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EINFUHRUNG UND MOTIVATION

1. EINFUHRUNG UND M OTIVATION

Unter dem Begriff ,Mikroalgen® wird eine sehr hatgene Gruppe von photosynthetisch akti-
ven Organismen zusammengefasst. Gemeinsam istlgshghch die ,mikroskopische” Grol3e
von ca. 1-50 um, ansonsten gibt es keine einhedtlizefinition des Begriffs. Zu den Mikroal-
gen zahlen unter anderem Cyanobakterien als Profeargowie Kiesel-, Rot-, und Grinalgen
als Eukaryoten. Genaue taxonomische Klassifiziezargind schwierig, da viele Zuordnungen
bis heute unklar, in standigem Wandel und zudenduadily von der angewendeten Methodik
(morphologisch oder molekulargenetisch) &indvikroalgen sind einzellig oder bestehen aus
Zellverbanden, deren Einzelzellen keine oder nuinge Differenzierung aufweisen. Abzu-
grenzen sind sie von den mehrzelligen, funktioregligderten Makroalgen, die klassischer-
weise der breiten Offentlichkeit als ,Algen* bekasind. Diese haben eine groRe 6konomische
Bedeutung, z. B. als Nahrungsmittel wie Sushi afleProduzenten von wichtigen Rohstoffen
wie Agar-AgaPl. Sie sind aber ebenso als Schadorganismen in Gemélsekannt, wenn sie
von Menschen genutzte Wasserflachen Gberwuchem aadgespult nach einem Sturm, mas-
senhaft an Badestranden verrotten. Mikroalgen lgegeind in der Offentlichkeit, wenn tber-
haupt, fast ausschlie3lich als Schadlinge bek&mgelten besonders die hochsommerlichen
Algenbliiten, oft verursacht von toxinbildenden Qylaakterien, als gefahrli€h Auch bei der
Gewassereutrophierufigspielen Mikroalgen eine negative Rolle, da sib giarch libermaRige
Dungung massenhatft vermehren kdnnen und nach Emdachstumsperiode den Nahrboden
fir sogenannte Todeszonen am Gewassergrund bNaersehr wenige Mikroalgenarten wer-
den bisher kommerziell genutzt. So werden & matococcuspp. Fischnahrung beigesetzt,
um das Fleisch von Salmoniden rétlich zu fartsmrulinaspp. undChlorella spp. werden zu
Produkten verarbeitet, die im Berei€hnctional Foododer als Nahrungsergdnzungsmittel an-
geboten werdéfi und sollen diverse positive Effekte auf die Geswiidhaben sowie essenti-
elle N&hrstoffe liefern.

Verglichen mit der riesigen Artenvielfalt (ca. 300- 1 Mio. Artef?)) ist das Potential dieser
polyphyletischen Gruppe noch nahezu ungenutzt.caeif0 Jahren gibt es deshalb das inten-
sive Bestreben, Mikroalgen besser zu untersucheézwnutzen. Ein Ansatz ist dabei die Suche
nach neuen Wirkstoffen. Hierbei zeigten vor allem @yanobakterien enormes Poterftiél

Es konnten z. B. antimikrobiell wirksame Verbindengsoliert werden, welche die Grundlage
fur zukiinftige neue Antibiotika gegen multiresigeeiKeime sein konntéldl. Eukaryotische
Mikroalgen scheinen hingegen weniger wirksame Se#ustoffe zu produzier€dl, denn ob-

wohl verschiedene Algenstdmme bereits untersuctdem, zeigten nur wenige antimikrobielle
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Aktivitatl'?. Alleine die Artenvielfalt lasst jedoch die Verroag zu, dass es Produzenten inte-
ressanter Sekundarstoffe geben muss. Da aufgrurehmender Resistenzen vieler Keime ge-
gen etablierte Wirkstoff&* 14l die Nachfrage nach neuen Antibiotika bestandighHaeibt®!,

ist eine Untersuchung von weiteren Mikroalgenasienvoll und notwendig. Neue Antibiotika
sollten andere Wirkmechanismen besitzen, um Kraistenzen zu vermeidéfl. Solche anti-
mikrobiell wirksamen Substanzen kénnten auch inrbakgen zu finden sein, da sich diese
Organismen in ihren aquatischen Lebensraumen gtastjentiber Konkurrenten behaupten
mussen und daftr moglicherweise auch chemische Atsicdfe nutzen.

In den letzten Jahren wurden eukaryotische Mikealgeben wenigen Rot- und Kiesel- ins-
besondere Griinalgen, hinsichtlich ihnres PoteraialgVertstofflieferanten untersucht. Es zeigte
sich, dass vor allem einzellige Grinalgen sehr Mdaehstumsraten erreichen kénnen und un-
ter gunstigen Wachstumsbedingungen erheblich meimdsse pro Anbauflache produzieren
als alle bekannten LandpflanZ€h Daraus ergibt sich eine Vielzahl von Nutzungsriobdgei-
ten. So gibt es zahlreiche Studien, die das Palern Mikroalgen als Quelle fur Nahrungs(er-
ganzungs)mitté®-21 Tierfutter oder als regenerative Energietrageensuchel?. Vor allem
Letzteres ist aufgrund der Endlichkeit fossilermrstoffe, dem weltweit wachsenden Energie-
bedarf und der stetigen Steigerung von Energiegmereon hochstem Interesse. Landpflanzen
wie Raps, Mais, Soja und Olpalmen werden berest®aleuerbare Energietrager genutzt und
stellen eine nachhaltige Alternative zu fossilemrBrstoffen d&f®l. Die 6kologische Bilanz ist
jedoch teilweise verheerend, da z. B. fir Anbatéicvon Olpalmen Regenwald in gewalti-
gem Ausmald gerodet wird, was zum Verschwinden taleseTier- und Pflanzenarten sowie
indigener Volker fiihrt. Weiterhin ergibt sich eirhebliches ethisches Problem, wenn Anbau-
flachen fir die Energiegewinnung statt fir die Nedgsmittelproduktion genutzt werden: die
Weltmarktpreise fur Grundnahrungsmittel steigenyeovo besonders Menschen in @rmeren
Landern betroffen siftfl. Aufgrund der genannten Problematiken werden igZdkunft Al-
ternativen bendtigt. Eine davon konnten Mikroalgenstellen. Sie werden in Wasserbecken
oder Bioreaktoren kultiviert, welche auch auf uefitbaren Flachen errichtet werden kénnen
und somit weder in Konkurrenz zur Nahrungsmittedjorktion stehen noch die Existenz von
Urwaldern bedrohen. Durch die hohen Wachstumsiatehmehrere Ernten pro Jahr mdglich,
sodass auf relativ kleiner Flache viel Biomasselpreert werden kann. Aul3erdem fixieren sie
aktiv CQ und kénnten damit ebenfalls der globalen Treibpealdematik entgegenwirk&al.
Allerdings gibt es auch noch zahlreiche Hirden gilier effektiven Nutzung von Mikroalgen
zur Energiegewinnung entgegenstehen. Neben deeizumach energieintensiven und damit

teuren Kultivierung, Ernte und Trocknung ist voleal die stoffliche Zusammensetzung der

2



EINFUHRUNG UND MOTIVATION

Mikroalgenbiomasse noch unginstig. In der Regdlest®roteine den grol3ten Anteil der Al-
genbiomasse d&?, diese sind allerdings fiir die Energieproduktiobrauchbdf’.. Einige Un-
tersuchungen deuten darauf hin, dass der Anteliligiden und Kohlenhydraten in Mikroal-
genbiomasse durch spezielle Kultivierungstechnéeblich gesteigert werden k&sh Hau-

fig fuhrt das jedoch zu einer deutlich reduzier@esamtbiomasseausbétie sodass die ge-
wonnene Menge an energetisch nutzbaren Stoffeerhzshgering ist.

Ein neuer Ansatz zur effizienteren Verwertung voikrglalgen ist das Konzept der Bioraffine-
rief% 31 Dabei werden aus bioregenerativen AusgangsstefferMikroalgenbiomasse ver-
schiedene Produkte in einer integrierten Prozetsigetvonnen, um die derzeit noch unbefrie-
digende Wertschopfung bei der Verarbeitung von bakgen zu verbessern.

Die vorliegende Arbeit wurde zu wesentlichen TeilenRahmen des Projekteédvanced
Biomass Valu&®? angefertigt. Das Projektziel war die Etablieruimee integrierten Verwer-
tungskette ausgehend von Mikroalgenbiomasse, wadrannovative Ansatz des Projektes in
der vollstandigen Verwertung dieser liegt. Die Algpide werden zur Entwicklung hochwer-
tiger Schmierstoffe eingesetzt und die verbleiberatdenhydratreiche Restbiomasse Olhefen
als Wachstumssubstrat angeboten. Die Nutzung dehddhefen produzierten Lipide zur Ge-
winnung von Kraftstoffen und die Verwertung allezdtstoffe als Zusatz zu innovativen Bau-
stoffen schliel3t den Verwertungskreis. Das Pragekirdert Algenarten, die sich durch beson-
ders schnelles Wachstum sowie eine hohe Lipid-Kotdenhydratakkumulation auszeichnen.

Damit ergaben sich fir die Bereitstellung von Miégen folgende Aufgaben:

Identifizierung schnellwachsender Mikroalgen im Raim eines Screenings
Untersuchung der Primarstoffzusammensetzung derdsligenbiomasse und Modifi-
zierung dieser von protein- zu lipid- und kohlenkatceich

Etablierung kostengunstiger Kultivierungsparambtgrgleichzeitig maximaler Bio-

masse-, Lipid- und Kohlenhydratausbeute bis in4&h-MalRstab

DarlUber hinaus sollte das pharmazeutische PotermimMikroalgen untersucht werden. Fol-

gende Ansatze wurden verfolgt:

Mikroalgen als Produzenten antimikrobiell aktiveirkgtoffe

Mikroalgen als Produzenten vorGlucanen
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2. ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION DER ERGEBNISSE

2.1. Mikroalgen als Produzenten regenerativer Wertstoffe

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Mikroalgen @ufPotential als Produzenten regenerativer
Wertstoffe untersucht. Neben der Isolierung nedgeAstamme und der Kultivierung der Al-
gen lag der Fokus insbesondere auf der EtablievongMethoden zur Analytik der Lipide,
Kohlenhydrate und Proteine. Damit sollte die Prgt@ffzusammensetzung der Algen bewertet
und Arten mit besonderer Eignung als potentiellertéfeffproduzenten identifiziert werden.
Weiterhin konnte so die Anderung der Priméarstoffaosiensetzung bei verschiedenen Kulti-
vierungsexperimenten verfolgt und geeignete Kuwdtivhgsbedingungen ermittelt werden. Um
die Vielzahl der anfallenden Proben bearbeiten émnkn, wurden die fur die Untersuchung

von Mikroalgenbiomasse angepassten Verfahren dismiil@omethoden etabliert.

2.1.1. Stammauswahl und Gewinnung neuer Isolate
Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 70 Mikevadgen ausgewahlt (Tabelle 1, An-

hang). Diese stammten teilweise aus der Stammsamgrdler Pharmazeutischen Biologie der
EMAU Greifswald, aus kommerziellen Sammlungen (SREAP) oder stellten eigene Neu-
isolate dar. Die Umweltproben fur die Isolierungearden aus Gewéssern der Greifswalder
Umgebung gewonnen: aus der Ostsee bei Hiddenseleulmain und aus einer Regenwasser-
tonne bei Stralsund. Fir die Isolierung einzeln&geAarten wurden die Umweltproben zu-
nachst mit BG-11-Medium versetzt und etwa zwei Waochultiviert, bis makroskopisch Al-
genwachstum sichtbar wurde. Die so erhaltenen Midtdren wurden auf Agarplatten ausge-
strichen. Nach Sichtbarwerden einzelner Algenk@onvurden diese entnommen, in Nahrme-
dium suspendieff! und mikroskopisch begutachtet. Unialgale Isolateden anschlieRend mit
molekulargenetischen Methoden identifiziert. Dazurde die 18S rDNA nach Extraktion
amplifiziert und anschlie3end sequenziert. Die $agan wurden mit Hilfe von BLAST mit
der NCBI-Datenbank abgeglichen und so die GattungerStamme bestimmt. Es wurden 21
neue Isolate gewonnen (Tabelle 1, Anhang), dieddi® Phylum Chlorophyta (Grinalgen)
zuzuordnen waren. Aus zwei Klassen (ChlorophyceaeTuebouxiophyceae) wurden sieben
verschiedene Gattungen identifiziert, wobei es G@hptsachlich unbesmodesmuspp. und
Mychonastespp. handelteDesmodesmuspp. sind einzellige oder zu Coenobien vereinte,
spharoidische, bis 20 um grol3e Algen aus der Famédr Scenedesmaceae. Bisher sind etwa

60 Arten beschrieb&fil. Mychonastespp. sind einzellige, kugelférmige, bis etwa 5 gnoi3e
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Algen aus der Familie der Mychonastaceae, die bistvea 20 Arten umfadst. Beide Gat-
tungen wurden bereits in der Ostsee gefuliélen

2.1.2. Screening (Publikationen 1 und 3)
Kultivierung und Wachstum

Erstes Ziel der Untersuchungen war die Definition Btandardbedingungen fir die Kultivie-
rung aller Mikroalgenarten. Diese mussten so gewiékilden, dass wahrend der Kultivierung
ein Nahrstoffmangel und andere limitierende Bediggn wie Temperatur- oder Lichtstress
ausgeschlossen werden konnten. Damit sollte siek&ilf werden, dass die Biomassekompo-
sition der Algen nicht durch Stressbedingungenrifeesist wurde. Nach Auswertung von Vor-
versuchen wurden folgende Standardbedingungenieiefie00 mL Kulturmedium (Tabelle 1,
Anhang; Publikation 1, ,Cultivation and Harvestifgf einer mit Druckluft (1,5 vvm) beltf-
teten 500-mL-Laborglasflasche, 14 d Kultivierund?#b (to) = 0,1, Temperatur 22 2 °C,
beleuchtet mit 50 pmol Photonerémsit im 12/12 h Hell/Dunkelrhythmus, 9-10 Parallelaasit
Wahrend der Kultivierung wurde im Abstand von zWwsidrei Tagen die Ofg bestimmt. Am
Ende der Kultivierung wurden die Algen durch Zdntyation geerntet, mit VE-Wasser gewa-
schen, lyophilisiert und die Biomasseausbeuten igyetvisch bestimmt. Die Bio-
masseausbeuten (Tabelle 1, Anhang) lagen zwiscfiefP@ula saling und 1,3 g [} 14 d!
(Scenedesmus ovalternug/dhrend besonders die Gattun@norella, ScenedesmyuBesmo-
desmusund Monoraphidiumdie hdchsten Biomasseausbeuten lieferten, zemjeemeisten
halophilen Arten ein tendenziell schlechteres Waohs Anhand der Wachstumskurven
(OD7s0 gegen Kultivierungsdauer aufgetragen) liel3d siehwlachstumsratg pro Tag und da-

raus die Verdopplungszéitwie folgt berechne??!:

und —_—

(OD = Optische Dichte bei 750 nng,/ Beginn der Kultivierungat= Ende der Kultivierung)

Die Wachstumsraten der untersuchten Algenartemlageschen 0,07 und 0,3'gworaus sich
Verdopplungszeiten zwischen 2,5 und 10 d ergabeichAvenn es zwischen den einzelnen
Algenarten Unterschiede in der Wachstumsgeschwhkediggab, war diese insgesamt doch
noch relativ gering. In der Literatur wurden fiield Algenarten Wachstumsraten von 03 d
bis 1,5 d* 7], teilweise sogar bis 5,3 beschrieben. Haufig wurden jedoch die spezifischen

Wachstumsraten wéahrend der exponentiellen Wachgtuase angegeben und nicht wie bei
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den untersuchten Algenarten die durchschnittlicteeNgtumsrate wéhrend der gesamten Kul-
tivierungsdauer. Dadurch ist eine exakte Vergleackbit mit den Literaturdaten nicht immer
gegeben. Ursache fir die geringen Wachstumsrateandersuchten Algenarten war vermut-
lich die geringe Beleuchtungsintensitat, die wakhesdich deutlich unter dem Optimum fur
die meisten Arten lag. Dennoch war es wichtig, dieser geringen Lichtstarke zu arbeiten,
damit eine Vergleichbarkeit von allen Arten gegelvan. Zum einen gibt es Algenarten, deren
Optimum bei relativ geringer Beleuchtungsintendiggt®?; fiir solche sollte ein Lichtstress
vermieden werden. Zum anderen sollte verhindertleargerdass die Kulturen zu stark wachsen,
dadurch zu viele Néahrstoffe verbrauchen und moghaeise unentdeckt in einen Nahrstoff-
mangel geraten, was wiederum zu einer veranderi@mdssekomposition bei einigen Arten
gefuihrt hatte. Bei der verwendeten Beleuchtungdestéon 50 pmol Photonenhs? sollte also
ausschlieB3lich ,Licht* der limitierende Faktor uddmit auch die anderen Kultivierungsbedin-

gungen fur alle Algen vergleichbar sein.

