photodiode zur Messung der Transmission befindet sich auf der ,Anregungsseite Laser"
zwischen den Laserdioden. Sie misst das Licht der LED's, die ihr gegentberliegen. Es wird die
Transmission fiir jede LED gemessen.

34



Der Algae Online Analyser

Nur die LED in der Mitte der ,,Anregungsseite LED's" (450er LED in Abbildung 5.2-1) liegt der
Photodiode direkt gegentber. Durch die Fokussierung des LED-Messlichtes mittels Linse auf
die Mitte der Messkammer liegen alle weiteren LED's (auf3er der 450er) nicht auf einer
optischen Achse mit der Photodiode. Es wird nur ein Anteil des Streulichtes gemessen, der
stark von der Reflexion an Partikeln abhangt.

Ein Vergleich mit der Transmissionsmessung einer CTD-Sonde (ECO144, ME Trappenkamp,
kurz: CTD) zeigt eine Ubereinstimmung mit der Transmissionsmessung des AOA's in bezug
auf die 450er LED. Fir alle weiteren LED'S aber zeigt sich kein linearer Zusammenhang zu der
gemessenen CTD-Transmission.

5.3. Die Parameter und die Messabfolge des AOA's

Der AOA flihrt an einer Wasserprobe unterschiedliche Messroutinen durch. Zu diesen zahlt
die Messung der minimalen Fluoreszenz (f,), der maximalen Fluoreszenz (f,), der
Transmission (Trans) und der variablen Fluoreszenz (f).

Tabelle 5.3-1: Beispiel einer Parametereinstellung des AOA’s

Parameter f £y fy | Trans. Probe
[s] [s] [ms] | [s] einpumpen

Dunkelphase 60 [s]

Adaptation 30 60 30

Messung 60 60 [2000| 10 auspumpen

Integrationszeit 200 [s]

fy/ f-Teiler 1/100 5

Der Ablauf der Messroutinen mit der gewahlten Parametereinstellung verlauft
folgendermal3en:

- Nach einer 60 Sekunden langen Dunkelphase wird die Wasserprobe fir 60 Sekunden an
das Licht zur Messung der minimalen Fluoreszenz adaptiert.

Die Dunkelphase vor der Messung dient der Dunkeladaptation der Algenzellen.

- Die minimale Fluoreszenz wird fiir 60 s gemessen.

Die geringe Messlichtintensitat ohne eine aktinische Wirkung auf die Photosynthese der Algen wird
durch ein variabel einstellbares Tastverhaltnis (f,/f-Teiler) gewahrleistet (vgl. Tabelle 5.3-1). Die mittlere
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Lichtintensitat fir die f,-Messung betragt dadurch nur 1 Hundertstel der (normalen)
Fluoreszenzmessung.

- Nach der Durchfiihrung der f,-Messung wird die maximale Fluoreszenz (f,,) gemessen.

Durch Laserdioden wird ein den Photosyntheseapparat sattigendes Licht erzeugt. Das Maximum der
Fluoreszenz wird ermittelt. Uber die Messung der Parameter f, und f,, l4sst sich die photosynthetische
Aktivitat bestimmen.

- Anschlieend wird das Phytoplankton an das Licht zur Messung der variablen
Fluoreszenz (f) fir 30 s adaptiert.

Durch die Vorbeleuchtung der Probe mit dem Messlicht wird die Photosyntheseleistung der Algen auf
diese Lichtintensitat fir die nachfolgende Messung der variablen Fluoreszenz eingestellt.

- Die Messprozedur wird durch die Messung (60 s) der variablen Fluoreszenz abge-
schlossen.

Die Messdaten der variablen Fluoreszenz fiir die verschiedenen diskreten Anregungsfarben machen eine
Algendifferenzierung und eine Bestimmung des Chlorophyll-a Gehaltes méglich [Beutler et al. 2001,
Ruser et al. 1999, Kolbowski & Schreiber 1995].

- Als letztes wird die Transmission, sowie die Temperatur und die Lichtintensitat der
LED's (Anregungsseite LED’s , Abbildung 5.2-1) gemessen.

Die Temperatur der LED's dient ausschlieBlich zur internen Kontrolle. Die Messung der Fluoreszenz wird
durch das Verhéltnis der aktuellen Lichtintensitat zu einem festgelegten Referenzwert korrigiert.

Alle diese Parameter fir den Messablauf sind frei wahlbar und kénnen je nach Bedarf
geandert werden. Die optimalen Einstellungen fur die Messung an Seewasserproben werden
sich im Laufe der online-Messungen herauskristallisieren.
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5.4. Die Grundlage der fluorometrischen Algengruppenerkennung

Die fluorometrische Algengruppenerkennung basiert auf den Unterschieden der Pigment-
zusammensetzung der Antennensysteme des photosynthetischen Apparates der
Algenklassen. Je nach dem Vorkommen der Pigmente und dem Pigment-zu-Chl.a-Verhaltnis
fur eine Algenklasse verandert sich die Form der Anregungsspektren der Chl.a-Fluoreszenz.

Die Anregungsspektren von marinen Algenarten aus verschiedenen Algenklassen werden fur
die spateren Untersuchungen ermittelt. Die Algenspezies aus unterschiedlichen Algenklassen
stammen entweder aus der hauseigenen Sammlung oder der Algensammlung der Géttinger
Universitat (SAG). Im Anhang B ist eine Ubersicht tiber die Algen wiedergegeben, deren Zucht
in kiinstlichem Salzwasser (KSW 2, Anhang A) mit unterschiedlichem Erfolg durchgefihrt
wurde.

5.4.1. Zucht der Algenspezies

Laborflaschen (400 ml Schott) mit Medium (KSW 2) werden mit den 46 Algenspezies aus
Anhang B angeimpft. Bei einem 12 Stunden Hell-Dunkelzyklus (Hellzyklus, Lichtintensitat:
50 PE m? s™) und einer Temperatur von 18 ° C wuchsen die Algen in 14 Tagen auf die notigen
Konzentrationen fir eine Untersuchung heran. Von den angesetzten 46 Kulturen erwiesen
sich die folgenden 23 Algenspezies als geeignet. Viele der Spezies vertrugen die Anzucht bei
einer Salinitdt von 30 %o nicht oder die Kultur wies eine ,Verseuchung“ durch eine
Fremdspezies auf.

Tabelle 5.4-1: Marine Algenspezies

In KSW 2 aufgezogene Kulturen, die fiir die Untersuchung geeignet waren.

Haptophyceae Chlorophyceae Cyanophyceae
Isochrysis spec. \Dunaliella primolecta \Microcoleus chthonoplastes
\Prymnesium parvum \Dunaliella salina

Chlamydomonas parkeae Cryptophyceae

[Pyrenomonas helgolandii

Diatomeen Prasinophyceae
Cyclotella cryptica \Micromonas pusilla Dinoflagellaten
Thalassiosira fluviatilis \Pyranimonas amylifera \Amphidinium carterae
Thalassiosira punctigera Tetraselmis chui \Amphidinium hoferli
ISkeletonema costatum Tetraselmis striata Prorocentrum cassubicum
\IPheaodactylum tricornnutum \Pseudocourfieldia marina \Prorocentrum micans
Thalassiosira weissflogii Scrippstella trochoidum
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Von den Cyanobakterien (4 Spezies angesetzt) und der Klasse der Cryptophyceae (3 Spezies
angesetzt) stand zur Aufnahme der Spektren nur je eine Spezies zur Verfugung.

5.4.2. Die Anregungsspektren von marinen Algenarten

Von Algenspezies aus verschiedenen Algenklassen werden die Fluoreszenzanregungsspektren
gemessen. Die Parametereinstellungen fir das verwendete Spektrofluorophotometer
RF5001PC (Shimadzu) fir die Messungen an den Algenkulturen wurden wie folgt gewahlt:

Tabelle 5.4-2: Parametereinstellung des RF5001PC:

Anregungswellenlédngen 380 — 700 nm
Emissionswellenldnge 720 nm
Spaltbreite der Anregungsseite (ex-slit) 3 nm
Spaltbreite der Emissionsseite (em-slit) + 20 nm
Sensitivity high
Resolution 1 nm
Response (Tiefpass) 0,02 s

PM Gain fixed
Zusitzliche optische Filter auf der Emissionsseite ein RG9 (1 mm, Schott)

Fir jede Kultur wird das Anregungsspektrum fir einen Wellenlangenbereich von
380 — 700 nm bei einer Schrittweite von 1 nm und einer Spaltbreite der Anregungs-
wellenlange von 3 nm aufgenommen. Die Emission der Chl.a-Fluoreszenz wird bei der
Wellenlange 720 + 20 nm gemessen.

Jede Kultur wird dreimal vermessen und die Messdaten beziiglich der Intensitat des
Anregungslichtes korrigiert. AnschlieBend erfolgt eine Normierung der Spektren der
Algenspezies auf den Mittelwert der Fluoreszenzemission fiir den Wellenlangenbereich von
667 — 677 nm (Chl.a Peak). Die Spektren aller Algenarten einer Algenklasse (nach Tabelle
5.4-1) werden gemittelt und die Standardabweichung berechnet (Abbildung 5.4-1 bis 7).

Die geringen Standardabweichungen der gemittelten Spektren der Klasse der Diatomeen, der
Chlorophyceae und der Dinoflagellaten zeigen die sehr vergleichbaren Spektrenformen der
einzelnen Spezies einer Klasse auf.

Die aus den Spezies gemittelten Spektren der Algenklassen bilden die Grundlagen fir eine
Einteilung in verschiedene spektrale Algengruppen. Die unterschiedliche Form der
Algengruppenspektren ermdglicht die Erkennung der Zugehdrigkeit zu einer Gruppe.
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Abbildung 5.4-1: Spektrum der Chorophyceae
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Abbildung 5.4-3: Spektrum der Diatomeen
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Abbildung 5.4-5: Spektrum der Haptophyceae
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Abbildung 5.4-7: Spektrum der Dinoflagellaten
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Abbildung 5.4-2: Spektrum der Cyanophyceae
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Abbildung 5.4-4: Spektrum der Cryptophyceae
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Abbildung 5.4-6: Spektrum der Prasinophyceae
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Die  Anregungsspektren  wurde  bei  einer
Emissionswellenlédnge von 720 £ 5 nm aufgenommen
und anschlieBend auf den Wellenlédngenbereich von
667 — 677 nm normiert.

Die Fehlerbalken der gemittelten Spektren sind als
diinne Linien dargestellt. In einigen Féllen ist die
Abweichung so gering, dass sie von den gemittelten
Spektren iiberdeckt sind.
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5.5. Der Workshop ,,PriPro98*

Auf dem 2. Workshop ,,Primarproduktionsbestimmungen in aquatischen Systemen” in Bisum
am FTZ-Westkuste vom 5. — 8.10.1998 wurden in mehreren Arbeitsgruppen verschiedene
Problematiken dieses Themas aufgegriffen, untersucht und intensiv diskutiert.

Auf dem Workshop wurde der erste Vergleich von Messgeraten zur fluorometrischen
Algengruppenerkennung durchgeflihrt, die erst seit einer sehr kurzen Zeit kommerziell
angeboten wurden. Es wurden das PhytoPAM von Walz (Effeltrich), der Algae Online Analyser
(AOA) von bbe Moldaenke (Kiel), ein Durchflusszytometer von Beckton & Dickinson und eine
nasschemische Methode, die HPLC-Analyse, anhand von mehreren Algenmischungen
getestet.

Als Ausgangsalgenkulturen standen eine Diatomeenart, eine Alge aus der Klasse der
Chlorophyceae und eine Cyanobakterienspezies zur Verfugung. Die bendtigten Werte der
Chlorophyll-a Konzentrationen der Ausgangsalgenkulturen fur die Mischungen wurde (ber eine
nasschemische Methode, die HPLC-Analyse, und zusatzlich tiber die Methoden von Jeffrey &
Humphrey [1975] und Lorenzen [1967] ermittelt.

Die Ergebnisse wurden in der Berichtsreihe des FTZ-Westklste unter dem Titel ,Comparison
of different measurement systems based on the analysis of chlorophyll-fluorescence for
algae-group detection and determination of the chlorophyll-a concentration” verdffentlicht
[Ruser et al. 1999].

5.5.1. Ergebnisse des PriPro98-Workshops

Zusammenfassend lasst sich zu der Untersuchung der fluorometrischen
Algengruppenerkennung sagen, dass die Algengruppendifferenzierung fir bekannte Spezies
von allen Geraten qualitativ vergleichbare Ergebnisse ergab.

Aufgrund der sehr kurzen Zeit fir die Versuchsdurchfiihrung kann eine Glte der Ergebnisse
nicht angegeben werden. Vermeidbare Fehlerquellen der Versuchsvorbereitung sowie der
Messungen wurden bei der Auswertung offensichtlich. Der Vergleich der einzelnen
Messsysteme gestaltete sich als &auRerst schwierig, was sich in der Auswertung
entsprechend niederschlagt. Doch gerade die Erkennung von Fehlerquellen war wichtig, um in
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Zukunft bei Vergleichsmessungen die Vorbereitungen noch praziser durchzufihren.

Die qualitative Vergleichbarkeit der fluorometrischen Methoden mit der nasschemischen
Analyse lie auf eine gute Anwendbarkeit der Fluorometer bei Feldexperimenten hoffen. Diese
zeichnen sich durch eine einfache Handhabung und eine kleine Grof3e aus. Sie sind z. B. im
Vergleich zur HPLC-Analyse auch preislich sehr attraktiv.

Quantitativ lieRen sich die Ergebnisse des PriPro-Workshops zur Algengruppenerkennung
nicht einordnen [Ruser et al. 1999].

Im Verlauf der Untersuchungen dieser Arbeit zur Algengruppenerkennung an Wasserproben
der Nordsee wird sich zeigen, dass flir eine Verifizierung der Ergebnisse des AOA’s eine
quantitative Beurteilung der verschiedenen Messsysteme notwendig ist.

Eine an die Versuche vom PriPro98 angelehnte, erweiterte Untersuchung zur Algen-
gruppenerkennung mit auf verschiedenen Messmethoden basierenden Messsystemen wird in
Kapitel 11 beschrieben.

5.6. Die spektralen Fingerprints fiir die folgenden Untersuchungen

Nach den Ergebnissen fir die aufgenommenen Fluoreszenzvollspektren der verschiedenen
marinen Algenspezies in Kapitel 5.4.2 zeigt sich fir die meisten gemittelten
Anregungsspektren der Algenklassen (Mittelung ber mehrere Arten) eine geringe
Standardabweichung. Aus diesem Grund werden fur die nachfolgenden Untersuchungen die
Fingerprints einer einzelnen Algenart aus einer spektralen Algengruppe verwendet. Fir die
Fingerprints der griinen und der braunen spektralen Gruppen des AOA’'s werden die
Messergebnisse fir die Chlorophyceae und die Diatomee des PriPro-Workshops herangezogen.
Die Cyanophyceae Synechocystis spec. des Workshops und die Cryptophyceae Pyrenomonas
helgolandii wurden in Analogie zu den in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Bedingungen in KSW 1
(Anhang A) kultiviert und die Fingerprints ermittelt.

Im néchsten Kapitel sind diese vier Fingerprints in Tabelle Tabelle 5.7-1 wiedergegeben.
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Kapitel 5
5.7. Theorie des Fitverfahrens zur Algengruppendifferenzierung

Die vier spektralen Algengruppen bilden die Basis flir die Differenzierung von Algen und die
Chlorophyll-a Bestimmung in Wasserproben. Charakterisiert sind die spektralen Gruppen
durch das ihnen eigene diskrete Anregungsspektrum, den spektralen Fingerprint [Beutler
1998].

Tabelle 5.7-1: Fingerprints der spektralen Algengruppen

Fingerprints LED1 LED2 LED3 LED4 LEDS
Griine spektrale Gruppe 2,982 1,408 0,382 1,682 1,356
Blaue spektrale Gruppe 1,760 2,192 3,979 17,747 15,084
Braune spektrale Gruppe 3,178 2,377 0,566 1,493 1,046
Gemischte spektrale Gruppe 2,187 2,075 1,071 1,858 0,769

Durch ein Curve-fitting Verfahren konnen aus der komplexen Fluoreszenzantwort einer
Wasserprobe die Anteile von Einzelkomponenten in Form von Algengruppen berechnet werden.

Die gemessene Fluoreszenz einer Probe wird durch die Fingerprints der vier spektralen
Algengruppen ausgedriickt. Dies flhrt zu einem inhomogenen linearen Gleichungssystem der
Form:

Gleichung 5.7-1: Gleichungssystem zur Algengruppenerkennung

mit ¢;: Intensitdt der Fluoreszenzemission der zu

Ci = Xy + AxXpp + A\ +ayXs analysierenden Probe fiir die Anregung mit
der i.ten LED
Co = X9+ ApXoo + N+ dgXoy
xjj: Fluoreszenzintensitit ~ der  spektralen

M Algengruppe j fiir die Anregung mit der
Cs = X5y + ApXgo + N+ a4 X5g i.ten LED

a;:  Chlorophyll-a Konzentration der
spektralen Algengruppe j

In der kiirzeren Summenschreibweise:

4

Ci = Z ajXjj miti=1..5
j=1
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Die Normkurven (Fingerprints) der Algengruppen aus Tabelle 5.7-1 sind auf den Chlorophyll-a
Gehalt pro Liter normiert. Die gesuchten a geben deshalb direkt den Chl.a-Gehalt der
Algengruppe wieder.

Wird die Streuung der Fingerprints bei der Losung des Gleichungssystems berticksichtigt, so
ergibt sich der folgende Losungsansatz, der zu einer Gewichtung des Fehlers mit F; flhrt
(Willkomm 1987, Press 1989):

Gleichung 5.7-2: Losungsansatz unter Beriicksichtigung der Streuung

2
>,
= Z 07 Ci- Z a;jXij mit Fj: Messungenauigkeit der Intensitét
|

| j=1 der Fluoreszenzemission der Probe
fiir die Anregung mit der i.ten LED

Unter der Voraussetzung der Konstanz der F; wird die Funktion fiir P2 minimal, wenn die

partiellen Ableitungen nach a, gleich Null werden:

Gleichung 5.7-3:

02 0|1 s a
0= = a;Xii | Xi a;iXii — Cj
L | Zop|o S| |22k | o
4 5 5
XikXijj XikCi .
= Zajz Giz - Z Gi2 mitk=1..4

Es werden die Vektoren a und c, sowie die Matrix A folgendermaf3en definiert:

o X2 N X &

Y 61 Oy 01 o1

X X c

p | % Xa1  X22 Ml op |2
= a A= 02 (O) =102
3 M O M M

a4 X5 A A X4 C5
05 05 05
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Fir die Produkte A'A , (A'A)a und A'c gelten:

> XijXik 2 3 XijXki > XiKC
Ta. N 2K AT ANA . = P o AT _ N\ XikCi
A'AzZy= E o2 (A Aa:qj= E Zjgay = E akE o2 A'c cx= E o
i=1 k=1 k=1 =1 i

Eingesetzt in Gleichung 5.7-3 ergibt sich nach dem Umstellen die als Gaul'sche
Normalgleichung bekannte Form [Bronstein & Semendjajew 1985]:

Gleichung 5.7-4:

(ATA)B= AT £

Fur die auftretenden Messungenauigkeiten der Normkurven der Algengruppen F; zeigte sich
nach Beutler [1998] eine wellenlangenspezifische Abhangigkeit des F; fur jede Algengruppe ,,i“.

Mit einbezogen sein musste danach im Losungsansatz die Messungenauigkeiten F; fir jede
Algengruppe ,i“ in Abhangigkeit von der Wellenlange der LED ,j“. Bei der Bildung der partiellen
Ableitung von P2 flihrt dies zu einem nicht-linearen Fall. Nicht-lineare Losungsmethoden, wie
z. B. der Simplex-Algorithmus, wurden fiir eine online-Berechnung aufgrund der bendtigten
langen Rechenzeit verworfen.

Stattdessen wird ein Iterationsverfahren angewandt:

Im ersten Iterationsschritt lasst sich das Verfahren der Gewichtung des Fit's durch die
Annahme vereinfachen, dass alle Algengruppen in der gleichen Konzentration vorliegen. Dann

lasst sich F; ausdricken als:
Gleichung 5.7-5:

4
0= 0
=

Nun lasst sich die GaulR'sche Normalgleichung (Gleichung 5.7-4) I6sen und die
Konzentrationen der spektralen Algengruppen bestimmen. Mit den berechneten Konzen-

trationen (a;) werden im nachsten Schritt die Messungenauigkeiten neu bestimmt:
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Gleichung 5.7-6:

2= Yo

=1

Mit der neu berechneten Gewichtung werden die Konzentrationen der Algengruppen erneut
bestimmt. Dieses iterative Verfahren zur Gewichtung des Fit's zeigte sich als &dulerst
konvergent. Nach der dritten Iteration zeigten die a; nur noch Veranderungen kleiner als 10

und so wird der Algorithmus nach der zweiten Iteration gestoppt.

Obwohl die beschriebene Gewichtung &ufierst sinnvoll ist, da sie den Einfluss der
Ungenauigkeit der Messwerte verringert, musste flir den AOA auf die Gewichtung des Fit's
vollstandig verzichtet werden.