Primarstoffanalytik - Lipide

Besonders hochwertige Priméarstoffe aus Algen sipdle und die darin gebundenen Fettsau-
ren. Sie dienen der Alge als Energiespeicher, Bdstde von Membranen und auch Schutz
vor tiefen Temperaturen. Neben den auch in Landpéia weit verbreiteten C16- und C18-
Fettsauren kommen in Mikroalgen auch langkettigehriach ungeséttigte Fettsauren(4fbr
Die in Fischdl (,Lebertran“) enthaltenen, fir dereidchen teilweise essentiellen Docosa-
hexaen- und Eicosapentaensaure (DHA und EPA), weroie Mikroalgen gebildet und in den
Fischen, die sich direkt oder indirekt von ihnenéren, angereich&d. Sie spielen also iiber
den Verzehr von Fischen eine wichtige Rolle inmenschlichen Ernahrung. Seit einigen Jah-
ren gibt es zudem vermehrt Bestrebungen, die Algielel als alternative Energietrager zu nut-
zen, da Algen sehr hohe Mengen (bis 70 % ihrerKeomassé?) anreichern kénnen. Neben
den Fetten kommen auch Terpene, Sterole und PigmeaiCarotinoide als lipophile Bestand-
teile in Algen vo*-4%

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch mehrfach aafeierfolgende Extraktion der Biomasse
mit n-Hexan ein Gemisch aller lipophiler Bestandteilergenen (Publikation 1, ,Lipid extrac-
tion“). Die Extraktion von Bestandteilen aus demdren von Mikroalgenzellen ist aufgrund
der Zellwandstruktur nicht trivial. Wesentliche V&oissetzung fur eine erschopfende Extraktion
ist der Aufschluss der Algenzellen. Ubliche Method&fir sind die Anwendung von Hoch-

druckhomogenisatoren, Ribolysern, Mikrowellen odezymatische Verfahren, wobei jede
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Vorgehensweise Nachteile z€étt*”. Der Einsatz der Ultraschallsorffeerwies sich in Vor-
versuchen ebenfalls als effektive Methode, diedapsbeute zu steigern. Im Gegensatz zu den
anderen genannten Verfahren waren die Behandlwighar Proben im kleinen Mal3stab gut
und 6konomisch durchfihrbar. Au3erdem war die tisgine Belastung verglichen mit den
anderen Verfahren relativ gering, sodass Verandemim der Extraktqualitat unwahrschein-
licher waren. Mikroskopische Untersuchungen zeigéeloch, dass die durch Ultraschallbe-
handlung gesteigerte Extraktausbeute nicht aufdanerhafte Zerstorung der zellularen Struk-
turen zuriickzufuhren war. Die meisten Zellen warach der zweiminutigen Behandlung noch
intakt. Ahnliches wird in der Literatur nach finfmiitiger Behandlung beschriel#h Ande-
rerseits gib es auch Berichte Uber 5-fach erhokteaktausbeuten nach Ultraschallbehandlun-
ger®?, allerdings ohne Betrachtung des Aufschlussgrdde&ellen. Insgesamt sind die Lite-
raturdaten zum Aufschluss von Mikroalgenbiomassgeiai Ultraschall nicht eindeutig und
auch Gber den genauen Mechanismus herrscht UneitfigkMaoglicherweise wurde durch die
Ultraschallbehandlung die Penetration des Losungsisidurch die Zellwande verbessert und
dadurch die Extraktausbeute erhoht.

Die meisten Algen bildeten unter den etabliertean8ardbedingungen nur wenig Lipide
(< 10 %; Tabelle 1, Anhang). Nur einige halophileefd zeigten hohere Ausbeuten mit bis zu
40 %, diese erreichten jedoch nur geringe Wachstters wodurch die Raum-Zeit-Ausbeuten

an lipophilen Verbindungen trotzdem gering blieben.

Primarstoffanalytik — Kohlenhydrate

Neben den Lipiden sind besonders die Kohlenhydnegevolle Inhaltsstoffe von Mikroal-
ger®ll. Sie liegen in der Regel als komplexe Polysacdearor, z. B. als Geriistsubstanz in der
Zellwand oder auch als Reservestoffe. Algenkohldrdig konnen vielfaltig verwendet wer-
den, z. B. Agar-Agar als Gelbildner, oder als Augganaterial fur Fermentationsprodukte wie
z. B. Bioethandt?. Fiir die Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehatinsbiologischen
Proben wie Algenbiomasse stehen verschiedene Methnoar Verfigung, die oft auf einem
ahnlichen Prinzip beruhen: nach Hydrolyse der Ralgkaride werden die Monomere durch
Saureeinwirkung in Furfural (Pentosen) bzw. Hydroegyhylfurfural (Hexosen) Uberfihrt.
Diese reaktiven Aldehyde kdnnen mit aromatischerbMeungen zu farbigen Produkten kon-
densieren, welche bei definierten Wellenlangen tLedbsorbieren und somit kolorimetrisch
guantifiziert werden kdénnen. Fur die Untersuchung ®lgenbiomasse wird oft Phenol bzw.

Anthron als Reagenz genutzt. In dieser Arbeit wyed®ch Thymol als aromatische Verbin-
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dung eingesetzt, welche im Gegensatz zum Phenat togisch und zum Anthron nicht licht-

empfindlich ist. Die in der Literatur beschriebeMethodé®! wurde fiir Algenbiomasse als

Halbmikromethode angepasst und das Verfahren eali@ublikation 3). Damit konnte ge-

zeigt werden, dass sich die genannte Methode seltigdie Quantifizierung von Kohlenhy-

draten in Algenbiomasse eignet, da sie praziserichtige Ergebnisse liefert. Als Halbmikro-

methode mit Auswertung im Plattenreader wurde eimeh Probendurchsatz ermdéglicht. Die
Ergebnisse der Kohlenhydratquantifizierungen (Tliabkl Anhang) zeigten eine grol3e Varia-
bilitat zwischen den Algenarten. Der Gesamtkohlenatgehalt lag zwischen 12 und 65 %,
wobei die meisten Arten 25-30 % Polysaccharideielém. Ahnliche Werte werden in der
Literatur beschriebétt: %91

Fur die ndhere Charakterisierung der Kohlenhydrakéfon wurden zwei chromatographische
Methoden entwickelt und angewendet (PublikationE3n dinnschichtchromatographisches
Verfahren wurde aufbauend auf bereits publizieMethoden entwickef!, um eine qualita-
tive Aussage Uber die Monosaccharidzusammensetdangh\lgenkohlenhydrate treffen zu
kénnen. Dabei wurden in der Algenbiomasse nachesaiydrolyse mindestens acht verschie-
dene Zucker nachgewiesen: Glucose, Galactose, ManRhamnose, Arabinose, Xylose, Ri-
bose und Fucose. Die Trennung erfolgte auf mitiMaidihydrogenphosphat impragnierten
Kieselgelplatten und die Detektion mit einem ThysBchwefelsdure-Reagenz. Im Zuge der
Validierung der DC-Methode zeigte sich, dass auech semiquantitative Auswertung fur die

funf erstgenannten Monosaccharide méglich war.

Fur eine genaue Quantifizierung aller untersuchW®mosaccharide wurde eine neuartige
HPLC-Methode entwickelt. Als stationare Phase diexihe HILIC-S&ule. Das Trennprinzip
derHydrophilic Interaction Liquid Chromatographperuht dabei auf Verteilungs- und Absorp-
tionsprozessen des Analyten zwischen fester Phasregine quervernetzte Diol-Phase), einer
Hydrathiille um die Festphasenpartikel und der neobPhade’). Das Verfahren eignet sich
besonders fiir die Trennung sehr polarer Verbindumge Aminoséureff! oder auch Kohlen-
hydrate. Wéahrend die erfolgreiche Trennung von &lagchariden mit HILIC-Saulen schon
beschrieben wurdd, scheitern jedoch selbst neueste Arbéitkan einer zufriedenstellenden
Analytik von Monosacchariden in komplexen Probeiese Fragestellung wurde mit der neu
entwickelten Methode geldst, ohne die bei den raeisnderen HPLC-Trennverfahren beno-

tigte Derivatisierung der Prob&%3],
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Nach salzsaurer Hydrolyse wurden die Proben mérdomenaustauscher-SPE-Kartusche von
Uberschussiger Saure sowie Proteinen befreit uadhéialRend direkt analysiert. Als mobile
Phase diente ein Gradient aus Acetonitril mit 0,Afteisensaure und einer 0,2 M Ammoni-
umformiatlésung. Die Detektion der Zucker war mithtabsorptionsmethoden nicht mdglich,
daher wurde ein Triple-Quad-MassenspektrometeAREI als lonisierungsmethode verwen-
det. Mit diesem Detektor war es moglich, simultansehiedene lonenmassen zu messeh (
ected ion monitoringSIM). Dadurch mussten nur noch Monosaccharidegieicher Masse
getrennt werden: Glucose, Galactose und Mannosd§®), Rhamnose und Fucose; (M4)
sowie Arabinose, Ribose und Xylose((I60). Jeder Zucker aul3er Ribose zeigte zwei Peaks,
deren Flachenverhaltnis unabhangig von der Konaeatr, aber zuckerspezifisch war. Dieses
Phanomen deutet auf eine mdgliche Trennung der Areni- und -Form) jedes Zu-
ckerd®® ¢4 welche in wassriger Losung im Gleichgewicht vagin, und damit auf eine auRer-
ordentlich hohe Trennleistung der Methode hin. wliegs verdoppelte sich dadurch auch die
Anzahl der zu separierenden Peaks. Im Verlauf dghbtlenentwicklung zeigte sich, dass eine
vollstéandige Trennung aller Peaks nicht mdglich.\vi&arkonnte jedoch je Monosaccharid min-
destens ein Peak hinreichend separiert werdenssaglae Quantifizierung fur alle Zucker
maoglich war. Die Methodenvalidierung zeigte, ddts2ucker mit Ausnahme von Xylose pra-
zise und richtig in Algenbiomasse bestimmt werdenriten. Die 46 mit der DC- und HPLC-
Methode untersuchten Algenarten wiesen, ahnlichimvaer Literatur beschrieb®&h 62 65 66l
unterschiedliche Zuckerzusammensetzungen (Puldik&ti Tabelle 2) auf. Zwar war bei allen
Arten Glucose das Hauptmonosaccharid, die weiteasa@imensetzung war jedoch von Alge
zu Alge verschieden. Neben Glucose wurden noch bsrGalactose und Xylose haufig und
in gréReren Mengen nachgewiesen. Ribose kam in Bileben vor, allerdings oft in Mengen
unterhalb der Bestimmungsgrenze. Rhamnose und &koosten nur in einigen Proben ge-

messen werden und Arabinose trat nur in sehr wardgen auf.

Primarstoffanalytik - Proteine

Die dritte groRe Gruppe der Priméarstoffe sind dietétne. Sie kommen in Algen in unter-
schiedlichen Anteilen vor und kdnnten bei Nutzueg Algen als nachhaltige Nahrungsmit-
tell®”] wichtige Lieferanten essentieller Aminoséauren$&irFiir die energetische Nutzung von
Algenbiomasse sind Proteine eher nachteilig, weikgh nicht direkt in Energie umwandeln
lassen und haufig auch die Verarbeitung der Biomag®en.

Fur Proteinquantifizierungen stehen verschiedenthdk=n zur Verfiigung. Als Standard hat

sich die Bradford-Methodf! etabliert. Durch Anlagerung eines Farbstoffesakie Proteine
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wird eine photometrische Quantifizierung mogliclob&i das Mal? der Farbreaktion vom Pro-
tein abhéngig ist. In der Regel wird BSA als Kakbstandard genutzt, was zu ungenauen Mess-
ergebnissen flihren kann, da sich das zu untersdeH@mtein haufig deutlich vom BSA un-
terscheidet. AuBerdem werden nur in Losung befihdli Proteine detektiert. Biut®t-,
Lowry!%- und Bicinchoninsaure-Ass&} sind kolorimetrische Verfahren, die auf der Reak-
tion von Proteinen mit Kupferionen basieren, rglaicranfallig sind und nur l6sliche bzw.
suspendierte Proteine erfassen. Um auch die uctésliProteine zu quantifizieren, wird meist
die Kjeldahl-Methode angewenélét Dabei wird der Gesamtstickstoffgehalt einer Prbbe
stimmt und mit Hilfe eines Korrekturfaktors der iagehalt rechnerisch ermittelt.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Quantifizieguher Proteine mit einem fur Algenbio-
masse angepassten Ninhydrin-As&Ayn HalbmikromaRstab (Publikation 1). Dafir wurde d
Biomasse mit Salzsaure hydrolysiert. Die dabeg&setzten Aminosauren wurden mit Nin-
hydrin umgesetzt und das farbige Reaktionsprodkigdimeres Ninhydrin, photometrisch ge-
messen und mit Hilfe eines Kalibrierstandards (B§&antifiziert. Mit Ausnahme von Prolin,
welches kein primares aliphatisches Amin besitarden alle proteinogenen Aminosauren er-
fasst. In komplexen Probenmatrices wie Algenbiom&ssnten moglicherweise auch andere
Verbindungen mit einem primaren Amin vorkommen, elienfalls reagieren wirden und so-
mit einen héheren Proteingehalt vortauschen konAtematische Amine, wie sie z. B. in den
Primarbasen von DNA und RNA vorkommen, werden waieslich nicht erfasst. Hierbei
wuirden sich Reaktionsprodukte aus einem Ninhydroiekiil und einem aromatischen Amin
bilden, welche ahnlich wie das Produkt der ReaktiohProlin bei anderen Wellenldngen ab-
sorbieren und somit nicht stoféh Um mogliche Stérungen der Reaktion durch andecker
Probenmatrix vorhandene Substanzen zu erkennedevdie Methode validiert. Dabei zeigte
sich, dass der Ninhydrin-Assay prazise und richEggebnisse liefert (Tabelle 2, Anhang) und
sich fur die Analytik von Algenbiomasse gut eigrniet. Gegensatz zu den vorhergehend er-
wahnten, bereits etablierten Methoden zur Proteintfizierung bietet der Ninhydrin-Assay
eine Reihe von Vorteilen. So werden, verglichen aeih anderen vorgenannten kolorimetri-
schen Verfahren, auch unlésliche Proteine erfaesGegensatz zur Bradford-Methode ist die
Wahl des Kalibrierstandards zweitrangig, da alleidosduren (auf3er Prolin) gleichermal3en
erfasst werden und somit die unterschiedlichenk8tran verschiedener Proteine in Kalibrier-
und Untersuchungsprotein keine Auswirkungen aufitgebnis hat. Die Proteinbestimmung
nach Kjeldahl zeigt gleich drei Schwachstellen,dieder Ninhydrin-Methode umgangen wer-

den: einerseits ist der Faktor fur die Umrechnuag Gesamtstickstoff zu Proteingehalt von
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der Priméarstruktur der Proteine abhangig. In désrbatur gibt es Hinweise, dass der tblicher-
weise genutzte Faktor 6,25 fir Algenbiomasse uiggeeiist. Abhangig von Algenart und
Wachstumsphase wurden Faktoren zwischen 2,5 urioeS¢hriebef?!, was die auRerordent-
liche Variabilitat von Algenproteinen zeigt und deih macht, dass die Kjeldahl-Methode nur
bedingt fur die Proteinanalytik von Algen geeigisetWeiterhin wird bei dieser Methode nicht
selektiert, ob der Stickstoff wirklich aus Proteineder aus anderen stickstoffreichen Verbin-
dungen stammt, sodass leicht deutlich hohere Weeseimmt werden als tatsachlich in der
Probe vorhanden sind. Die Kjeldahl-Methode ist midgparativ und zeitlich sehr aufwéandig,
wohingegen der Ninhydrin-Assay vor allem als Halkmoimethode einfach durchfuhrbar ist
und einen hohen Probendurchsatz ermoglicht.

Der Ninhydrin-Assay ist fur quantitative Bestimmengdes Gesamtproteingehaltes sehr gut
geeignet, erlaubt jedoch keine Aussage zur quaktaZusammensetzung der Proteine. Dafur
stehen in der Literatur eine Vielzahl von chromegphischen Verfahren zur Verfiigung (,,Pro-
teom“-Analyseny® 7l Da fiir diese Arbeit nur der Gesamtproteingetelttvant war, wurde
auf eine qualitative Analyse verzichtet.

Der Proteingehalt war bei fast allen untersuchtakrddlgenarten relativ hoch und lag zwi-
schen 40 und 60 % von der Biotrockenmasse (Tabekahang) und damit in &hnlichen Be-
reichen wie in der Literatur beschrief&°. Nur sehr wenige Arten, wie z. Borphyridium
purpureum zeigten geringere Gehalte (um 20 %). Die verwwrd&tandardndhrmedien ent-
hielten sehr viel Nitrat, sodass den Algen wahrdad gesamten Kultivierungsdauer ausrei-
chend Stickstoff zur Verfigung stand. Unter dieBedingungen bildeten die meisten Algen
bevorzugt Proteine.

Die Auswertung der Ergebnisse der Screening-Untbrsugen erlaubte eine Auswahl von
Stammen, welche fir die Gewinnung und nachhaltiggdhg von Algenbiomasse besonders
geeignet sind. Da die Primarstoffzusammensetzungndesten Arten ahnlich war, wurde die
Auswahl anhand der Biomasse-Raum-Zeit-Ausbeuteffetrund die wachstumsstarksten Al-

gen fur Kultivierungsexperimente ausgewabhit.
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2.1.3. Kulturoptimierung (Publikation 2)
Das Ziel der Optimierungsexperimente war einersaite Erhohung der Biomasseausbeute,

aber auch die Veranderung der Biomassezusammengetan protein- zu kohlenhydrat- und
lipidreich. Gleichzeitig sollte der Resourcenvetmiafir die Kultivierung gering gehalten wer-
den, um bei einer spateren grol3technischen Kultimge moglichst kostengtinstig arbeiten zu

koénnen.

Lichtexperimente

Die elf wachstumsstarksten Algenarten aus dem Sicrgevurden bei unterschiedlichen Be-
leuchtungsintensitaten (50-200 pmol Photonehst) kultiviert und der Einfluss der gestei-
gerten Lichtintensitat auf Wachstum und Priméarggeifialt analysiert. Bei allen elf untersuch-
ten Algenarten fuhrte eine erhdhte Beleuchtungssit&t zu einem verbesserten Wachstum
(Tabelle 3, Anhang). Dies zeigte sich sowohl in gesteigerten Biomasse-Raum-Zeit-Aus-
beute als auch in der hoheren Wachstumsrate. ¢hegli mit den Screening-Bedingungen
(50 umol Photonen ms?, bis 1,2 g t* 14 d') konnten bei hoherer Beleuchtungsstarke bis zu
2,6 g L' 14 d' und somit mehr als das Doppelte an Biomasseausieergicht werden. Die
Verdopplungszeit halbierte sich jedoch entgegenKterartungen nicht gleichzeitig, sondern
nahm bei den meisten Arten nur um etwa 15 % alr. 2diigite sich ein grundlegendes Problem
bei der Auswertung von Kultivierungsexperimenten Mikroalgen: Wird die Biomasseaus-
beute durch Ernte am Ende der Kultivierung graviieehh ermittelt, ist die Zellzahl, Grél3e und
Form der jeweiligen Algenart nicht relevant fur dagebnis. Sie lasst sich also bei verschie-
denen Algenarten gut vergleichen. Die Wachstumsnatel somit auch die Verdopplungszei-
ten der untersuchten Algen wurden auf Grundlag&d®iMessungen berechnet. Die Optische
Dichte einer Flussigkeit ist jedoch nicht nur aldigrvon der Partikelzahl (also hier der Anzahl
der Algenzellen), sondern auch von deren Form uriR&®l. Somit korreliert die Optische
Dichte nicht immer mit dem Biomassegehalt, wenn menschiedene Algenarten miteinander
vergleicht. Daher eignet sich die OD nur dafur, B&schstum einer Kultur zu verfolgen bzw.
fur die Beurteilung von Kultivierungsstudien miner Algenart. Ein Vergleich von Kulturen
verschiedener Arten ist aber oft nicht modfi$h Besonders deutlich wurde dieses Problem
z. B. beim Vergleich vo&hlorellasp. A6 undScenedesmus quadricauda5 im Lichtexpe-
riment (Tabelle 3, Anhang). Bei einer Beleuchtunggsisitat von 200 pmol Photoner?ra!
erreichte A6 eine Wachstumsrate von 0,33udd lag damit etwa 30 % hoher als A15 mit nur
0,26 d'. Die Biotrockenmasse nach der Ernte zeigte jeddaks A15 mit rund 2,5 g™Lin

14 Tagen etwa 40 % mehr Biomasse bildete als A6Li8ig L! im selben Zeitraum. Fur die
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nachfolgenden Betrachtungen und Entscheidungenenwttdshalb nur die Biotrockenmassen
und nicht die Wachstumsraten oder Verdopplungszéesticksichtigt.

Neben dem Wachstum wurde auch die Primarstoffzusareetzung der Algen durch veran-
derte Lichtintensitaten modifiziert (Tabelle 3, Aamy). Der Lipidgehalt nahm bei den meisten
Arten moderat auf bis zu 10 % der Trockenmass8esonders deutlich stieg der Gesamtkoh-
lenhydratgehalt. Bei vielen Algenarten nahm er uehnals die Halfte zu und zeigte ISze-
nedesmus ovalternusit Gber 70 % der Trockenmasse den Maximalwert. Breteingehalt
nahm bei den meisten Algen deutlich ab und ladgnbker Beleuchtungsintensitat mit ca. 30 %
etwa ein Viertel niedriger als unter Screening-Bgdngen. Zusammenfassend hatte die er-
hohte Lichtintensitat fur eine Verwendung der Bies®als Lipid- und Kohlenhydratquelle
durchweg positive Effekte. Sowohl Wachstum als dtipid- und Kohlenhydratgehalt wurden
gesteigert, sodass insgesamt die Raum-Zeit-Auskautiavorisierten Produkten (Lipide +
Kohlenhydrate) deutlich erhéht werden konnte. Réfidhf wachstumsstarksten Arten stieg sie
von etwa 0,5 auf 1,5 gL14 d!. Diese funf Arten, allesamt aus der GattBwpnedesmus
wurden aufgrund ihrer guten Wachstumseigenschéifireden Scale-up in den 40-L-Mal3stab
ausgewahlt (siehe 2.1.4.). Der Stam8tenedesmus obtusiuscul#sl89 zeigte mit
2,6 g L! 14 d! die hochste Biomasseausbeute und wurde fiir aitense Kultivierungsexpe-

rimente als Modellorganismus genutzt.

Optimierung von pH-Wert und Temperatur

In weiteren Experimenten wurde zunachst derSiéenedesmus obtusiuscuRB39 optimale
pH-Wert ermittelt. Dazu wurde dieser im Medium gesen und durch Zufuhr von G@egu-
liert®, Durch diese Technik konnte ein Bereich von pH®l,5untersucht werden. Wie sich
zeigte (Tabelle 4, Anhang), wuchs die Alge zwiscpkin7 und 9 gut und erreichte Biomasse-
ausbeuten von etwa 2 ¢'114 d*. Lag der pH-Wert dartiber oder darunter, war dashatam
deutlich eingeschrankt. Der optimale Bereich lagseiven pH 7 und 8. Hier war nicht nur die
Biomasseausbeute maximal, auch Lipid- und Kohlerdtgdisbeute waren mit bis zu
1,4 g L* 14 d* am hochsten. Fir die Kultivierung im technischea@gtab sollte der hochst-
maogliche pH-Wert mit optimaler Biomasseausbeute Af189 also pH 8) gewahlt werden, um
den CQ-Verbrauch méglichst gering zu halten.

Wie weitere Versuche zeigten, hat auch die Tempegbhen grol3en Einfluss auf Wachstum
und Produktbildung voScenedesmus obtusiuscuRis39. Untersucht wurde ein Temperatur-
bereich von 15-37,5 °C (Tabelle 5, Anhang). DieéAigigte zwischen 20 °C und 35 °C gutes,
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bei Temperaturen dartber oder darunter jedochstah eingeschranktes Wachstum. In die-
sem Temperaturbereich liegen fir die meisten Mikra@arten die Temperaturoptiffasl.,

Bei seinem Temperaturoptimum zwischen 27,5 °C udd@ zeigte der Stamm A189 die
hdchste Biomasse- und Lipidproduktion und lag samitem fir verschieden8cenedes-

musspp. Ublicherweise in der Literatur beschriebenareBh von 25 °C bis 35 & 82

Optimierung des Kulturmediums: Nahrsalz-Mangelexpente

Aus Vorexperimenten und Literaturdaféhging hervor, dass fiir das Mikroalgenwachstum
Kohlenstoff, Stickstoff, Phosphor und Eisen besosidechtige Nahrstoffe sind. In Kulturme-
dien wie dem verwendeten BG-11-Medium werden diedeorm von Nitrat, Phosphat und
loslichen Fé&*-Komplexen wie Eisenammoniumcitrat bereitgestelty Kohlenstoff wird in
Form von CQ mit der Luft eingeleitet. Besonders Nitrat, wichtiir den Aufbau von Nuclein-
sauren, Coenzymen und Proteifi€nist bei den meisten Medien im Uberschuss vorhande
Wie in den Ergebnissen der Screening-Experimentgegtellt (siehe 2.1.2.), fuhrte dies zu
einer Anreicherung von Proteinen in der Algenbioseasm Rahmen von Publikation 2 wurde
eingehend untersucht, welche Effekte ein Nitratnehagf Wachstum und Produktbildung von
Scenedesmus obtusiuscuAEB39 hat. Dabei wurde gezeigt, dass bei eineritbelisen Re-
duktion des Nitratgehaltes im Medium bis auf eiei&l des Ausgangswertes die Biomasse-
ausbeute nicht beeinflusst wurde. GleichzeitiggstieLipid- (+ 50 %) und Kohlenhydratgehalt
(+ 10 %) auf Kosten des Proteinanteils (- 50 %)tlgdguan. In weiteren Experimenten wurde
deutlich, dass der Stickstoff im Medium bereitsma& Tagen Kultivierung aufgebraucht war.
Die Algen produzierten bis zur Ernte an Tag 14 gidooch deutlich mehr Biomasse, wofur
aber kein weiterer Stickstoff als Ausgangsmaterial Verfigung stand. Stattdessen wurden
auf Basis von C®Zucker und Lipide synthetisiert, sodass der ArdailProteinen an der Ge-
samtbiomasse zurlckging. Insgesamt konnten alsshdiinen Nitratmangel die Ausbeute an
gewunschten Produkten (Lipide + Kohlenhydrate) gggett und gleichzeitig 75 % des zuvor
eingesetzten Nitrates eingespart werden.

Neben Nitrat ist Phosphat, meist in Form vai8y, ein wichtiges Makronahrelement. Es ist
Bestandteil von Nucleotiden und Phospholipiden dadiber hinaus im Energiestoffwechsel
z. B. in Form von ATP unersetzliéfHl. Scheinbar enthielt das BG-11-Medium bereits gig o
male Phosphatmenge, denn die Phosphormangelexpégifiid@rten nicht zu den gewiinschten
Effekten. Sobald die Phosphatkonzentration im Medwerringert wurde, sank auch die Bio-
masseausbeute deutlich. Eine Erh6hung der Konziemtratte hingegen keine Effekte auf

Wachstum und Produktbildung der Alge.
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Eisen ist das wichtigste Mikronahrelement fur ptleche Zellen. Es ist Bestandteil diverser
Enzyme und wird bendtigt als Cofaktor bei der Chydryllsynthese sowie fiir den Elektronen-
transport bei der Photosynth&8e Fehlt es im Medium, kommt das Algenwachstum [isakt
zum Erliegen. Im BG-11-Medium war jedoch Eisen @uttichem Uberschuss vorhanden. Die
Ausgangsmenge des eingesetzten Eisens im Mediuntekanf ein Zehntel des urspringlichen
Wertes reduziert werden, ohne dass eine signikReiduktion der Biomasseausbeute auftrat.
Gleichzeitig wurden Lipid- und Kohlenhydratgehalbaerat auf Kosten des Proteinanteils er-
hoht. Ahnlich wie bei den Nitratmangelexperimenitennte also Ausgangsmaterial eingespart
und trotzdem hochwertige Algenbiomasse erhaltemlarer

Insgesamt wurde durch die Mangelexperimente gezdags durch Limitation bestimmter
Nahrstoffe und eine daraus resultierende geziditerdoffversorgung Algenbiomasse mit fur
eine Verwendung im Sinne des ABV-Projektes gunstganarstoffzusammensetzung erzeugt

und gleichzeitig resourcenschonend kultiviert warkiann.

Optimierung des Kulturmediums: Entwicklung kostersgiger Alternativen

Nach Ermittlung der optimalen Medium-Konzentratioriér die wichtigsten Nahrsalze wurde
anhand der Modellalggcenedesmus obtusiuscuR39 Uberprift, welche weiteren Bestand-
teile des BG-11-Mediums essentiell sind. Dazu wyeteeils eine Komponente entfernt, die
Alge kultiviert und die Biomasseausbeute mit des 8eandard-Mediums verglichen. Zusam-
menfassend zeigte sich, dass neben Natriumnitrkalibmhydrogenphosphat und Eisenam-
moniumcitrat noch Magnesiumsulfat, Calciumchlomavee Mangan und Zink als Spurenele-
mente erforderlich waren. Zitronensaure, EDTA, Natcarbonat und die Spurenelemente
Bor, Kupfer und Molybdan konnten hingegen ohne VgaamseinbulRen der Alge aus dem Me-
dium entfernt werden. Daraus ergibt sich ein maidiftes Kulturmedium, BG-kkq, welches
statt der urspringlichen 13 nur noch sieben Kompiameenthalt (Tabelle 6, Anhang).