Durch die Messroutine des AOA'’s zur Bestimmung der photosynthetischen Aktivitat fallen
so viele Messwerte an, dass der Algorithmus zur Gewichtung des Fit's zu einer enormen
Erhéhung der Rechenzeit fiuhrt (Aussage der Firma bbe Moldaenke) und deshalb wegen des
internen 16 MHz-u-Controllers des AOA's nicht verwendet werden kann. Ohne die Gewichtung
des Fit's lasst sich das Gleichungssystem (Gleichung 5.7-1) sofort durch die folgende
Gleichung losen:

Gleichung 5.7-7: Matrizenschreibweise des Gleichungssystems

ay X1 x2 N X4 Cy

-1 a X X M C
R_(ATA) P AT R . a2 | X21 %22 |e2
( ) mit Q_ as A= M o M 9_ M
a4 xs1 AN\ X54 5

Die Komponenten des Vektors a entsprechen den Chlorophyll-a Konzentrationen der
spektralen Algengruppen, die Komponenten des Vektors ¢ den Messwerten der
Fluoreszenzemission der Probe und die Matrix A wird aus den Fingerprints gebildet.

Nach der Berechnung werden die a's darauf gepruft, ob sie gréBer gleich Null sind. Alle

negativen Konzentrationen sind nicht erlaubt und es wird die Algengruppe mit dem
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negativsten a; verworfen. Das bedeutet, dass die Dimension des Vektors a um eins verringert
und in der Matrix die Spalte mit dem Fingerprint der entsprechenden Algengruppe eliminiert

wird. Die Bestimmung der Konzentrationen wird nun erneut durchgefiihrt und dieses

Verfahren so lange wiederholt, bis alle a's der Bedingung gréf3er gleich Null gentigen.

5.8. Die photosynthetische Aktivitat der Algengruppen

Die Erfassung der minimalen (f,) und maximalen (f,,) Fluoreszenz durch den AOA ermdglicht
die Berechnung der photosynthetischen Aktivitat ® der Algen [Hollinderbaumer et al. 1997,
Baba et al. 1996, Park et al. 1995]:

Gleichung 5.8-1:: Die photosynthetische Aktivitit

_ (i~ To)

)
fm

Da der AOA aber finf diskrete Anregungsfarben verwendet, kann die Berechnung der
minimalen und maximalen Fluoreszenz fir jede einzelne Algengruppe flr die Messwerte der f,
und der f,,-Messung entsprechend den nachfolgenden Gleichungen durchgefiihrt werden.

Die Anteile a der spektralen Algengruppen werden fur die Messwerte (d) der f, und der f,-

Messung durch den Fit bestimmt.

Gleichung 5.8-2: Berechnung der Vektoren a, und ay;

B - ATA AT 6y und 8y = ATy AT &y
A: Matrix der Fingerprints

Die Vektoren a, und a,, haben eine Dimension, die der Anzahl der Algengruppen entspricht. Die
Komponenten von a, bzw. a,, geben die Hohe der Fluoreszenz der einzelnen Algengruppen fir
die Messung der minimalen bzw. der maximalen Fluoreszenz in bezug auf die Fingerprints der
entsprechenden Gruppen (x"%""P) an,
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Es gilt:
P Algengruppe g Algengruppe §) Algengruppe
0 =do '

Dabei entspricht x dem Fingerprintvektor der Algengruppe, also der Hohe der Fluoreszenz-
emission der Algengruppe fur die Anregung mit den verschiedenen LED'’s. Fir die maximale
Fluoreszenz gilt entsprechendes.

Die Fluoreszenz fiir f, und f,, einer Algengruppe kann somit durch den Normkurvenfit aus den
Messdaten extrahiert werden. Unter der Voraussetzung das sich die Form der diskreten
Anregungsspektren, also der Fingerprints, bei unterschiedlichen Anregungsintensitaten nicht
verandert, geht die Gleichung 5.8-1 in die folgende Form (ber:

Gleichung 5.8-3: Algengruppenspezifische Aktivitit

| . 1
TAyLaT RV [T -1, T R N

g o (WA ) (0 ) g o
<(ATA)_1AT dM> o4

Durch diese Gleichung kann die photosynthetische Aktivitat der Algengruppen direkt (iber die
f, und f,-Fluoreszenzmesswerte berechnet werden.
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6. Untersuchungen zu den spektralen Fingerprints

Die Grundlage fur die Algendifferenzierung des AOA’'s anhand von diskreten
Anregungsspektren bilden die spektralen Fingerprints der Algengruppen. Nach
Untersuchungen von Beutler [1998] lassen sich vier Algengruppen unterscheiden.

6.1. Priifung der linearen Unabhangigkeit der Fingerprints

Das lineare Gleichungssystem zur Berechnung der Anteile der Algengruppen ist nur dann
l6sbar, wenn das lineare inhomogene Gleichungssystem (Gleichung 5.7-7) die folgende

Bedingung erfillt:
Rang(A) = Rang(A, &Y

Der Rang der Matrix A muss gleich dem Rang der erweiterten Koeffizientenmatrix (A,c) sein
[Bronstein & Semendjajew 1985].

Der Rang der Fingerprint-Matrix A selbst ist fir die Bestimmung der Gruppenzugehdrigkeit
der Algen in einer Probe von Bedeutung. Ist der Rang(A) kleiner als die Anzahl der in A
verwendeten Fingerprints, so bedeutet dies, dass ein Fingerprint aus der Linearkombination
der anderen Fingerprints gebildet werden kann.

Zur Bestimmung des Ranges wird A durch elementare Matrizenalgebra unter Verwendung des
GauR'schen Algorithmus auf Trapezgestalt gebracht. Fir die transponierte Matrix A" der
Fingerprints aus Gleichung 5.7-7 ergibt sich nach der Umformung:

2,982 1,408 0,382 1,682 1,356

0 1,362 3,754 16,755 14,284
A’ = 0 0 -2,257  -11,084 -9,592
0 0 0 -1,973 -2,308

Der Rang von AT ist gleich Vier und somit gleich der Anzahl der verwendeten spektralen
Algengruppen. Die vier Fingerprints sind linear unabhangig. Fir den praktischen Einsatz ist
die alleinige Priifung des Ranges der Matrix A" nicht ausreichend, da die Messungenauigkeit
des Gerates nicht berticksichtigt wird.

Wird die Reihenfolge der Zeilen der Matrix A" vor dem Umformen vertauscht (jetzt gewahite
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Reihenfolge: griine, braune, gemischte und blaue Gruppe), so ergibt der Gaul'sche
Algorithmus flir die Matrix:

2,982 1,408 0,382 1,682 1,356

- 0 0,877 0159 -0300 -0,398
A= 0 0 0,602 0,981 0,249
0 0 0 11,503 13,452

Diese Matrix zeigt eine Wahl der Reihenfolge der Zeilen, die die kleinsten Unterschiede
zwischen den Fingerprints in der Trapezform der Matrix ergibt.

Eine sehr starke Ahnlichkeit der Fingerprints wiirde den Fit zur Berechnung der Koeffizienten
der Chlorophyll-a Konzentrationen der Gruppen anféllig gegeniber Messungenauigkeiten bei
der Erfassung der Fluoreszenzemission machen. In der Diagonalform einer beliebigen Matrix
wirde dies durch solche Zeilen offensichtlich, in denen alle Komponenten gegen Null gehen.
Dies ist fiir die Matrix A™* nicht der Fall. Es lasst sich aber nicht sagen, wie die Auswirkung
von verrauschten Daten auf die Algengruppenerkennung ist.

Deshalb soll dies in den ndchsten Kapiteln genauer untersucht werden.

6.2. Gegenseitige Erkennung der Algengruppen

Die lineare Unabhangigkeit der Fingerprints wurde anhand der Matrix der Basisvektoren
(Fingerprints) gezeigt. Hier soll nun ein alternativer Ansatz erfolgen. Es wird untersucht,
inwieweit es mdoglich ist, einen Fingerprint als Linearkombination der drei anderen
darzustellen.

Anders formuliert wird somit untersucht, wie sich die Losung des Gleichungssystems zur
Algengruppenerkennung verhalt, wenn flr die Losung der Algengruppenzusammensetzung
einer hypothetischen Probe der Fingerprint einer Gruppe fehlt.

6.2.1. Rohdaten der Messung und Hypothese des Fit's

Als Fluoreszenzmesswerte einer fiktiven Probe werden nacheinander die Fingerprints der
spektralen Gruppen verwendet. Der Fit zur Algengruppenzuordnung wird nun unter der
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Einschrankung durchgefiihrt, dass der Fingerprint, der den Messwert darstellt, fir die
Losung nicht zugelassen ist. Der Fit wird somit nur mit drei von vier mdglichen spektralen
Gruppen durchgefihrt.

Die fiktiv gemessene Fluoreszenz fir die einzelnen LED’s (Komponenten des Messwertvektors
¢, auch Rohdaten genannt) wird in den nachfolgenden Abbildungen 6.2-1 A — D der Hypothese
des Fit's gegenubergestellt.

Die Gegenuberstellungen zeigen, wie gut die Ubereinstimmung zwischen den gen&herten
Fluoreszenzwerten des Fit's und den Fingerprints (als Rohdaten) sind:

Abbildungen 6.2-1 A — D: Gegenseitige Erkennung der Fingerprints

Der Fingerprint einer spektralen Gruppe wird durch die drei anderen Fingerprints (unter Auslassung des
betrachteten Fingerprints) gendhert.

A: Rohdaten:  Fingerprint der griinen Gruppe,
Fit: ohne die griine Gruppe

o=

B: Rohdaten:  Fingerprint der blauen Gruppe,

B Rohdaten der LED" . .
Fit ohne di blaue Gruppe

20

Fluoreszenz [r. E.]
(™)

B Rohdaten der LED's
=O=inverser Fit

[¥]

Fluoreszenz |r. E.]
n

" | || |
LED 1 LED2 LED 3 LED 4 LED 5 5
C: Rohdaten:  Fingerprint der braunen Gruppe, 9 ' : I
. . LED 1 LED 2 LED 3 LED 4 LED 5
Fit: ohne die braune Gruppe

4

D: Rohdaten:  Fingerprint der gemischten Gruppe,

B Rohdaten der LED's . . .

Fit: ohne die gemischte Gruppe
B Rohdaten der LED's
O~ inverser Fit

w

Fluoreszenz |r. E.|
(™)

Fluoreszenz |r. E.|

| l
0 . . . L

LED 1 LED2 LED 3 LED 4 LED 5

LED 1 LED2 LED 3 LED 4 LED 5
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In der Abbildungen 6.2-1 A zeigt sich eine uiberraschend gute Ubereinstimmung der Hypothese
des Fit's zu dem Fingerprint der grinen Gruppe, und das, obwohl die griine Gruppe fir die
Losung des Gleichungssystems nach der vorgegebenen Einschrankung nicht zur Verfiigung
steht. Dies gilt ebenfalls fiir die Abbildungen 6.2-1 C, wo der Fingerprint der braunen Gruppe
die Rohdaten bildet.

Eine nur maRige Ubereinstimmung zwischen der Hypothese und den Messdaten wird hingegen
die gemischte Gruppe (Abbildungen 6.2-1 D) unter Auslassung ihres eigenen Fingerprints
erreicht.

Fir die blaue Gruppe als Rohdaten findet der Fit durch die Kombination der drei anderen
Gruppen keine wirkliche Ann&herung, eine sehr gute Trennung dieser Algengruppe von den
anderen spektralen Gruppen ist zu erwarten.

6.2.2. Erkenntnisse der Untersuchung zur gegenseitigen Erkennung

Die Untersuchung der gegenseitigen Erkennung der Fingerprints macht anhand der
Abbildungen 6.2-1 A und C die relativ geringen Unterschiede der Hypothese des Fit's zu den
Fingerprints der griinen und der braunen Gruppe deutlich. Flr ideale Messdaten stellt dies
kein Problem fir die Erkennung der Algengruppen dar. Im allgemeinen sind Messgrof3en aber
immer mit einem Fehler behaftet. Es muss gepruft werden, wie stark sich Messfehler auf die
Zuordnung der spektralen Algengruppen durch den Fit auswirken (Kap. 6.4).

6.2.3. Bewertung der Fitergebnisse

Flr den Unterschied zwischen den Rohdaten der LED’s und den Hypothesen des Fit's soll eine
mathematische Grof3e geschaffen werden, die eine Beurteilung der Ann&herung durch einen
einzigen Parameter ausdrickt. Aus dem Gleichungssystem zur Bestimmung der
Algengruppen (Gleichung 5.7-7) folgt nach dem Auflésen der Gleichung flr die Messdaten der
Fluoreszenz (Rohdaten der LED’s oder kurz Rohdaten):

Gleichung 6.2-1:

R_ (ATA) ~1\T P Ruckrechnung iber die gefittete Konzentration =~ p- (AT)—l(ATA) R
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Der gefittete Rohdatenwert ,, ¢* “ als Hypothese des Fit's flr die Lumineszenzdiode i ergibt
sich somit aus der Summe der Produkte der Komponente i der Fingerprints der Algengruppen

j und der berechneten Chl.a-Konzentration dieser Gruppe (&):

Gleichung 6.2-2: Hypothese des Fit’s fiir die einzelnen LED’s
4

¢ = Z aj X mit ¢;" gleich der Hypothese des Fit's
j=1

Durch die Gleichung 6.2-2 lasst sich eine GroRe fir die Abweichung zwischen den gefitteten
Rohdatenwerten und den gemessenen Rohdatenwerten berechnen. Der absolute Fehler
zwischen den gemessenen Fluoreszenzwerten fur die Anregung durch die verschiedenen
einzelnen LED’s und die durch den inversen Fit genéherten Rohdaten der Fluoreszenzwerte
ergibt sich durch:

Gleichung 6.2-3: Absoluter Fehler des Fit’s

5 5 4
OFit = Z|Ci‘ci* = ZZ‘Ci‘aj Xij‘
i=1 i

i=1 j=1

Der absolute Fehler §,, ist von der Hohe der detektierten Fluoreszenz der einzelnen LED's
abhangig und steigt mit einer Vergrol3erung der ermittelten Rohdaten der Chlorophyll-a
Fluoreszenz. Um von der Konzentration unabhangig zu werden, wird die relative Abweichung
zwischen Messdaten und gefitteten Rohdaten betrachtet, die auf die Summe der gefitteten
Rohdaten normiert wird.

Gleichung 6.2-4: Relativer Fehler des Fit’s

5 4
ZIC. ¢ ZZ‘Ci-anu‘

OFit _ i- 1 i=1 j=1
AFit: 5 = 5

; Ci* ; Ci* Z Ci*

i=1
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Durch die Einfuhrung des absoluten und des relativen Fehlers des Fit's lasst sich die
offensichtliche Abweichung in den Abbildungen 6.2-1 A — D zwischen den Rohdaten und den
gefitteten Rohdaten berechnen und durch die Grossen &, bzw. A ;. ausdriicken.

Tabelle 6.2-1: Fehler des Fit’s fiir die gegenseitige Erkennung der Fingerprints

Absoluter und relativer Fehler des Fit’s fiir die Betrachtung der gegenseitigen Erkennung eines Fingerprints
durch alle weiteren Fingerprints in den Abbildungen 6.2-1 A — D. Hohe Werte fiir die beiden eingefiihrten
Grossen zeigen dabei eine schlechte Anndherung an (vgl. Abb. 6.2-1 A-D).

Absoluter und relativer Fehler des Fit’s O iy AL,
IAbbildungen 6.2-1 A: Griine spektrale Gruppe 0,709 90,8
IAbbildungen 6.2-1 B: Blaue spektrale Gruppe 18,129 4448
IAbbildungen 6.2-1 C: Braune spektrale Gruppe 0,757 87,4
IAbbildungen 6.2-1 D: Gemischte spektrale Gruppe 0,806 101,3

6.2.4. Auswirkungen des Weglassens eines Fingerprints

Ausgangspunkt dieser Betrachtung ist die Uberlegung, ob die Anzahl der Fingerprints
reduziert werden kann und welche Auswirkungen auf die Gruppenerkennung zu erwarten sind.
Wird zum Beispiel aufgrund eines Vorwissens Uber das Phytoplankton in den Proben die griine
spektrale Gruppe fir den Fit ausgeschlossen, und diese Gruppe ist dann wieder erwarten
doch in der Probe enthalten. Welcher spektralen Gruppe wirden dann die Algen der griinen
Gruppe zugeordnet werden ?

Fir diese Betrachtung wird davon ausgegangen, dass die Messung der Fluoreszenz einen
Vektor c ergibt, der genau einem der vier Fingerprints entspricht. Die Fingerprints sind auf
eine Chlorophyll-a Konzentration von 1 ug pro Liter normiert. Wird die Konzentration der
Algengruppen nach Gleichung 5.7-7 berechnet, so ergibt sich die Konzentration fir die
entsprechende Gruppe selbstverstandlich zu 1 pug Chl.a pro Liter. Wenn der Fingerprint dieser

Algengruppe fir die Losung aber nicht zur Verfligung steht?

Tabelle 6.2-2: Gegenseitige Erkennung der Algengruppen

Ergebnis des Fit’s fiir die Messwerte c, die einem der Fingerprints der Algengruppen entsprechen, bei
gleichzeitigem Weglassen dieses Fingerprints fiir den Fit (weggelassene spektrale Algengruppe mit X markiert).

Griine Blaue Braune Gemischte Gesamt-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gehalt
[ng Chla /1] [ng Chla/l] [ng Chla /] [ng Chla /1] [ng Chla /1]
C = ,,griiner” Fingerprint X 0,03 0,79 0,00 0,82
C :=,,blauer” Fingerprint 2,06 X 0,00 1,99 4,05
C :=,,brauner” Fingerprint 0,62 0,00 X 0,52 1,14
C :=,,gemischter” Fingerprint 0,00 0,03 0,75 X 0,78
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Die erzwungene Fehlzuordnung des Fit's zeigt bei Fluoreszenzmesswerten fir 1 pg Chl.a pro
Liter der griinen spektralen Algengruppe unter dem Auslassen des grinen Fingerprints fir die
Losung des Gleichungssystems eine Zuordnung zur braunen spektralen Algengruppe mit einer
Konzentration von 0,79 ug Chl.a pro Liter bei gleichzeitiger Zuordnung von 0,03 pg Chl.a fur
die blaue spektrale Gruppe. Der Chlorophyll-a Gesamtgehalt, die Summe der Chla-
Konzentrationen der einzelnen Gruppen, ergibt sich zu 0,82 g pro Liter.

Fir die Chlorophyll-a Bestimmung der Gesamtkonzentration ergibt sich eine Unterschatzung
von 18 % der wahren Konzentration, wenn sich Algen der griinen spektralen Gruppe in einer
Probe befinden, der Fingerprint dieser Gruppe aber fiir die Losung nicht berlcksichtigt wird.

Analog lassen sich durch diese Betrachtung vergleichbare Aussagen uber die Zuordnung der
weiteren Fingerprint‘-Messergebnisse machen. Messergebnisse, die der gemischten
spektralen Gruppe entsprechen, werden fast ausschlieRlich der braunen spektralen Gruppe
zugeordnet (Unterschatzung des Ch.a-Gesamtgehaltes um 22 %). Messergebnisse, die der
braunen spektralen Gruppe entsprechen, werden durch eine Kombination der griinen und
gemischten spektralen Gruppe genahert(Uberschatzung des Ch.a-Gesamtgehaltes um 14 %).

Die blaue spektrale Gruppe wird ohne ihren eigenen Fingerprint durch den Fit der grinen und
gemischten spektralen Gruppe zugeordnet. Es zeigt sich aber eine extreme Uberschatzung
des Chlorophyll-a Gesamtgehaltes von 400 %.

6.3. Der Einfluss von Rauschen auf die Algengruppenerkennung

MessgrofRen sind grundsatzlich mit Fehlern behaftet. Zu den Fehlerquellen gehdren die
Ungenauigkeit der Messung der Chlorophyll-a Fluoreszenzmessung durch den Detektor, das
Rauschen der Intensitat der Lumineszenzdioden fur die Anregung der Fluoreszenz, usw. .

Ziel dieser Untersuchung ist die Abschatzung des Einflusses des Messfehlers auf die
Erkennung der Algengruppen. Zu diesem Zweck werden die Fingerprints der Algengruppen als
Messwert genommen und mit einem stochastischen Rauschen belegt. Der Fit zur Ermittlung
der Chl.a-Konzentrationen der Algengruppen wird durchgefuhrt. Als Ergebnis wird eine
Einschatzung der Fehlbestimmung der spektralen Gruppenzugehoérigkeit durch den
Messfehler stehen.
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6.3.1. Die Simulation

Fir diese Untersuchung wird davon ausgegangen, dass die reale Messung der Fluoreszenz (c))
fur jede LED ,i“ mit einem stochastisch gleichverteilten Rauschen behaftet ist. Sei das
Ergebnis einer theoretischen Fluoreszenzmessung gleich dem Fingerprint einer der vier
spektralen Algengruppen. Die Komponenten des jeweilig als Messwert gewahlten Fingerprints
sollen einen maximalen relativen Fehler ( /') aufweisen. Die Grol3e von f* wird flr die Unter-
suchung variiert. Unter der Vorraussetzung, dass der Fehler fir jede LED-Strecke von dem
Rauschen der anderen LED’s unabhéangig ist, l1asst sich der simulierte verrauschte Messwert
wie folgt berechnen:

Gleichung 6.3-1:

CiSim = Cj .(1+ f (2 (Zufallszahl[O..1] - %)))

Die maximale Abweichung des Messwertes wird durch f festgelegt. Fir f gleich 0,2 betragt
die Schwankung des simulierten Rohdatenwertes (¢5™) maximal + 20%. Der Vektor ¢ wird
gleich einem der spektralen Fingerprints gesetzt und entspricht damit einer detektierten
Konzentration von 1 ug Chl.a pro Liter dieser Algengruppe.

Durch die Anwendung der Gleichung 6.3-1 werden die Messwerte fur die Simulation erzeugt.
Fir eine Anzahl von 5000 Messwerten zeigte sich nach entsprechenden Voruntersuchungen
eine ausreichende statistische Sicherheit fur die nachfolgenden Betrachtungen.

Abbildung 6.3-1: Verrauschte Messdaten fiir die Simulation
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Aus dem erzeugten Satz von Messdaten wird mit den Fingerprints fir die spektralen
Gruppen durch den Normkurvenfit nach Gleichung 5.7-7 die Konzentration jeder Gruppe
bestimmt.

Fir die Messdaten aus Abbildung 6.3-1, die aus dem Fingerprint fir die braune Gruppe
gebildet wurden, zeigen die Ergebnisse des Fit's neben der Erkennung dieser Gruppe auch
Chl.a-Konzentrationen von bis zu 0,3 ug pro Liter fiir die grine bzw. 0,2 ug pro Liter fir die
gemischte Gruppe (Abbildung 6.3-2 A nachfolgend). Um die Hohe der berechneten Chl.a-
Konzentration einer Gruppe in ihrer Haufigkeit zu bestimmen, werden (ber alle 5000
Bestimmungen der Zugehorigkeit diese in Intervallen von 10 ng Chl.a pro Liter zusammen-
gefasst und dann in einem Haufigkeitsdiagramm dargestellt (Abbildung 6.3-2 B).

Abbildung 6.3-2 A & B: Algengruppenerkennung und Hiufigkeitsverteilung der Zuordnung fiir die
Daten der Simulation

A: Algengruppenerkennung fiir die ersten 100 verrauschten Messwerte der Simulation (Abbildung 6.3-1).
B: Haufigkeitsverteilung der zugeordneten Chl.a-Konzentration der Algengruppen.
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Durch das Diagramm der Haufigkeitsverteilung wird der Einfluss des Rauschens auf den Fit
deutlich. Die zu detektierende Ausgangskonzentration von 0,8 — 1,2 pg Chl.a pro Liter bei
einem 20 %-igem Rauschen der braunen spektralen Gruppe wird durch einen zugeordneten
Anteil an Algen der griinen und / oder der gemischten Gruppe noch weiter verringert.

Speziell von Interesse ist dabei die Tatsache, dass allein durch die Messungenauigkeit der
Fluoreszenzerfassung Chl.a Anteile von bis zu maximal 0,3 bzw. 0,2 ug pro Liter der griinen
bzw. gemischten Gruppe zugeschlagen werden.

Um die Entwicklung der Fehlzuordnung in Abhéangigkeit des prozentualen Rauschens
abschatzen zu konnen, wird die Simulation fir jeden Fingerprint als theoretischer Messwert
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bei unterschiedlich groflem Rauschen durchgefiihrt. Von den 5000 Ergebnissen einer
Simulation wird der Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt und in den

Abbildungen einander gegenlbergestellt.

Abbildung 6.3-3 A - D: Fehlzuordnung der Algengruppenerkennung in Abhiingigkeit des Rauschens

A zeigt die Abhingigkeit der Algengruppenerkennung vom Messfehler fiir die griine spektrale Gruppe. B — D
zeigen entsprechende Abhingigkeiten der blauen, braunen und gemischten spektralen Gruppe.
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6.4. Ermittelung der Messungenauigkeit des AOA’s
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Nach den Erkenntnissen des vorherigen Abschnittes kann der Einfluss eines Rauschens auf
die Algengruppenerkennung des AOA’s theoretisch abgeschatzt werden. Anhand von realen
Messungen soll nun die Messungenauigkeit des AOA’s spezifiziert werden.

6.4.1. Untersuchung zur Bestimmung des relativen Rauschens des Systems

Es wird die Griinalge Dunaliella spec. im KSW 2 Medium (400 ml) mit Nahrstoffen (Anhang
A) in einer Batchkultur angesetzt. Mit dem AOA wird alle finf Minuten die Chlorophyll-a
Konzentration durch das Einpumpen einer neuen Probe bestimmt. Nach der Messung wird die
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Probe in den Batch zuriickgepumpt. Die lber achthundert Einzelmessungen werden tber drei
Messwerte gleitend gemittelt (gl. Mittel) und die Standardabweichung berechnet. Zur
Datenreduktion werden nun im weiteren nur die Konzentrationen von 7 ,8 |9 , 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 125, 175 und 200 ug Chl.a pro Liter betrachtet. Die zeitliche
Entwicklung der Konzentrationszunahme an Chla ergab sich wie in Abbildung 6.4-1
dargestellt.

Abbildung 6.4-1: Entwicklung des Chl.a-Gehaltes der Chlorophyceae — Batchkultur

Die Messwerte der Chl.a-Bestimmung (o) werden mit einer Exponentialfunktion genéhert (-) . Die Fehlerbalken
der Chl.a-Bestimmung aus der Mittelung iiber drei Messwerte werden von den Punkten {iberdeckt.
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Zur Bestimmung des relativen Fehlers (f..,) der Fluoreszenzmessung durch den AOA wird
die Standardabweichung des Messwertes (gl. Mittel) fur die Anregung mit der LED i durch
den Messwert geteilt. Fir die vorher gewahlten Chl.a-Konzentrationen zeigt sich am Beispiel
der LED! mit einer Wellenlange von 450 nm das folgende Bild:

Abbildung 6.4-2: Gegeniiberstellung des f,.:, zum Chl.a-Gehalt
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Fir Chl.a-Konzentrationen kleiner gleich 10 pg pro Liter kann das absolute Rauschen des
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Messsystems zusatzlich zum Tragen kommen. Fir die Abschatzung des relativen Rauschens
wird daher nur der Bereich fir Konzentrationen uber 10 pg Chl.a pro Liter berlicksichtigt. Die
zwei Prozent fir einen Chl.a-Gehalt von 80 ug pro Liter werden als Ausreif3er angesehen.

Fir alle weiteren LED's ergibt sich ein vergleichbares Ergebnis, auf dessen Darstellung hier
verzichtet wird. Auch fur diese LED's liegt der relative Fehler bei knapp einem Prozent, es
kommen aber ebenfalls vereinzelt Ausreil3er vor, deren Wert aber immer unter zwei Prozent
bleibt. Im Zweifelsfall sollte lieber die schlechte Abschatzung des Fehlers gewahlt werden,
darum:

--- Die Hohe des relativen Rauschens betragt fir alle LED’s hochstens zwei Prozent ---

6.4.2. Bestimmung des absoluten Rauschens des AOA’s

Fir die Offseteinstellung des AOA's wird die Messkammer mit Salzwasser (doppelt
entionisiertes Wasser mit 30 Gramm NaCl pro Liter) geflllt. Als Ergebnis der
Fluoreszenzmessung sollte fiir jede LED ,,i* der Wert Null bestimmt werden.

Fir ideale optische Filter zur Trennung des Anregungslichtes von der Fluoreszenz wirde
dieser Wert auch erreicht werden, wie ein Test mit abgedunkelten LED'’s zeigt (kein Offset
durch die Detektorelektronik).

Mit realen Filtern wird die vollstéandige Unterdriickung des Anregungslichtes aber nicht
erreicht. Zur Kompensation ist deshalb eine Offsetkorrektur im AOA vorgesehen. In einer
speziellen Messroutine wird der Offset bestimmt. Dieser Offset wird bei allen weiteren
Messungen von der gemessenen Fluoreszenz abgezogen, um die ,wirkliche* Fluoreszenz zu
ermitteln.

An der Salzwasserprobe wird der Offset ermittelt. Anschliel3end wird eine Messreihe (iber
100 Messwerte an dem Salzwasser durchgefiihrt, um das Rauschen des Offsets zu
ermitteln:

Tabelle 6.4-1: Absolutes Rauschen der Fluoreszenzmessung des AOA’s

Absolutes Rauschen des AOA’s LED1 LED2 LED3 LED4 LEDS
Maximale Abweichung zum Mittelwert Null 0,093 0,076 0,079 0,080 0,157
Standardabweichung zum Mittelwert Null 0,014 0,012 0,011 0,013 0,024
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Das Rauschen des Offsets ist unabhangig von der Hohe der gemessenen Fluoreszenz. Es
handelt sich deshalb um ein absolutes Rauschen (Grundrauschen) der Messwerterfassung.

6.4.3. Das Rauschen der AOA-Messung

Durch die Daten eines Wachstumsversuches einer Griinalge konnte das relative Rauschen
(Kap. 6.4.1) und durch eine Offsetuntersuchung (Kap. 6.4.2) das absolute Rauschen der
Fluoreszenzdetektierung fur jede LED ermittelt werden.

Der Wert des relativen Rauschens betragt 2 Prozent. Das Grundrauschen des AOA's ist der
Tabelle 6.4-1 zu entnehmen.

Fir die Simulation mit verrauschten Rohdaten wurde bislang nur der Einfluss des relativen
Rauschens untersucht. Die zur Erzeugung der verrauschten Daten verwendete Gleichung
(Gleichung 6.3-1) wird um den konstanten Betrag durch das Grundrauschen erweitert.

Gleichung 6.4-1:

| 1
6i5M = ¢ + (Ci- frelatiy + fabsoiut)- 2 (Zufallszahl[0..] - )

Mit einem relativen Fehler von 2 % und der maximalen Abweichung des absoluten Rauschen
aus Tabelle 6.4-1 fir die einzelnen LED's werden flir die Simulation erneut Datensatze mit
5000 Werten erzeugt (vgl. Kap. 6.3.1).

Die Grundlage fiir den Fluoreszenzvektor (c;) bildet der griine spektrale Fingerprint, der einer
Chl.a-Konzentration von 1 pg pro Liter dieser Gruppe entspricht. Der Fit zur Algengruppen-
zuordnung wird durchgefiihrt. Mittelwert und Standardabweichung flr die spektralen
Gruppen werden berechnet. Die nachste Simulation wird mit einem Wert fur c; durchgefihrt,

der einem Vielfachen des griinen Fingerprints entspricht.

Speziell fur Konzentrationen kleiner als 1 pg Chla pro Liter ist die Entwicklung einer
fehlerhaften Zuordnung zu den spektralen Gruppen aufgrund des absoluten Rauschens
gemal Tabelle 6.4-1 bei den zu erwartenden geringen Phytoplanktonkonzentrationen der
Nordsee von Interesse.
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In der ersten Betrachtung werden die Mittelwerte und deren Standardabweichungen der
gefitteten Konzentrationen auf den vorgegebenen Chl.a-Gehalt der griinen Gruppe bezogen.

Abbildung 6.4-3: Relativer Fehler der Algengruppenzuordnung des AOA’s

Fir kleine Konzentrationen der griinen Gruppe als vorgegebener Rohdatenwert der LED’s zeigt sich der
wachsende Einfluss der Messungenauigkeit auf die Algengruppenzuordnung.
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Fir einen vorgegebenen Chl.a-Gehalt von 0,1 ug pro Liter fur die grine Gruppe zeigt die
Algengruppenerkennung des AOA's durch den Einfluss des Rauschens eine mittlere
Unterschatzung dieser Gruppe von 35 %. Gleichzeitig wachst der mittlere Chl.a-Gehalt der
weiteren spektralen Gruppen durch die Fehlzuordnung des Fit's aufgrund des Rauschens. Die
Fehlerbalken in der Abbildung des Chl.a Mittelwertes dieser Gruppen wird (nur nach oben)
durch die Standardabweichung angezeigt.

Fir eine Konzentration von 0,4 ug Chl.a pro Liter wird der vorgegebene Gehalt zu 92 % + 10 %
ermittelt. Mit gréRer werdender, vorgegebener Konzentration nimmt die Unterschatzung ab.
Fir die Standardabweichung gilt dasselbe.

Der Mittelwert des Chl.a-Gesamtgehaltes als die Summe der Konzentrationen der spektralen
Gruppen zeigt kaum Anderungen.

Als abschlieRende Betrachtung zu der Messungenauigkeit des AOA's und deren Auswirkung
muss der maximal auftretende Fehler der Algengruppenerkennung noch genauer betrachtet
werden.
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Fir die online-Algengruppenerkennung an Wasserproben besteht im allgemeinen nicht die
Maglichkeit der Mittelung mehrerer Messungen an der gleichen Station. Im Fall einer
Installation an Bord eines Schiffes wird die Messung wahrend der Fahrt durchgefiihrt werden.
Inwieweit ist also einer einzigen Messung zur Algengruppenerkennung an dem Wasserkorper
zu trauen. Diese Frage stellt sich nicht allein fiir die online-Messung, sondern fir alle
Untersuchungen mit einer geringen Anzahl an Messdaten. Durch die Mehrfachbestimmung
eines Parameters kdnnen untypische Ausreil3er leichter erkannt werden. Die nun folgende
Darstellung lasst eine Beurteilung eines durch das Messsystem bedingten Fehlers zu. Das
Wissen dariiber macht die Trennung zu nicht geratebedingten Fehlerquellen méglich.

Als Basis flir diese Simulation dient die griine spektrale Gruppe in den Konzentrationen 0.1,
0.2, 0.3, 0.5, 5 und 50 pg Chla pro Liter fir den Rohdatenvektor c; Die Algengruppen-

zugehdrigkeit wird gefittet und fur jede Simulation der Mittelwert der Chl.a-Konzentration
der Gruppen ermittelt.

Abbildung 6.4-4: Absoluter Fehler der Algengruppenerkennung des AOA’s

Fiir verschiedene vorgegebene Chl.a-Konzentrationen der griinen spektralen Gruppe ist der Chl.a Mittelwert der
gefitteten Gruppen mit den maximal moglichen Abweichungen (als Fehlerbalken) dargestellt.

100,00

| O griine Gruppe
| © blaue Gruppe
| 4 braune Gruppe

| O gemischte Gruppe

| === Gesamtgehalt Chl.a

10,00

Das Minimum und Maximum des gefitteten
Chl.a-Gehaltes der Gruppen sind als
Fehlerbalken dargestellt. Die Ergebnisse der

gefittete Chl.a Konzentration |pg/]

ﬂ I | einzelnen Gruppen sind zur bessern
] |

lﬂ Ubersicht leicht gegeneinander in der x-

10 100

vorgegebene Chl.a Konzentration [pg/l] AChSG VerSGtZt

Die Abbildung verdeutlicht eindeutig die Entwicklung der Fehlzuordnung der Algengruppen-
erkennung in der Abhangigkeit vom Chl.a-Gehalt. Unter der vorgegebenen Konzentration von
0,5 pg Chla pro Liter zeigt sich ein immer grof3er werdender relativer Fehler fir die grine
Gruppe. Die Fehlerbalken geben den Bereich an, in dem die gefittete Chl.a-Konzentration
dieser Gruppe liegen kdnnte.
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Die Wahrscheinlichkeit fir extreme Abweichungen von dem wahren Chl.a-Gehalt ist von der
Chl.a-Konzentration der Gruppe abhangig. Wird bei in situ Messungen nur ein einziges Mal
gemessen, so kann nur durch einen Vergleich zu weiteren Messwerten beurteilt werden, ob die
jeweilige gefittete Konzentration eine gewisse Signifikanz wiederspiegelt.

Der groRBer werdende Fehler in der Algengruppenzuordnung fir geringer werdende
Konzentrationen ist nicht Uberraschend. Die Betrachtung der mdglichen Erkennung der
braunen und gemischten spektralen Gruppe lasst eine Abschatzung der Nachweisgrenze des
Geréates zu. Fir die vorgegebenen Konzentrationen bis zu 5 pg Chl.a pro Liter fur die grine
spektrale Gruppe kann durch das Rauschen der Nachweis von maximal 0,11 pug Chl.a pro Liter
fur die braune und die gemischte spektrale Gruppe erfolgen.

Fir absolute Chl.a-Konzentrationen einzelner Gruppen, die unter 0,12 pg Chl.a pro Liter liegen,
kann es sich um eine Fehlzuordnung des Fit's handeln.

Fir sehr hohe Chl.a-Konzentrationen (in dieser Simulation die vorgegebenen 50 pg Chl.a / 1)
verschiebt sich diese absolute Grenze zu gréReren Werten (Abbildung 6.4-4). Als untere
Nachweisgrenze einer einzelnen Algengruppe ist fiur hohe Konzentrationen ein
Algengruppengehalt von 2,5 % des Chl.a-Gesamtgehaltes anzusehen.

6.4.4. Zusammenfassung

Fir alle Simulationen wurden die Angaben fir die relativen und absoluten Fehler grundsatzlich
nach oben abgeschatzt. Fir Chl.a-Gesamtkonzentrationen bis zu 5 pg Chlorophyll-a pro Liter
ergibt sich fir eine einzelne Messung eine Auflésungsgrenze des AOA’s von 0,12 pug Chl.a pro
Liter fur die einzelnen spektralen Gruppen.

Fir Konzentrationen groRer als 5 pg Chlorophyll-a pro Liter ist die untere geratebedingte
Nachweisgrenze der einzelnen spektralen Gruppen mit einem Gehalt von 2,5 % der Chl.a-
Gesamtkonzentration fur eine einzelne Bestimmung anzusetzen.
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7. In situ Messung: Erste Ausfahrt

Blisum — Helgoland — Bisum

7.1. Der Forschungskutter Sudfall

Nach dem ersten erfolgreichen Versuch der Algendifferenzierung unter Laborbedingungen
[Ruser & Vanselow 1999, Ruser et al. 1999, Beutler 1998] wurde der AOA auf einer Ausfahrt
mit dem FK Sudfall getestet.

Abbildung 7.1-1: Der FK Siidfall

Der Forschungskutter FK Siidfall
steht dem FTZ-Westkiiste fiir die
wissenschaftlichen Untersuchungen
im Wattenmeer zur Verfiigung.

Technische Daten :

Gesamtldnge 19,0 m
Breite 50m
Tiefgang 1,6 m
Motorenleistung 2 x 165 kW

Max. Geschwindigkeit 9 kn

Die Sudfall ist ein Forschungskutter, der dem Institut zur Verfugung steht und die
wissenschaftlichen Untersuchungen im Wattenmeer ermdglicht.

Zur weiteren Ausristung der Sudfall gehdren: Radar, Autopilot, UKW-Seefunk, Echolot,
Sedimentecholot, 2 x Differential-GPS, 2 elektronische Seekartensysteme, Flossen-
stabilisatoren, hydraulischer A-Galgen mit Winde, Bordkran mit 800 kg und elektrischer
Kran mit 500 kg Tragkapazitat. Das Schiff bietet Platz fir 6 Wissenschaftler und 2 Mann
Besatzung. Das Bordnetz bietet 220 Volt Wechselspannung, sowie 12 und 24 Volt Gleich-
spannungsversorgung.

Auf der ersten Ausfahrt mit der Siidfall wurde der AOA auf der Strecke Busum — Helgoland
unter in situ Bedingungen getestet. Es galt Erfahrungen mit den eingesetzten Messgeraten
zu sammeln und die Einsatzmdglichkeiten der Systeme zu optimieren.
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7.2. Durchfiihrung der Messungen

Auf der Fahrt am 29.3.99 mit der FK Sudfall nach Helgoland wurden an mehreren Stationen
Wasserproben der Nordsee entnommen. Um 11:30 lief das Schiff kurz vor dem Erreichen des
hochsten Wasserstandes (HW 12:19 Uhr) Richtung Helgoland aus. Um 12:10 Uhr wurde die
erste Station bei 54°7°93" nordlicher Breite und 8°43'33" dstlicher Lange erreicht. Das
Schiff wurde an der Station gestoppt und mit einem 10 Liter Eimer Oberflachenwasser
(Tauchtiefe des Eimers ca. 1 m) abgeschopft. Messungen an 5 Stationen auf dem Transect
(siehe Abbildung 7.2-1) wurden realisiert. Die Anzahl der Stationen war im wesentlichen von
der fur die Abfiltrierung der HPLC-Proben bendtigten Zeit bestimmt.

Fir die Messungen sind drei Bereiche der Nordsee zu unterscheiden. Die Proben der ersten
Station wurden im Tidebereich des Wattenmeeres genommen. Die zweite Station erfasste
den Wasserkorper in den &auf3eren Auslaufern des Wattenmeeres. Fiir die dritte Station
wurde der Ubergang in den Tiefwasserbereich gewahlt, wahrend die letzten beiden Proben an
Positionen genommen wurden, in denen die Nordsee eine Tiefe von iber 30 Meter hat.

Abbildung 7.2-1: Die fiinf Stationen der ersten Ausfahrt

Auf der Fahrt von Biisum nach Helgoland wurden an den Stationen (weille Punkte) Wasserproben genommen.
Das Echolot ermittelte die Tiefe (durchgezogene Linie), die zugehorige Skala befindet sich am linken Rand.

~ Wassertiefe / o

Helgollarlid :
= Station : ' 25
e 5 "1 1 Bisum
O i

Das entnommene Wasser wurde sofort mit dem AOA und dem Kiivettenfluorometer
analysiert. Der AOA entnahm die Proben durch eine Schlauchpumpe selbststéandig direkt aus
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dem an Deck geholten Eimer. Fiir das Kivettenfluorometer wurde eine Glaskivette (25 x 25 x
45 mm) direkt aus dem Eimer befillt und vermessen. Temperatur und Salzgehalt wurden mit
einer CTD-Sonde ermittelt. Diese Tauchsonde wurde auf die Probenentnahmetiefe von 1 Meter
gebracht. Parallel dazu wurde eine Probe fiir die HPLC-Analyse aufbereitet. An jeder Station
wurde eine Probe von 200 ml und eine von 400 ml Seewasser unter einem leichten Unterdruck
von 0,2 bar auf einen Whatman GF/F Filter (47 mm Durchmesser) abfiltriert. Der Filter wurde
gefaltet in ein PP-Rohrchen (14 ml, Greiner) gesteckt und dann bei einer Temperatur von
-18°C eingefroren. Zusatzlich wurde eine Probe von 10 ml Seewasser in PP-Rohrchen mit 100
ul Formol versetzt und dann bei 4°C im Kihlschrank gelagert. Diese Proben dienten der
spateren Analyse mit dem Durchflusszytometer (FCM). Die Positionen der Stationen wurden
uber das GPS (Global Positioning System) des Schiffes ermittelt. Die Daten der Fluorometer
stehen direkt nach der Messung zur Verfiigung. Die Proben fir die HPLC-Analyse und das
FCM konnen erst nach der Rickkehr im Labor analysiert werden, eine Bestimmung der
Pigmente bzw. der Zellzahlen des Phytoplanktons ist so meistens erst Tage spater maglich.