Fur die geplante grof3technische Kultivierung (eani§0.000 L) ist ein kiinstlich hergestelltes
Medium aus vollentsalzenem Wasser und analysemré&lidérsalzen wie das BG-11-Medium
oder auch das BG-kdq aufgrund der hohen Kosten ungeeignet. Im RahmarPublikation 2
wurde daher mit A189 als Modellalge nach einer ggasen Alternative gesucht. Zu bevorzu-
gen war die Nutzung von naturlichen Wasserqueiltedenen idealerweise mindestens ein Tell
der bendtigten Nahrstoffe bereits vorhanden istMeerwasser finden sich grofie Mengen an
Magnesium, Calcium, Natrium, Sulfat, Chlorid unduBmelemente, sodass nur noch Nitrat,
Phosphat und Eisen in ausreichenden Mengen zuge&iden mussten. Es zeigte sich jedoch

in Vorversuchen, dasScenedesmus obtusiuscuA®t39 in Meerwasser (hier Nordseewasser,
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Salzgehalt 33 g 1) mit entsprechenden Additiven aufgrund des horangghaltes nicht kul-
tiviert werden konnte. Eine mogliche AlternativernBaackwasser (Salzgehalt 5 ¢f)L Darin
sind immer noch ausreichende Mengen an Nahrsalzispurenelementen enthalten, um ein
Algenwachstum zu ermdéglichen. Um die Kultivierungserimente maoglichst standardisiert
durchfiihren zu kénnen, wurde zunachst mit kinshelBrackwasser gearbeitet. Dazu wurde
eine kommerziell erhiltliche Meersalzmischifidn Wasser gelost (5 g¥). Weiterhin wur-
den diesem kinstlichen Brackwasser Nitrat, Phosph@tEisen in den fir lipid- und kohlen-
hydratreiche Biomasse optimierten Konzentrationaegezgetzt. Die Alge wurde anschliel3end
in diesem neu entwickelten Medium (,ABV1-Medium‘giannt nach dem Projektlvanced
Biomass ValueTabelle 6, Anhang) kultiviert und mit der Starglarltivierung im BG-11-Me-
dium verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Bi@waagsbeute nicht beeinflusst wurde, die
Biomassezusammensetzung sich jedoch von proteitipigd und kohlenhydratreich veran-
derte. Trotz deutlich reduzierter Medium-Kosten iiendie Raum-Zeit-Ausbeute an Lipiden
und Kohlenhydraten um fast 30 % gesteigert werbhemé&chsten Schritt wurde statt des kiinst-
lichen Brackwassers Ostseewasser als Mediumgruadkagvendet (,ABV2-Medium*). Hier
zeigte sich jedoch ein deutlich vermindertes Algachstum, zudem war die Biomasse sehr
proteinreich. Die Grunde fur das eingeschrankte Mgtamm konnten nicht abschlieRend geklart
werden. Moglicherweise kdnnten das Algenwachstunbiarende Substanzen wie Herbizide,
Schwermetalle oder andere Verbindungen im Ostsesswdsfir verantwortlich sein. Als eine
weitere Grundlage fur ein kostengunstiges Mediumde\wWasser aus der Peene (SulRwasser-
fluss, ,ABV3-Medium®) erprobt. Hier zeigten die Adg ein moderat verringertes Wachstum,
allerdings war die Ausbeute an Lipiden und Kohledrayen noch immer um etwa 15 % hdher

verglichen mit dem kuinstlichen Standard BG-11.

2.1.4. Scale-up in den 25- und 40-L-Mal3stab
Um eine Ubertragung der entwickelten Kultivierungdimgungen in den groRtechnischen

Mafl3stab zu ermdglichen, wurden die funf wachstufinksten Algen zunachst in 40-L-Bla-
sensaulenreaktor&f kultiviert und die Biomasse analysiert. Das Volunig bei diesem Re-
aktordesign im Verhaltnis zur Oberflache besondeo8, sodass sich die Algenzellen gegen-
seitig stark beschatten. Deshalb wurde mit der makimdglichen Lichtintensitat von
4x 200 pmol Photonen fst Dauerlicht gearbeitet und tiberpriift, ob prinzipat Scale-up
maoglich war.

Die Algen zeigten unter diesen Bedingungen Bionmamssgeuten zwischen 2,0 und
2,8 g ! 14 d' und eine Ausbeute an Lipiden und Kohlenhydratembis zu 2,0 g 1* 14 d*
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(Tabelle 7, Anhang). Dadurch wurde gezeigt, dass Bbertragung vom 200-mL- in den 40-L-
Malfl3stab prinzipiell méglich war.

Eine noch erheblich h6here Raum-Zeit-Ausbeute lomit den AlgerScenedesmus obtusius-
culusA189 undScenedesmus quadricauda5 in einem 25-L-Doppelmantel-Blasenséaulenre-
aktor erreicht werden. Unter optimalen Bedingun@as 7,8, 27,5 °C, 4x 500 umol Photo-
nen n¥? s! Dauerlicht) erreichten beide Algenarten Biomassbauten von 3,0 g'17 d.
Somit konnte die Produktivitat gegeniber dem 40khsBnséulenreaktor mehr als verdoppelt
und gegenuber den Screening-Bedingungen sogarchefaeht werden. Insgesamt prasentier-
ten sich die untersuchten Algen als sehr wachstanksBei optimaler Nahrstoffversorgung,
pH-Wert und Temperatur scheint vor allem die Liemsorgung der Wachstumsgeschwindig-

keit bestimmende Faktor zu sein.

2.1.5. Zusammenfassung: Mikroalgenbiomasse als regenerdertstoff
Im Rahmen desdvanced Biomass Vallrrojektes sollten eukaryotische Mikroalgen auéihr

Eignung als Produzenten von regenerativen Schmiet-Treibstoffen hin untersucht werden.
Im Laufe der Arbeiten stellte sich heraus, dasgeiArten vergleichsweise hohe Wachstums-
raten aufwiesen und die Alggcenedesmus obtusiusculA&89 bis zu 3 g 1 7 d? lipid- und
kohlenhydratreiche Biomasse in Blasenséaulenreaki@mueh in kostenginstigen Kulturmedien
produzieren konnte. In darauf aufbauenden Studieneuneren Flachplattenreaktoren und op-
timierter Lichtversorgung waren sogar Ausbeutenzbisl4 g ! 7 d* moglich®el. Die Bio-
masse hatte dabei einen Lipidanteil von etwa 1%éainen Kohlenhydratgehalt von ca. 50 %.
Vorausgesetzt die Ubertragbarkeit ist gegeben, miiegspielsweise bei einer Produktionsan-
lage mit 16 L Kapazitat (z. B. 2500 Flachplattenreaktoren @ Bptheoretisch Ausbeuten von
0,5-2 t Algendl und 1,5-7 t fermentierbare Algenlarinydrate pro Woche aus A189-Biomasse
mdglich. Werden die Algenkohlenhydrate von OlheferLipiden und diese weiter zu Kraft-
stoff verarbeitet, kann man im Idealfall von einonversionsfaktor von 0,2 ausgeKén So-
mit kdnnten also 0,3-1,4 t Heizolaquivalente emtsie Eine Produktionsanlage dieser Dimen-
sion sollte etwa 2 ha Land benétigen und konntegatschland 6-7 Monate im Jahr betrieben
werden. Dabei wirden dann pro Jahr und ha 40-Biémasse bzw. 6-25 t hochwertiges Al-
gendl und 4-18 t Kraftstoff entstehen. Demgegenigbsnt z. B. ein Biomasseertrag von 40-
50 t ha a' bei Silomaisanbd®(!, aus denen ca. 4-6 t Heizolaquivalente gewonnademe
konnerfel, Somit wéare der Algenstamm A189 deutlich produktivAndererseits ist die Kulti-
vierung und Ernte erheblich energieintensiver uawchit teurer als bei Mais. Bioreaktoren und
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Nahrstoffe, aber insbesondere Ernte, TrocknungBiaoohasseaufbereitung sind enorme Kos-
tenfaktoren, die sich in ihrer Komplexitat fur gte@hnische Anlagen aktuell noch nicht ab-
schlieBend beziffern lassen. Erste Wirtschaftlidise@alysen legen jedoch nahe, dass Algen-
kultivierung zu energetischen Zwecken zurzeit nientabel ist”: 8-°1 Aufgrund der genann-
ten noch bestehenden Probleme scheint eine graofideblb Gewinnung von regenerativen
Schmier- und Brennstoffen aus Algen kurz- und riits¢ig eher unwahrscheinlich. Trotzdem
ist eine Weiterentwicklung dieses Technologiearesasinnvoll und notwendig, da die Reser-
ven von fossilen Wertstoffen endlich sind und reggative Alternativen dringend benétigt wer-
den. Wird die Aufarbeitungseffizienz von Mikroalgeomasse durch zukinftigen technischen
Fortschritt erhoht, hat die Algen-Bioraffinerie emes Potenti&l® 31,
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2.2.Pharmazeutische Aspekte

Unabhangig von ihrer Eignung als AusgangsmatdirdBioraffinerie-Prozesse konnen Mikro-
algen auch interessante Produzenten von neuentdffeks oder diatetisch wertvollen Inhalts-
stoffen seiff® 92 % Deshalb wurden im zweiten Teil dieser Arbeit affeScreening (2.1.2.)
verwendeten Arten auf ihre antimikrobielle Aktittitind ihren -Glucangehalt (Publikation 1)

hin untersucht.

2.2.1. Antimikrobielle Testungen
Um die Algen auf antimikrobielle Aktivitat zu ungarchen, wurden zunachst Extrakte mit L6-

sungsmitteln unterschiedlicher Polaritat hergestath ein mdglichst breites Spektrum an po-
tentiell aktiven Verbindungen herauszulésen. Daatde die Biomasse erst mitHexan, dann
mit Methanol und schliel3lich mit Wasser extrahi@e.2 mg der erhaltenen Extrakte wurden
im Agardiffusionstes¥ auf antimikrobielle Aktivitit gegen die gramposith Bakterien
Bacillus subtilisund Staphylococcus aureudie gramnegativen ErregEscherichia coliund
Pseudomonas aeruginosawie die HefeCandida maltosgTabelle 8, Anhang) getestet. Von
den 67 getesteten Wasserextrakten war keines &kinf. von 67 Methanol- und 25 von 67
Hexanextrakten zeigten jedoch Aktivitat, die siclsschliel3lich auf die grampositiven Test-
keime beschrankte und mit Hemmhofen zwischen 61nohm als schwach bis moderat ein-
geschatzt wurd®!. Damit sind die Ergebnisse vergleichbar mit deswetierer Screening-Pro-
gramme, bei denen ebenfalls viele Algenextraktbtraatimikrobiell aktiv waren. Als wirksam
wurden hauptsachlich Hexan- und Methanolextrakigegegrampositive Erreger beschrie-
ber{95—97].

Obwohl die aktiven Methanolextrakte naher untersuairden, konnten keine aktiven Verbin-
dungen daraus isoliert werden. Hauptgrund war idiet meproduzierbare Aktivitat in Wieder-
holungsexperimenten, weshalb nicht gentigend akiadrextrakt zur Aufreinigung und Iso-
lierung einzelner Verbindungen zur Verfligung stdbier wechselnde biologische Aktivitat
von Mikroalgenextrakten wird in der Literatur nuiehs selten berichté® ° obwonhl es sich
um ein durchaus verbreitetes Phdnomen handelimagdiche Erklarung werden wéhrend der
langandauernden Kultivierung auftretende Mutatiodiskutiert®, die zum Verlust von fiir
die Biosynthese verantwortlichen GenabschnitterrefinEine weitere mdgliche Erklarung
ware das Fehlen von Konkurrenten in den Laborkeituwas mdglicherweise dazu fuhrt, dass
Mikroalgen die Produktion von aktiven, aber untabarbedingungen fir sie Uberfllissigen Se-

kundarmetaboliten einstellen.
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Die antimikrobielle Aktivitat der Hexanextrakte waingegen gut reproduzierbar. Die Hexan-
extrakte enthalten besonders unpolare Komponeniersterole oder Terpene und vor allem
Glyceride von verschiedenen Fettsauren. Wie seigém bekannt, sind manche dieser Fett-
sauren antimikrobiell akti?®, insbesondere mehrfach ungeséttigte und Hydroxigdigen
sowie deren Monoglyceriél€!. Der Wirkmechanismus beruht vermutlich haupts&bhéiuf
Interaktionen mit der mikrobiellen Zellmembran, aled zu deren Zerstérung und letztendlich
zum Zelltod fuhren. Gramnegative Bakterien scheimeillgemeinen weniger empfindlich
gegeniber Fettsduren zu $€f Da die untersuchten Hexanextrakte der Algen &lis€dich
gegen grampositive Bakterien aktiv waren, lag degrvutung nahe, dass auch hier mehrfach
ungesattigte Fettsauren fur die Wirkungen verarttegbrgewesen sein konnten. Um diese Ver-
mutung zu bestatigen, wurde von einigen aktiven niobt aktiven Hexanextrakten die Fett-
saurezusammensetzung untersucht. Der GoldstanitaddefAnalytik von Fetten und Fettsau-
ren ist die Gaschromatographie. Als Alternative koen HPLC-Methoden zum Einsatz. Diese
bendétigen jedoch wie auch alle gaschromatograpamsbtethoden aufwandige Derivatisierun-
gert'®® zeigen oft mangelhafte Trennleistung&hoder arbeiten mit ungewdhnlich&i! oder
auch mehreren Saulé¥!. Im Rahmen von Publikation 4 wurde deshalb einénblde erarbei-
tet, die mit einer einfachen RP-18-Saule und eif¢andard-HPLC-System mit UV-Detektion
die Trennung und Quantifizierung von Fettsduremestgrn (FAMES) erméglicht. Zur Umes-
terung der Triglyceride in FAMEs wurde eine in déeratuf® 1%Ipeschriebene Methode fiir
die Analytik von Algenextrakten angepasst. Daberden die Fettsduren aus Glyceriden in
einem Schritt in Gegenwart von Uberschissigem Methsfurekatalysiert und unter Wasser-
ausschluss zu den Methylestern umgeestert. DurbeitAim Halbmikromalistab konnte ein
hoher Probendurchsatz mit nur 1 mg Substanzverbraweicht werden. Vorversuche mit einer
GC-Methode zeigten, dass in den hier verwendetgerfdxtrakten hauptsachlich C16- und
C18-Fettsauren vorkamen. Daher wurden davon jgeléttigten sowie deren ein-, zwei- und
dreifach ungesattigte Derivate als Kalibrierstaddagingesetzt. In den Extrakten der Algen
wurden die Gehalte der vier C18-Fettsduren sowneRaimitin- (C16:0) und Palmitoleinsaure
(C16:1) bestimmt. Traten weitere Peaks in den Chtogrammen auf, die aufgrund ihres UV-
Spektrums auf die Anwesenheit von Fettsauren hietkn, wurde mit einem Massenspektro-
meter das Masse-Ladungs-Verhaltnis bestimmt, usediasatzlichen Peaks zu identifizieren.
Die Validierung der Methode zeigte, dass auch meget relativ einfachen und universell ein-
setzbaren Methode der Gehalt der Fettsauren ilydeigdreichen Proben prézise und richtig

bestimmt werden konnte.
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Nach Untersuchung der Algenextrakte zeigte sichks dée antimikrobielle Aktivitat mit einem
hohen Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsawegliert (Tabelle 9, Anhang). Fir eine
Aktivitdt mussten mindestens 10 % des Hexanextsakis diesen Fettsauren bestehen. Beson-
ders -linolen- (C18:3) und linolséurereiche (C18:2) Ekitle zeigten dabei gute Aktivitat ge-
gen die Testkeime. Somit ist es sehr wahrscheintlaks die antimikrobielle Aktivitat durch
das Vorhandensein mehrfach ungesattigter Fettsdermmorgerufen wird. Diese Wirkungen
von Algenextrakten werden schon seit Langem irLderatur diskutieft®! und auch auf Fett-
sauren zuriickgefiithi?®. Weiterhin wurden die geséttigten C16- bzw. C18g&aren in relativ
geringen Konzentrationen von meist unter 10 % newfgsen. Der Gehalt an einfach ungesat-
tigten Fettsduren war sehr variabel und lag meigtchen 10 und 20 %. Aufsummiert ergaben
die sechs quantifizierten Fettsduren einen seliablan Anteil von etwa 10-50 % am Hexan-
extrakt.