7.3. Messergebnisse der ersten Ausfahrt

Die Ergebnisse der verschiedenen Messsysteme von den Nordseeproben werden nun
nacheinander vorgestellt.

7.3.1. Ergebnisse der FCM-Messungen

Fir die Untersuchung wurden die Proben fiir das FCM mit fluoreszierenden Partikeln (Beads)
versetzt. Diese Beads dienen der Kontrolle, um die Einstellung der Verstarkung des Gerates
kontrollieren zu kénnen. Die Ergebnisse der Durchflusszytometermessungen fur die Proben
zeigen flr die Stationen 1 und 5 das folgende Bild:

Abbildung 7.3-1 A & B:
FCM-Messdaten der ersten Ausfahrt

=] =1

A: Station 1 B: Station 5
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Kapitel 7

Beide Graphen (Abbildung 7.3-1 A & B) zeigen eine starke Ansammlung von Partikeln mit einer
geringen Rotfluoreszenz fir ein recht starkes FSC Signal (~ GroRRe der Partikel). Fur
Freilandproben werden die Partikel eines solchen Pulks (markiert durch die Ellipsen in
Abbildung 7.3-1 A & B) als Sediment oder photosynthetisch nicht mehr aktives Material, im
allgemeinen als Untergrund bezeichnet, identifiziert. Im Vergleich zum Untergrund fallt die
geringe Menge an fluoreszierenden Partikeln auf.

Abbildung 7.3-2 A-C: Festlegung der Regionen der Phytoplanktongruppen fiir die erste Ausfahrt

Die Regionen am Beispiel der Ergebnisse fiir die vierte Station der Ausfahrt nach Helgoland.
A: R1 und R2 sind die hinzugefiigten Kontrollbeads, R5 sind Diatomeen oder Dinoflagellaten,
B: durch R3 sind Picoprokaryoten markiert, also eine sehr kleine Cyanobakterienart,
C: Picoeukaryoten in R4, wahrscheinlich eine Prasinophyceae,
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Die den Proben der Stationen hinzu gegebenen Kontrollbeads sind durch die Regionen Rl und
R2 in Abbildung 7.3-2 A markiert. In Abbildung 7.3-2 B ist deutlich ein Pulk von Phytoplankton
zu erkennen, welcher sich von dem Untergrund absetzt und eine hohe Orangefluoreszenz zeigt.
Das deutet auf Algen hin, die das Pigment Phycoerythrin enthalten. Fir die Nordsee lasst
sich aufgrund der Erfahrung sagen, dass es sich bei dieser Gruppe um Picoprokaryoten und
hierbei speziell um Cyanobakterien handelt. Die Region R4 in Abbildung 7.3-2 C hingegen
markiert Picoeukaryoten. Flr die Nordsee handelt es sich dabei typischerweise um Chloro-
oder Prasinophyceae. Die Algenzellen der Region R5 sind Diatomeen oder Dinoflagellaten. Dies
ist nicht direkt aus diesen Graphen zu erkennen. Durch das Ergebnis der HPLC-Analyse ist
bekannt, dass es sich bei der dominierenden Algenklasse um Diatomeen handelt. Das
Phytoplankton aus R5 ist im Vergleich zu den Gruppen R3 und R4 wesentlich gréRRer und
enthalt damit auch entsprechend mehr Chlorophyll-a.
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Die Lage der Regionen wird durch den Anwender festgelegt. Es bedarf einer grof3en Erfahrung
im Arbeiten mit dem FCM, um eine sinnvolle Einteilung der Algen durch die entsprechende
Positionierung der Regionen vorzunehmen. Die Bestimmung der Algenklasse einer Region
wiederum anhand der FCM-Daten ist nur durch langjahrige Untersuchungen an dem
Seegebiet und dem Wissen Uber zu erwartendes Phytoplankton mdglich. Im Zweifelsfall ist
immer eine mikroskopische Kontrolle nétig.

Die Auswertung der FCM-Daten mittels der Festlegung der Regionen ergibt die Anzahl der
Partikel der Region (und damit fur die identifizierten Algenklassen die Zellzahlen). Fir alle
Stationen wird nun der prozentuale Anteil der Partikel einer Region an der Gesamtmenge
bestimmt:

Tabelle 7.3-1: Prozentualer Anteil der Zellzahl der Algenklassen an der mit dem FCM gezihlten
Gesamtpartikelmenge

Die angegebene korrigierte Gesamtzahl ist die gezdhlte Gesamtmenge minus der Anzahl der Kontrollbeads. In
den eckigen Klammer ([ ]) ist die festgelegte Region der Algenklasse angegeben (vgl. Abbildung 7.3-2 A — C).

FCM Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Korr. Gesamtzahl 10963 Partikel | 47404 Partikel | 10754 Partikel | 5182 Partikel 5143 Partikel
Cyanobakterien [R3] 0,43% 0,36% 2,30% 3,01% 3,01%
Prasinophyceae [R4] 0,73% 0,92% 4,77% 7,41% 8,38%
Diatomeen [R5] 0,38% 0,58% 1,03% 3,13% 3,73%

Der prozentuale Anteil der Phytoplanktongruppen an der Anzahl der gezahlten Partikel ist
gering. Der Anteil steigt von Station 1 bis zur Station 5 stetig an. Gezahlt werden neben den
Algenzellen auch Sedimentkorner, Bakterien und organische Fragmente, von denen eine
scheinbare Fluoreszenz (Streulicht) ausgeht. Im Astuarbereich des Wattenmeeres ist grund-
satzlich mit einem hohen Gehalt an Sediment zu rechnen. Fir die Stationen 1 und 2 waren
deshalb geringere prozentuale Anteile der Zellzahlen des Phytoplanktons an der Gesamtzahl
der Partikel zu erwarten.

Eine quantitative Bestimmung des Chlorophyll-a Gehaltes der drei Phytoplanktongruppen ist
mit den vorliegenden Ergebnissen nur unter bestimmten Annahmen mdglich. Zur Bestimmung
der Chl.a-Konzentration pro Liter muss der mittlere Chl.a-Gehalt einer Zelle der Algengruppe
bekannt sein. Uber die Zellzahlen der einzelnen Gruppen und den Chl.a-Gehalt pro Zelle kann
dann der Chl.a-Gehalt der einzelnen Gruppen bestimmt werden.

Fir die Gruppen von Phytoplankton in einer Freilandprobe ist der Chl.a-Gehalt pro Zelle im
allgemeinen aber nicht bekannt.
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7.3.2. Die Zellzahlen und die Rotfluoreszenz aus der FCM-Messung

Uber die drei Algenklassen, die durch die Regionen in Abbildung 7.3-2 A — C vom FCM getrennt
werden konnten, lassen sich bis auf Zugehorigkeit zu den drei Klassen keine spezifischeren
Aussagen (ber die Algen machen. Dazu ist eine mikroskopische Untersuchung vonndten. Um
weitere Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen, wird angenommen, dass sich Ergebnisse des
PriPro-Workshops [Ruser et al. 1999] auf die in situ Daten ubertragen lassen.

7.3.2.1. Chl.a-Bestimmung tber die Zellzdhlung des FCM

Auf dem PriPro-Workshop wurden die mittleren Chlorophyll-a Konzentrationen pro Algenzelle
fur die Algenarten Dunaliella salina (Chlorophyceae), Synechocystis spec. 6803
(Cyanobakterie) und Thalassiosira weissflogii (Diatomee) ermittelt.

Unter der Annahme, dass der Chl.a-Gehalt pro Zelle der Chlorophyceae gleich dem der
Prasinophyceae ist und dieses auch flr die weiteren Algenklassen gilt, konnte die Chl.a-
Konzentration der drei Algenklassen uber die Zellzahl berechnet werden.

Der Chl.a-Gehalt einer Algenzelle hangt (selbstverstandlich auch) von der Grél3e der Zellen
ab. Durch einen Vergleich der Werte fir das Streulichtsignal (FSC ~ Groél3e), Kap 4.3) zeigt
sich eine vergleichbare Grof3e der Algenzellen fir die Diatomeen und die Cyanobakterien der
Spezies auf dem Workshop zu den Algen in den Wasserproben der Stationen (Regionen R3
und R5 in Abbildung 7.3-2). Dies lasst die Annahme zu, dass der Chl.a-Gehalt pro Zelle der
PriPro98-Ergebnisse auf die Freilandspezies fir die beiden Algenklassen mindestens in der
GrofRenordnung vergleichbar ist. Fir die Griinalge Dunaliella salina wurde auf dem PriPro98
ein mittleres FSC dieser Algenart ermittelt, dass um mindestens einen Faktor 10 grof3er als
das mittlere FSC der Prasinophyceae in den in situ Proben ist. Ist dann entsprechend der
Chl.a-Gehalt pro Zelle fir die Prasinophyceae gegentber der Chlorophyceae aufgrund der
Volumenverringerung (~ r®) um den Faktor 1000 kleiner? Dies ist sehr unwahrscheinlich!

Die Bestimmung des Chl.a-Gehaltes pro Zelle an Prasinophyceae Arten aus dem Atlantik
[Simon et al. 1995, Simon et al. 1994] ergab einen Chl.a-Gehalt pro Zelle von 2,5 — 13,0 fg bei
einer GroRe der dort betrachteten Zellen zwischen 1,2 — 2,6 pm. Nimmt man deshalb ,,nur®
einen um den Faktor 100 geringeren Chl.a-Gehalt pro Zelle fiir die Prasinophyceae gegentiber
der Alge Dunaliella salina an, so ergibt sich der Chl.a-Gehalt pro Zelle der Prasinophyceae zu
15 fg Chl.a pro Zelle.
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Tabelle 7.3-2: Angenommener mittlerer Chl.a-Gehalt pro Algenzelle und zugeordnete Regionen der in

situ Daten (Abbildung 7.3-2)

Dunaliella Synechocystis | Thalassiosira
salina spec. 6803 weissflogii
Verhiiltnis: Chlorophyceae |Cyanobakterien| Diatomeen
Chlorophyll-a Gehalt pro Zelle [fg Chla Zelle] 15,0 194 6220
Region Abbildung 7.3-2 A-C R4 R3 RS

Damit lasst sich die Chlorophyll-a Konzentration pro Liter der Freilandalgenklassen
berechnen.

Tabelle 7.3-3: Hypothetische Chl.a-Konzentration der Algenklassen nach den ermittelten Zellzahlen

FCM Zellzahlen |Chl.a| Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Prasinophyceae [ng/1] 0,03 0,02 0,03 0,04 0,02
Cyanobakterien [ug/] 0,01 0,00 0,02 0,01 0,00
Diatomeen [ng/1] 7,36 12,05 13,80 5,03 7,59

7.3.2.2. Chl.a-Bestimmung durch die Messung der Rotfluoreszenz

Um von der GrofRe der Zellen und ihrem Chla-Gehalt unabhangig zu werden, wird die
Hypothese der Ubertragbarkeit der PriPro-Ergebnisse auf die in situ Daten fiir eine weitere
Betrachtung modifiziert.

Die Vergleichbarkeit des ermittelten Chl.a-Gehaltes pro Zelle fur die Algenklassen auf dem
PriPro98 und den Freilandalgenklassen braucht nicht mehr gefordert zu werden.

Es soll nun die Bestimmung der Chl.a-Konzentration uber die Integration der Rotfluoreszenz
(~ Chl.a) der durch die Regionen R3 — R5 markierten Algenklassen in Abbildung 7.3-2 A
erfolgen. Die gesamte gemessene Rotfluoreszenz einer Algenklasse ergibt sich zu:

Gleichung 7.3-1
Fenia(Region) = Z Fzelle
Region

Auf dem PriPro-Workshop wurden die Chl.a-Gehalt zu Rotfluoreszenz Verhaltnisse fir die drei
Algenarten bestimmt. Die Annahme ist nun, dass sich diese Verhaltnisse fir die Arten auf
die ganze Algenklasse im Freiland Ubertragen lassen.
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Tabelle 7.3-4: Mittleres Chl.a-Gehalt zu Rotfluoreszenz Verhiltnis der Algenarten (PriPro98)

Dunaliella Synechocystis | Thalassiosira
salina spec. 6803 weissflogii
Verhiiltnis: Chlorophyceae |Cyanobakterien| Diatomeen
Chloropyll-a / Rotfluoreszenz [ug Chl.a ] 1,72E-09 9,22E-10 1,84E-09
Region Abbildung 7.3-2 A R4 R3 R5

Nach der Bestimmung der gesamten Rotfluoreszenz einer Region (Fg,.(Region) kann durch
eine einfache Gleichsetzung mit dem Ergebnis des Workshops der Chl.a-Gehalt der
Algenklassen der Wasserproben der Ausfahrt bestimmt werden.

Voraussetzung hierflr ist ein @hnliches Chl.a-zu-Rotfluoreszenz Verhéltnis der Klassen der
Chloro- und der Prasinophyceae.

Tabelle 7.3-5: Hypothetische Chl.a-Konzentration der Algenklassen nach der ermittelten Rotfluoreszenz

FCM Chl.a| Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Rotfluoreszenz
Prasinophyceae ”  |[pg/l] 0,12 0,09 0,16 0,19 0,08
Cyanobakterien [ug/] 0,01 0,01 0,03 0,02 0,00
Diatomeen [ug/] 0,33 0,70 0,95 0,26 0,38

Zwischenbewertung der FCM-Ergebnisse:

Im Vergleich der Bestimmung der Chl.a-Konzentrationen der drei Algenklassen Uber die
Zellzahlen und die Rotfluoreszenz zeigt sich, dass der Chl.a-Gehalt pro Liter der
Picoprokaryoten (Cyanobakterien) unter 30 ng Chl.a pro Liter liegt. Fur die Picoeukaryoten
(Prasinophyceae) ergibt die Abschatzung uber die Zellzahlen einen maximalen Chl.a-Gehalt
dieser Algenklasse von 0,04 ug Chl.a pro Liter, uber die Rotfluoreszenz einen Gehalt von 0,19
ug Chl.a pro Liter. Uneinheitlich werden die Ergebnisse der beiden Abschatzungen aber flr die
Diatomeen. Dem Chl.a-Gehalt nach der Bestimmung Uber die Zellzahlen von maximal 14 ug
Chl.a pro Liter steht ein Gehalt von nur 1 pg Chl.a pro Liter nach der Bestimmung durch die
Rotfluoreszenz gegeniber.

Der gravierende Unterschied zwischen den beiden verschiedenen Arten der Chl.a-Berechnung
lasst sich mit den Daten des FCM'’s alleine nicht aufklaren. Die Chl.a-Gehaltshestimmung von
Wasserproben durch das FCM durch die Verwendung der Gesamtrotfluoreszenz sowie der
Anzahl der Algenzellen einer Region wird im Kapitel 11 untersucht.
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7.3.3. Ergebnisse der HPLC-Analyse

Die wahrend der Fahrt fir die HPLC-Analyse filtrierten und dann in PP-Rohrchen (14ml,
Greiner) eingefrorenen Probenfilter (Whatman GF/F Glasfiberfilter, @ 47 mm) wurden unter
der Zugabe von 5 ml Azeton und Glaskigelchen mit einer Zellmihle (Vibrogenzellmihle Vi4,
Bihler) fur 3 Minuten gemahlen. Anschliel3end wurde die Probe bei 4000 Umdrehungen pro
Minute (mit 72.5facher Erdbeschleunigung) fir 10 Minuten zentrifugiert, um die Rickstande
des Glasfiberfilters entfernen zu kénnen. Nach einer weiteren Filterung durch einen 0.2 um
Teflonfilter (Spritzenvorfilter; PTFE no name product) wurde ein 0.75 ml grof3er Anteil der
Probe mit 0.25 ml Ammoniumazetat fur drei Minuten inkubiert.

Das Extrakt wurde mit einem HPLC-System von Thermo Separation Products (mit einem
PC400, automatischem Probenwechsler AS300 mit Kihlung und Preparation Mixer,
Fluoreszenzdetektor FL2000, Photometer Spectrafocus, Nucleosil C18-Saule, Losungsmittel
A bestehend aus 80% Methanol, 10% ion-pairing Losung und 10% destilliertem Wasser,
Losungsmittel B bestehend aus 60% Methanol und 40% Azeton) nach einer leicht
abgewandelten Methode von Mantoura & Llewellyn [1983], Details bei Meyerhiofer [1994],
vermessen. Mit diesem Messsystem ist der Nachweis von 16 Pigmenten des
Photosyntheseapparates mdglich. Zu diesen Pigmenten gehdren das Zea-, Fuco-, Allo-,
Prasino-, Neo-, Viola-, 19-hex-fuco- und Diadinoxanthin sowie Lutein, Peridinin, Phaeophytin-a,
o- and B-Carotin, und Chlorophyll-a, -b und -c. Die Menge an detektiertem Chl.c besteht aus
der Summe an Chl.c; und c,. Ebenso lassen sich die Pigmente Lutein und Zeaxanthin mit der
verwendeten Methode nicht trennen. Bei einem einzelnen Vorkommen nur eines dieser Pigmente
kann es identifiziert werden, ansonsten wird immer das in der gréReren Menge vorhandene
Pigment angezeigt.

Die Ergebnisse fur die Proben der einzelnen Stationen sind in der folgenden Tabelle
zusammengefasst. Aufgrund der sehr langen Filtrationszeit von bis zu 30 Minuten fir die
400 ml Probe stellte sich die Frage nach der Degraduierung der photosynthetischen
Pigmente durch eine Schadigung der Algenzellen. Die unterschiedlichen Mengen von 200 und
400 ml fir die parallelen Bestimmungen zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die
beiden Ergebnisse einer Station wurden jeweils zusammengefasst und der Mittelwert
gebildet.
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Tabelle 7.3-6: Ergebnisse der HPLC-Pigmentanalyse fiir die erste Ausfahrt

Von den 16 identifizierbaren Pigmenten konnten 6 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden aus dem
Mittelwert zweier Proben ermittelt. Nicht angegebene Werte (markiert durch - ) flir die Standardabweichung
bedeuten, dass nur ein Wert ermittelbar war.

HPLC Chl.a Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5

Fucoxanthin  |[ug/l]| 1,45/£0,01 | 1,05 |£0,18 0,42/ 0,02 | 0,59]+0,01 0,94/% 0,29

Phacophythina |[ug/l]| 0,34/ 0,00 | 024 |£0,06 | 0,06/=0,02 | 0,00=0,00 | 0,00 0,00

Diadinoxanthin |[ug/1]| 0,16/ 0,02 | 0,08 £0,00 | 0,02/+0,02 | 0,110,002 | 0,11 0,03

Chlorophyll-c  |[ng/l]| 0,23 0,27 0,00+ 0,00 | 0,00=0,00 | 0,05=0,05

[ne/l] - -
B —Carotin [ug/l]|  0,16/+0,02 | 0,00 |=0,00 | 0,00+0,00 | 0,00=0,00 | 0,02+0,02
Chlorophyll-a  |[pg/l]] 4,35/£0,02 | 3,04 |£0,59 | 1,38£0,11 2,02+ 0,10 | 2,74/+ 0,96

Abbildung 7.3-3 A & B: Ergebnisse der HPLC-Pigmentanalyse fiir die erste Ausfahrt

Die HPLC-Ergebnisse aus Tabelle 7.3-6 in der graphischen Darstellung. Die Abbildung B zeigt einen Ausschnitt
fiir Pigmentkonzentrationen bis 0,4 pg/l der Abbildung A.
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Alle Pigmente, die nicht unter der Nachweisgrenze der HPLC-Analyse liegen, sind fur die
Klasse der Diatomeen typisch (siehe Kap. 3.2). Dieses trifft zwar auch auf die Klasse der
Dinoflagellaten zu, aber da das Pigment Peridinin nicht nachgewiesen werden konnte, welches
als Markerpigment fiir diese Klasse gilt, gilt der Zuschlag den Diatomeen. Weitere
Algenklassen sind ebenfalls nicht nachzuweisen. Keines der Markerpigmente anderer Klassen
wie Zeaxanthin, Alloxanthin, Peridinin, Prasinoxanthin, Chlorophyll-b, Lutein, Neoxanthin oder
Violaxanthin war zu identifizieren. Dies bedeutet nicht, dass diese Algenklassen nicht
vorhanden sein koénnen, deren Konzentration ist aber so gering, dass ihr Beitrag zum
Gesamtpigmentgehalt unter der Auflésungsgrenze liegt.

7.3.4. Messergebnisse des Algae Online Analysers
Die von der Firma bbe Moldaenke voreingestellten Werte fur die Fingerprints des AOA's

erwiesen sich fir die Messungen an Nordseewasser als ungeeignet. Die spektralen
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Unterschiede zwischen den Sufwasseralgen und Salzwasserspezies sind zu grof3, und so
wurden zum Teil die auf dem PriPro98-Workshop [Ruser et al. 1999] ermittelten Fingerprints
(vgl. Kap. 5.6) fir diese Ausfahrt verwendet.