Besonders bemerkenswert war das haufige Auftretermehrfach ungesattigten C16-Fettséu-
ren, die in vielen Algen qualitativ nachgewieseu ememplarisch in Extrakten v@tenedes-
mus obtusiusculuausétzlich zu den anderen Fettsduren quantifiziertien konnten. Diese in
Landpflanzen kaum vorkommenden Verbindungen scheieeden Mikroalgen recht verbrei-
tet zu sein und sind wahrscheinlich auch an damairobiellen Aktivitat mancher Extrakte
beteiligt'®?. Weitere Fettsauren konnten mittels UV-SpektrueteRtionsverhalten und Mas-
senspektrometrie identifiziert werden. Neben vighfangesattigten C16- und C18-Fettsauren
kamen auch EPA und DHA vor. Diese ernahrungsphygisth bedeutenden PUFAs sind in
Mikroalgen recht haufigt® 1*und werden teilweise aus ihnen bereits in groRétengen
gewonneRt 112

Neben den Fettsduren wird das Vorkommen unverseifligestandteile im Hexanextrakt wie
z. B. Terpene, Sterole und lipophile Pigmente bésbbr'*3l. Fiir die AlgeScenedesmus ob-
tusiusculusA189 wurde ein unverseifbarer Anteil von 20 % besit (Publikation 2) und das
Vorkommen von Abbauprodukten von Pigmenten miti#dssenspektrometrie nachgewiesen.
Zusammenfassend war die Suche nach neuen antinakeobVirkstoffen in den untersuchten
Algenarten nicht erfolgreich. Es scheint, als wiardeeh diese Arten nicht durch die Synthese
von ,chemischen Waffen* in Form von aktiven Sekustifen, sondern durch ein besonders
schnelles Wachstum gegen Konkurrenten in ihrernringitén Habitaten versuchen durchzuset-
zen. Sie verfolgen damit eine andere Uberlebenssieaals die durch Bildung toxischer Was-
serbliiten bekannten Cyanobakterien. Trotzdem stit&Suche nach neuen Wirkstoffen auch
bei eukaryotischen Mikroalgen fortgesetzt werdenaliein die enorme Artenvielfalt das Vor-

kommen aktiver Sekundarmetabolite vermuten l&asst.
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2.2.2. Betaglucangehalt (Publikation 1)
Wie bereits im Abschnitt 2.1.2. beschrieben, bab&in wesentlicher Teil der Algenbiomasse

aus Polysacchariden mit Glucose als Hauptkompondateach Art der Verkniipfung haben
Glucosepolymere (= Glucane) unterschiedliche Eigeaien und dienen den Zellen z. B. als
Gerustsubstanz, Zellwandbestandteil, Signalmolell@r Energiespeicher. Man unterscheidet
zwischen - und -verknupften Glucanen, woflr die rdumliche Anordguder verkntpften
Hydroxygruppe (axial bzw. dquatorial) entscheidestd

-Glucane wie z. B. Starke sind relativ leicht imu&an und Basischen hydrolysierbar und
kénnen von Amylasen, einer weit verbreiteten GrwapeEnzymen, schnell abgebaut werden.
Sie dienen deshalb meistens als Energiespeichesamiteller Verfugbarkeit. Fir den Men-
schen sind sie eine der wichtigsten Energiequétieler Nahrung.

-Glucane wie z. B. Cellulose sind hingegen deutsitdbiler und nur im Sauren bzw. durch
spezialisierte Enzyme wie Cellulasen spaltbars8id aufgrund ihrer Stabilitat als Gerustsub-
stanzen weit verbreitet. In der menschlichen Ennddpispielen sie vor allem als Ballaststoffe
eine wichtige Rolle, da vor allem hochpolymer&lucane gar nicht oder nur sehr langsam
verdaulich sind. NiedermolekulareGlucane hingegen konnen komplexe Wirkungen auf das
Immunsystem haben. Sie werden vermutlich aktiv ldUmansportproteine aus dem Darm auf-
genommen und kénnen an verschiedenen ImmunzellaktiBeen hervorruféit¥. Der ge-
naue Wirkmechanismus ist jedoch bisher nicht bekaauat belegt sind aber die Wirkungen
von einigen -Glucanen, wie z. B. dem Lentinan, eiti,3/1,6-Glucan aus dem Shiitake-Pilz
(Lentinula edode&*®. Sie wirken immunmodulierend und kénnen adjuvardér Krebsthe-
rapie eingesetzt werden. Generell kommealucane in fast allen Lebewesen vor. Besonders
reich an den immunologisch relevanten niedermobetenl -Glucanen sind Pilze, viele Bakte-
rien und manche Pflanzen. Neuere Untersuchungem leghe, dass auch bei (Mikro-)Algen
solche Verbindungen vorkomni&li—18 Ein Beispiel ist das Paramylon, ei1,3-Glucan, das
ausEuglenaspp. gewonnen werden kann und unter anderem ymoséiffekte auf Lebéf®,
Darm*?% und Haut? haben soll. Nahrungserganzungsmittel mit Paramsiloch bereits kom-
merziell erhaltlich?),

Daher war es naheliegend, auch die in dieser Anpeitvendeten Algenarten auf ihren

-Glucangehalt hin zu untersuchen. Analytisch sin@lucane aufgrund ihrer komplexen
Struktur jedoch nur schwer zugénglich. Sie konnearzmit den Ublichen Methoden zur Ge-
samtkohlenhydratbestimmung quantifiziert, mit dreaber nicht von anderen Kohlenhydraten

abgegrenzt werden. Gelost&lucane kdnnen mit verschiedenen Fluoreszenzkalutime-

22



ZUSAMMENFASSENDEDISKUSSION DERERGEBNISSE

trischen Methoden wie der Anilinblat®! und Kongorot-Method&4 sowie mit immunologi-
schen Tests wie z. B. dem Glucateissay'?®! relativ selektiv erfasst werden. Fur festes Pro-
benmaterial wie die zu untersuchenden Algenbionmasssht von der Firma Megazyfhié?®!
ein Testkit zur Verfligung, welches die unterschadadl Stabilitét von - und -Glucanen im
Alkalischen als Reaktionsgrundlage nutzt. Bei degerglich fir Hefebiomasse entwickelten
Verfahren werden die Proben einmal durch Saureaimehal durch Lauge hydrolysiert und
jeweils die freigesetzte Glucose durch die GlucrgEse-Peroxidase-Reaktion quantifiziert.
Da sich -Glucane nur im Sauren spalten lassen, kann anhded Differenz
(Glucosegehadture Hydrolyse Glucosegehalkalische Hydrolys auf den -Glucangehalt geschlossen
werden.
Mit dieser Methode wurde derGlucangehalt von allen im Screening (2.1.2.) wstehnten
Algenarten ermittelt und fir zwei Arten getestdd,dieser sich durch Kultivierungsbedingun-
gen verandern lasst (Publikation 1). Ahnlich densa&®etkohlenhydratgehalt war auch der
-Glucangehalt der Algen sehr variabel und lag zimesceinem und 24 % der Biotrocken-
masse. Besondersglucanreiche Arten wi&cenedesmus ovalterniorphyridium purpu-
reumoderCylindrotheca fusiformigrreichen dabei Gehalte (alle etwa 20 %), dieldéicher-
weise als -Glucanquelle genutzten Pilzen &hnlich sind. Darbllkgen jedoch einfacher und
schneller zu kultivieren sind, kdnnten sie durchaugukunft eine alternative Quelle darstellen.
AulBRerdem konnte anhand zweiScenedesmiArten gezeigt werden, dass der Gehalt an
-Glucanen durch Kultivierungstechniken wie erhdhishtzufuhr oder Nitratmangel auf bis
zu 36 % gesteigert werden konnte. Mit diesen Untdrsngen konnte jedoch noch nicht diffe-
renziert werden, um welcheGlucane es sich handelt. Cellulose, ein immunaldgnicht ak-
tives -1,4-Glucan, welches in Mikroalgen nur in gerinddengen vorkommt (< 10 967 128),
wird mit dem MegazynfeéAssay nur zu etwa 20 % erfasst und kann dahet Hiabptbestand-
teil der Algenbetaglucane sein (Publikation 1).
Die Extraktion, Aufreinigung und nédhere Charakierisng der Algenbetaglucane erwies sich
als Uberaus komplexe Aufgabenstellung und konntRamnmen dieser Arbeit nicht mehr rea-
lisiert werden, sollte aber Gegenstand weiterfitieetuntersuchungen sein. Dabei sollte auch
untersucht werden, ob dieGlucane z. B. immunologisch relevante Wirkungearaginen di-
atetischen Wert haben. Einige Algenglucane, wi2 taminarin, sind dahingehend bereits gut
charakterisieft?®. Systematische Untersuchungen verschiedener Addgsacrcharide sind

hingegen in der Literatur noch nicht beschrieben.
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3. AUSBLICK
Von der enormen Anzahl an Mikroalgen konnte im Rahrdieser Arbeit nur ein kleiner Teil

untersucht werden. Hier muss in Zukunft noch \ngestiert werden, um weitere Arten aus der
Umwelt zu isolieren und sowohl molekulargenetisisheaich biochemisch zu charakterisieren.
Bei der Suche nach neuartigen Wirkstoffen konngeldhitersuchung extremophiler Arten er-
folgreich sein. Diese kdnnten aufgrund ihrer hoelaggdisierten Anpassung an extreme Habi-
tate und der damit verbundenen besonderen Anfangean viele Biosynthesewege interes-
sante Sekundéarstoffe produzieren. Weiterhin saliteersucht werden, welchen Einfluss die
Kultivierungsbedingungen auf die Sekundarstoffpkdniun von Mikroalgen haben. Es ist
durchaus wahrscheinlich, dass bei entsprechendavi€tung, z. B. auch heterotroph, bei Al-
gen die Biosynthese und Anreicherung von aktivekuBgarmetaboliten angeregt werden kon-
nen. Weiterhin konnten die Kulturmedien dahingehentrsucht werden, ob die Mikroalgen
Substanzen in ihre Umgebung sezernieren, die datisilan von Konkurrenten hemmen und
somit potentielle neue antimikrobielle Wirkstoffardtellen konnten.

Um die Nutzung von Mikroalgen als Quelle regengmatWertstoffe 6konomisch realisierbar
zu gestalten, missen noch viele Technologien vegiteickelt werden. So gibt es bei der Kul-
tivierung noch grol3es Entwicklungspotential. Aucbrnw Mikroalgen heute schon unter La-
borbedingungen hohe Raum-Zeit-Ausbeuten an hoclygemBiomasse liefern, ist die Uber-
tragbarkeit in den industriellen MalR3stab noch ngdawéhrleistet. Zunachst missen geeignete
Bioreaktoren entwickelt werden; hier scheinen Fidatienreaktord®® oder auch kombi-
nierte System&!l besonders geeignet fur die groRtechnische Fréildtiderung zu sein,
wenngleich die Kosten fiur diese Systeme noch xetaich sind. Auch die richtige Wahl der
Anbaugebiete ist essentiell, Mittelmeer- und TropesKlimazonen scheinen hier Wisten und
gemaRigten Breiten tiberlegen zu 8éth Weiterhin muss auch die Entwicklung neuer Ernte-
und Downstreamprozesse gelinG&n3 um auch in groRtechnischem MaRstab die Biomasse
Okonomisch gewinnen und verarbeiten zu konnen. &team der geringe Feststoffgehalt
(ca. 1 %) bei Algenkulturen stellt hier eine gréf@de dar.

Um die Wertschdpfung aus dem Ausgangsprodukt Migeydiomasse zu steigern, ist die
Weiterentwicklung des Bioraffinerie-Konzeptes begens Erfolg versprecheld 34 Durch
kombinierte VerwertungskettE#! mit Gewinnung von kleineren Mengen Hochwertproguokt
(z. B. Pharmazeutika) und der Verarbeitung der$t@f$e zu Produkten im Mittelpreis- (z. B.
Nahrungsmittel) und Niedrigpreissektor (z. B. Te¢ddéfe) kann der Prozess rentabel werden.
Dabei kdnnten auch noch andere Ansatze zur Nutzomd/ikroalgen wie z. B. die Abwasser-

klarund®®® 13 mit integriert werden, um die Wirtschaftlichkeieiter zu erhéhen.
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Abstract Beta-glucans, widespread glucose polymers in
mushrooms, yeasts, and bacteria, but rarely found in
microalgae, have wide applications and high medicinal and
economical potential. Some (3-glucans like paramylon from
algae-like Fuglena gracilis are well investigated, but there is
little information about the (3-glucan content of microalgae.
Therefore, more than 40 species of cultured microalgae have
been investigated for composition of their biomass regarding
to lipids, carbohydrates including (3-glucans and proteins.
Most of algae species showed a rather similar biomass com-
position of about 10 % lipids, 25 % carbohydrates, and 40 %
proteins if they have been cultivated in a full medium, rather
low light conditions of 50 tmol photons m >s ™", 12/12 h light/
dark cycle under aeration and a temperature of 25+2 °C. The
content of 3-glucans varied between 1.7 and 24.2 % of dry
weight, respectively. Two microalgae, Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80 and Porphyridium purpureum SAG
1380-1d with a yield of more than 20 % of dry weight were
identified as the best 3-glucan producers under standard culti-
vation conditions. Culture optimization experiments revealed
that enhanced irradiance increased the (3-glucan content of
Scenedesmus obtusiusculus A 189, a novel green algae isolate,
from 6.4 to 19.5 %, but the 3-glucan content of the green alga
S. ovalternus SAG 52.80 remained unaffected (24.2 vs.
23.3 %). Nitrate starvation enhanced the 3-glucan content of
S. obtusiusculus A 189 from 16 to 23 % and of S. ovalternus
SAG 52.80 from 23.3 to 36.7 %.

P4 Sabine Mundt
smundt@uni-greifswald.de

Department of Pharmaceutical Biology, Institute of Pharmacy,
Ernst-Moritz-Arndt-University of Greifswald,
Friedrich-Ludwig-Jahn-Str. 17, 17489 Greifswald, Germany

Published online: 02 March 2016

34

Keywords (3-glucan - Lipids - Microalgae -
Nitrate starvation - Proteins - Scenedesmus

Introduction

Due to their wide potential applications, algae have become
more and more valuable for science, technology, and economy
in the last decades. Algae can be used as food and food sup-
plements, for extracting high value products such as
astaxanthin or for the production of renewable energy.
Furthermore, products of algae are on the market as health
food (Rosello-Sastre 2012; Borowitzka 2013) and studies
have shown that algae or algae extracts are also useable
for medicinal applications, based on their anti-
inflammatory (Hasegawa et al. 1999; Cavalcante-Silva
et al. 2012) or immunomodulatory effects (Kralovec
et al. 2005; Bitencourt et al. 2011). It is discussed that
these effects could be caused by the presence of 3-(1-3/
1-6)-glucans (Bobadilla et al. 2013).