7.3.4.1. Messungen an einzelnen Stationen (Hinfahrt)

Die Messungen mit dem AOA wurden direkt an Bord der Sudfall an den genommenen
Wasserschopferproben durchgefihrt. Die Ergebnisse standen nach wenigen Minuten Messzeit
zur Verfligung. An jeder Station wurden mit dem AOA drei Messungen durchgefiihrt. Die
Zuflihrung einer Probe in die Messkammer des Gerates erfolgte durch das Einpumpen mit
einer am Gerat installierten Schlauchpumpe in 30 Sekunden.

Tabelle 7.3-7: Parametereinstellung des AOA’s auf der ersten Ausfahrt

Parameter f fy fuv | Trans. Probe
[s] [s] [ms] | [s] einpumpen

Dunkelphase 60 [s]

Adaptation 30 60 30

Messung 60 60 2000 10 auspumpen

Integrationszeit 200 [s]

fy/ f-Teiler 1/100 5

Eine weitere wichtige Voraussetzung fir die Ermittlung der Algengruppen sind die spektralen
Fingerprints, durch die eine Algendifferenzierung und die Chlorophyll-a Bestimmung erst
moglich wird (Kap. 5.5.2). Mittels dieser Einstellungen wurden die folgenden Ergebnisse an
den Stationen ermittelt:

Tabelle 7.3-8: Algengruppenerkennung durch den AOA auf der ersten Ausfahrt

Diese Ergebnisse wurden aus drei Messungen gemittelt. Die blaue und gemischte Gruppe wurden nicht
identifiziert.

AOA Chl.a Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5

Griine Gruppe [ugM]|  1,45+003 | 1,440,111 | 0,37/£005 | 0,00/=0,00 | 0,00+ 0,00

Blaue Gruppe [ug/l]]  0,00/£0,00 | 0,00/£0,00 | 0,00/£0,00 | 0,00/+0,00 | 0,00+ 0,00

Braune Gruppe  |[ng/l]| 7,84/031 | 6,18/031 | 294+025  4,09+031 | 545+0,80

gemischte Gruppe |[ug/l]| 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Gesamtgehalt [ng/l] 9,29+ 0,34 7,63+ 0,20 3,31£0,31 4,09+ 0,31 5,45/ 0,80

Von den vier moglichen spektralen Gruppen wurden die braune und die griine Gruppe in der
Wasserprobe durch den AOA identifiziert.
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Fir die Nordsee sind als typische Vertreter der braunen Gruppe Diatomeen und
Dinoflagellaten anzusehen, flr die griine Gruppe sind es die Algenklassen der Chloro- und der
Prasinophyceae. Die GroRe der Standardabweichungen der Ergebnisse der Algen-
differenzierung liegt bei ca. 10% und besser.

Die Erfassung der minimalen (f,) und maximalen (f,) Fluoreszenz durch den AOA ermdglicht
die Berechnung der photosynthetischen Aktivitat ® fir jede der spektralen Algengruppen.

Die Losung der Gleichung 5.4-3 (Kap. 5.4) zur Bestimmung der Aktivitat der Algengruppen
wird vom AOA im Anschluss an die Messung berechnet.

Tabelle 7.3-9: Bestimmung der photosynthetischen Aktivitit durch den AOA auf der ersten Ausfahrt

Leere Zellen stehen fiir eine nicht bestimmbare Aktivitit (Division durch Null fiir fyy gleich Null). Der
Mittelwert und die Standardabweichung wurden aus 3 Messungen berechnet.

AOA Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Griine Gruppe r.E. 0,34+ 0,05 0,76+ 0,12
Braune Gruppe | r.E. 0,31/+ 0,07 0,29+ 0,09 0,33 0,35/+ 0,20 0,41+ 0,07
Gesamtgehalt r.E. 0,19/+ 0,04 0,23+ 0,07 0,28+ 0,01 0,35/ 0,20 0,41+ 0,07

Die photosynthetische Aktivitdt des gesamten Phytoplanktons zeigt eine von 0,19 bis zu
0,41 ansteigende Tendenz von Station zu Station. Die spezifische Aktivitat der braunen
Algengruppe dagegen steigt im Vergleich mit der Aktivitat des gesamten Phytoplanktons
~hur“von 0,29 auf 0,41. Der absolute Fehler betragt bis zu 0,2 (Station 4).

Physiologischer Stress durch eine Anderung der Wassertiefe, hohere Lichtintensitaten oder
Veranderungen der Temperatur im kiistennahen Bereich der Wattflachen konnen die Ursache
fur die Verminderung der physiologischen Aktivitat sein. Moglicherweise werden die Algenzellen
durch den hohen Sedimentgehalt und die hohen Stromungsgeschwindigkeiten in den Prielen
auch einfach geschadigt (vgl. Abbildung 7.3-5).

7.3.4.2. Kontinuierliche Messung mit dem AOA (Riickfahrt)

Flr die Ruckfahrt wurde der Messablauf des AOA'’s geandert. Die Messungen wurden nicht an
einzelnen Stationen wie auf der Hinfahrt durchgefiihrt, sondern ein vollstéandiger Schnitt
gefahren, ohne die Fahrt durch einzelne Probennahmen zu unterbrechen.

Auf die Probennahme flr die HPLC sowie auf Messungen mit der CTD-Sonde und dem
Kuvettenfluorometer wurde verzichtet, da keine Ergebnisse zu erwarten waren, die nicht
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schon durch die Fahrt nach Helgoland gemessen wurden. Ziel dieser Messung war die
Verifizierung der Ergebnisse der einzelnen Stationen der Hinfahrt, eine Ubersicht tber die
Phytoplanktonverteilung zwischen Bisum und Helgoland und die Prifung der Messung der
photosynthetischen Aktivitat. Die Parametereinstellung des AOA’'s wurde von der Hinfahrt
Ubernommen (Tabelle 5.3-1). Die Proben wurden dber die Schlauchpumpe des AOA’s direkt
angesaugt. Um eine ,frische” Probe untersuchen zu kénnen, war eine Einpumpzeit von 2 %
Minuten notig. Das Intervall wurde deshalb auf 6 Minuten eingestellt. Die nachfolgende
Abbildung zeigt die Koordinaten der Probennahme, welche wahrend der Fahrt genommen
wurden (weil3e Punkte in Abbildung 7.3-4) und die Ergebnisse der Messung mit dem AOA flr
die ermittelten spektralen Gruppen, sowie den ermittelten Gesamtgehalt an Chlorophyll-a
pro Liter.

Abbildung 7.3-4: Messung des Chl.a-Gehaltes der Algengruppen auf der Riickfahrt der ersten Ausfahrt

Auf der Riickfahrt wurde die Messung mit dem AOA kontinuierlich durchgefiihrt. Die Positionen, ermittelt
durch das GPS, der wihrend der Fahrt entnommenen Proben sind durch die weilen Kreise markiert.

. Chlorophyll-a " ‘f:?.’.'AOA_.Cesamt_:gg_hal't 5 o L
e o <~ AOA (brawi& Gruppe)
12 o O AOA(griine Gruppe)

| 20 Probennahme |

;'9

Nach dem Start der Messung vor Helgoland zeigen die ersten Messwerte eine Chlorophyll-a
Konzentration von bis zu 9 ug Chla pro Liter an. Schlagartig sinkt dann aber die
Konzentration auf Werte zwischen 3 — 4 ug Chl.a pro Liter ab. Erst in Kistenndhe des
Wattenmeeres steigt die Konzentration wieder auf hohere Werte (9 — 12 pg Chl.a/l) an.
Dominiert wird der Gesamtgehalt der Chl.a-Konzentration durch Algen der braunen
spektralen Gruppe. Mit dem Anstieg der Konzentration im Tidebereich geht die Detektierung
von Algen einher, die der griinen spektralen Gruppe zugeordnet werden.
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Wie schon auf der Fahrt nach Helgoland an den 5 Stationen festgestellt werden konnte, zeigt
sich fur die Ruckfahrt ein sehr &hnliches Bild fiir die Verteilung des Phytoplanktons auf dem
Transsect (vgl. Tabelle 7.3-8). Fur die Hinfahrt wurden ebenfalls nur im Nahbereich des
Wattenmeeres der griinen spektralen Gruppe zugehérige Algen nachgewiesen.

Zusatzlich zur Bestimmung der Algengruppen wurde die photosynthetische Aktivitat
gemessen. Diese gibt einen Eindruck Uber den physiologischen Zustand der Algen. In Tabelle
7.3-9 werden die Ergebnisse zur Messung der photosynthetischen Aktivitat an den
Stationen der Hinfahrt dargestellt. An den Stationen der Probennahme auf der Hinfahrt
wurden je drei Messungen durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt. Auf der Rickfahrt
jedoch wird fir jede Probennahme nur ein Messwert ermittelt, es konnen deshalb keine
Standardabweichungen angegeben werden.

Abbildung 7.3-5: Photosynthetische Aktivitiit der Algengruppen auf der 1.ten Ausfahrt (Riickfahrt)

Die gruppenspezifische photosynthetische Aktivititsbestimmung fiir das Phytoplankton wurde zusammen mit
der Bestimmung des Chl.a-Gehaltes der Wasserproben durchgefiihrt. Die weillen Kreise in der Abbildung
entsprechen den Koordinaten der Probenentnahme.

 —— — 57 Y

Ty,

(Fni-fo) /f = e

o ¥ Gesamtaktivitit |
0.8 | - Aktivitiit (braune Gruflpe)
7% Aktivitiit (griine Gruppe) .
: O Probennahme
0,6 S
04
- 0,2

Die Aktivitat des Gesamtgehaltes zeigt einen stetig abfallenden Trend in Richtung der Kiiste.
In der Nahe von Helgoland wurde eine Aktivitat von 0,5 ermittelt, die bis zum Erreichen von
Blisum auf unter O,2 gefallen ist.

Fir die erste Halfte des Transsekt stimmen die Ergebnisse der braunen spektralen Gruppe
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mit denen des Gesamtgehaltes nahezu uberein. Da fiir diesen Abschnitt der Fahrt nur Algen
der braunen spektralen Gruppe identifiziert wurden, ist dieses Ergebnis zu erwarten. Mit dem
Beginn der Identifizierung der griinen spektralen Gruppe (vgl. Abbildung 7.3-4) ab der Halfte
der Strecke Helgoland — Busum laufen die Kurven flr die Gesamtaktivitat und der Aktivitat
der braunen Gruppe auseinander. Wahrend die Gesamtaktivitat weiter fallt, schwankt der
Wert fiir die braune Gruppe sehr stark und kann in einigen Fallen gar nicht bestimmt werden
(@ fur die braune Gruppe gleich Null). Die Werte der Aktivitat fir die griine Gruppe werden
nur fir vier Probennahmen vom Fitverfahren als ungleich Null bewertet, wobei dann aber die
Aktivitdt der braunen Gruppe nicht erfasst wird oder einen stark verminderten Wert
(markiert durch (1) in der Graphik) aufweist.

Anmerkung:

Hier wird das Problem der Ahnlichkeit der Fingerprints fiir die griine und die braune
spektrale Gruppe sichtbar (Kap. 6.3). Allerdings ist doch beruhigend, dass in der
Mehrzahl der Félle die griine spektrale Gruppe eindeutig eliminiert wird und nur in vier
Fallen das Rauschen oder ein nicht bericksichtigter Fluoreszenzstoff zu einer
Fehleinschatzung flhrt.

7.3.5. Ergebnisse des Kiivettenfluorometers

Das Kiivettenfluorometer (kurz: Kivette) bestimmt, wie auch der AOA, den Chlorophyll-a
Gehalt der Wasserproben durch die Messung der Fluoreszenz in einem Wellenlangenbereich
von 680 — 720 nm. Die Anregung der Probe erfolgt durch das Licht von LED's mit einer
Wellenlange von 470nm. Die Kalibrierung der Fluoreszenzemission auf den Chlorophyll-a
Gehalt erfolgte an der Diatomee Thalassiosira weissflogii im Labor (Aufzucht der Alge
erfolgte in Analogie zu den Bedingungen in Kapitel 5.5.1).

Tabelle 7.3-10: Parameter des Kiivettengeriites fiir die erste Ausfahrt

Parameter f fy fvi | Trans || Probe

[s] | [s] |[ms]| [s]
Dunkelphase 60 Rihren | N der festgelegten Abfolge der Messrou-
Adaptation | 60 | 60 [s] | tinen wird zunachst f,, dann f,,, anschlieBend
Messung 60 10 1000 | 10 10 . o
Int. Zeit 200 f und zum Schluss die Transmission (Trans)
o/ f-Teiler 1/100 bestimmt
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Der Ablauf der Messroutinen des Kivettenfluorometers ist mit der des AOA's identisch
(siehe Kap. 5.3 fur eine ausfiihrliche Beschreibung) Nach der Probenahme von Seewasser an
den Stationen wurde die Kivette sofort beflillt, ein Ruhrfisch hinzugegeben und vermessen.

Um die Sedimentation des Phytoplanktons bis zur Messung zu verhindern und eine homogene
Verteilung der Algenzellen zu gewahrleisten, wird die Probe fiir flinf Sekunden mittels des
Ruhrfisches durchgemischt.

Tabelle 7.3-11: Messergebnisse des Kiivettengeriites fiir die erste Ausfahrt

Mittelung der Messung an je drei Proben der einzelnen Stationen.

Kiivette Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Chlorophyll-a [ng/1] 8,23/ + 0,12 6,42 +0,12 2,87/ £0,10 3,26 = 0,35 5,21/ +£ 0,36
(fu-fo) / fm [r.E.] 0,41/ + 0,03 0,41 + 0,02 0,30/ £0,05 0,53 £ 0,06 0,58/ £0,11
Transmission [%] 61,3/ £0,2 66,9 £0,1 92,2| £0,5 99,0| = 0,8 98,2| £ 0,4

Der Chlorophyll-a Gehalt zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen den Stationen im
Tidebereich und der offenen See. In Landnéhe wurde mit Gber 8 ug Chl.a pro Liter die héchste
Konzentration an Phytoplankton gemessen. In Richtung der offenen See verringert sich die
Menge an Phytoplankton auf etwa die Halfte. Die letzte Station kurz vor Helgoland weist mit
mehr als 5 ug Chl.a-Gehalt pro Liter einen erhghten Wert auf.

Die photosynthetische Aktivitat liegt fir die Stationen 1 und 2 bei 0,4, fallt an Station 3 auf
0,3 und nimmt dann fur die Stationen 4 und 5 Werte dber 0,5 an. Die Transmission
(kalibriert auf einen Wert von 100 % fir kiinstliches Seewasser mit einer Salinitat von 30 %o)
steigt von 61 % im Wattenmeer auf 99 % fir den Tiefenwasserbereich.

7.3.6. Ergebnisse der CTD-Sonde mit BackScat-Fluorometer

An jeder Station wurde die CTD-Sonde (ECO 144 Tauchsonde, ME Trappenkamp) auf einen
Meter Wassertiefe der Probenentnahme gebracht. Der Salzgehalt, die Transmission und die
Temperatur wurden ermittelt. Die zusatzliche Ausristung der CTD-Sonde mit einem
BackScat-Fluorometer (Haardt, Klein-Barkau) ermdglicht die Messung der Chlorophyll-
Fluoreszenz. Das BackScat-Fluorometer wurde von der Herstellerfirma auf die Messung des
Chlorophyll-a Gehaltes pro Liter kalibriert ausgeliefert (1992).
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Tabelle 7.3-12: Messergebnisse der CTD-Sonde mit BackScat-Fluorometer fiir die erste Ausfahrt

Mittelung der Messung an je drei Proben der Stationen.

In situ Messung: Erste Ausfahrt

CTD-Sonde Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5

Transmission [%] 67,13/ £ 0,21 71,87 £ 0,31 86,23/ +£0,12 | 86,10/ +1,22 | 89,43 +0,21
Temperatur [°C] 6,94| £ 0,01 6,49 £ 0,04 6,49 £ 0,01 6,68| = 0,05 6,38/ £ 0,01
Salzgehalt [ppt] 21,06/ £ 0,04 | 23,73/ +0,12 | 28,15/+0,02 | 31,41/ +0,14 | 31,83/ +0,07
Chlorophyll-a [ng/1] 1,52/ £0,03 1,31/ £ 0,06 0,71/ £ 0,10 0,63 + 0,04 1,08| + 0,02

7.4. Vergleich der Chl.a-Ergebnisse der Messsysteme

Die Gegenlberstellung der Ergebnisse der Chlorophyll-a Bestimmung der Messsysteme zeigt

einen Unterschied in der Hohe der erfassten Phytoplanktonkonzentrationen. Die Ergebnisse
des AOA's, des Kiivettengerates und das BackScat werden nun einander mit der HPLC-

Analyse als Standard gegenibergestellt.

Abbildungen 7.4-1 A-C: Vergleich der Chl.a-Ergebnisse der ersten Ausfahrt

Die Fehlerbalken der Fluoreszenzmessungen entsprechen der Standardabweichung aus 3 Messungen, fiir die
HPLC-Analyse aus 2 Messungen.
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Im Vergleich zur HPLC-Analyse detektieren der AOCA
und das Kivettenfluorometer eine doppelt so hohe
Konzentration an Chla an den Stationen der
Probennahmen. Das BackScat-Fluorometer hingegen
ermittelt einen um eine Faktor von 0,4 geringern
Chl.a-Gehalt pro Liter.
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Die Gegenuberstellung der Ergebnisse der fluorometrischen Chl.a-Erfassung zu den
Ergebnissen der nasschemischen Methode in den Abbildung 7.1-1 A — C zeigt im Rahmen der
Messgenauigkeit einen linearen Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen Methoden.

Durch lineare Regression lassen sich Korrekturfaktoren fir die Angleichung der Ergebnisse
der Chl.a-Bestimmung der Fluorometer zu der HPLC-Analyse ermitteln.

Tabelle 7.4-1: Korrekturfaktoren fiir die Fluorometer

Die Gewichtsfaktoren zur Korrektur der fluorometrischen Chl.a-Bestimmung an Freilandproben bei einer
Eichung der Gerite an im Labor gezogenen Algen.

Chl.a Messung Korrekturfaktor R?
AOA (Gesamtgehalt) 0,479 0,90
AOA (braune Gruppe) 0,535 0,90
Kiivettenfluormeter 0,521 0,96
BackScat-Fluorometer 2,632 0,84

Die Kehrwerte der Steigungen der Regressionsgeraden bilden diese Korrekturfaktoren, um die
Laborkalibrierung der Fluorometer auf den Chl.a-Gehalt pro Liter fir Freilandproben der
Nordsee zu korrigieren. Fir die Berechnung der Regressionsgeraden wurde der zusatzliche
Punkt (0,0) hinzugefiigt. Wie der Vergleich mit der Regression ohne den Schnittpunkt in (0,0)
ergab, andern sich die Gewichtsfaktoren nur geringfligig.

Anmerkung:

Eine additive Konstante in der linearen Regressionsgleichung wirde fiir einen falsch
eingestellten Offset der Gerate sprechen. Da die Gerate offsetkorrigiert wurden, gibt
es keinen Grund flr einen mathematischen Ansatz mit additiver Konstante. Die
geringe Anzahl an Stationen und die sehr hohe Standardabweichung fir die Chl.a-
Bestimmung der HPLC-Analyse fur zwei von fiinf Stationen macht eine gesicherte
Aussage Uber eine eventuelle Offsetverschiebungen statistisch zu unsicher.

Die Kalibrierung der Fluorometer wurde an im Labor gezogenen Algen durchgefiihrt. Wie die
hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, lassen sich die Eichungen mittels Laborkulturen nicht
direkt auf Algenpopulationen in einer natirlichen Umgebung Ubertragen, weil die Algen im
Labor unter Standartbedingungen, im Freiland jedoch unter variablen Bedingungen wachsen.

Fir die Anpassung der Ergebnisse der Fluorometer zu der nasschemischen Bestimmung des
Chl.a’'s missen die Kalibrierungen der Fluorometer mit den in Tabelle 7.4-1 dargestellten
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Faktoren korrigiert werden. Durch weitere Freilanduntersuchungen der Phytoplankton-
verteilung in der Nordsee wird zu prifen sein, ob durch diese ,Nachkalibrierung® der
Fluorometer die Ergebnisse zur Chl.a-Bestimmung zu denen der HPLC-Analyse vergleichbar
bleiben.

Es ist ein bekanntes Problem, dass die Hohe der Chlorophyll-Fluoreszenz zur vorhandenen
Menge an Chla im allgemeinen eine Abhangigkeit von verschiedenen Anzuchts- und
momentanen Umweltbedingungen zeigt (siehe Kap. 3.3).

7.4.1. Verifizierung der Algengruppenerkennung

Die Mdglichkeit, Phytoplankton grobtaxonomisch zu unterscheiden, ist mit dem
Durchflusszytometer, der HPLC-Analyse und dem AOA prinzipiell mdglich (PriPro98). Bei
einer Gegentlberstellung der in situ Ergebnisse der Ausfahrt zeigen sich aber Unterschiede in
den Zuordnungen des Phytoplanktons.

7.4.11. Verifizierung des Nachweises der Diatomeen

Der AOA identifiziert Algen aus der braunen spektralen Gruppe. Sie dominieren die
Phytoplanktonpopulation (Tabelle 7.3-8). Das FCM weist Algenzellen nach, die sich unter dem
Mikroskop als Diatomeen erweisen (Region R5 in Abbildung 7.3-2 A). Die Bestimmung der
Chl.a-Konzentration der Diatomeen durch die Zellzahlen und durch die Rotfluoreszenz ergibt
stark voneinander abweichende Ergebnisse (Tabelle 7.3-3 & Tabelle 7.3-5). Die Pigment-
analyse mittels der HPLC identifiziert die Xanthophylle Fucoxanthin und Diadinoxanthin
(Tabelle 7.3-6). Beide Pigmente sind fur die Klasse der Diatomeen typisch.