Paramylon, a 3-(1-3)-linked glucan, common in bacterial
cell walls, was also detected in Euglena sp. Sugiyama et al.
(2009) described hepatoprotective effects of high-dosed
paramylon against acute liver injury induced by carbon tetra-
chloride and showed that oral administered paramylon was
able to inhibit the development of chemical-induced atopic
dermatitis-like skin lesions (Sugiyama et al. 2010) in animal
studies. According to Watanabe et al. (2013), paramylon is
considered to have preventive effects against colon cancer in
mice. Even in vitro HIV-activity of sulfated paramylon has
been described (Koizumi et al. 1993).

Many other polysaccharides from algae are in use, too, for
example, carragenan or alginate (Bixler and Porse 2011), but
in the literature, there is not much information available about
the content of 3-glucans in microalgae, and only a few species
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have been investigated (Howard et al. 1976; Suarez et al.
2008). The economic importance of (3-glucans is increasing
continuously. There is a huge market for dietary products
and health food and their potential as pharmaceuticals
(Vo et al. 2012) and also as nutritional supplements is
high. Lentinan (Zhang et al. 2011) for example is in use
in anti-cancer therapy, even though (-glucans are not
cytotoxic and have probably no direct anti-tumor activ-
ity. Chemical modification like introduction of sulfate-
and carboxymethyl groups can lead to anti-tumor active
derivatives (Wang et al. 2004). Sulfation of [3-glucans
with different chain length can increase the anti-tumor
activity (Tao et al. 2006). Some studies have shown that
[3-glucans can influence the innate and adaptive immune
system by targeting macrophages or T cells (Chan et al.
2009), but not all the details are understood so far. This
immune activity could explain the benefit of (3-glucans
used in anti-cancer therapy. Other reported effects are
the anti-carcinogenic activity found in some [3-glucan-
enriched mushroom extracts, the prevention of oncogen-
esis (Akramiene et al. 2007), anti-inflammatory, anti-hy-
perglycemia, and anti-viral activities (Zhang et al.
2007). Essential for the biological activity of f3-
glucans is the chain length and the higher order struc-
ture (Sletmoen and Stokke 2008), assuming that the
highest immune activity can be found in mediate-long
triple helical chains.

Concerning the broad potential applications of (-glu-
cans, new biological sources should be explored. Algae
cultivation is much easier, the costs are lower and the
productivity is much higher than mushroom cultivation.
Many mushroom species cannot be cultivated but have
to be collected from nature. From this point of view,
microalgae could be interesting new sources for (-glu-
cans. Changing of carbon and nitrogen sources in the
culture medium of Euglena gracilis, an important producer
of paramylon, resulted in an improvement of (3-glucan pro-
duction (Rodriguez-Zavala et al. 2010), so that culture opti-
mization of potential 3-glucan producers seems to be a prom-
ising way to get sufficient amounts of microalgae biomass for
economically effective use.

In this study, a screening of different microalgae was
carried out to get an overview of composition of primary
metabolites with the special focus on 3-glucan content in
microalgae biomass cultured under standard cultivation
conditions. Changing cultivation conditions to optimize
carbohydrate production as described by Markou et al.
(2012) resulted in both, an increased total glucan content
but also an enhanced amount of (3-glucans in the bio-
mass obtained from the green algae Scenedesmus
obtusiusculus A189 and Scenedesmus ovalternus SAG
52.80 and indicates an opportunity for an upregulation
of -glucan biosynthesis.

@ Springer

Material and methods

Forty-seven microalgae strains, including green algae, red al-
gae, and diatoms, were isolated from different environmental
samples or were obtained from strain collections, respectively;
see Table 1 for details. The unialgal strains were integrated
into the culture collection of the Institute of Pharmacy,
University of Greifswald.

Cultivation and harvesting

Pre-cultures of each algae species were cultivated in
200 mL BG11, SWES, Dun and /2 media, respectively
(Table 1). The media were prepared according to the
instructions of the Culture Collection of Algae at Gottingen
University SAG (www.epsag.uni-goettingen.de) without soil
extract. SWES, Dun and /2 were modified as follows: SWES
contained NaNO;3 0.5 g L', K,HPO, 0.05 g L',
MgSO, 0.6 g L', CaCl, 0.4 g L', NaCl 27 g L' and was
supplemented with 10 mL 02 medium contained additionally
a trace element solution consisting of 3 g L™ Na,EDTA, 0.
6 g L' H3BO;, 0.2 g L' FeSO47H,0, 0.14 g L ™!
MnCl,-4H,0, 0.033 ¢ L' ZnS0O,47H,0, 0.0007 g L
Co(NO3),:6H,0 and 0.0002 g L' CuSO, 5H,0. Dun
Medium was supplemented with 1.2 g L™ MgSO,, 0.8 g L™
CaCl, and 10 mL of the trace element solution used for prep-
aration of the modified SWES medium. Modified {/2 medi-
um contained additionally 2.45 g L' MgSO47H,O and
1.2 g L' KCI. Cultures were grown in ventilated Schott
Bottles (VWR, Germany) until an optical density at 750 nm
(OD7sp) of at least 2 was reached. Afterwards the pre-culture
was used to inoculate 10 parallel algae cultures in 500 mL
Schott Bottles containing 200 mL medium. The starting
OD~5¢ was 0.1, irradiance was 50 pmol photons m?2s ! at
12/12 h light/dark cycle (Osram Lumilux Cool White 39W,
Germany). Cultures were ventilated with fresh air at a flow of
approx. 1.5 vvm at a temperature of 25+2 °C over a
cultivation time of 14 days. This standard cultivation proce-
dure was used to grow algae in a full medium and without
light-stress conditions. Every second day, 0.1 mL of the cul-
tures was used to measure optical density for growth control.
Evaporated water was refilled with sterile distilled water every
second day. Cultures were harvested by centrifugation at
5700 x g for 5 min and biomass was dried by lyophilization
(Vaco$, Zirbus Technology, Germany).

For the light experiments, S. obtusiusculus A 189 was culti-
vated under different irradiances (50, 100, 150, and 200 pmol
photons m 2 sfl) with three replicates for each irradiance. Other
cultivation conditions and harvesting were identical to the stan-
dard cultivation conditions as described above.

For the nitrate (N) starvation experiments, pre-cultures of S.
obtusiusculus A 189 and S. ovalternus SAG 52.80 with an
OD55, of at least 3 were centrifuged at 1900 g for 2 min.
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The supernatant was discarded and the algae pellet resuspend-
ed in BG-11 medium with N-concentrations of 100, 75, 50,
40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 and 5 % of the standard concentra-
tion (1.5 g L™ NaNOs). The algae were cultivated in 500 mL
Schott Bottles, each filled with 200 mL of BG-11 medium,
containing different N concentrations. Three replicates were
cultivated for each concentration; the whole experiment was
repeated twice. The irradiance was 200 pmol photons m 25,
other conditions and harvesting were identical to the screening
experiments described above.

Lipid extraction

For lipid extraction, 50 mg of dried biomass was suspended in
5 mL n-hexane and treated with an ultrasonic probe (Sonopuls
HD2070 and UW2070, Bandelin, Germany) for 2 min to
break the cell walls. Extraction was carried out at 1000 rpm
for 30 min on a magnetic stirrer (MR3001, Heidolph,
Germany) utilizing stirring bars of a shape 10x 6 mm
(VWR, Germany). After this, samples were centrifuged and
the supernatant was collected in tared snap cap vials (VWR,
Germany). The whole procedure was repeated twice, the com-
bined supernatants were dried overnight. Extract yield was
calculated gravimetrically.

Total carbohydrates

The total carbohydrate yield was measured using a modified
thymol-sulfuric acid method according to Groger (1961).
20 mg of defatted biomass was hydrolyzed for 2 h at 100 °C
with 2 N HCI. After cooling, the mixture was filled to 10.0 mL
with distilled water and filtered through 0.22 pm PVDF filters
(Rotilabo, Roth, Germany). 100 uL of the filtrate was diluted
to 1.0 mL with distilled water. For the calibration, a glucose
stock solution with a concentration of 1 mg mL ™" was diluted
with distilled water to final concentrations of 0.1, 0.08, 0.06,
0.04, 0.02, and 0.01 mg mL™". 100 uL of test or calibration
solution was added to 300 pL thymol reagent (I mg mL™"
thymol in concentrated sulfuric acid), vortexed thoroughly
and heated at 110 °C for 30 min. Absorbance at 509 nm was
measured in 96-well plates (Nuncleon Delta Surface, Thermo
Scientific, USA) in a plate reader (Fluostar Omega, BMG
Labtech, Germany). As a blank 100 pL distilled water added
to 300 puL thymol reagent was used.

Total protein

Total protein yield was measured with a modified ninhydrin
method according to Starcher (2001). 1.0 g of ninhydrin was
dissolved in 75 mL of ethylene glycol and 12.5 mL 4 N sodi-
um acetate buffer (272 g sodium acetate trihydrate and
100 mL glacial acetic acid filled to 500.0 mL with distilled
water). Directly before use, 14 pL mL ™" of a tin chloride
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solution (100 mg mL ™" SnCl, in ethylene glycol) was added
and mixed well.

5.0 mg of algal biomass was hydrolyzed in 1 mL 6 N HCI
for 2 h at 100 °C, diluted to 10.0 mL with distilled water and
filtered through a 0.22 um PVDF filter. 100 uL of the filtrate
was diluted to 2.0 mL with distilled water. Bovine serum
albumin (BSA) was used for calibration. A stock solution
(10 mg mL ™' BSA) was diluted with distilled water to
100 pL to final concentrations of 1, 2, 4, 6, 8, and
10 mg mL™". 100 uL 6 N HCI was added, heated to 100 °C
for 2 h and diluted to 2.0 mL. 100 pL of each calibration level
was filled to 2.0 mL with distilled water. 200 pL of every
calibration and test solutions were mixed with 300 pL ninhy-
drin reagent and incubated at 110 °C for 40 min. 200 pL water
mixed with 300 uL ninhydrin reagent was used as blank. The
absorption at 575 nm was measured in 96-well-plates in a
plate reader.

B-glucan yield

For determination of (3-glucan content, the test kit K-YBGL
04/08 “Mushroom and Yeast Beta-Glucan” from Megazyme
International Ireland, was used, following the manufacturer’s
instructions.

Results and discussion
Biomass, lipids, carbohydrates, and proteins

Table 1 summarizes the yield of biomass and primary metab-
olites of the 47 investigated microalgae strains. Biomass yield
was between 0.19 and 1.37 g L™" after 14 days. Under stan-
dard conditions, the green algae Scenedesmus spp. and
Chlorella spp. grew best. Lipid content in general was low
(<10 %), only some species showed higher lipid contents
e.g. Cylindrotheca fusiformis and Nannochloropsis salina
with 39.1 and 27.4 %, respectively. The total carbohydrate
yield varied in a wide range between N. salina (11.8 %) and
Porphyridium purpureum (59.2 %), but biomass of most algae
contained on average about 25 % carbohydrates. In contrast to
lipid and carbohydrates, most investigated microalgae re-
vealed more than 40 % protein in the biomass, and only the
marine species such as P. purpureum, N. salina, and
C. fusiformis showed distinctly lower values of <20 %.

B-glucans

Under standard cultivation conditions, 31 of 47 algae species
showed a (3-glucan content between 5 and 10 % of dry weight.
Phaeodactylum tricornutum and Mesotaenium caldariorum
exhibited a very low value (1.7 %), but Scenedesmus
ovalternus, Porphyridium purpureum, Cylindrotheca

@ Springer
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Table 1 Biomass yield, lipids, carbohydrates (CH), proteins, and (3-glucans of microalgae

Name Str. no. Medium Biomass [g L] Lipids CH Proteins B-Glucan

[% DW] [% DW] [% DW] [% DW]

Acutodesmus obliquus 2326° BG-11 1.00 7.0 274 372 9.8
Ankistrodesmus falcatus K 196° BG-11 0.57 12.6 245" 53.9 6.5
Chlamydomonas reinhardtii K 205° BG-11 0.45 8.8 18.1 414 58
Chlamydomonas reinhardtii K 215° BG-11 0.57 13.5 254 53.8 6.9
Chlorella miniata K 226° BG-11 0.46 10.2 26.3 43.0 8.5
Chlorella sp. A 6" BG-11 0.94 8.7 23.8 46.7 8.1
Chlorella sp. A 224° BG-11 0.73 14.8 219 512 6.8
Chlorella sp. K 224* BG-11 0.76 7.2 27.0 39.5 8.9
Chlorella vulgaris A9 BG-11 0.65 8.2 26.3 529 6.2
Coccomyxa sp. A304* BG-11 0.93 13.6 24.8 46.0 4.5
Coelastrum microporum K 80° BG-11 0.67 11.0 30.2% 45.6 83
Coelastrum sp. A 176" BG-11 0.47 72 23.0 395 55
Cylindrotheca fusiformis 1017/2¢ /2 mod. 0.43 39.1 372 16.9 17.9
Desmodesmus armatus 276-4¢" BG-11 0.52 34 244 5249 6.6
Desmodesmus bicellularis 2333° BG-11 0.51 53 243 444 7.6
Desmodesmus communis 2057° BG-11 0.63 2.0 34.1 444 10.8
Desmodesmus intermedius A 3007 BG-11 0.64 6.4 233 42.0 17.8
Desmodesmus schnepfii 15.98° BG-11 0.64 83 221 52.0 51
Mesotaenium caldariorum A31? BG-11 0.27 8.8 36.1 35.6 1.7
Monoraphidium braunii 48.87° BG-11 0.97 11.2 233 49.1 8.6
Monoraphidium griffithii 202-13° BG-11 0.45 10.5 23.0 41.7 4.8
Monoraphidium terrestre 49.87° BG-11 0.54 10.9 325 344 83
Nannochloropsis salina 40.85° SWES 0.45 274 11.8* 15.5 4.2
Qocystis irregularis A 192° BG-11 0.39 11.0 26.1% 45.6 5.1
Parachlorella kessleri A 302° BG-11 0.56 11.4 264 46.6 51
Pediastrum boryanum A13* BG-11 0.47 7.7 24.0 422 6.3
Pediastrum duplex A 78 BG-11 0.60 1.5 27.9% 53.8 83
Phaeodactylum tricornutum 190-1a° SWES mod. 0.33 16.2 18.3" 49.1 1.7
Picochlorum sp. L6-1¢ Dun mod. 0.31 13.4 34.4* 19.1 11.8
Porphyridium purpureum 13810‘5b /2 mod. 0.59 8.4 59.2 10.2 224
Scenedesmus acuminatus A 59° BG-11 0.77 13.7 22.6 412 79
Scenedesmus arvensis 2336° BG-11 0.24 9:3 30.2 41.1 8.2
Scenedesmus costatus 46.88" BG-11 0.50 6.6 30.6 39.5 49
Scenedesmus ecornis 2332° BG-11 0.64 8.0 27.8 382 11.3
Scenedesmus ellipticus 64.81° BG-11 0.48 9.2 24.7 33.8 5.0
Scenedesmus falcatus 2.81° BG-11 0.65 73 348 36.5 11.9
Scenedesmus obtusiusculus A 189° BG-11 0.75 10.1 35.2% 472 7.8
Scenedesmus ovalternus 52.80° BG-11 1.37 6.2 54.1 29.0 242
Scened. productocapi 21.81° BG-11 0.92 7.0 294 37.6 8.8
Scenedesmus quadricauda A 15° BG-11 0.81 7.6 18.8% 527 39
Scenedesmus rubescens 595" BG-11 0.71 8.5 324 53.7 9.0
Scenedesmus vacuolatus 211-11n° BG-11 0.80 9.5 39.9 36.8 6.5
Scenedesmus wisconsinensis 22.81° BG-11 0.95 16.0 24.6 45.0 6.2
Tetradesmus wisconsinensis 3.99° BG-11 0.73 3.1 26.0 51.6 5.0
Tetraselmis suecica 66/22¢° 2 0.39 24.0 9.6 16.8 16.1
Tribonema aequale A161* BG-11 0.25 11.2 26.0 37.8 9.7
Tribonema viride A 163" BG-11 0.19 33 253 55.6 9.5

Algae were cultivated under standard conditions (see “Cultivation and harvesting” section)

Data represent means, n =2 ([3-glucans, lipids), 3 (proteins, carbohydrates) or 4 (#)

Culture origins:

# Ernst-Moritz-Amdt-University of Greifswald, Culture Collection of the Department of Pharmaceutical Biology
® Experimental Phycology and Culture Collection of Algae at the University of Goettingen (SAG)

¢ Culture Collection of Algae and Protozoa, Scottish Marine Institute, Oban, Scotland (CCAP)

4TUM = Technical University of Munich, Strain collection of the Department of Industrial Biocatalysis
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Sfusiformis, and Tetraselmis suecica revealed a very high (3-
glucan accumulation in the biomass with 24.2, 22.4, 17.9, and
16.1 %, respectively (Fig. 1a). Bobadilla et al. (2013) reported
[3-glucan contents between 5 and 33 % in different parts of
brown alga Durvillaea antarctica, also determined with
Megazyme® assay. Kozarski et al. (2011) and Synyttsya
et al. (2008) investigated different fungi with this test kit and
determined contents from 1 to 64 %.

To get deeper insight into the mechanisms influencing syn-
thesis or accumulation of primary metabolites with the special

40 -

focus on B-glucans, two microalgae, Scenedesmus
obtusiusculus A 189, a novel green algae isolate, and
Scenedesmus ovalternus SAG 52.80 were selected for culture
optimization experiments. Under standard cultivation condi-
tions, biomass of Scenedesmus obtusiusculus A 189 contained
11.2 % total glucans of which 7.8 % were [3-glucans. In cul-
tivation of microalgae light is an important factor influencing
growth and accumulation of primary metabolites in the bio-
mass. It was reported in literature that higher irradiances led to
lipid and carbohydrate accumulation in Scenedesmus obliquus

Fig. 1 «- and (3-glucan content a . a-Glucan
of microalgae. a Cultivation - B
under standard conditions. b B'Glucan

Influence of nitrate concentration
on glucan content of
Scenedesmus obtusiusculus

A 189. ¢ Influence of irradiance
on glucan content of
Scenedesmus obtusiusculus

A 189. d Influence of nitrate
concentration on glucan content
of Scenedesmus ovalternus SAG
52.80. e Influence of'irradiance on
glucan content of Scenedesmus
ovalternus SAG 52.80.

f “[-glucan content™ of cellulose,
detectable with Megazyme®

K-YBGL. Mean with range, n=2 407 p 401 ¢
(except Fig. 1b, N5: n=1). -
Statistical tests: 2way ANOVA - 1 T
Dunnett’s multiple comparison 304 1 - 304 .
test; GraphPad Prism 6, = = i -~
California, US; *p<0.05, 2 T o T T
**p<0.005, ***p <0.001 = 2. 204
compared to control (b: 100 % N, >
¢: 50 pmol photons m?Zs’!, .g
d: 100 % N), only (3-glucans
104
tested
100 75 50 40 35 30 25 20 15 10 5 50 100 150 200
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PP i bl sk T e kxk Kkk 30
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(Ho et al. 2012). Gris et al. (2014) described for S. obliguus
SAG 276-7 (currently Acutodesmus obliquus), a slight in-
crease of total carbohydrate yield by increasing the irradiance
from 50 to 200 pmol photons m 2 s '. In this study, higher
irradiances enhanced the (3-glucan content of S. obtusiusculus
A 189 significantly from 6 to 14 % under irradiation of 50
and 200 pmol photons m 2 s !, respectively. A maximum
of 19 % was reached at 150 pmol photons m™ > s’
(Fig. 1c). Otherwise, the irradiance seems to have
no influence on (-glucan yield of S. ovalternus SAG
52.80 (Fig. le). With 24.2 and 23.3 % (50 and
200 pmol photons m 2 s™!, respectively), the values did not
distinguish significantly. Possibly SAG 52.80 has a wide light
optimum, so that different irradiances do not influence the
biosynthesis of (3-glucans and the observed effect could be
species dependent.

Under nitrate starvation, the content of total glucans of
S. obtusiusculus A 189 increased from 22 % (control) to
34 % (30 % N). The (-glucan content rose from 16.0 %
(100 % N, control) to 23.5 % (30 % N). At lower
N-concentrations yield decreased again (Fig. 1b). For this alga,
it could be shown that the combined use of higher irradiance
and nitrate starvation enhanced the (3-glucan content from
approx. 6 to 23.5 %. Optimization experiments with
S. ovalternus SAG 52.80, the alga with the highest 3-glucan
and the second highest total carbohydrate content under stan-
dard conditions, showed similar tendencies. The total glucan
yield rose from 36 % (control) to 46 % (30 % N). The 3-glucan
content increased from 23.3 (control) to 36.7 % (20 % N). In
contrast to A 189, the yield did not clearly decrease again under
further nitrate limitation (Fig. 1d) and there was no influence of
the irradiance. In both strains, SAG 52.80 and A 189 the «- and
[3-glucan content changed under N starvation conditions. The
[3-glucan content increased more than the «-glucan content, in
A 189 from 6.5 to 10.3 % (x; + 3.8 %) and from 16.0 t0 23.6 %
(B; + 7.6 %), respectively. In SAG 52.80, the same tendency of
the (3-glucan content was observed (rise from 23.6 to 36.7 %),
the a-glucans ranged between 6.2 and 12.8 %. These results
could indicate that microalgae rather use {3-glucans than
«-glucans as storage carbohydrates. Recently, Li et al. (2013)
described no influence of medium component starvation on
accumulation of carbohydrates in cultures of Parachlorella
kessleri, illuminated continuously with high irradiances of
780 pmol photons m > s~ '. Even though growth of theses
cultures was improved by aeration with 2 % CO, in compari-
son to air, no differences in starch content were observed, so
that CO, limitation seems to have no influence on starch accu-
mulation, but species differences should be considered.

According to the manufacturer’s instructions, the assay kit
K-YBGL is not applicable in the presence of 3-(1—4)-glucans
like cellulose. Cellulose is a common cell wall component of
green algae and as Ververis et al. (2007) reported, the cellulose
content of mixed algal biomass was 7.1 %. Determination of

@ Springer

pure cellulose with the assay kit showed that a content of 22.8

+4.3 % was detected (Fig. 1f), revealing that only approx. 1/5
to 1/4 of appearing cellulose can be hydrolyzed. Therefore, if
cellulose content in algal biomass is <10 %, only 2.5 % or less
of the determined (3-glucans should be cellulose. In
S. ovalternus SAG 52.80 for example 24.2 % (3-glucans (stan-
dard conditions) were estimated with the test kit, so at least
approx. 22 % should be 3-(1-3/1-6)-glucans. In
S. obtusiusculus A 189, at least approx. 5 % of the detected
7.8 % (standard conditions) can considered to be 3-(1-3/1-6)-
glucans. Taking into account these results, the test kit
K-YBGL can be used also for determination of (3-glucans in
algal biomass but with a little inaccuracy that is reduced when
the calculated (3-glucan content is higher.

Forty-seven microalgae have been cultivated and analyzed
for their composition of the three primary metabolites lipids,
carbohydrates, and proteins. Although most algae showed very
high protein yield, also species with high carbohydrate and
lipid contents were identified, revealing the high diversity of
biomass composition. When using the test kit K-YBGL 04/08
“Mushroom and Yeast Beta-Glucan” from Megazyme, the
{3-glucan content in algal biomass can be determined quick
and easy. Since the presence of cellulose interfered only slight-
ly, the kit also can be used for determination of 3-glucans in
microalgae. Four algae species with high (3-glucan content
from 16 to 24 % have been identified. Scenedesmus ovalternus
SAG 52.80 was the best-growing alga and exhibited the highest
{3-glucan yield in the biomass. It could be shown that the
{3-glucan content can be influenced by nitrate starvation and
irradiance, but factors such as the influence of temperature,
starvation of other medium components and also CO, should
be considered. In further studies, 3-glucans should be extract-
ed, purified and the biological activity examined.
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order to utilize these organisms. For example a number of high
value products and applications has been developed (Borowitzka,
2013) such as dietary supplements, and nutraceuticals like
astaxanthin or polyunsaturated fatty acids. In the era of rising
prices of fossil resources and increasing awareness about their
limitation, the potential of microalgae as source for renewable
energies has gained much interest. Algae have certain advantages
as resources for biofuels compared to land plants. The biomass
productivity is several times higher per surface unit, they can be
cultured on barren land so there is no competition with food
production (Xu and Boeing, 2014) and the required resources

* Corresponding author.
E-mail address: christian.schulze@uni-greifswald.de (C. Schulze).
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(Nascimento et al.,, 2013; Rodolfi et al.,, 2009). Some algae like
Chlorella sp. (Francisco et al, 2010) and Scenedesmus sp.
(Aravantinou et al., 2013) showed very high growth rates, whereas
others like Porphyridium sp. (Song et al., 2013) and Nannochloropsis
sp. (Rodolfi et al., 2009) were reported to be good lipid producers. A
combination of both properties is rare but can be achieved by
different cultivation techniques. Cabello et al. (2015) varied pH,
temperature, light intensity and nitrate content of the cultivation
medium to optimize the photosynthetic activity and growth of
Scenedesmus obtusiusculus. As previously described for many algal
species, nitrate starvation seems to be the most efficient method
to enhance lipid productivity (Griffiths et al., 2012; Rodolfi et al.,
2009). On the other hand for optimization of the carbohydrate
content, which is of interest when biomass is used as feedstock
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Tabelle I Verwendete Algenarten, Medien, Wachstum, Prinoffiesstantimikrobielle Aktivitéat

Med: Medium;TM : Trockenmasse, Ausbeute nach 14-tagiger Kultivigrunter Standardbe-
dingungen (n = 1 mit 9-10 Parallelkulturep);Wachstumsratd; : Lipidanteil (n = 3)K: Ge-
samtkohlenhydratgehalt (n = 3, Proteingehalt (n = 3) ,-Gl: -Glucangehalt (n = 2)AA:
Antimikrobielle Aktivitat; H: HexanextraktM: Methanolextrakt. Die Gehaltsangaben bezie-
hen sich auf die getrocknete Biomasse.

™ M L K P -Gl AA

N Name Med o) @) ) @) @) @)

A6 Chlorellasp. BG-11 0,940 0,298 9,3 254 49,8 8,1 -
A9 Chlorella vulgaris BG-11 0,654 0,282 8,8 28,1 56,7 6,2 H
A 13 Pediastrum boryanum BG-11 0,467 0,132 8,2 256 449 6,3 H
A 15 Scenedesmus quadricaudaBG-11 0,808 0,215 8,1 20,0 56,0 3,9 H
A3l Mesotaenium caldariorum BG-11 0,272 n.b. 94 38,7 382 1,7 -
A 59 Scenedesmus acuminatus BG-11 0,767 0,210 14,5 23,9 435 7,9 -
AT78 Pediastrum duplex BG-11 0,597 0,201 16 29,1 56,2 83 H
A 161 | Tribonema aequale BG-11 0,251 0,129 12,0 27,9 40,5 9,7 H/M
A 163 | Tribonema viride BG-11 0,193 n.b. 3,6 27,4 60,1 95 -
A 176 | Coelastrunsp. BG-11 0,472 0,185 7,6 24,3 41,755 H
A 189 Scenedesmus obtusiusculi BG-11 0,749 0,257 10,6 37,1 49,7 7,8 H
A 192 | Oocystis irregularis BG-11 0,385 0,228 11,7 27,8 48,7 5,1 -
A 224 | Chlorellasp. BG-11 0,730 0,234 15,5 23,0 53,7 6,8 H
A 99-18 | unbekannt BG-110,483 0,070 7,4 295 34,010,2 H
K 80 Coelastrum microporum  BG-11 0,668 0,185 11,6 31,8 481 83 H
K 196 | Ankistrodesmus falcatus BG-11 0,571 0,225 13,3 25,9 56,8 6,5 H
K 205 | Chlamydomonas reinhardt BG-11 0,452 0,186 9,3 19,1 43,6 5,8 -
K 215 Chlamydomonas reinhardtiiBG-11 0,566 0,240 14,2 26,8 56,7 6,9 H
K 224 | Chlorellasp. BG-11 0,757 0,246 7,7 28,7 42,0 8,9 -
K 226 | Chlorella miniata BG-11 0,463 0,195 10,7 27,6 45,2 8,5 -
A 300 Desmodesmus intermedius BG-11 0,644 0,259 6,6 24,1 43,3 17,8 -
A 301 | Desmodesmusp. BG-11 0,761 0,259 7,4 220 48454 -
A 302 Parachlorella kessleri BG-11 0,562 0,241 11,8 27,4 48,4 5,1 -
A 303 unbekannt BG-110,601 0,213 13,8 25,4 44,4 7,4 -
A 304 | Coccomyxap. BG-11 0,282 0,160 14,2 25,8 48,0 4,5 -
A 305 | Desmodesmusp. BG-11 0,585 0,252 3,2 21,0 54,1 3,7 H
A 306 | Desmodesmusp. BG-11 0,653 0,258 2,1 27,6 43,9 7,7 -
A 307 | Desmodesmusp. BG-11 0,953 0,296 2,0 25,7 4855,1 H
A 308 | Desmodesmusp. BG-11 0,629 0,258 3,5 22,7 57,1 4,8 -
A 309 | Desmodesmusp. BG-11 0,559 0,240 5,8 42,1 37,6122 -
A 310 | Ankistrodesmusp. BG-11 0,644 0,234 2,2 229 553 22 H/M
A 311 | Desmodesmusp. BG-11 0,611 0,251 2,5 28,4 48,3 6,0 H
A 312 | Oocystissp. BG-11 0,627 0,251 3,7 40,9 40,3 0,8 H
A 313 | Mychonastesp. BG-11 0,354 0,238 1,2 16,8 51,7 1,3 M
A 314 | Mychonastesp. BG-11 0,643 0,221 0,9 279 31,0 2.8 -
A 315 | Mychonastesp. BG-11 0,521 0,253 1,7 16,9 48,1 2,8 H
A 316 | Desmodesmusp. BG-11 0,530 n.b. 1,7 43,8 44,1 6,2 H
A 317 | Mychonastesp. BG-11 0,337 0,214 1,2 20,9 4285,1 M
A 318 Chlorella sorokiniana BG-11 0,456 0,246 1,7 22,6 48,4 15 -
A 319 unbekannt BG-110,580 0,247 3,0 30,4 50514 -
A 322 unbekannt BG-11 0,959 0,261 4,2 30,4 442 7,6 H/M
2003-6 | unbekannt BG-110,680 0,262 20,7 27,3 44,9 3,7 -
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Verwendete Algenarten, Medium, Véaam, Primarstoffe, anti-
mikrobielle Aktivitat

Med: Medium;TM : Trockenmasse, Ausbeute nach 14-tagiger Kultiigrunter Standardbe-
dingungen (n = 1 mit 9-10 Parallelkulturep);Wachstumsratd; : Lipidanteil (n = 3)K: Ge-
samtkohlenhydratgehalt (n = 3, Proteingehalt (n = 3) ,-Gl: -Glucangehalt (n = 2)AA:
Antimikrobielle Aktivitat; H: HexanextraktM: Methanolextrakt. Die Gehaltsangaben bezie-
hen sich auf die getrocknete Biomasse.