Fazit:

Damit wurde die qualitative Identifikation von Diatomeen, bzw. von Algen der braunen
spektralen Gruppe, von den drei Messsystemen flir die Freilandproben geleistet. Im Vergleich
der HPLC-Analyse mit dem AOA aber zeigt sich die Notwendigkeit einer Nachkalibrierung des
braunen spektralen Fingerprints. Fir die FCM Bestimmung des Chl.a-Gehaltes der Diatomeen
zur HPLC-Analyse wird deutlich, das die Berechnung (ber die Zellzahlen den Gehalt um einen
Faktor 2 — 3 uberschatzt, die Berechnung (ber die Rotfluoreszenz hingegen zu einer
Unterschatzung um einen Faktor zwischen 1,5 — 13,0 fihrt. Die Nachweisgrenze und die
Eignung der Messsysteme muss Uberprift werden.
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7.4.1.2. Verifizierung des Nachweises der blauen spektralen Gruppe

AuRer dem Durchflusszytometer erfasst kein anderes Messsystem (AOA und HPLC) diese
Algenklasse. Es zeigt sich in der Berechnung der Chl.a-Konzentration der Cyanobakterien
anhand der Messdaten des FCM's , das der Gehalt von maximal 0,03 g pro Liter unter der
Auflosungsgrenze des AOA's und der HPLC-Analyse liegt.

7.4.1.3. Verifizierung des Nachweises der griinen spektralen Gruppe

Als zweite Algengruppe wurden vom AOA Algen der griinen spektralen Gruppe identifiziert.
Das Vorkommen dieser Gruppe beschrankt sich auf die ersten drei Stationen der Ausfahrt.
Nach der dritten Station werden Algen dieser Gruppe nicht mehr nachgewiesen (Tabelle
7.3-8). Der auf den Chl.a-Gesamtgehalt bezogene prozentuale Chl.a-Gehalt der Gruppe
betragt 15 und 18 % flr die ersten beiden Stationen, 11 % flr die Dritte.

Eine Verifizierung dieses Ergebnisses durch die HPLC-Analyse ist nicht mdglich. Die zum
Nachweis von Algen der grinen spektralen Gruppe notigen Xanthophylle Lutein oder
Prasinoxanthin wurden nicht nachgewiesen. Da aber die Mdoglichkeit besteht, dass der Gehalt
dieser Pigmente unter der Aufldsungsgrenze des Analyseverfahrens liegt, widerspricht es
nicht notwendigerweise den Ergebnissen des AOA's.

Die Untersuchung der Proben mit dem FCM weist Picoeukaryoten nach, bei denen es sich um
Algen der Klasse der Prasinophyceae handelt. Die Chl.a-Konzentration nach der Bestimmung
uber die Rotfluoreszenz betréagt zwischen 0,08 — 0,2 ug Chl.a pro Liter (Tabelle 7.3-5) fir alle
Stationen. Nach der Abschatzung liber die Zellzahlen liegt der Chl.a-Gehalt pro Liter sogar
unter 0,03 pg.

Fazit:

Eine Abschatzung, ob die Erkennung der griinen spektralen Gruppe durch den AOA einen
Bezug zur Realitat hat, ist zu diesem Zeitpunkt schwierig. Laut FCM sind Algen der griinen
spektralen Gruppe im Wasserkorper vorhanden, die Hohe des ermittelten Chl.a-Gehaltes der
Prasinophyceae aber sehr gering. Nach der Betrachtung der Verifizierung der Diatomeen
bestehen aber auch Zweifel an Ermittelung der Hohe des Chl.a-Gehaltes. Insgesamt keine
sehr befriedigende Aussage! Zur Prifung einer moglichen Fehleinschatzung durch den AOA ist
eine genauere Betrachtung des Ergebnisses zur Algengruppenerkennung notwendig.
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7.5. Analyse der diskreten Anregungsspektren des AOA’s

Die gemessene Chlorophyll-Fluoreszenz fur die funf Anregungsfarben (Rohdaten) des AOA's
wird mit den Fingerprints der spektralen Algengruppen gemafd Gleichung 5.7-7 verrechnet. Die
Lésung des linearen Gleichungssystems ergibt die Chla-Konzentration der spektralen
Gruppen. Die Hypothese des Fit's ergibt die Konzentrationen der spektralen Gruppen:

Aus 5’ = (ATA)‘lATé) folgt nach dem Fit der hypothetische Rohdatenvektor
8 - ATy LaTa)
Im Idealfall ware 5}: 5)*, aber durch Rauschen und Fitfehler ergeben sich Abweichungen, was

sich darin widerspiegelt, dass die gefittete Kurve fir das diskrete Anregungsspektrum
(Vektor d*) nicht genau durch das gemessene diskrete Anregungsspektrum (Vektor d) geht.

Einfacher ausgedriickt ergibt sich die Hypothese des Fit's fir die Lumineszenzdiode i aus der
Summe der Produkte der Komponente i der Fingerprints der Algengruppen und der
berechneten Chl.a-Konzentration dieser Gruppe:

Gleichung 7.5-1: Hypothetisches Anregungsspektrum des Fit’s (kurz: Hypothese)

[Fitd], = Z ([Fingerprint(g)]i -Konzentration(g))
g

Fir die erste Station der Ausfahrt ergibt sich das folgende Bild, wenn die in situ gemessenen
Rohdaten mit dem Ergebnis des Fit's verglichen werden.

Abbildung 7.5-1: Vergleich der Rohdaten mit der Hypothese

Am Beispiel der Station 2 werden die Rohdaten der LED’s mit dem Fitergebnis verglichen

~30
E B B Station 2: Rohdaten
3 5 — Station 2: Hypothese Durch den direkten Vergleich der
320 gemessenen  Chl.a-Fluoreszenz
Eg i mit der Hypothese des Fit's fir
10 jede LED nach der Gleichung
6.2-2 wird ein deutlicher Unter-
5 schied offensichtlich.
LED 1 LED 2 LED3 LED 4 LED 5

85



Kapitel 7

Wahrend der Fit die Fluoreszenz fir die erste LED (470 nm) unterschatzt, werden die
Fluoreszenzen fir die LED 2, 4 und 5 (iberschatzt. Dieses Ergebnis zeigt sich ebenfalls fiir
alle anderen Stationen:

Tabelle 7.5-1: Vergleich der Rohdaten zur Hypothese des Fit’s

Die prozentuale Differenz (% Differenz) zwischen den Rohdaten der Chl.a-Fluoreszenz Messung und der
Hypothese ist auf die Rohdaten der Chl.a-Fluoreszenz normiert.

LED 1 LED 2 LED 3 LED 4 LED 5
Rohdaten 30,4| 3,7 17,5/ £24 4,4/ £0,6 10,5/ £1,6 7,5/ £1,3
Station 1 |Hypothese 27,2| £3,6 19,3| £2,5 4,71+ 0,6 13,1+ 1,8 94|+ 13
% Differenz| 10,6% -9,9% -6,0% -25,1% -25,9%
Rohdaten 26,9| + 0,6 15,1/ £ 0,6 3,8/ £0,2 9,2| £0,3 6,7 £0,2
Station 2 |Hypothese 24,0| + 0,6 16,7/ £ 0,6 4,1/ £0,1 11,7/ £0,3 8,4|£0,2
% Differenz| 11,0% -10,4% -6,8% -26,4% -26,3%
Rohdaten 12,1/ £1,0 6,7| £0,6 1,5/ +0,1 3,704 2,6/ 0,3
Station 3 |Hypothese 10,4| + 1,0 7,5 £0,7 1,8 £0,2 5,0 £0,5 3,6/ +0,3
% Differenz| 13,5% -12,5% -20,7% -36,9% -36,1%
Rohdaten 144| £ 1,1 9,3| £0,7 1,9+ 0,0 4,6/ £0,3 3,3|£04
Station 4 |Hypothese 13,0/ £ 1,0 9,7 £0,7 2,31 £0,2 6,1 £0,5 4,3/£0,3
% Differenz| 9,5% -4,0% -24,0% -32,4% -27,7%
Rohdaten 19,6/ £3,3 11,9| £ 1,6 2,6/ £0,3 6,3| £0,5 3,9/£0,3
Station 5 |Hypothese 17,3| £2,5 13,0/ £1,9 3,1/£0,5 81/£1,2 5,71 £0,8
% Differenz| 11,8% -8,6% -18,9% -29,5% -45,9%

Zur Bewertung der Gute des Fitergebnisses wird die Summe der quadratischen Abweichung
zwischen den Rohdaten der LED's und dem inversen Fitergebnis nach der folgenden Formel
betrachtet:

Gleichung 7.5-2: Quadratische Abweichung des Fit

5
2
o= Z (Rohdaten LED() - Hypothese des Fit LED(i))
LED(i=1)

Die quadratische Abweichung F ist von der Grél3e der Messwerte abhangig. Fir einen von der
Hohe der Chl.a-Fluoreszenz unabhangigen Bewertungsmal3stab (Glte) des Fit's muss die
Summe der Hypothese mit in die Betrachtung einbezogen werden:
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Gleichung 7.5-3: Giite des Fit’s (F,)
5 -1
Orel = 1035 Z (Hypothese des Fit LED(i))
LED(i=1)

Fir die Werte von F und F ., gilt im allgemeinen: Je besser der Fit, desto kleiner beide Grofien.

Nach der Abbildung 7.5-1 zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen den gemessenen
Chl.a-Fluoreszenzen fiir die verschiedenen Anregungsfarben (Rohdaten) durch die funf LED's
und der Hypothese.

Tabelle 7.5-2: Giite der Fitergebnisse der ersten Ausfahrt

Die GroBen F und F. sind aus dem Mittelwert der Berechnung der Algengruppenzugehorigkeit fiir 3
Messungen an jeder Station gemittelt. Zum besseren Vergleich wurde F . mit 1000 multipliziert.

Gite des Fit’s Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
F 50/ +0,0 4,5/ +0,1 2,5/ +0.2 23/+02 37/+1,3
Frel [10°]] 63,6/ =19 69,5/ £2,7 87,9 £5.4 65,4/ £2,6 76,1 £ 18,0

Da das Vorkommen von Algen der grinen spektralen Gruppe in der vom AOA ermittelten
Konzentration durch das FCM und die HPLC-Analyse nicht geklart werden konnte, werden die
Daten offline erneut berechnet. Es soll gepruft werden, ob sich die Grof3en fir die Bewertung
der Hypothese verschlechtern, wenn auf die griine spektrale Gruppe zur Findung der Lésung
verzichtet wird. Der Fingerprint der grinen Gruppe wird im Losungsansatz eliminiert:

Tabelle 7.5-3: Fit der Rohdaten ohne den Fingerprint der griinen spektralen Gruppe

Giite des Fit’s Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
F 5,2/ +0,0 4,7/ +0,1 2,5/ +0,2 2,3/+0,2 3,7 £ 1,3
Frel [10°] 66,0/ = 1,9 72,9/ +3.2 89,0/ + 5,3 65,4 +2.6 76,1 + 18,0

Fir die ersten drei Stationen zeigt sich eine leichte Verschlechterung des Fit's. Fir diese
Stationen wurden Algen der griinen Gruppe detektiert (Tabelle 7.3-8). Die geringe
Verschlechterung von F und F,, fir den Fit ohne den Fingerprint der ,Grlinen“ impliziert eine
groRe Ahnlichkeit der Fingerprints fir die braune und griine spektrale Gruppe.
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7.6. Anpassung der spektralen Fingerprints auf in-situ Bedingungen

Die Ubertragung der Fingerprints von Laborkulturen auf Freilandspezies zeigt bei der
Zuordnung der Algengruppen und der anschlie3enden Betrachtung der Giite des Fit's eine nur
maRige Ubereinstimmung der Messdaten mit der Hypothese des Fit's.

7.6.1. Anpassung des Fingerprints der braunen spektralen Gruppe

Die Zuordnung von Algen zur griinen spektralen Gruppe durch den AOA lasst sich nicht
bestéatigen. Die Erfahrungen Uber die Phytoplanktonspezies in der deutschen Bucht lassen
das Ergebnis als unwahrscheinlich erscheinen. Es besteht die Mdglichkeit, dass der
Fingerprint der braunen spektralen Gruppe einer Laborkultur ein anderes Spektrum aufweist,
als die Freilandspezies. Variationen des Spektrums hangen direkt mit einer Veranderung der
Pigmentverhaltnisse des Antennenkomplexes des Photosystems zusammen. Die
Pigmentkomposition ist abhangig von den Nahrstoffbedingungen, der Lichtintensitat und der
Temperatur [Schluter et al. 2000, Goericke & Montoya 1998, Geider et al. 1997].

Eine Betrachtung des Pigmentverhaltnisses von Fucoxanthin-zu-Chlorophyll-a des
verwendeten Fingerprints der Alge Thalassiosira weissflogii zu den funf Proben zeigt nur
geringfligige Unterschiede.

Tabelle 7.6-1: Xanthophyll zu Chl.a-Verhiltnisse (PriPro98 Workshop und Freilanddiatomeen)

Xanthophyll (Xan)-zu-Chl.a Verhéltnis der Diatomee Thalassiosira weissflogii (verwendeter Fingerprint der
braunen spektralen Gruppe) zu denen der Algen in den Wasserproben. Das Verhiltnis ist mit einem Faktor 107
behaftet ( Xanthophyll in ng, Chl.a in pg)

Xan / Chl.a PriPro98
Fuco/Chl.a 10° | 323,1/-

Xan / Chl.a Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
Fuco/Chl.a 10° 334,1/£0,3 348,8| £ 8.9 307,7| £ 8,1 2925+ 19,9 | 349,7| + 16,4
Phaeo/Chl.a 10° 78,3 £ 0,4 78,6/ £ 5,1 44,7| + 8,4 0,0/ £0,0 0,0 £0,0

Der Mittelwert des Xanthophyll zu Chlorophyll-a Verhatnisses uber die fiinf Stationen betragt
327 + 11 * 10 fir das Fucoxanthin. Die Algen der Proben und die im Labor gezogene Alge
weisen ein nahezu gleiches Pigmentverhaltnis auf.

Mit in der Tabelle aufgefiihrt ist das Phaeophytin-a (Phaeo)-zu-Chl.a Verhaltnis. Das
Phaeophytin-a ist ein Derivat des Chl.a und weist im allgemeinen auf eine Schadigung der
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Algenzellen hin. Speziell fir die ersten drei Stationen, fir die Algen der griinen spektralen
Gruppe vom AOA ermittelt wurden, ist von einer eventuellen Schadigung der Zellen
auszugehen. Die Messung der photosynthetischen Aktivitat mit dem AOA (Tabelle 7.3-9) und
dem Kivettenfluorometer (Tabelle 7.3-11) bestatigt diese Vermutung. Das Phaeophytin-a
muss in den Algenzellen vorliegen, da die HPLC-Analyse dieses Pigment nachweist. Es besteht
aber auch die Mdglichkeit, dass dieses Pigment zusatzlich auch noch im Wasser geldst
vorhanden ist. Das Anregungsspektrum von in Azeton geléstem Phaeophytin-a zeigt das
folgende Fluoreszenzanregungsspektrum. Die Messung erfolgte mit einem RF5001PC
Spektralfluorophotometer (Shimadzu) bei einer Emissionswellenlange von 720 = 5 nm.

Abbildung 7.6-1: Anregungsspektrum des Pheaophytin-a

Anregungsspektrum fiir in Azeton geldstes Phaeophytin-a. Das Spektrum ist maximumsnormiert.

100%

= Phacophytia Es besteht die Mdglichkeit eines Einflusses
dieses Pigments auf die Messung des

Fluoreszenz [rE|

50%

diskreten Anregungsspektrums durch den
AOQA.

0% T T T
380 430 480 530 580 630 680
Wellenliinge [nm]

Ein Effekt des Phaeophytin-a auf die Messung der diskreten Anregungsspektren mit dem
AOA wird am starksten die Detektierung der Fluoreszenzemission flr eine An-
regungswellenlange von 450 nm (blaue LED) betreffen.

Zur Prifung wird der Fingerprint der braunen spektralen Gruppe verandert. Bei einer erneuten
Berechnung der Losung des Gleichungssystems (Gleichung 5.7-7) wurde zunachst die erste
Komponente des Vektors flr den braunen spektralen Fingerprint vergrdert. Es zeigte sich
schon bei geringen Anderungen eine Verbesserung der Giite des Fitergebnisses. Um den
besten Wert fur eine Minimierung des F,, zu erhalten, wird ein Konvergenzverfahren (Newton)
eingesetzt. Dieses variiert den Wert der ersten Komponente des ,braunen” Fingerprintvektors
bis zum Erreichen des Minimums von F . Als Losung ergibt sich ein Multiplikator von 1,345.
Um diesen Faktor wird der Wert fiir die erste Komponente des ,braunen” Fingerprintvektors
(neue braune Gruppe A) erhoht. Die Messdaten werden erneut gefittet:
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Tabelle 7.6-2: Die urspriinglichen (alten) und neuen Ergebnisse der Algengruppenerkennung

Durch die Modifikation des braunen Fingerprint werden die Algen der griinen spektralen Gruppe nicht mehr
identifiziert und die Giite des Fit’s verbessert.

Alte Berechnung Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5

Griine Gruppe [ng/1] 1,45+ 0,03 1,44/£ 0,11 0,37|+ 0,05 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Braune Gruppe [ng/1] 7,84+ 0,31 6,18/ 0,31 2,94|+ 0,25 4,09+ 0,31 5,45|+ 0,80
Gesamtgehalt [ng/1] 9,29+ 0,34 7,63+ 0,20 3,31+ 0,31 4,09+ 0,31 5,45|+ 0,80

Neue Berechnung Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5

Griine Gruppe [ng/1]]  0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+000 | 0,00+000 | 0,00 0,00
Braune Gruppe A |[ug/l] 7,70\ 0,27 6,31|+ 0,17 2,78|+ 0,25 3,45+ 0,26 4,62+ 0,69
Gesamtgehalt [ng/] 7,70+ 0,27 6,31+ 0,17 2,78+ 0,25 3,45/£ 0,26 4,62+ 0,69

Durch die Verénderung des Fingerprints verringert sich die Chl.a-Gesamtkonzentration auf
etwa 82% des urspringlichen Wertes.

Tabelle 7.6-3: Vergleich der Giite des Fit der urspriinglichen und neuen Berechnung

Alte Berechnung Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
o 5,0/ +0,0 4,5/ +0,1 2,50, 2,3[+£0.2 3713

Frol [10°]] 63,6/ =1,9 69,5/ +2,7 87,9/ +54 65,4) = 2,6 76,1 = 18,0
Neue Berechnung Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5
F 0,8/ +£0,2 0,4/ +0,1 0,6/ = 0,1 1,4/ £0,.2 1,6/ 0,4
Frel [10°]] 10,6/ 1,6 6,4/ + 1,8 23,0/ £ 4,6 40,8 £ 4,2 36,4 £4,5

Fir die ersten zwei Stationen zeigt sich eine deutliche Verbesserung der Giite des Fit's. Ab
der dritten Station hat die Veranderung der ersten Komponente des Fingerprintvektors der
braunen spektralen Gruppe nur einen geringen Einfluss auf die Gute des Fit's, die sich nur
noch geringfugig verbessert. Eine Erhéhung der ersten Komponente des Fingerprintvektors
»neue braune Gruppe A“ allein erscheint nicht ausreichend, wie auch die Rickfahrt zeigt:

Abbildung 7.6-2: Algengruppenzuordnung und Giite des Fit’s fiir die (alten) PriPro98-Fingerprints
Sigma (F) und die Giite (F, ) des Fit’s fiir die Algengruppenzuordnung des AOA’s auf der Riickfahrt.
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Fir den Vergleich der Hypothese des Fit's nach Gleichung 6.2-2 mit den vom AOA
gemessenen Rohdaten der Fluoreszenz zeigt sich ein mit Abbildung 7.5-1 von der Form
vergleichbares Ergebnis.

Auch fur die Rickfahrt ist die Chl.a-Fluoreszenz fir die blaue LED hoher als es durch die
N&aherung des Fit mit den Fingerprints der vier spektralen Gruppen abgedeckt werden kann.
Die Modifikation des braunen Fingerprints nach den Erkenntnissen der Daten der Hinfahrt
(VergroRBerung der 450er Komponente des braunen Fingerprints) werden flir die Daten der
Rlckfahrt GUbernommen und die Berechnung der Algengruppenzugehdrigkeit erneut
durchgefihrt:

Abbildung 7.6-3: Algengruppenzuordnung und Giite des Fit’s fiir den modifizierten Fingerprint der
braunen Gruppe

Der modifizierte ,,neue braune Fingerprint A“ verbessert Sigma und die Giite (rel. Sigma) des Fit’s.
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Die Ubertragung des modifizierten Fingerprints ,braune Gruppe A* fiir die braune Gruppe auf
die Analyse der Messdaten der Riickfahrt zeigt deutlich zwei Dinge.

Zunachst verbessert sich die Glite des Fit's uber alle Probennahmen. Andererseits zeigt die
Gute F,, einen deutlichen Sprung um die Uhrzeit zwischen 10:20 und 10:39. Die Modifikation
des ,braunen“ Fingerprints kommt erst nach 2/3 der Fahrstrecke fur eine massive
Verbesserung des F, zum tragen.

AuRerdem werden durch die Verwendung des Fingerprints ,braune Gruppe A“ anstelle von
Algen der griinen spektralen Gruppe nun Algen der gemischten spektralen Gruppe
identifiziert. Die berechnete Konzentration dieser Gruppe ist zwar gering, zeigt aber
gleichzeitig, dass die Ubertragung der Erkenntnisse der Hinfahrt auf die Rickfahrt Fehler mit
sich bringt. Die nach der Analyse der Tabelle 7.6-3 gestellte Vermutung, dass eine Erhéhung
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der ersten Komponente des braunen Fingerprintvektors nicht ausreichend erscheint, spiegelt
sich deutlich in diesen Ergebnissen wieder.

7.6.2. Braune spektrale Fingerprints aus den in-situ Messungen

Die grundlegende Idee fiir diese Betrachtung ist die Anpassung des Fingerprints der braunen
spektralen Gruppe aus den in-situ Daten der Wasserproben. Dazu wird die Annahme
vertreten, dass in den Wasserproben kein Chla der griinen spektralen Gruppe in
nachweisbarer Menge vorhanden ist.

Fir die Betrachtung werden die Ergebnisse des AOA’s der Stationen 1 und 5 der Hinfahrt zur
Erzeugung zweier neuer Fingerprints verwendet. Unter der erneuten Annahme, dass Algen der
grlinen spektralen Gruppe nicht in den Wasserproben vorhanden sind, werden die Mittelwerte
der Fluoreszenzrohdaten flr die Stationen 1 und 5 (St.l und St.5) in die neuen Fingerprints
.oraune Gruppe St. 1“ und ,braune Gruppe St. 5“ umgerechnet. Als Normierung der neuen
Fingerprints auf Chl.a pro Liter werden die vom AOA mit den ,alten” Fingerprints ermittelten
Chl.a-Konzentrationen fir den Gesamtgehalt verwendet.

Abbildung 7.6-4: Die Fingerprints aus den Rohdaten der Station 1 und Station 5

Gegeniiberstellung der beiden neuen Fingerprints. Beide sind Chl.a normiert, aber nicht intensitéitskorrigiert.

5 -

i M braune Gruppe St. 1 Dle UnterSChlede fo dle belden FlngerprlntS

H braune Gruppe St. §

5 sind klein und liegen innerhalb der Fehler-
- balken der Standardabweichung. Mit diesen
beiden braunen Fingerprints sollen die Daten
" der Rickfahrt erneut gefittet werden.

LED1 LED2 LED3 LED4 LEDS

Fir die erneute Berechnung der Gruppenzugehdrigkeit werden die Fingerprints der braunen
und blauen spektralen Algengruppe (Algen der blauen Gruppe wurden in keinem Fit
zugeordnet) durch die neuen Fingerprints — braune Gruppe St. 1 und St. 5 — ersetzt. Mit den
beiden neuen braunen spektralen Gruppen ergibt der Fit die nachfolgende Zuordnung:
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Abbildung 7.6-5: Fitergebnis der Riickfahrt mit den Fingerprints — braune Gruppe St. 1 und St. 5 —.

Darstellung der neuen Berechnung der Algengruppenzuordnung des AOA’s mit den Positionen der
Probenentnahme, sowie der zeitliche Verlauf von Sigma und der Giite des Fit’s.
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Gegenuber der Einflihrung des Fingerprints — braune Gruppe A — wird die Glte des Fit's
erneut verbessert.

Fir die Zuordnung der Algengruppen ergibt sich ein markanter Wechsel in der
Gruppenzuordnung. Wahrend flr den Beginn der Messungen der Fingerprint — braune Gruppe
St. 5 — fir die Lésung bevorzugt wird, wechselt die Zuordnung sehr eindeutig auf die
Verwendung des Fingerprints — braune Gruppe St. 1 —.

Die Stabilitat des Wechsels von der einen zur anderen braunen Gruppe ist schon sehr
uberraschend, da die Unterschiede der Fingerprints (Abbildung 7.6-4) kleiner als die
Standardabweichung des Fehlers sind.

7.7. Die Erkenntnisse aus den Ergebnissen der ersten Ausfahrt
- Die Ergebnisse der Ausfahrten bestéatigen einen linearen Zusammenhang zwischen der
Chlorophyll-a Fluoreszenz und der Chl.a-Bestimmung durch die HPLC-Analyse.
- Das FCM ist fir die Nachweis von Picoplankton sehr gut geeignet.

- Die Ubertragung der Fingerprints von Laboralgen auf Freilandmessungen erfordert
eine Nachkorrektur der fluorometrischen Chl.a-Bestimmung.

- Der Normkurvenfit zur Algengruppendifferenzierung des AOA’'s zeigt eine hohe
Abweichung zwischen den realen Messwerten und der Hypothese des Fit's.
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- Es zeigt sich eine uberhohte Fluoreszenz bei der Anregung mit der blauen LED
(450 nm), die der Fit nicht annahern kann und die Trennung der griinen und braunen
spektralen Gruppe stort.

- Der Gehalt an Phaeophytin-a ist im Wattenbereich hoch.

- Die vorgeschlagene Anpassung (Kap. 7.6.1 und 7.6.2) des braunen spektralen
Fingerprints bedarf einer Verifizierung.

7.8. Aussichten

Die Chl.a-Bestimmung durch die Berechnung uber die Zellzahlen und die Rotfluoreszenz mit
dem FCM muss uberpruft werden (Kap. 11).

Es zeigt sich ein Problem bei der Verifizierung der Ergebnisse der Algengruppenerkennung
(Kap. 7.4.1) durch die Referenzmessgerate im allgemeinen. Inwieweit lassen sich die
Ergebnisse der unterschiedlichen Messsysteme vergleichen? Diese Fragestellung wird im
Kapitel 11 untersucht.

AuRerdem zeigt die Hypothese des Normkurvenfit's mit den spektralen Fingerprints der
Algengruppen des AOA's nur eine schlechte Anndaherung an die in situ Messdaten der
Fluoreszenz (Kap. 7.5). Mit zwei verschiedenen Ansatzen einer mdglichen Anpassung der
Fingerprints der braunen spektralen Gruppe wurden in dem Kapitel 7.6 unterschiedliche
Hypothesen aufgestellt. Es wird zu priifen sein, ob diese durch weitere Untersuchungen
bestatigt oder verworfen werden kdnnen (Kap. 8).
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8. In situ Messung: Zweite Ausfahrt

Blisum — Siiderpiep — Bisum

8.1. Anordnung der Messgerate

Knapp zwei Monate nach der ersten Ausfahrt am 8.6.1999 wurde die zweite Ausfahrt
durchgefuhrt. Ein erneuter Vergleich zwischen der HPLC-Analyse und der Bestimmung des
Chl.a-Gehaltes von Algengruppen durch den AOA sollte durchgefiinrt werden. Im Gegensatz
zu der ersten Ausfahrt war der Messablauf soweit wie mdglich automatisiert. Die Messung
wurde wahrend der Fahrt durchgefuhrt, wie es mit einer BlueBox (Kap.2) angestrebt wird.

Abbildung 8.1-1: Schematische Anordnung der Messger:iite

CTD-Sonde mit
Backscpat ~ AOCA

Schiauchpumpe

Eine Kreiselpumpe saugt Seewasser aus
einer Tiefe von ca. 1| Meter an. Ein Proben-
behalter wird kontinuierlich mit frischem
Wasser beftllt.

Krelselpumpe

Probe fur HPLC €&=b

Probenbehalter

In diesem befindet sich eine CTD-Sonde mit BackScat-Fluorometer zur Erfassung der
Wassertemperatur, der Transmission, des Salzgehaltes und der Fluoreszenz. Der
Probenbehalter wurde abgedunkelt.

Aus diesem Probenbehélter saugt der AOA iiber seine Schlauchpumpe die Wasserprobe in die
Messkammer. Der Silikonschlauch wurde tiber Deck bis zur Nasszeile verlegt. Die Strecke von
dem Probenbehalter bis zum AOA betrug ca. 4 Meter.

Die HPLC-Probe wird von dem durch den AOA gepumpten Wasser genommen. Zum Erreichen
der notigen Filtrationsmenge von 400 ml Seewasser war die Pumpzeit des AOA’'s auf 3
Minuten eingestellt. Durch diese Anordnung konnte parallel zu jeder Messung des AOA’s die
gleiche Probe fir die HPLC-Analyse filtriert werden.
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8.2. Das Untersuchungsgebiet

Die Fahrt geht von Blisum bis zum Ende der Siderpiep und dann zuriick. Der Beginn der
Ausfahrt war um 10:00 Uhr mit ablaufendem Wasser (HW 7:44; NW 13:25).

Abbildung 8.2-1: Probennahmen der zweiten Ausfahrt

U Kurs landwiints | :

| =
Grofler Vogelsafd
& |u-F3bmIb-gam

Die Kreise in der Abbildung markieren die

geographischen Positionen der Proben-
nahmen des AOA's. Fiir die Fahrt seewarts
sind die Positionen als schwarze Kreise, fir
die Fahrt landwéarts als graue Kreise

dargestellt.

Die Messungen wurden also im Bereich des Wattenmeeres durchgefiihrt.

8.3. Messergebnisse: Die physikalischen Parameter

Die Aufbereitung der Proben zur Analyse (soweit ndtig) und die Auswertung der Daten erfolgt

in Analogie zum Kapitel 7 mit den dort neu kalibrierten Fingerprints. Die Ergebnisse werden

deshalb ohne weitere Kommentare direkt wiedergegeben.

Mit der CTD-Sonde werden die physikalischen Parameter Temperatur, Salzgehalt (berechnet

aus der Temperatur und der Leitfahigkeit) und Transmission der Wasserproben bestimmt. Die

Messwerte werden zur besseren Ubersicht in einer Zeitreihe dargestellt. Die zeitliche

Zuordnung zu den in Abbildung 8.2-1 angegebenen Positionen:

Ostl. Linge [Nordl. Breite| Uhrzeit | Ostl. Linge |[Nordl. Breite| Uhrzeit | Ostl. Linge |Nordl. Breite| Uhrzeit
08° 51' 08" 54°07' 13" 10:03 08°31'13" 54° 05' 58" 11:31 08°30' 25" 54° 06' 04" 13:14
08°49' 17" 54°07' 37" 10:11 08°29"17" 54° 05' 58" 11:39 08°32'31" 54° 06' 05" 13:23
08° 47' 23" 54° 07' 40" 10:18 08° 27' 44" 54° 05' 58" 11:46 08° 34' 26" 54° 06' 08" 13:31
08° 45' 43" 54° 07' 43" 10:25 08° 23'49" 54° 05' 58" 12:01 08° 36' 25" 54° 06' 16" 13:39
08°43'41" 54° 07' 48" 10:33 08°21' 56" 54° 05' 56" 12:09 08° 36' 43" 54° 06' 21" 13:48
08°41'47" 54° 07' 56" 10:40 08°21'46" 54° 06' 03" 12:16 08° 36' 44" 54° 06' 24" 13:56
08° 39' 57" 54° 07' 37" 10:47 08°21'37" 54° 06' 10" 12:23 08" 38' 27" 54° 06' 50" 14:04
08" 38'33" 54° 06' 53" 10:55 08° 21' 29" 54°06' 19" 12:31 08" 40' 40" 54°07' 11" 14:13
08° 37' 24" 54° 06' 30" 11:02 08° 22'37" 54° 06' 28" 12:41 08° 42' 47" 54°07' 17" 14:21
08° 36' 26" 54° 06' 20" 11:09 08° 24' 29" 54°06' 19" 12:49 08" 45' 14" 54°07' 14" 14:30
08° 34' 23" 54° 06' 07" 11:17 08° 26' 32" 54° 06' 07" 12:58 08" 47' 26" 54° 07' 08" 14:38
08° 32' 39" 54° 06' 00" 11:24 08° 28' 26" 54°06' 01" 13:06 08° 49' 38" 54°07' 14" 14:46
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Abbildung 8.3-1: Physikalische Parameter der Wasserproben

Die zeitliche Auflosung der CTD-Sonde erlaubt die Erfassung von einen Messwert pro Sekunde. Je 60
Sekunden wurden gemittelt und dargestellt. Fiir alle folgenden Abbildungen wird die x-Achse nur dann
beschriftet, wenn es sich nicht um die Uhrzeit der Ausfahrt handelt, zu der die Probenentnahmen stattgefunden
haben..
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Fir die Zeit zwischen 12:00 und 13:00 Uhr zeigt sich eine deutliche Erhéhung der
Salzkonzentration von 25 %. auf 30 %.. Die Transmission zeigt hier auch maximale Werte.
Einher geht damit auch ein Absinken der Wassertemperatur um ca. 1,5 °C. Fir diesen
Zeitraum befand sich der FK Sidfall auf den am weitesten westlich gelegenen Positionen
(Abbildung 8.2-1). Die Parameter weisen eindeutig auf einen veranderten Wasserkorper hin.

Der geringe Salzgehalt in Kiistenndhe basiert auf dem Einfluss des Flusses Elbe, die durch
den SiuiRwassereintrag zu starken Anderungen des Salzgehaltes filhren kann, wie die hier
vorliegenden Messdaten auch belegen.

8.4. Messergebnisse: Die biologischen Parameter

Zur Erfassung des Chl.a-Gehaltes wurden die CTD-Sonde mit BackScat-Fluorometer, der
AOA und die HPLC-Analyse eingesetzt.

8.4.1. Die Chl.a-Bestimmung durch das BackScat und die HPLC-Analyse

Die Chl.a-Bestimmung durch die HPLC-Analyse und das BackScat-Fluorometer der CTD-
Sonde zeigt den folgenden zeitlichen Verlauf fir die Chl.a-Konzentration der Wasserproben:
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Abbildung 8.4-1: Chl.a-Konzentration nach dem BackScat-Fluorometer und der HPLC-Analyse

|- HPLC

Chlorophyll-a  [ngl]
Chlorophyll-a  [ngl]

T T 0 T T
10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00

Die Ergebnisse dieser beiden Messgerate zeigen einen recht ahnlichen zeitlichen Verlauf fur
die Chl.a-Konzentration pro Liter der Wasserproben. Es zeigt sich gegen 11:00 Uhr eine
ausgepragte Verringerung der Konzentration des Phytoplanktons, die fiir die Zeit zwischen
12:00 und 13:00 Uhr minimal wird. Ab ca. 13:30 Uhr steigt die Chl.a-Konzentration wieder an
und erreicht eine etwas hohere Konzentration als zu Beginn der Messungen.

8.4.2. Der Ergebnisse der Chl.a-Bestimmung des AOA's

Fir den AOA wurden fast alle Parameter fir die Messungen von der ersten Ausfahrt
ubernommen. Der einzige Unterschied zu den Parametern der ersten Ausfahrt liegt in der Zeit

fur das Einpumpen der Proben.

Tabelle 8.4-1: Parametereinstellung des AOA’s (zweite Ausfahrt)

Parameter f £y fm Trans. Probe
[s] [s] [ms] [s] einpumpen

Dunkelphase 60 [s]

Adaptation 30 60 180

Messung 60 60 2000 10 auspumpen

Integrationszeit 200 [s]

fo/ f-Teiler 1/100 5

Um die notige Probenmenge flr die HPLC-Analyse hinter dem AOA nehmen zu kdnnen (siehe
Abbildung 8.1-1), wurde die Zeit flr das Einpumpen auf 3 Minuten eingestellt.
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Abbildung 8.4-2: Algengruppenerkennung des AOA’s

Ergebnisse des AOA’s auf der zweiten Ausfahrt.

== Griine Gruppe
=& Blaue Gruppe

Die Phytoplanktonpopulation des Wasser-

-B- Braune Gruppe

- Gemischie Gruppe

korpers wird durch die braune spektrale
Algengruppe dominiert. Zwischen 12:00 und
13:00 Uhr ist der Chl.a-Gehalt pro Liter der
Proben minimal.
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Es wird neben der braunen spektralen Gruppe auch ein Anteil der gemischten spektralen
Gruppe identifiziert.

Die Messung der photosynthetischen Aktivitat fur die spektralen Gruppen und der
Gesamtaktivitat (Mittelwert (iber alle spektralen Gruppen) ergibt:

Abbildung 8.4-3: Die photosynthetische Aktivitit

=
n

== Gesamtaktivitit
= @ =Braune Gruppe

=
=

Die Algen in den Proben zeigen eine Ver-
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Zeitraum entsprechen die am westlichsten

T
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photosynthetische Aktivitiit [rE.]

° o gelegenen  Probenahmen  der  zweiten

e
=

10:00 11;00 12:00 13:00 |4;00 15;00 Ausfahrt.

Die Bestimmung der Aktivitat der braunen spektralen Gruppe zeigt einige starke Ausreil3er.
Diese werden in dem Vergleich zu der Gesamtaktivitat der Proben deutlich.

Die Ursache dieser Fehleinschatzung liegt in einer Fehlzuordnung des Fit's begriindet. Fir die
f,-Messung wird flr diese Proben die griine spektrale Gruppe mit identifiziert. Dadurch wird
der Anteil der Fluoreszenzantwort der braunen spektralen Gruppe unterschatzt und somit
auch die Aktivitat.
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Die Gesamtaktivitat des Phytoplanktons der Wasserproben nimmt bis kurz nach 13:00 Uhr
stetig ab. Die photosynthetische Aktivitat der Algen nimmt bis ca. 13:00 Uhr von 0,40 auf
0,24 kontinuierlich ab. Ab 13:00 Uhr steigt die Aktivitat wieder bis auf Werte von 0,31 an.

Das Absinken der Aktivitat spricht fur einen Umwelteinfluss auf die Algen, der Stress bei
ihnen ausldst. Unter optimalen Wachstumsbedingungen im Labor werden Werte zwischen
0,5 - 0,8 fir die photosynthetische Aktivitat der Algen beobachtet. Nahrstoff- und Licht-
bedingungen spielen dabei eine wesentliche Rolle fiir diesen Messwert [vgl. Kapitel 3].

Eine Gegenuberstellung der Aktivitat und der physikalischen Parameter des Wasserkdrpers
(Kap. 8.3) zeigt in der Berechnung der Korrelationsfaktoren keinen signifikanten
Zusammenhang. Der hochste Wert des Korrelationsfaktors R? ergibt sich bei dem Vergleich
der Aktivitat mit der Temperatur von 0,63.

8.5. Verifizierung der Algengruppenerkennung des AOA’s

Das Phytoplankton wird nach den Ergebnissen des AOA'’s von Algen der braunen spektralen
Gruppe dominiert. Fir die Zeit zwischen 12:00 und 13:00 wird eine Konzentration von bis zu
0,25 pg Chl.a pro Liter der gemischten spektralen Gruppe nachgewiesen.

Die HPLC-Analyse bestatigt die Dominanz der braunen spektralen Gruppe durch den
Nachweis der Pigmente Fuco- und Diadinoxanthin, sowie dem Chlorophyll-c.

AuRerdem wird der qualitative Nachweis von Algen der gemischten spektralen Gruppe
erbracht. Das Markerpigment dieser Gruppe, das Alloxanthin, wird in dem Zeitraum von
12:30 - 13:30 vereinzelt nachgewiesen. Der Gehalt an Alloxanthin pro Liter befindet sich
wahrscheinlich sehr nah an der Auflésungsgrenze der HPLC-Analyse fur die filtrierte
Probenmenge von 400 ml. Eine quantitative Aussage ist deswegen nicht mdglich.

8.6. Vergleich der Chl.a-Bestimmung von AOA, BackScat und HPLC

Auf der ersten Ausfahrt wurden der AOA und das BackScat der CTD-Sonde (in diesem
Kapitel mit CTD abgekurzt) auf die Ergebnisse der Chl.a-Bestimmung durch die HPLC-Analyse
nachkalibriert (siehe Kap. 7.4). Die erneute Gegenuberstellung soll die Kalibrierung bestéatigen.
Im direkten Vergleich offenbarte sich eine Diskrepanz in der Hohe der Chl.a-Bestimmung durch
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den AOA und die CTD:

Abbildung 8.6-1: Vergleich der Chl.a-Bestimmung durch AOA, BackScat (CTD) und HPLC

- HPLC
- AQA
- CTD

Die Bestimmung der Chl.a-Konzentration

variiert fir einzelne Probennahmen bis zu
100 % zwischen den Messgeraten.

Chlorophyll-g  [pg/1]

10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00

Fir eine Verifizierung der Unterschiede werden die Ergebnisse des AOA's und der CTD mit
einem Faktor auf die HPLC-Analyse bezogen. Die Summe der absoluten Differenzbetréage der
Chl.a-Bestimmung von HPLC zu AOA bzw. CTD fur die Probennahmen werden durch ein

Konvergenzverfahren minimiert:

Gleichung 8.6-1:

Z [Chl.aypic - Anoa Chl-asoa

Chl.aaon durch die Variation von A,

Minimiere
alle Proben

Fir die Bestimmung des Faktors fir die CTD Ergebnisse gilt entsprechendes. Das
Losungsverfahren (Newton) ist konvergent und liefert die folgenden Faktoren fiir die
Angleichung der Chl.a-Ergebnisse des AOA’'s und der CTD an die Ergebnisse der HPLC-
Analyse:

Anon = 1523 Acrp = 0,899

AOA*= Ayop * Chlaaon CTD*=Acrp*Chl.acrp

In der zeitlichen Darstellung der Messungen ergibt sich im Vergleich nach der Multiplikation

der AOA bzw. CTD Chl.a-Ergebnisse mit Ay, bzw. Acrp das folgende Bild:
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Abbildung 8.6-2: Vergleich von AOA*, CTD* und HPLC

Multiplikation der Chl.a-Ergebnisse des AOA’s und der CTD mit den ermittelten Faktoren Apoa bzw. AcTD .
Zum besseren Vergleich wurde iiber drei Messwerte gemittelt (gleitende Mittelung)

- HPLC

Der  Korrelationsfaktor ~ zwischen den
Ergebnissen des AOA's und der HPLC-
Analyse ergibt sich zu 0,94. Fir die CTD und
die HPLC-Analyse betragt dieser Faktor
0,93.