Herkunft der Kulturen: Experimentelle Phykologiedu@tammsammlung der Universitat Got-
tingen; Culture Collection of Algae and Protozoa 8eottish Marine Institutégn Oban (*);
Algenstammsammlung der Abteilung Industrielle Biakgse der Technischen Universitat
Munchen (**)

™ K L K P -Gl AA

N Name Med @) @y @) @) @) (@)

2336 Scenedesmus arvensis BG-11 0,235 0,180 9,7 31,4 428 8,2 -
46.88 Scenedesmus costatus BG-11 0,504 0,195 6,8 31,7 40,8 4,9 -
2332 Scenedesmus ecornis BG-11 0,642 0,231 8,4 29,1 40,0 11,3 -
64.81 Scenedesmus ellipticus BG-11 0,478 0,176 95 254 34,8 5,0 -
2.81 Scenedesmus falcatus BG-11 0,652 0,228 7,7 36,6 38,4 11,9 -

52.80 Scenedesmus ovalternus BG-11 1,369 0,252 6,7 58,1 31,1 242 H
21.81 Scenedesmus productocapita BG-11 0,920 0,230 7,4 31,1 39,7 88 -
5.95 Scenedesmus rubescens BG-11 0,708 0,224 8,7 33,3 55,2 9,0 -
211-11n| Scenedesmus vacuolatus BG-11 0,804 0,257 9,9 41,7 38,5 6,5 -
22.81 Scenedesmus wisconsinensis BG-11 0,948 0,210 16,4 25,3 46,2 6,2 -

2.95 Pirula salina Dun 0,112 0,069 2,7 48,9 33,1 n.b. n.d.
48.87 Monoraphidium braunii BG-11 0,970 0,258 11,5 23,8 50,3 8,6 -
2326 Acutodesmus obliquus BG-11 0,998 0,248 7,2 282 382 98 -
184.80 | Dunaliella salina Dun 0,153 0,128 5,2 25,8 39,5 n.b. n.d.
15.98 Desmodesmus schnepfii BG-11 0,640 0,207 8,3 22,1 520 51 -
202-13 | Monoraphidium griffithii BG-11 0,451 0,221 11,0 24,0 43,6 4,8 -

2057 Desmodesmus communis BG-11 0,631 0,162 2,0 34,1 444 10,8 H
2333 Desmodesmus bicellularis BG-11 0,507 0,239 55 25,3 46,1 7.6 -

276-4e | Desmodesmus armatus BG-11 0,520 0,182 3,5 25,2 545 6,6 -
3.99 Tetradesmus wisconsinensis BG-11 0,731 0,223 3,3 27,3 54,2 5,0 -
49.87 Monorapidium terrestre BG-11 0,540 0,214 11,3 33,7 35,7 8,3 -
211-12 | Chlorella vulgaris BG-11 0,986 0,301 3,1 27,0 555 nb. H
40.85 Nannochloropsis salina SWES 0,446 0,128 28,3 12,2 16,0 4,2 n.d.
1090-1a, Phaeodactylum tricornutum SWES 0,329 0,205 16,9 19,0 51,1 1,7 H
1380-1d| Porphyridium purpureum f2m0d 0,593 nb. 92 651 11,2 224 H
1017/2* | Cylindrotheca fusiformis f2moa 0,430 0,179 40,7 38,7 17,6 17,9 -
66/22C*| Tetraselmis suecica /2 0,390 0,103 25,1 445 176 16,1 -
L6-1** | Picochlorum sp. Dunme¢ 0,309 0,205 14,2 36,5 20,3 11,8 -
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Tabelle 2 Validierungsergebnisse der Ninhydrin-Methode

*. Proteingehalt in Prozent bei 5,0 mg Einwaage

Parameter Wert
Arbeitsbereich (ug mL?) 2,5-25
Linearitat (R2, n=10) 0,9947
LOD (%'/ ug mL?) 6,2/1,5
LOQ (%/ pug mLY) 14,8/ 3,8
Messprazisior (VK %, n=6) 4,9
Methodenprazisior (VK %, n=6) 8,9
Tag-zu-Tag-Prazision (VK %, n=3) | 6,4
Wiederfindungsrate (BSA, %, n=6)| 110,8



ANHANG

Tabelle 3 Ergebnisse der Lichtexperimente: Wachstum unch&mstoffe

Licht: Beleuchtungsintensitat in pmol Photonert st; TM: Trockenmasse, Ausbeute nach
14-tagiger Kultivierung unter Standardbedingunger= (2); u: Wachstumsratety: Verdopp-
lungszeitL : Lipidanteil (n = 2) K: Gesamtkohlenhydratgehalt (n = R) Proteingehalt (n = 2).

. T™ i tq L K P
N Name Het @) @) @) %) (%) %)
A6 Chlorellasp. 50 0,887 0,293 2,36 2,7 29,2 36,9
100 1,227 0,3142,21 2,7 34,0 32,4
150 1,681 0,331 2,10 5,7 50,3 27,3
200 1,757 0,3252,13 7,7 49,8 26,9
A 15 Scenedesmus quadricauda 50 0,847 0,214 3,23 3,7 28,8 31,7
100 1,394 0,2412,88 25 38,8 28,1
150 2,009 0,250 2,77 2,8 40,8 31,6
200 2,452 0,2562,71 4,3 51,4 275
A 59 Scenedesmus acuminatus 50 1,000 0,230 2,98 3,5 33,2 36,6
100 1,771 0,2662,74 4,3 45,1 28,5
150 2,195 0,284 255 7,3 53,1 24,1
200 2,323 0,2812,60 7,2 49,6 28,3
A 189 Scenedesmus obtusiusculus 50 1,140 0,282 2,46 2,6 24,6 46,1
100 2,216 0,3032,29 5,7 40,9 245
150 2,511 0,308 2,25 8,6 40,7 259
200 2,635 0,3092,24 12,3 35,6 29,7
A 307 | Desmodesmusp. 50 0,806 0,272 255 2,8 26,8 41,0
100 1,377 0,2972,34 1,8 32,9 42,8
150 2,064 0,319 2,17 2,4 41,3 31,1
200 2,112 0,3252,13 3,4 409 30,4
211-11n| Scenedesmus vacuolatus 50 0,698 0,284 2,44 3,1 28,2 47,5
100 1,105 0,3092,24 7,1 44,3 35,6
150 1,605 0,321 2,16 6,7 55,4 30,4
200 1,686 0,3232,15 8,2 51,2 33,2
21.81 Scenedesmus productocapitat 50 0,635 0,204 3,40 55 25,6 41,2
100 0,891 0,2342,96 6,0 27,1 44,7
150 1,243 0,251 2,76 5,8 31,8 39,4
200 1,438 0,269258 5,7 27,6 33,8
22.81 Scenedesmus wisconsinensis 50 1,178 0,232 2,98 2,8 44,4 25,1
100 2,127 0,2532,74 55 65,4 19,7
150 2,456 0,272 2,55 8,0 68,0 20,3
200 2,085 0,2662,60 7,8 62,9 22,0
2326 Acutodesmus obliquus 50 0,984 0,269 2,58 3,0 39,5 38,3
100 1,436 0,2742,53 45 45,0 36,5
150 1,902 0,294 2,36 8,1 50,3 32,4
200 2,189 0,3062,27 7,6 54,6 32,3
48.87 Monoraphidium griffithii 50 0,848 0,225 3,07 6,4 29,7 36,2
100 1,271 0,2572,70 6,4 31,4 351
150 1,632 0,278 2,49 7,6 32,7 31,1
200 1,721 0,2792,49 7,5 33,9 328
52.80 Scenedesmus ovalternus 50 1,146 0,222 3,12 4,2 48,5 29,3
100 2,085 0,2512,76 7,1 61,2 22,1
150 2,387 0,264 2,63 8,9 68,1 21,3
200 2,216 0,2542,72 9,0 70,1 23,4

Vi
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Tabelle 4 pH-Experiment mitScenedesmus obtusiuscuA®&89, Temperatur 30 °C, Belich-
tung: 4x 200 umol Photonenfs® Dauerlicht

TM: Trockenmasse, Ausbeute nach 14-tagiger Kultivigrwnter Standardbedingungen;
M Wachstumsratey: Verdopplungszeit. : Lipidanteil;K: Gesamtkohlenhydratgehdt, Pro-
teingehalt; Priméarstoffgehalt relativ (,%") und althst in g L 14 d* (,g/L") dargestellt (jeweils

n =2 auller pH 6,5und pH 11 n=1).

pH ™M pu  t« L L K K P P
QL) (@) () (%) (g) (%) (gL) (%) (9L)
65 0690 0217 32 79 006 289 020 57,1 0,39
7,0 2165 0292 24 68 015 571 123 31,1 0,67
75 2190 0,287 24 75 016 517 1,13 329 0,72
8,0 | 2195 0287 24 74 016 506 1,11 326 0,70
85 | 2010 0302 23 60 012 453 091 324 0,65
9,0 1,860 0,282 25 85 016 500 093 340 0,63
95 1,360 0,259 2,7 110 014 47,8 065 349 0,49
10,0 1,275 0,260 2,7 6,7 009 381 049 391 0,50
10,5/ 0,590 0,196 35 6,7 004 482 0,29 350 0,20
11,0/ 0,205 0,049 142 70 0,02 305 006 389 0,08

Tabelle 5 Temperatur-Experiment m@cenedesmus obtusiuscuA®89, pH = 7,8, Belich-
tung: 4x 500 umol Photonenfs! Dauerlicht

T: TemperaturiTM : Trockenmasse, Ausbeute nach 7-tagiger Kultivigrunter Standardbe-
dingungenu: Wachstumsratdy: Verdopplungszeitt. : Lipidanteil; K: Gesamtkohlenhydrat-
gehalt,P: Proteingehalt; Primarstoffgehalt relativ (,%*)diabsolut in g X 7 d* (,g/L*) dar-
gestellt (jeweils n = 2).

T ™ pu t4 L L K K P P

(°C) (@) (@) (d) (%) (9L) (%) (gL) (%) (g/L)
15 |1,605 0,497 14 85 0,14 393 063 433 0,70
20 | 2,100 0519 1,3 10,5 0,22 46,2 0,97 290 0,61
25 | 2570 0544 1,3 14,7 0,38 41,1 1,06 322 0,83
27,5 2,730 0546 1,3 14,6 040 499 135 270 074
30 | 2,675 0572 1,2 144 039 475 127 294 0,79
32,5/ 2,555 0,539 1,3 11,4 0,29 444 1,14 30,9 0,79
35 12310 0,492 1,4 90 021 442 1,02 36,7 0,85
37,5/ 0975 0,465 1,5 7,7 008 421 041 463 045

VIl
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Tabelle 6 Zusammensetzung BG-11, BGrbdund ABV-Medien.

Werte in g/L wenn nicht anders gekennzeichnet. Busansetzung Spurenelemente-L6sung
(mg LY): HsBOs3 0,61; MnSQ x 4H,0 2,23; ZnSQ@x 7H0 2,87; CuS@x 5H,0 0,025;
(NH4)eM07024 % 4H,0 0,125. *: ohne Cu, Mo und B.

Komponente BG-11 BG-11..4 ABV1 ABV2 ABV3
NaNO; 1,5 1,5 0,375 0,375 0,375
K2HPO4 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031
Eisenammoniumcitrat 0,006 0,006  0,0006 0,0006 0,0006
MgSOsx 7H-0 0,075 0,075 0 0 0
CaCl;x 2H.0 0,03576 0,03576 0 0 0
Zitronensaure 0,006 0 0 0 0
Na;EDTA 0,001 0 0 0 0
Na>CO3 0,02 0 0 0 0
Kinstliches Meersalz 0 0 5,0 0 0
Spurenelemente-Losung 1 mL 1 mL* 0 0 0
VE-Wasser 1L 1L 1L 0 0
Ostseewasser 0 0 0 1L 0
Peenewasser 0 0 0 0 1L

Tabelle 7 Wachstum und Primarstoffe der fiinf wachstumsstark Arten im 40-L-Mal3stab,
pH = 8,5, Temperatur 30 °C, Belichtung: 4x 200 puRlebtonen m s Dauerlicht

S.: Scenedesmyu$M : Trockenmasse, Ausbeute nach 14-tagiger Kultivigrunter Standard-
bedingungen;u: Wachstumsratetq: VerdopplungszeitL: Lipidanteil; K: Gesamtkohlen-
hydratgehalt,P: Proteingehalt; Primarstoffgehalt relativ (,%") dirabsolut in g & 14 d!
(,0/L") dargestellt (jeweils n = 2).

™ M ta L L K K P P

(L) (dhH (@) (%) (gL) (%) (9lL) (%) (g/L)
Al5 |S. quadricauda 2,800 0,269 26 2,9 0,08 485 1,36 358 1,00
A59 | S. acuminatus 2,000 0,291 24 56 0,11 41,3 0,83 32,5 0,65
A189 | S. obtusiusculus 2,010 0,302 2,3 6,0 0,12 453 0,91 32,4 0,65
22.81| S. wisconsinensis2,650 0,250 2,8 6,5 0,17 71,9 1,89 135 0,36
52.80| S. ovalternus 2,550 0,249 28 6,0 0,15 70,6 1,80 15,6 0,40

Nr. Name

Tabelle & Charakterisierung der Testkeime fur die antimikeden Testungen

Nr. Name gram Positivkontrolle [ug] Hemmhof mm
ATCC 6059 | Bacillus subtilis positiv. - Ampicillin [10] 25
ATCC 6538 | Staphylococcus aureus positiv -~ Ampicillin [10] 33
ATCC 11229| Escherichia coli negativ. Ampicillin [50] 25
ATCC 27853| Pseudomonas aeruginosanegativ. Gentamicin [25] 23
SBUG 700 | Candida maltosa -- Nystatin [50] 27

Vil
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Tabelle 9 Korrelation PUFA-Gehalt — antimikrobielle Aktigit ausgewahlter Hexanextrakte

C18:3:

-Linolens&ure;C18:2: Linolsaure; C18:1: Olsdure;C18:0: StearinsaureC16:0:
Palmitinsaure; alle Angaben in % vom Hexanextrgw/€ils n = 2).

Nr. Name C18:3 C18:2 C18:1 C18:.0 C16:.0 alle PUFA aktiv
A309 | Desmodesmusp. 4,2 3,0 7,9 0,4 44 19,8 7,3 nein
A310 | Ankistrodesmusp. 13,5 8,1 7,0 09 21 31,6 20,8 ja
A311 | Desmodesmusp. 11,2 6,5 5,2 5,2 3,2 31,2 16,6 ja
A312 | Oocystissp. 7,1 54 4,7 36 3,6 24,3 11,6 ja
A313 | Mychonastesp. 4,2 2,1 5,9 2,4 0,8 154 6,1 nein
A314 | Mychonastesp. 1.4 0,3 1,1 59 0,2 8,9 1,7 nein
A315 | Mychonastesp 1,6 0,4 0,8 0,0 3,4 6,1 19 ja
A316 | Desmodesmusp. 5,8 4,1 3,0 0,3 4,6 17,8 10,0 ja
A317 | Mychonastesp. 0,8 0,4 1,7 2,0 0,7 55 1,2 nein
A319 | unbekannt 19 0,3 0,6 1,2 2,7 6,7 2,1 nein
A322 | unbekannt 9,8 6,2 10,6 0,7 72 34,6 15,9 ja
211-12| Chlorella vulgaris 9,0 9,5 3,9 1,0 34 26,7 17,9 ja
15.98 | D. schnepfii 2,3 4.1 2,2 0,0 4.0 12,6 5,9 nein
2057 | D. communis 6,1 6,2 14,2 0,0 3,3 29,9 6,1 nein
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