Chlorophyll-a [pg/l]
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Die Chl.a-Bestimmung der Gerate ist nach Einfuhrung der Faktoren Apgs bzw. Acrp (Seite

101) und der Durchflihrung der entsprechenden linearen Korrektur als gut einzustufen.

Uber die Faktoren zur Angleichung der CTD und AOA Chl.a-Bestimmung an die HPLC-
Ergebnisse und deren Ursache besteht noch keine Klarheit. Sie wird nun eingehend in dem
folgenden Kapitel 8.7 untersucht.

8.7. Ursachenforschung beziiglich der Chl.a-Bestimmungen

Als Standardmethode zur Erfassung des Chl.a-Gehaltes der Wasserproben wird die HPLC-
Analyse verwendet. Sie dient als Referenz fir die Chla-Bestimmung durch die
fluorometrischen Methoden. Auf der ersten Ausfahrt wurden das BackScat-Fluorometer und
der AOA auf die HPLC-Ergebnisse angeglichen.

Auf der zweiten Ausfahrt zeigt der erneute Vergleich, das die Messung des BackScat-
Fluorometers der CTD-Sonde den Chl.a-Gehalt gegentber der HPLC-Analyse um 11 Prozent
uberschéatzt. Fur die Messung eines biologischen Parameters, wie der Chlorophyll-Fluoreszenz,
ist diese Uberschatzung vernachlassigbar.

Die Bestimmung des Gesamtchlorophyll-a Gehaltes durch den AOA unterschatzt die Chl.a-
Konzentration in bezug auf die HPLC-Ergebnisse um 34 Prozent. Gegenilber dem ermittelten
Chl.a-Gehalt der Proben mit dem BackScat-Fluorometer zeigt sich sogar eine
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Unterschatzung um 50 Prozent. Diese beiden Messgerate basieren auf der fluorometrischen
Erfassung der Chl.a-Konzentration und sollten vergleichbare Ergebnisse liefern.

Die Ursache flr den Unterschied soll ermittelt werden. Dazu werden mdgliche Fehlerquellen in
Betracht gezogen und ein eventueller Einfluss abgeschatzt.

8.7.1. Einfluss der Tageslichtintensitét

Der Schlauch vom Probenbeh&lter zum AOA uber das Heck des Schiffes war der direkten
Sonneneinstrahlung ausgesetzt. Bei dem Schlauch handelte es sich um einen transparenten
Silikonschlauch (5 mm @, I mm Wandstéarke). Leider wurde es versdumt, diesen Schlauch
abzudunkeln. Die folgenden Uberlegungen zeigen, dass dieses Versaumnis keinen
nennenswerten Einfluss hatte.

Durch die Lichtintensitdtsanderung bei der Probennahme wéare ein Einfluss auf den
physiologischen Zustand der Algen und damit auf die Fluoreszenzemission maglich.

Es ist bekannt das sich die Photosyntheseleistung der Alge an die herrschenden
Lichtverhaltnisse adaptiert. Es handelt sich bei Adaptationsprozessen um Zustands-
anderungen des Photosyntheseapparates, der Uber einen langen Zeitraum mit verschiedenen
Zeitkonstanten reagiert [Hintze 2000, Plieth et al. 1998 , Hintze 1995, Dau 1994a, Dau
1994b]. Quenchmechanismen verringern die Fluoreszenzemission. Deutlich wird dieser Effekt
auf die Fluoreszenz durch die Kautsky Kinetik [Kautsky & Hirsch 1931]. Bei der Messung wird
zusatzliches Konstantlicht auf die Algen gegeben.

Im Fall der Messungen auf der Ausfahrt erfolgte die Beleuchtung kurz vor und nicht wahrend
der Messung.

Es ist deshalb mdglich, dass die Fluoreszenz durch photochemisches und nicht-
photochemisches Quenching verringert wird (Kap. 3.3.5) Die Frage lautet letztendlich, ob ein
Einfluss auf die Messergebnisse des AOA'’s vorhanden ist.

Nach den Daten der Wetterstation des FTZ's in Bisum betrug die gemittelte Lichtintensitat
fir die Erprobungszeit der Probennahmen zwischen 100 und 200 Watt m?.

103



Kapitel 8
Abbildung 8.7-1: Lichtintensitit des Tageslichtes am 8.6.99
Der Mittelwert wurde {iber 50 Messungen gebildet.
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In der Zeit zwischen 10:00 und 15:00 Uhr steigt die gemittelte Intensitat von 150 auf 200
Watt / m2 an. Diese Daten sind selbstversténdlich nicht direkt auf die Lichtverhaltnisse bei
den Probennahmen Ubertragbar. Doch es ist anzunehmen, dass auch auf See &hnliche
Schwankungen der Intensitat vorlagen.

Hinzu kommt, dass der Schlauch vom Probenbehalter bis zum AOA (Abbildung 8.1-1)
zumindest auf der Fahrt seewarts die Uberwiegende Zeit im Schatten lag. Auf den
Messdaten des AOA's sind starke Schwankungen in der Messung der Fluoreszenz im
Vergleich zu der Messung des BackScat-Fluorometers der CTD-Sonde nicht festzustellen
(vgl. Abbildung 8.6-2).

Ebenfalls zeigt sich kein Unterschied zwischen der Hin- und Rickfahrt in bezug auf die 50 %
Unterschatzung der Fluoreszenz durch den AOA gegeniiber der Messung des BackScat's.
Diese Tatsachen sprechen gegen einen verifizierbaren Einfluss der ungewollten, kurzzeitigen
Tageslichtvorbeleuchtung der Proben. Auch wenn ein Einfluss der ,Vorbeleuchtung* auf die
Chl.a-Bestimmung nicht nachgewiesen werden konnte, wird die Probe das Tageslicht bei den
nachsten in situ Messungen nicht mehr unbeabsichtigt sehen.

8.7.2. Absinken des Phytoplanktons

Eine mdgliche Erklarung fir die um 50 % zu niedrigen Werte fir die gemessenen Werte der
Fluoreszenzemission mit dem AOA ist so einfach, dass sie einem zunachst nicht in den Sinn
kommt.
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Zu Beginn des Kapitels, bei der Vorstellung der Ergebnisse der Messgerate zur Erfassung der
biologischen Parameter, habe ich erwédhnt, dass alle Parametereinstellungen der ersten
Ausfahrt bernommen wurden. Dies ist nicht ganz richtig.

Bei einer genaueren Uberpriifung der Parametereinstellungen des AOA’s fiir die erste und
zweite Ausfahrt stellte sich heraus, dass auf der zweiten Ausfahrt die Option ,,durchmischen
der Probe: nicht auf ,ja“ sondern auf ,nein” eingestellt war.

Der Gedanke zur mdglichen Klarung des Unterschiedes zwischen den Ergebnissen des AOA’s
und der CTD kam mit einer Beobachtung an den Laborkulturen. Es fiel auf, dass Algenspezies
ohne Flagellen sich nach einiger Zeit in den Kulturgefafien am Boden absetzen. Die Zeitdauer
des Absinkens war nicht bekannt. Mit dem AOA (mit einer modifizierten Messkammer, dazu
Abbildung 5.2-2) wurde das Absinkverhalten einer Diatomeenspezies untersucht:

Abbildung 8.7-2: Absinkverhalten einer Diatomeenspezies

Das Absinken von Zellen der Algenspezies Thalassiosira punctigera wurde mit dem AOA gemessen. Der Graph
zeigt geringer werdende Chl.a-Konzentrationen nach dem Abschalten der Durchmischung.
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Fir die Alge Thalassiosira punctigera wurde eine Zeit von 21 Minuten gemessen, bei dem die
Halfte der Algen aus dem Messbereich gesunken waren. Es handelt sich um eine Spezies die
zwischen 50 — 100 pm im Durchmesser grof3 ist. Man kann vermuten, das grof3e und damit
auch schwere Algen schneller sinken als kleine. Allgemeingultig ist dies nicht, da z. B. die
Flagellaten sich selbststandig bewegen konnen.

Der Versuch zur Messung des Absinkverhaltens die Diatomeenspezies Thalassiosira
punctigera wurde 3 und 4 Stunden nach der ersten Messung wiederholt:
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Abbildung 8.7-3 A & B: Zeitliches Verhalten der Sinkgeschwindigkeit und das relative Unterschéiitzen des
Chl.a-Gehaltes

Die Darstellung A vergleicht den Verlauf des Chl.a-Gehaltes der Algenprobe und damit das Absinkverhalten
der Algen. Alle drei Kurven sind auf den Zeitpunkt des Ausschaltens des Riihrers als Zeit 0:00 Uhr bezogen.
In B ist die relative Unterschitzung des Chl.a-Gehaltes bzgl. des ersten Messwertes dargestellt.
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Mit dem Magnetrihrer wurden die Algen nach dem Ablauf der ersten Messung bis zur
nachsten Messung durchmischt. Drei Stunden nach dem Beginn der ersten Messung wurde
die Durchmischung der Probe gestoppt und die zweite Messreihe fir knapp 50 Minuten
durchgefuhrt. Es folgte eine erneute Durchmischung fir 10 Minuten mit abschlieRender
Messung flr erneut eine knappe Stunde (4 Stunden nach dem Start der ersten Messung).

Je langer also die Algen in der Kivette bis zur nachsten Versuchsdurchfiihrung verbleiben,
desto schneller sinken sie ab. Ihre Fahigkeit sich in der Schwebe zu halten wird nachhaltig
gestort. Das Durchmischen der Algenprobe scheint einen schadigenden Einfluss auf die Algen
zu haben.

Fir einen solchen Sachverhalt spricht die Betrachtung der fluorometrischen Chl.a-Erfassung
des BackScat's und des AOA’s auf der zweiten Ausfahrt.

Die prompte Erfassung der Chl.a-Fluoreszenz mit dem BackScat-Fluorometer der CTD-Sonde
augenblicklich nach der Probenentnahme durch die Pumpe sieht kaum eine Veranderung des
Chl.a-Gehaltes gegentber der HPLC-Analyse. Ein leicht erhéhter Chl.a-Gehalt von 11 %
gegenuber der nasschemischen Methode wird detektiert. Eine Schadigung der Algenzellen
kann zu einer Erhdhung der Fluoreszenz flihren. Andererseits kann dieser Unterschied auch
biologischen Ursprungs sein, wenn eine andere Diatomeenart als bei der ersten Ausfahrt
dominierend war. Dann waren die 1l Prozent der Variabilitdét bei der Messung eines
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biologischen Parameters zuzuschreiben. Vergleicht man die fluorometrische Bestimmung des
Chl.a-Gehaltes durch das BackScat und den AOA, so ergibt sich eine Unterschatzung von 50
% durch den AOA.

Wenn also die Algen durch die Pumpe geschadigt worden sind, dann ist bei einer Messzeit von
knapp 5 Minuten fur den AOA ein Absinken der Zellen aus dem Anregungsbereich der
Messkammer sehr wahrscheinlich. Die gute Linearitat zwischen der HPLC und der AOA Chl.a-
Bestimmung Uber die gesamte Strecke der Probennahmen scheint durch die Absinktheorie
plausibel zu sein, denn es handelt sich dabei um einen rein physikalischen Effekt.

icht aber die folgende Betrachtung:

Die Zeit von dem Ende des Einpumpens der Wasserprobe in die Messkammer des AOA bis zur
ersten Messung (f,) betrug 2 Minuten. In dieser Zeit muss etwa die Halfte des
Phytoplanktons aus dem Anregungsbereich der Messkammer des AOA’s gesunken sei, um
eine zum BackScat-Fluorometer vergleichbare Fluoreszenzemission zu detektieren.
Betrachtet man nun den Messablauf des AOA's zur Erfassung der variablen und der
minimalen Fluoreszenz, so zeigt sich ein zeitlicher Versatz in der Erfassung dieser beiden
Parameter (Tabelle 8.4-1). Zwei Minuten nach dem Einpumpen der Probe in die Messkammer
wird die minimale Fluoreszenz fiir eine Minute gemessen. Es folgt die f,,-Messung (3 s) und
nach der 30-sekiindigen Adaptationszeit die einminitige f-Messung. Es liegen somit etwas
mehr als 1 %2 Minuten zwischen der Messung dieser beiden Werte.Die Gegenuberstellung der
Ergebnisse der f- zu der f,-Messung zeigt das folgende Ergebnis der
Algengruppendifferenzierung:

Abbildung 8.7-4: Vergleich des Fit’s fiir die f- und f,-Messung

Anhand der Rohdaten der f- und der f;-Messung wird die Algengruppenzuordnung berechet. Das Ergebnis ist
mit dem ermittelten Angleichungsfaktor von 1,523 zur HPLC-Analyse korrigiert.

10 4

- f - Braune Gruppe
O 0 - Braune Gruppe

@ [ - Gemischte Gruppe
=== f0 - Gemischte Gruppe

Zeitlich liegen diese beiden Messungen 1 %

Fluoreszenz [rE.|

Minuten auseinander. Es ist aber kein
markanter Unterschied in der HoOhe der
Fluoreszenzantworten der gemessenen dis-

kreten Spektren fur f und f, festzustellen.
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Die Zuordnung zu den Algengruppen durch den Fit ergibt im Rahmen der Messgenauigkeit
identische Fluoreszenzantworten der spektralen Gruppen. Nach diesem Ergebnis lasst sich
die Vermutung eines schnellen Absinkens in der Messkammer nicht halten! Die Algen miissen
schon vor dem Erreichen der Messkammer des AOA ,fluorometrisch verloren“ gegangen sein.

Eine Untersuchung beziiglich der mechanischen Zerstérung von Algenzellen durch eine Pumpe
wurde nach dieser Ausfahrt an Nordseewasserproben durchgefilhrt. Es zeigt eine
Verringerung von bis zu 40 Prozent in der Chla-Konzentration. Die Beschreibung der
Versuchsdurchfiihrung und die Vorstellung der Ergebnisse folgt in Kapitel 9.

8.8. Die Giite des Fit's

Bei der Analyse der Daten des AOA’'s der ersten Ausfahrt zeigte sich eine hohere
Fluoreszenzemission flr die blaue LED, als durch die Hypothese des Normkurvenfit's
abgedeckt werden kann. Als zunachst abschlie3ende Betrachtung der Ergebnisse der in situ
Messung des Chl.a-Gehaltes mit dem AOA auf der zweiten Ausfahrt soll, wie schon im
vorherigen Kapitel, die Gite des Fit's gepruft werden.

8.8.1. Die Giite des Fit's

Die Gute des Fit's nach Gleichung 7.5.3 ist mit der Giite der Ergebnisse der ersten Ausfahrt
vergleichbar. Die Betrachtung der Hypothese des Fit's verdeutlicht die Abweichung von den
gemessenen Fluoreszenzrohdaten.

Abbildung 8.8-1: Vergleich der Fluoreszenzrohdaten mit der Hypothese

Die Fluoreszenzrohdaten (durchgezogene Linie) und der Hypothese (Linie mit Punkten) fiir die Algengruppen-
zuordnung des AOA fiir alle Probennahmen im Vergleich.
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In situ Messung: Zweite Ausfahrt

Die relative Fehleinschatzung des Fit's fir die funf LED’s wird betrachtet:

Gleichung 8.8-1: Relative Fehleinschiitzung (%F) der Hypothese zu den Rohdaten

Rohdatenwert(LED, ) - Hypothese(LED,)
Rohdatenwert(LED,)

%F(LED, ) =

Abbildung 8.8-2: Relative Fehleinschitzung des Fit’s
Berechnung von %F fiir die fiinf LED’s nach der Gleichung 8.8-1.
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Durch diese Wahl der Darstellung wird deutlich, zu welchen Zeitpunkten der Fit am starksten
abweicht. Deutlich ist die starkste prozentuale Abweichung von den Rohdaten fir die LEDS
(in einer Hohe von minus 30 £ 10 Prozent Uber den gesamten Zeitbereich) feststellbar.
Grundlegend liegt der Fit auch auf dieser Ausfahrt daneben. Ursache ist, wie schon auf der
ersten Ausfahrt, eine zu hohe Fluoreszenzemission fir die Anregung mit der blauen LED, die
durch den Normkurvenfit nicht aufgefangen werden kann. Die Ursache ist noch immer nicht
bekannt und bedarf auch weiterhin der nédheren Untersuchung.

8.9. Zusammenfassung der Erkenntnisse

- Es konnte erneut die Bestatigung erbracht werden, dass es einen linearen
Zusammenhang zwischen der nasschemischen und der fluorometrischen Chl.a-
Erfassung gibt.

- Der Unterschied der Chl.a-Gehaltsbestimmung von 50 Prozent zwischen dem
BackScat-Fluorometer und dem AOA konnte noch nicht geklart werden.

- Ein eventueller Einfluss der physikalischen Parameter auf die fluorometrische Chl.a-
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Erfassung muss untersucht werden.

- Die Auflésungsgrenzen der Gerate, die Algengruppen differenzieren kdnnen, missen
ermittelt werden, um die Eignung als Referenzmethode zu verifizieren.

- Die Uberhéhung der Fluoreszenzemission bei blauer Anregung (450 nm) der
Wasserproben wird auch auf dieser Ausfahrt beobachtet.

8.10. Riickblick auf die erste Ausfahrt

Die Uberlegungen zur einer Anpassung des braunen spektralen Fingerprints des AOA’s nach
der Analyse der Daten der ersten Ausfahrt (Kap. 7.6) werden jetzt anhand der Messdaten
der zweiten Ausfahrt geprift. Die Fluoreszenz-Rohdatenwerte der AOA-Messung von den
Wasserproben der zweiten Ausfahrt werden offline mit den modifizierten Fingerprints aus
Kap. 7.6-1 bzw. 2 aus den Versuchen der Anpassung des braunen spektralen Fingerprints
durchgefiihrt. Die Berechnung der Gute des Fit's (F,,) erfolgt nach der Gleichung 7.5-3 und
wird fur alle Messwerte durchgefuhrt. Der Mittelwert Gber alle F, wird als
BewertungsmaRstab fir eine Verbesserung des Fit's verwendet.

Tabelle 8.10-1: Mittelwert der Giite des Fit’s iiber alle Messwerte der ersten Ausfahrt

Der Fingerprint der griinen, blauen und gemischten spektralen Algengruppe wird beibehalten und nur der braune
spektrale Fingerprint, der auf der zweiten Ausfahrt verwendet wurde, variiert.

Variation des braunen Fingerprints Frel

Braune Algengruppe (aus der ersten Ausfahrt) 39,4 + 6,6
Neue braune Gruppe A (Kap. 7.6-1) 37,6 + 8,9
Braune Gruppe Station — 1 — (Kap. 7.6-2) 33,0 + 8,6
Braune Gruppe Station — 5 — (Kap. 7.6-2) 26,3 + 8,1

Es zeigt sich fiir die braunen spektralen Fingerprints ,neue braune Gruppe A* und ,braune
Gruppe Station — 1 — “ keine nennenswerte Verbessung des Fit's. Fir die ,braune Gruppe
Station — 5 — “ zeigt sich eine verbesserte Ubereinstimmung zwischen der Hypothese des
Fit's mit den Fluoreszenz-Rohdaten des AOA'’s. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen hat
sich aber gezeigt, dass die Anpassung des braunen Fingerprints nicht ausreichend ist. Es
wird sich zeigen, dass die Einbeziehung eines zusatzlichen Fingerprints in den Fit (von einem
noch unbekannten Fluoreszenzstoff) die Giite des Fit's noch weiter verbessern wird (im
folgenden Kapitel).
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9. Ursachen fir eine schlechte Gite des Fit's

Auf beiden Ausfahrten (Kap. 7 und Kap. 8) zeigt sich eine schlechte Ubereinstimmung
zwischen den Messwerten der Fluoreszenzemission (Rohdaten) und der Hypothese des Fit's.
In diesem Kapitel wird dieser schlechten Naherung des Fit's auf den Grund gegangen.

9.1 Einfluss des Salzgehaltes

Der geplante Einsatz des AOA’s auf einem Fahrschiff nach Helgoland bedeutet Messungen
an Wasserproben von einem Bereich der Nordsee, in dem sich die Salzkonzentration aufgrund
des Zuflusses von StRwasser aus der Elbe und aus dem Speicherkoog stdlich von Bisum in
einem Bereich von 20 bis 34 % andert. Auf der zweiten Ausfahrt wurde im klistennahen
Bereich des Wattenmeeres ein Salzgehalt zwischen 25 — 30 %. gemessen.

Um einen Einfluss auf die Algengruppenerkennung ausschlieBen zu konnen, wurde die
nachfolgende Untersuchung durchgefihrt.

Die Grundidee der Prifung basiert auf der ungenugenden Abtrennung des LED-
Anregungslichtes von der Fluoreszenzemission (680 — 720 nm). Ein geringer Anteil des
Lichtes wird trotz der optischen Filter von dem Photomultiplier detektiert. Es kann sich dabei
um eine echte Transmission des Anregungslichtes durch die Filter handeln oder um eine
Fluoreszenz seitens der Filter der Emissionsseite selbst (von dem RG9 ist eine
Eigenfluoreszenz bekannt). Diese Detektierung bewirkt die Messung einer scheinbaren
Fluoreszenz auch an reinem Wasser (Offset). Zur Kompensation lasst sich durch eine
Messroutine der Offset bestimmen und wird flr alle Messungen von den Rohdaten abgezogen.
Fir diesen Versuch wird aber nun gerade dieser Umstand ausgenutzt. Der Offset wird in der
Weise eingestellt, dass der AOA fiir destilliertes Wasser die scheinbaren Konzentrationen von
0,84 /101/ 0,93 und 1,14 pg Chl.a pro Liter fur die grine / blaue / braune und gemischte
Gruppe ermittelt.

Mehrere Proben aus doppelt entionisiertem Wasser werden mit verschiedenen Mengen Salz
gemischt. Sollte d